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INTRODUCCION 

' ACTINOMICETOS 

Los actinomicetos son. bacterias Gram positivas que poseen un alto 

contenido de G + C en su genoma (mayor a 55%). Estos se han relacionado 

filogenéticamente por la evidencia dada por las secuencias del rRNA 165 y 

por estudios de apareamiento DNA:rRNA (Chater & Hopwood, 1983). 

Se conocen desde hace más de 100 años e inicialmente se creía que 

eran hongos por su crecimiento filamentoso, y fue hasta los años 50's que 

se confirmó que eran procariotes. 

Son de gran importancia pues producen una gran cantidad de 

enzimas, vitaminas y antibióticos de uso industrial, médico, veterinario y 

para la investigación básica, además de que algunas especies son 

importantes patógenos de plantas, animales y del hombre; muchas otras 

constituyen importantes modelos para la investigación. 

Los actinomicetos son un componente significativo de la población 

microbiana de casi todos los suelos, y se llegan a encontrar hasta más de un 

millón por gramo. También se han encontrado en medios acuáticos, tanto en 

agua dulce como marina. 

Las esporas se dispersan por medio de artrópodos, corrientes de agua, 

lluvia y viento. Su crecimiento óptimo se da entre los 25 y 30ºC, a un pH 

de entre 5 y 9. 

En el suelo contribuyen a la degradación de polfmeros complejos 

Insolubles como lignocelulosa, hemicelulosa, pectina, queratina y quitina; y 

hay evidencia de que pueden degradar compuestos hechos por el hombre 



que contaminan los suelos (Goodfellow & Williams, 19831. 

Entre los patógenos de humanos más importantes se encuentra 

Mycobacterium /eprae que produce lepra; Corynobacterium diphtheriae, 

difteria¡ M. tuberculosis, tuberculosis; Actinomyces, actinomicosis; y 

Nocardia, nocardiosis. 

También hay fitopatógenos importantes, en especial algunas especies 

de Stroptomyces y de Corynebacterium. 

Se han aislado más de 30 géneros. siendo el género Stroptomyces el 

más abundantes y ubicuo. 

STREPTOMYCES 

El género Streptomyces (Waksman & Henricl, 1943) pertenece al 

orden Actlnomycetales. Su nombre significa "hongo doblado" (del griego: 

Streptos -doblado, myces -fungus). aunque ahora es claro que pertenecen al 

reino Prokaryota. 

Crecen en condiciones aerobias, con las fases lag, lag y estacionaria, 

típicas en bacterias. En medio sólido se diferencian en micelio vegetativo y 

aéreo, y este último se fragmenta dando lugar a cadenas de esporas (Fig. 1 ). 

La formación de micelio aéreo va acompañada de lisis parcial del micelio 

vegetativo el cual provee al primero de nutrientes (Mendaz et al., 1985). 

El micelio vegetativo penetra y solubiliza a materia orgánica 

secretando enzimas hidrollticas, como proteasas, lipasas, amilasas, 

nucleasas, etc. También producen una gran cantidad de antibióticos, de los 

6,000 (aprox.I que se conocen de origen microbiano, el 60% lo producen 

miembros del género Streptomyces. 



Fig. ·· 1. - CICLO DE VIDA DE S. coelico/or 

( Chater y Merrick, 1979 l. 



Su contenido de G +e es muy alto, en promedio de 74% 

La especie tipo es S. albus ATCC 3004 (IMAU 30041 (Pridham & Lyons, 

19621, pero la más estudiada a nivel genético es S. coa/ico/orA3(2), para la 

cual se ha establecido un mapa genético con más de 100 marcadores 

(Hopwood & Chater, 19741. 

La especie más usada en ingeniería genética es S. lividans pues 

presenta una serie de ventajas muy Importantes. So ha convertido en un 

hospedero alternativo a E. co/i para clonar genes ricos en G + C difíciles de 

expresar en ésta última. Secreta prote(nas y antibióticos eficientemente. 

Reconoce un gran número de promotores, incluso de Gram-negativas (Ali & 

Dale, 1986; Horlnouchi ot al., 19871. Al parecer carece de sistemas de 

restricción -modificación (AMI. 

SISTEMAS DE AESTAICCION -MODIFICACION (AMI 

Los sistemas RM son mecanismos enzimáticos que. protegen a la 

célula de DNA exógeno que pueda penetrar a ella, como plásmldos y DNA 

de fagos. 

Las endonucleasas de restricción son enzimas que reconocen 

secuencias nucleotídicas en el DNA de doble cadena, cortando ambas 

cadenas. La mayoría de éstas se presentan junto con una enzima de 

modificación cuya función es la de proteger el DNA de la bacteria que las 

produce. A ésto se le conoce como sistemas RM y pueden ser de tres tipos. 

El tipo 1 consiste de un polipéptldo con tres subunidades: endonucleasa, 

metllasa y una de reconocimiento. El tipo 11 consiste de una enzima de 

restricción y otra de modificación. Y el tipo 111 de un polipéptido con dos 



subunidades: endonucleasa y otra de reconocimiento y modificación. 

Tanto el tipo 1 como el 111 requieren do ATP y S-adenosilmetionina 

(SAM), y cortan en sitios lejanos al sitio de reconocimiento (hasta a más de 

1 OOOpb de dlstancial y sin mucha especificidad. El tipo 11, en.' cambio, 

reconoce secuencias palindrómicas específicas de entre 4 y 7pb, cortando y 

modificando en ese mismo sitio. Por estas características es que las 

endonucleasas de restricción tipo 11 se han convertido en una herramienta 

invaluable para mapear, secuenciar y clonar ácidos nucleicos. Además de 

ser los más comunes pues se han encontrado en 1 /3 de las cepas en las que 

se ha buscado (lewin, 19901. 

Se conocen más de 600 diferentes enzimas de restricción, de las 

cuales algunas son producidas por especies del gendro Streptomyces tales 

como: Sact, Sactl, SaA, Saul, Scal, SfA, Sph'., Ssd, Ssnl, etc. Sus sitios 

blanco son ricos en G + C, por lo que se requiere de un sistema de 

modificación muy eficiente (Peczynska & Mordarski, 1988). 

El primer sistema AM que se clonó completo en E. coli fue el Hhall 

(Mann et al .. 1978). Para 1988 se hablan clonado 60 sistemas completos y 

40 parciales. 

Se han desarrollado varias estrategias para clonar los sistemas RM. 

Los bacteriofagos han resultado ser una herramienta muy importante para su 

detección, estudio y clonación. Gracias a ellos se detectaron por primera 

vez. 

En algunos casos ambos genes pueden clonarse juntos. En E. co/i se 

han clonado varios sistemas completos sin problema pues hay un sistema 

que repara eficientemente los cortes en el DNA bacteriano producidos por la 

enzima de restricción (Lunnen et al .. 19881. Incluso se han detectado clonas 

que llevan sólo el gen de restricción. 



Pero en otros casos hay problemas para clonar los dos genes juntos, 

ya que a menos que la enzima de modificación actúe antes que la de 

restricción, el genoma celular puede ser restringido. Este fue el caso de 

BamHI y Ddet, entre otros, en donde se requlerieron 2 pasos para clonar los 

sistemas completos (Howard et al., 1986; Brooks et al., 1988}. Primero se 

clonó el gen de modiflcació~ y después, una vez modificado el genoma 

bacteriano, el de restricción. 

En cuanto a Stroptomyces, se han clonado los genes del sistema RM 

de S. a/bus G (sa.fl y sa.M} en S. lividans (Rodicio & Cha ter, 1988}. Esto se 

logró haciendo un banco genómico de S. a/bus G en S. /ividans, y 

seleccionando por resistencia a la Infección del fago oi>C31 que tiene muchos 

sitios para SaA. 

Hasta ahora en todos los sistemas estudiados se ha encontrado que 

los genes se encuentran ligados en el cromosoma, y so cree que esto es 

para asegurar que tos genes se segreguen juntos. 

La clonación de sistemas RM se lleva a cabo para estudiarlos 

genéticamente, para poder sobreproducir las enzimas facilitando as( su 

purificación, etc. 

Aún es importante seguir buscando nuevos sistemas RM cuyas 

enzimas reconozcan secuencias nuevas aportando as( más herramientas para 

la biología molecular. En Streptomycos hace falta no sólo buscar nuevos 

sistemas, sino también estudiar los que ya se conocen. Un ejemplo de ésto 

es el sistema Sp~ de S. phaeochromogenes, descubierto hace más de 1 O 

años (Fuchs et al., 1980} sin que se haya clonado ni estudiado en detalle. 



BACTERIOFAGOS 

El estudio de los fagos es de gran interés por varias razones: 

causan problemas en la industria pues lisan los cultivos bacterianos 

provocando grandes pérdidas, se usan para hacer estudios taxonómicos y 

son herramientas para estudios genéticos y moleculares. En esto último, su 

uso ha sido invaluable para la detección y estudio de los sistemas RM. 

La clasificación de los fagos siempre ha sido conflictiva, pero en 

general se basa en el tipo de ácidos nucleicos que contienen, en su 

morfologla y en el rango de hospederos que infectan (Ackerman & 

Elsenstark, 1974). En 1967 Bradley propuso sois tipos morfológicos básicos 

para clasificar a los fagos (Fig.2). Hasta la fecha siguen siendo utilizados y 

clasificaciones posteriores se han basado en ésta. 

El proceso infectivo de un fago se puede dividir en cuatro fases¡ 

primero, la adsorción, que implica el reconocimiento de receptores 

bacterianos¡ segundo, la inyección del material genético del fago al interior 

de la célula; tercero, la multiplicación intracelular del fago, y por último la 

lisis celular en la que se liberan los fagos nuevos. Las dos últimas fases 

varían dependiendo de si el fago es lítico o lisogénico. 

La mayorfa de los fagos se adsorben a la pared celular, pero hay 

casos en los que los fagos reconocen receptores on Jos pili o en el flagelo 

(Crawford & Gesteland, 1964; Meynell, 1961 ). 

Las bacterias han desarrollado mecanismos do defensa contra la 

Infección de los fagos bloqueando cualquier fase de su ciclo. Para evitar la 

adsorción hay bacterias que secretan sustancias que forman una barrera 

física, y también son frecuentes las mutaciones en los receptores celulares. 

Existen otros mecanismos que impiden la inyección del material genético. 



GRUPO: 

{ 
A: con cola contrácúl 

D NA¡cadena doble) B: cola larga no contrácúl 

C: cola corta no contrácúl 

{ D: sin cola, capsórneros grandes 
Bacteriófagos DNA(cadcna sencilla) 

F: filamentosos 

,., 

( :: 
RNA E: sin C!Jla/capsómeros chicos 

Figura 2.- Clasificación de los bacteriófagos según Bradley (Bradley, D.E., 1967).' 



Finalmente, en caso de que penetre DNA fágico, muchas bacterias poseen 

enzimas de restricción que lo destruyen. A su vez los fagos han respondido 

a ésto con mutaciones en sus receptores, aprovechándose de la 

modificación del hospedero o por mecanismos de antirrestricción (Kruger & 

Blckle, 1983). 

Como se mencionó an~es, los fagos pueden ser de dos tipos: llticos 

(virulentos) ó lisogénicos (temperados). 

Si el fago es lltico, el genoma inyectado es expresado siguiendo un 

programa secuencial de desarrollo haciendo uso del aparato transcripcional 

de la célula hospedera. El fago posee genes cuya función es la de asegurar 

que su propio DNA se replique preferencialmente, y de igual forma que se 

transcriban sus mRNAs. Esto resulta en la síntesis de muchas copias del 

genoma viral y cápsldes. Finalmente los nuevos fagos se empaquetan, llsan 

a la cólula y así son liberados. 

Los fagos lisogénicos pueden seguir dos caminos alternativos. Uno, la 

lisis para producir muchos fagos rápidamente. El otro es la lisogenia, en la 

cual el genoma viral (profago) se Integra al genoma bacteriano. Esto le da 

inmunidad a la bacteria contra la Infección de fagos Iguales o muy cercanos. 

La lisogenia es una forma pasiva de propagación del profago, ya que éste se 

hereda como parto del genoma bacteriano, y puede permanecer ahf por 

muchas generaciones. El establecimiento y mantenimiento de la lisogenia 

depende de la interacción do un represor codificado por el fago con un 

operador. Si no hay represor el profago es inducido a seguir una vía lftica. 

De esta menera, el balance entre lisis y lisogenia depende de la 

concentración intracelular de represor que haya. 

Muchos fagos pueden ser líticos o lisogénicos dependiendo de la cepa 

a la que infecten. 



Existen dos mecanismos de empaquetamiento de ONA en fagos. En 

uno, el DNA concatamérico se corta al llenarse la cabeza (headfuls). Si se 

produce una delación, la cantidad de DNA que se empaqueta no varía. En el 

otro mecanismo (como en el fago >. ) , el DNA es cortado por una 

endonucleasa que reconoce una secuencia especrtica. De esta manera, si 

hay una delación en el genoma, el resultado será el empaquetamiento de un 

fragmento menor. El resultado de un DNA más relajado incrementa la 

estabilidad de los fagos al calor y a agentes quolantes (Lomovskaya et al., 

1980). Al seleccionar fagos resistentes a estos tratamientos, se han 

obtenido mutantes viables de )\ con delaciones de hasta el 23% de su 

genoma (Parkinson & Husky, 1971 ). 

La infección de un cultivo bacteriano se detecta por la formación de 

placas. Estas son placas de lisis y, en general, pueden ser claras si se trata 

de un fago lítico; o turbias, si se trata de uno llsogénico (son turbias pues 

contienen células lisogenizadas). 

ACTINOFAGOS 

Los actinofagos son todos aquellos bacteriofagos que infectan a los 

actlnomlcetes, entre éstos a Streptomyces. 

El interés por estos fagos empezó por la enorme preocupación que 

tenían Industrias y laboratorios al ver que sus cultivos para producción de 

antibióticos eran destruidos por ellos. A partir de eso se han seguido 

estudiando, transformándose en herramientas importantes para el estudio de 

Stroptomvcss. 

Los fagos de Streptomyces se aislan fácilmente de casi todos los 
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suelos de pH > 5.0, plaqueándolos con una cubiena de agar suave con 

esporas. Se requieren de cationes divalentes durante la adsorción por lo que 

se agrega Ca2 +, al igual que Mg2 + para incrementar la eficiencia de pi aqueo 

(EOP) y el tamaño de las placas (Lomovskaya et al .. 1980). 

Su rango de hospederos es variable, dependiendo de la especificidad 

de adsorción, ó de barreras Intracelulares como PGL (phage growth 

limitation) y sistemas de restricción. 

La adsorción se da mediante la cola, v es més eficiente en micelio 

vegetativo joven (Chater. 1986). 

De éstos el más estudiado es el fago .PC31, aislado por Lomovskaya 

et al. en 1972. Es un fago lisogénlco que lisa a un 70% de las células de las 

que Infecta y lisogenlza al resto (Lomovskaya et al., 1980). Es un fago de 

rango de hospederos amplio que infecta aproximadamente a la mitad de las 

137 cepas en las que se ha probado (Chater. 1986). 

Como todos los fagos de Strsptomvces estudiados, pertenece al 

grupo B de Bradley. nene una cabeza poliédrica de 53nm de ancho, una 

cola no -contráctil de entre 100 y 123nm de largo, y una placa basal de 

15nm de ancho. Su genoma es una molécula lineal de DNA de doble cadena 

de 41.5kb y tiene extremos cohesivos. Al entrar el DNA a la bacteria éste se 

clrculariza uniendo sus extremos cohesivos. En caso de lisogenlzar, se 

integra al sitio attB del cromosoma bacteriano mediante su sitio attP. El 

establecimiento y mantenimiento de la lisogenia depende de un represor, 

producto del gen e, cuya secuencia predica una proteina de 683 aa (Sinclair 

& Bibb, 1988). 

Su contenido de G +e es alto (63%, Chater. 1980). La cápside está 

compuesta por 17 polipéptldos diferentes, aunque sólo cuatro de ellos 

componen el 84% de la proteína total (Suarez et al. 1984). 

11 



El genoma de oj>C31 ha sido mapeado física y genéticamente, 

transfecta protoplastos eficientemente, y so han obtenido mutantes con 

delaciones. Se sabe que al menos 1 Okb son dispensables para formar 

placas, pero genomas de 34.2kb ó menos no son viables. A partir de este 

fago varios vectores de clonación se han construido y utilizado con éxito. 

También ha sido de gran utllldad en la detección de sistemas de 

restricción (Rodlclo & Chater, 1988). 

Asl, los fagos ofrecen un enorme potencial como vectores de 

clonación por su amplio rango do hospederos, facllldad de detección, 

poslbllldad de hlbrldlzar in siru (en placa), Introducción de DNA estable en 

profagos y la posibilidad de inducirlos a una forma multicopia. 

12 



OBJETIVO 

Aislar un fago capaz de infectar a S. phssochromogenes y a S. 

lividans que tenga varios sitios Sphf, lo cual nos permitirla detectar clonas 

que lleven los genes RM. As!mismo, dicho fago serié útil en el aislamiento 

de cepas mutantes de S. phasochromogsnes deficientes en restricción. 

13 



MATERIAL Y METODOS 

AISLAMIENTO DE FAGOS (Hopwood et al., 1985) 

-So pusieron 5-1 Og de tierra en frascos estériles con 20ml de Difco Nutrient 

Broth (DNB) adicionado de MgS04 10mM, CaCl2 10mM, glucosa 0.5% y 

esporas de la cepa en la que cual se querían aislar los fagos. Se incubó 2 

dlas a 29ºC. 

-Se tomaron 5ml y se centrifugó 1 O minutos a 3,000rpm; se tomaron 3ml 

del sobronadante, so pasaron a otro tubo agregándose 0.3ml de cloroformo. 

Se agitó en el vortex 1 minuto y se volvió a contrifugar 1 O minutos. 

-Se tomó el sobrenadante, se hicieron diluciones y se titularon para 

vor si habla fagos (se deben observar placas). 

-Se tomó una placa aislada de cada fago la cual se volivió a titular (2 pases) 

para asegurarse que proviniera de un solo fago, y entonces ya obtener un 

Usado confluente que nos diera fago puro muy concentrado. 

Inicialmente se diferenciaba a un fago de otro por el fenotipo de las placas, 

pero ésto se comprobaba purificando DNA y comparando patrones de 

restricción. 

TITULACION DE FAGOS (Hopwood et al., 1985) 

Todos los fagos se diluyeron y almacenaron en buffer SM, y se 

titularon en cajas Petri pequeñas (5cm diámetro) con medio TL agregando a 

cada una 0.64ml de TL suave, 15µ1 de esporas y 0.1 mi fago. Se incubaron 

1 die a 29°C. 

Las placas aisladas se sacaron con una pipeta Pasteur y se pusieron a 
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difundir en 1 mi de SM. Para obtener una solución concentrada se pusieron 

2.5ml de SM sobre un lisado confluente, se dejó a temperatura ambiente al 

menos 2 horas, se filtró con un filtro Millipore de 0.45µm y se guardaron a 

4°C. 

AISLAMIENTO DE CEPAS LISc;>GENAS (Hopwood et a/., 1965) 

-Se pusieron 0.1 mi de esporas en una caja con medio R5, y se dejó secar. 

-En un área marcada se pusieron 20µ1 de fago y se dejó secar. 

-Se incubó a 29ºC hasta que ol área marcada esporuló. 

-Se cosecharon las esporas del área marcada en 1 mi de pirofosfato de sodio 

25mM y se dejó a temperatura ambiente 30 minutos. 

-Se agitó en vórtex 30 segundos y se filtraron por un tapón de algodón en 

una pipeta Pasteur. 

·Se pasaron por un filtro Millipore de 0.45µm para colectar las esporas. 

-Se lavó el filtro 2 veces con 5ml de pirofosfato de sodio 25mM. 

-Se pasó el filtro a una botella de rosca de 20ml y se agregó 1 mi de agua 

destilada estéril, se agitó en vórtex. 

-Se diluyeron 0.1 mi de la suspensión de esporas en agua destilada estéril 

hasta 10·4. 

Se puso O. 1 mi del concentrado y 0.1 mi de cada dilución en cajas con 

medio R5 y se Incubaron a 29ºC hasta que esporularon. 

Se replicaron las cajas que tuvieran aproximadamente 100 colonias en cajas 

de DNB, con agar suave y esporas de S. /ívídans. 

Se incubaron durante la nacho y se identificaron lisógenas como aquellas 

colonias que liberaran fago. 

IS 



MINl·PREPARACIONES DE DNA DE FAGOS (Hopwood et a/., 1985) 

·Se creció fago en 6 cajas Petri con medio TL, agregando a cada una 2.5ml 

de TL blando, 50µ1 de esporas y 0.1 mi de fago. Debe haber alrededor de 

104 fagos. Se incubó una noche a 29°C . 

. ·Se raspó el agar blando con un asa de vidrio y se echó en 25ml de DNB. Se 

trituró con una pipeta de 1 Oml y se dejó reposar 2 horas. 

·Se centrifugó a 10,000 rpm, a 4°C, 10 minutos para quitar agar. 

·Se centrifugó el sobrenadante en tubos de 30ml a 4°C, 2 horas a 20,000 

rpm. 

-Se tiró el sobrenadante y se resuspendló el pollet en 1 mi de solución de 

RNAsa (50µg/ml en SM), se incubó a 37°C al menos 30 minutos. 

-Se pasó a 2 tubos Eppendorf y se centrifugó 1 O minutos a 14,000 rpm. 

-Se pasó el sobrenadante a otro tubo Eppendorf y se extrajo con 0.5m de 

fenal saturado. Se centrifugó 2 minutos a 14,000rpm. 

·Se pasó el sobrenadante a otro tubo con 0.5mi de fenal/cloroformo (1:1) y 

se centrifugó 2 minutos. 

-Se pasó el sobrenadante a otro tubo con O. 5ml de cloroformo y se 

centrifugó 2 minutos. 

·Se pasó el sobrenadante a otro tubo añadiendo 20µ1 de NaCI 5M y O. 5ml 

de isopropanol. Se dejó 15 minutos a temperatura ambiente. 

-Se centrifugó 1 O minutos a 14,000 rpm, se sacó todo el sobrenadante y se 

resuspendió en 250µ1 de TE. Se añadieron 1 O µI de NaCI 5M y 600µ1 de 

etanol absoluto. Se pasó el DNA con una pipeta Pasteur a otro tubo con 

100µ1 de TE y se disolvió completamente a 50°C. 
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PURIFICACION DE DNA DE FAGO 

Se realizó según Hopwood et al. (1985), con las siguientes 

modificaciones en los pasos 8-9 al hacer el gradiente de CsCI, tomadas de 

Manlatis et al. (1982). 

8-9. A la suspensión de fago se le pusieron 0.5glml de CsCI. Se hizo 

el gradiente de CsCI añadi~ndo las diferentes concentraciones con una 

pipeta Gil son de 1 mi para que quedara de la siguiente manera: 

Se centrifugó a 4°C, 2 horas a 22,000 rpm. El fago quedó en la 

interfase entre la banda de 1.45 y la de 1.5glml, observándose como una 

pequeña banda azul. 

DETERMINACION DE EXTREMOS COHESIVOS 

La existencia de extremos cohesivos se determinó comparando en un 

gel de agarosa el patrón de bandas del DNA digerido con alguna enzima de 

restricción, tanto previamente ligado como sin ligar. Justo antes de correrse, 

el DNA no-ligado se calentó 5 minutos a 60ºC para separar los extremos 

cohesivos que se hubieran unido espontáneamente. 

SELECCION DE MUTANTES RESISTENTES A AGENTES QUELANTES 

Varios autorec; han reportado el aislamiente de fagos con delaciones 

en su DNA al tratarlos con agentes quelantes y/o con calor (Parkinson & 

Husky, 1971; Dowding, 1973; lomovskaya et al .. 1980; Chater et al .. 
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1981; etc.). 

Esto sólo funciona para fagos que se empaquetan reconociendo sitios 

cos (cohesivos}, como el caso de lambda, por lo que primero se determinó 

que el fago fuera de este tipo. 

Después escogimos pirofosfato de sodio 25mM para aislar los 

mutantes de la siguiente manera: 

Se pusieron O.lml de fago concentrado en O.Sml do plrofosfato de 

sodio 25mM, se mezcló y se dejó a temperatura ambiente. Se tomaron 

muestras de 0.2ml a los 5, 1 O, 20 y 40 minutos las cuales se diluyeron y se 

titularon. 

Los fagos sobrevivientes se volvieron a tratar hasta que la fracción 

sobreviviente se estabilizó. 

De entre los sobrevivientes se escogieron algunas placas aisladas y se 

hicieron mini -preparaciones de cada una para determinar si hubo delaciones. 

TRANSFORMACION Y TRANSFECCION DE PROTOPLASTOS DE 

Streptomyces (Hopwood et al., 1985) 

-Se preparó una botella de buffer P, se separaron 5ml en un tubo para 

protoplastos y a éste se agregaron 5mg de lisozima. 

-Se filtró con una jeringa nueva de 20ml el buffer P a una botella estéril y la 

lisozima a otro tubo para protoplastos. 

-Se añadió la lisozima a un tubo con micelio de Streptomyces, dejando que 

se formen los protoplastos a 29ºC, 1 hora aproximadamente (se checaron al 

microscopio desde los 40 minutos). 

-Se filtraron en un filtro de esporas (con el algodón apretado) y se 

enjuagaron con 3ml de buffer P. 
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-Se centrifugaron a minutos a 3,000 rpm. 

-Se quitó el sobrenadante y se resuspendió el pelle! suavemente en la gota 

que queda. 

-Se lavó con 5ml de buffer P, se centrifugó 8 minutos a 3,000rpm, se quitó 

el sobrenadante y se resuspendió el pellet suavemente. 

-Se agregaron 5ml de buffer. P, se dividieron en 2 tubos y se agregaron 

2.5ml de buffer P a cada uno. 

-Se centrifugaron 1 O minutos a 3,000 rpm. 

-Se preparó lo siguiente para cuando salieran: 

-Se agregaron 3ml de buffer P a una botellita con 1 g de PEG. 

-Se pusieron O. 5ml de PEG a un tubo para protoplastos y se tomó el PEG 

con una pipeta Pasteur nueva con bulbo. 

-DNA con el que se va a transformar listo. 

-Al salir los protoplastos se tiró el sobrenadante, se agregó el DNA y en 

seguida el PEG subiendo y bajando todo con la pipeta Pasteur 3 ó 4 veces. 

-Se enjuagó rápido con 5ml de buffer P y se centrifugó 1 O minutos a 3,000 

rpm. 

-Se tiró el sobrenadante y se resuspendló en 0.5ml de buffer P. 

-Se hicieron diluciones en buffer P y se plaquearon 1 00µ1 en cajas con medio 

R2VE con 2.5ml de agar suave para transformaciones. En caso de 

transfección se agregaron también esporas. 

TRANSFORMACION DE E. coli (Hanahan, 1 g95¡ 

-Se puso un cultivo de JM101 en 2ml de YT2X y se dejó 4 horas a 37°C 

con agitación. 

-Se tomaron 0.1 mi para inocular un matraz con 1 Oml de VT2X, se incubó a 
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37°C, 2 horas con agitación. 

-Se pasaron los 10ml a un tubo para protoplastos y se dejaron·ef1 hielo .10 

minutos. 

-Se centrifugó 1 O minutos a 3,000 rpm. 
- -_-~~::<_-~:-.:·<,-:e:~-·--,-·--- r' 

-Se tiró todo el sobrenadante y se resuspendió en 3.3ml de TFB. Se. dejó en 

hielo 1 O minutos. 

-Se centrifugó 1 O minutos a 3,000 rpm. 

-Se decantó y se resuspendló en O.Bml de TFB. 

-Se pasaron 210µ1 a un tubo frfo para protoplastos. 

-Se agregó DNA (100ng, aprox.), subiendo y bajando con la pipeta. Se dejó 

en hielo ~O minutos. 

-Se pasó el tubo 90 segundos a 42 ° C y se regresó a hielo 2 minutos. 

-Se agregaron O.Bmi de LB y se incubó 30 minutos a 37°C con agitación. 

-Se hicieron diluciones y se plaquearon en cajas de medio LB con 

carbenicilina (Cb). 

ELABORACION DEL MAPA DE RESTRICCION 

El DNA de fago se digirió con 22 enzimas de restricción. Para hacer el 

mapa se escogieron aquellas para las cuales existía el menor número de 

sitios. Sólo utilizamos 3 enzimas: EcoRI, EcoRV, y Kpnl. Con éstas se 

hicieron digestiones totales simples y dobles para conocer el número de 

fragmentos que cada una generaba y por que otra enzima era cortado o si 

no había sitios internos. Para ubicar los extremos se ligaba DNA y 

posteriormente se digería de todas las formas posibles. 

Tambián fue necesario purificar bandas generadas por EcoR.V y 

digerirlas por separado con las otras enzimas. 

La purificación de las bandas se hizo por electroelución o extrayendo 
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de geles de agarosa de bajo punto de fusión, ambos descritos por Hopwood 

et al. (1985). 

SUB·CLONACJON DEL GEN DE MELANINA EN <t>CYph.19 

El gen de melanina se escogió para meter sitios de clonación al 

vector. además de que poseo. un sitio SptA. La producción da pigmento nos 

permitirla Ja fácil detección de fagos con Inserto. 

El gen me/ so sacó del plásmido pJJ702 con BcA y se ligó al plásmldo 

plJ2925 linearizado con BamHI. Con ésto se transformó E. co/i y se 

seleccionaron las colonias blancas (con inserto). 

De éstas se purificó el plásmido y se digirió con Kpnl para Intentar 

meterlo en algún sitio Kpnl del fago. 

Por otro lado se ligaron los extremos cos del fago y despuós se digirió 

parcialmente con Kpnl de manera que sólo se cortara un sitio por molácula. 

Se ligaron el fago y · el inserto, y con ásto se transfectaron 

protoplastos de S. /ividans. 

La selección se hizo buscando placas pigmentadas. 

TRANSPOSJCION DE Tn5096 a <t>CYph<l.9 

Escogimos este transpóson ya que potencialmente podfa transponer a 

cualquier sitio del profago, expresándose sólo aquellas inserciones que no 

interrumpieran regiones escenciales. Una vez insertado se podrían meter 

sitios únicos de clonación, además de ya poseer uno de Sptl.. 

El transpóson Tn5096 os un derivado de la secuencia de inserción 

15493 (Flg. 3) aisla~a de S. lividans, la cual se encuentra en el genoma de 

esta especie repetida tres veces (Solenberg & Burgett, 1989). 

El transpóson lo obtuvimos en el plásmido pCZA 168 (Solenberg & 
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Figura 3. Secuencia de Inserción 15493 y su derivado Tn5096. 
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Baltz, 1 991) (Flg. 4), derivado del plásmido pGM160 (Muth et al., 1969) que 

se pierde fácilmente a 34°C ó más. 

Sabíamos quo con este plásmldo se había logrado la transposición de 

Tn5096 en S. coalicolor (Solenberg, comunicación personal), por lo que 

decidimos usar una cepa de ésta para los experimentos. 

De esta manera la estrategia a seguir fue la siguiente: 

Encontrar una cepa de S. coelicolor que pueda ser transformada por-_ 

pCZA 166 e infectada por <f>CYpht.9. 

Transformarla con pCZA 166 y obtener esporas. 

Infectar las anteriores con <f>CYpht.9 (aquí debe darse , la 

transposición). 

Recuperar fagos y con éstos infectar a la cepa sin el plásmido. 

Replicar llsógenas en apramicina (Am). 

Purificar fago liberado por las lisógenas resistentes checar la presencia del 

transposon. 

Ya que hubo muchos problemas para transformar con pCZA 1 68 (ver 

resultados y discusión), se decidió cambiar de plásmido y repetir con ésta el 

procedimiento. El plásmido escogido fue un derivado del plJ702 al cual se le 

insertó el transposon en el sitio único de BgAI. 

PIJRIFICACION DE PLASMIDOS DE Streptomycss (Hopwood st al., 1985) 

-Se inoculó con las esporas deseadas un matraz con resorte con 20ml de LB 

+ 34% de azucar y el antibiótico necesario. Sa incubó 2 días a 29º C con 

agitación. 

-Se pasó el cultivo a un tubo y se centrifugó 5 minutos a 5,000 rpm. 

-Se lavó con 1 Oml TE 25mM y se centrifugó 5 minutos a 5,000 rpm. 
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-Se tiró el sobronadante y se resuspendió en 5ml TE con lisozima 

(1.5mg/ml), Incubándolo a 37ºC 30 minutos. 

-Se agregaron 2.5ml de NaOH 0.3M y SOS a 2%. Se mezcló subiendo y 

bafando con una pipeta. Se incubó a 55°C 30 minutos. 

-Se enfrió a temperatura ambiente 5 minutos y se agregó 1 mi de 

fenal/cloroformo ácido. Se agiJó con vortex. 

-Se centrifugó 5 minutos a 5,000 rpm. 

-Se pasó la fase acuosa a 2 tubos de vidrio (3.5ml c/u). 

-Se añadieron 0.35ml de acetato de sodio 3M pH B.O y 3ml isopropanol a 

cada tubo. 

-Se pasó a hielo 10 minutos. Se centrifugó 15 minutos a 3,500 rpm. 

-Se tiró el sobrenadante y se resuspendió en 250µ1 de TE. 

-Se juntaron los 500µ1 en un Eppendorf. Se añadieron 50µ1 de acetato de 

sodio 3M pH 8 y 250µ1 fenol/cloroformo pH B.O 

-Se centrifugó 2 minutos. Se pasó la fase acuosa a otro Eppendorf y se 

añadieron 500µ1 de cloroformo. 

-Se centrifugó 2 minutos, se pasó el sobrenadante a otro Eppendorf y se 

agregaron 500µ1 de isopropanol. Se dejó en hielo 1 O minutos. 

-Se centrifugó 1 O minutos, se tiró todo el sobrenadante v se resuspendió en 

50µ1 de TE. 

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL FAGO o¡ICYph 

Para observar los fagos al microscopio se usó una tinclón negativa de 

fosfotungstato de sodio (PTA) al 2% pH 7.0, y se utilizó un microscopio 

electrónico de transmisión JEOL 1008 de BOkv. De aquí se tomaron 

fotografías y se hicieron ampliaciones para caracterizarlos. 
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MEDIOS, CEPAS Y PLASMIDOS 

Todos los medios de cultivo y soluciones empleadas se hicieron como 

descritas por Hopwood et al. (1985), Hanahan (1985), y Manlatis et al. 

(1982). 

Las cepas y plásmidos usados se muestran en Ja tabla 1. 
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Tabla l. Cepas y plásmldos utltfzados. 

CEPA O PLASMIOO 

S. livkJans 1326 
S. phaeochromogsnas NRRL 63559 
S. a/bus G J1074 
S. psrvulus 2283 · 
s. COB/icolor Ml 45 
S. coellcolor J1601 
s. coellcolorJ1508 
s. coslicolor J801 
E. col! JM101 
p1J702 
plJ2925 
pCZA168 

REFERENCIA 

Hopwood et al. 1983 
Fuchs et aJ. 1980 
Chater and Wllde 1980 

Hopwood et al. 1985 
Chater et al. 1982 

Messing 1979 
Katz et si. 1 983 
Janssen (datos no publlcados1 
Solenberg and Boltz 1991 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

AISLAMIENTO DE FAGOS EN S. llvidans 

Inicialmente se querfan clonar los genes de restricción y modificación 

do S. phaeochromogenes en S. lividans como fue descrito por Rodlclo y 

Chater (1988) para SaA. 

Para ésto aislamos fagos en S. lividans y analizamos su DNA para ver 

si tenían sitios Sphl (tabla 2). 

Como se ve en la tabla 2, sólo dos fagos tienen sitios Sphl: 4>1 tiene 

un solo sitio y 4>8 nueve sitios. Va que un sitio no es suficiente (puede 

modificarse muy fácilmente y nunca detectar la presencia de un gen de 

restricción), se escogió a 4>8 para seleccionar de un banco genómico de S. 

phaeochromogenes construido en S. lividans las clonas que portaran los 

genes de RM. 

Este método no dió resultado ya que nunca se pudo detectar una 

clona que llevara los genes RM. Esto pudo deberse a varias causas, como 

que al entrar los genes a S. lividans se expresara la enzima de restricción 

antes que todos los sitios del genoma se alcanzaran a modificar por lo que 

estas células ya no serían viables. O que la enzima de modificación se 

expresara más rápido que la de restricción de manera que al entrar el DNA 

del fago se modificaran los sitios antes de poder ser cortados. El primer caso 

es el más factible y se ha observado antes, en cuyo caso se deben clonar 

los genes por separado -primero el de modificación para proteger el genoma 

de la bacteria y posteriormente el de restricción. 

De Jos fagns aislados en S. /ividans ninguno infectaba a S. 

phaeochromogenes bien, ya fuera que no se formaran placas sino sólo 

manchas difusas ó que se obtuviera un título muy bajo que no se pudiera 
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Tabla 2. Fagos aislados en S. lívldans 

FAGO TITULO• 
15. livid•n5I 

</>1 7x1Q9 
4>2 2x1Q10 
</>A 3x1010 
</>B 2x109 
</>C 2x1QB 
</>E 5x1QB 
</>A2 4x1010 

Oplu/ml 
hno había placas bien definidas 

TITULO• 
15. p/IMlochromoQf11Je6' 

n.p.b 
5x1Q2 
5x1Q3 
n.p. 
n.p. 
n.p. 
9x1Q'4 

SITIOS Sphl 

1 
o 
o 
9 
o 
o 
o 
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elevar (tabla 2), lo cual indica que probablemente· haya problemas ·para 
,· '". - / ., 

infectar. Por lo anterior se decidió aislar fagos diiectanieríte en·· S. 

phaoochromogenes. 

AISLAMIENTO DE FAGOS EN S. phseochromogenes 

Se aislaron 1 O fagos y se obtuvieron confluentes puros (tabla 3). La 

morfología de las placas variaba en turbidez y tamaño; de esta manera se 

determinó que los fagos eran distintos. 

Con éstos se probó infectar otras especies, entre ellas S. lividans 

(tabla 4). Sólo un fago, .pCYph, fue capaz de infectar a S. /ividans, además 

de también infectar a S. a/bus G y a S. parvu/us. 

Por lo anterior se escogió a $CYph para seguir caracterizándolo. 

CARACTERIZACION DEL DNA DE CYph 

Se purificó DNA de ,PCYph en gran escala para tenerlo muy limpio y 

en gran cantidad. 

Se digirió con 22 enzimas de restricción (tabla 5), entre ellas Sphl y 

como se esperaba no se encontraron sitios para ésta, por lo que se decidió 

desarrollar al fago como vector y meterle sitios Spht in vitro. 

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD LISOGENICA DE <:>CYph 

Por la morfología de las placas (muy turbias), creíamos que .PCYph era 

un fago llsógenico. Para asegurarnos de ésto preparamos cepas 

lisogenizadas de S. /ividans, las Infectamos con <?CYph nuevamente y no se 

formaron placas. La inmunidad a «t>CVph confirma qua el fago es lisogdnico, 

además de que estas colonias posteriormente liberaron fagos. 
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Tabla 3. Fagos aislados en S. phaeochromogenes. 

FAGO TITULOª FENOTIPO DE LAS PLACASb 

<t>Sph 1 Bx109 medianas -casi claras 
q,Sph 3 Bx10B grandes -turbias 
q,Sph 4 2x10B medianas -turbias barridas 
q,Sph 9 2x109 chicas -casi claras 
</>Sph A 1x1010 medianas -claras 
q,Sph e 1x1010 medianas y chicas -claras 
<f>Sph 1c 5x107 medianas -muy turbias 
<t>Sph O 1x109 muy chicas -claras 
<t>Sph R 5x1oa chicas -claras 
q,Sph Y 2x107 muy chicas -claras 

•pfu/ml 
b el tamaño y turbidez son relativos entre si 
e ~Sph l se ronombró 4>CYph para evitar confusión con la enzima 
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Tabla 4. Rango de hospederos de los fagos aislados en S. phaeochromogenes 

FAGO S. /ividans S. a/bus , S. ·pBrvulus 

</>Sph 1 no :__no~ -no 
</>Sph 3 no si si 
.¡.Sph 4 no sf si_ 
.¡,Sph 9 no no no 
.PSph A no no no 
.¡,Sph C no no no 
.PCYph si :-&r :~ ~ si' 
.¡,Sph O no no ';._.:..,.;,.~~ no 
</>Sph R no no .. no 
</>Sph Y no -- no no -
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Tabla 5. Sitios de restricción en el genomB de ,PCYph 

ENZIMA SECUENCIA DE CORTE No. DE SITIOS 
".'._~.e_· -:::.e:-_· 

Acct GT/(Ac)lª,JAC ; >15·i· 
BamHI G/GATCC o 
Be A T/GATCA >J5 
BgAI A/GATCT o'.' .. 
BslEll G/GTNACC >15 
Drd. TTT/AAA o· 
EcoRI G/AATTC 4 
EcoRV GAT/ATC 2' 
HíncU GTPy/PuAC >15 
HIÍ1a1ll A/AGCTT >15 
Hínfl G/ANTC >15 
HplA GTT/AAC o 
Kprt. GGTAC/C 5 
Psd CTGCA/G o 
Pvull CAG/CTG o 
SaA G(TCGAC >16 
SmlA CCC/GGG >16 
Sphl GCATG/C ·o 
Ssd GAGCT/C o 
Ssdl CCGC/GG 1 
XblA T/CTAGA o 
Xhol CffCCAG o 
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AISLAMIENTO DE DERIVADOS DE q,CYph CON DELECIONES 

Se determinó que el fago tiene extremos cohesivos (Fig. 5), por lo 

que debe empaquetarse reconociéndolos. Asf, se procedió a aislar fagos 

mutantes con delaciones mediante el tratamiento a agentes quelantes. 

Como se ve en la gráfica 1 , fue hasta el sexto ciclo de tratamiento 

que se estabilizó la fracción sobreviviente. De aqu( se escogieron 6 placas 

aisladas, se volvieron a titular para asegurarnos que realmente provinieran de 

un fago, se sacaron confluentes e hicimos mini -preparaciones de DNA. Se 

digirieron con SaA y encontramos que todos tenfan delaciones (fig. 6). Al 

menos hay tres fagos diferentes y de éstos escogimos el que tenía la mayor 

delación ef>CYphá9. So purificó DNA para seguirlo analizando y determinar el 

tamaño de la delación. 

Por otro lado comparamos la sensibilidad a pirofosfato de sodio 25mM 

de ef>CYphA9 con la del silvestre. Como se ve en la gráfica 2, ef>CYph es muy 

sensible mientras que 4>CYph~9 es casi completamente resistente. 

MAPA DE RESTRICCION 

Se hizo el mapa de restricción de .PCYph y se ubicó la deleción de 

ef>CYphá9 determinando que ésta era de 4.3Kb (Fig. 7). Esto indica que 

ef>CYphA9 tiene potencialmente la capacidad de integrar alrededor de 4.3 kb 

de DNA externo a su genoma y empaquetarlo sin problemas. 

RANGO DE HOSPEDEROS 

Tanto q,CYph como su derivado .PCYphá9 Infectaron a las siguientes 

cepas con la misma eficiencia : S. lívídans 1326, S. a/bus G J1074, S. 

coelícolor M 145, J 1501, J801, y por supuesto S. phaeochromogenes. Hubo 

problemas con ambos fagos al infectar S. coelicolor J 1508 en la cual se 
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Figura 5. Determinación de extremos cohesivos. 

Carril 1: DNA de <i>CYph digerido con Sst11 ligado (L) y sin ligar (U). 

Carril 2: Lo mismo pero digerido con Hindlll. Carril 3: Lo mismo 

digerido con EcoRI. Las flechas señalan los fragmentos que contienen los 

extremos cohesivos y los asteriscos al fragmento producto de la unión de 

ambos. 
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Figura 6. Mini -preparaciones de DNA de fagos aislados después de seis 

ciclos da tratamiento con PPi 25mM (carriles 2,3,4,6, 7 y 8). El carril 2 as 

una digestión parcial. El carril 5 es el control (fago silvestre). En todos los 

demás desaparece la banda da 3.5-4 kb. 
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formab.an muy pocas placas y no muy definidas. 

En el caso particular de S. parvulus 2283, ésta puede ser infectada 

por q,CYph pero no por ,PCYph<l.9, lo que posiblemente indique que la 

delación se llevó algo relacionado can el reconocimiento de receptores en 

esta cepa. 

SUB·CLONACION DEL GEN DE MELANINA 

El gen de melanina de S. antibioticus se ligó al plJ2925 dando lugar a 

un plásmido de 4.2 kb (tamaño ideal para integrar al fago), el cual se 

línearizó con Kpnl y se ligó a DNA de ,PCVph<l.9 digerido parcialmente con 

Kpnl. Con esta ligación se transfectaron protoplastos de S. lívidans y so 

obtuvieron muchas placas, pero nunca se pudo detectar producción de 

melanina. 

Lo más probable es que esto se deba a que todos los sitios Kpnl esten 

interrumpiendo regiones esenciales del fago, de manera que sorra imposible 

clonar cualquier cosa en dichos sitios. 

Decidimos entonces cambiar a otra estrategia más interesante, la 

transposición de Tn5096. 

TRANSPOSICION DE Tn5096 

Hubo muchos problemas para transformar con pCZA 168, ya que o no 

transformaba (como en el caso de S. a/bus) o era muy inestable. 

Logramos transformar S. lividans, las transformantes fueron 

resistentes estables a thiaestreptona (ThJ y a apramicina (Aml , pera al 

hacer mini preparaciones encontrábamos que el plásmido había sufrido todo 

tipo de rearreglos (Fig. 8J. Tomamos el único que parecla no haber sufrida 

rearreglos y con éste transformamos a S. coe/ico/ar. So obtuvieron mur.h~s 
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Figura 8. · Mini -preparaciones de pCZA 168 digeridas con EcoRI. 
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transformantes las cuales fueron infectadas con </>CYphA9, se probaron las 

lisógenas pero nunca se detectó transposición. 

Al analizar con más detalle los plésmidos vimos que hablan sufrido 

delaciones en el polilinker y en un extremo dial ORF B del transposon, razón 

por la cual nunca lograría transponer. 

Por todo ésto fue qu? se decidió cambiar de plásmido y se ligó 

entonces el Tn5096 al plJ702. Al transformar S. lividans se obtuvieron 

transformantes estables, y todos los plásmidos analizados eran iguales y sin 

rearreglos aparentes. Con ésto se transformaron varias cepas de S. 

coelicolor, se infectaron, se probaron las lisógenas, pero nuevamente no se 

detectó ningún evento de transposición. 

Por este tiempo supimos {M.J. Bibb, comunicación personal) que 

varias personas habían intentado experimentos de transposición con Tn5096 

sin éxito, al igual que nosotros. 

Por alguna razón Tn5096 no transpone en S. /ividans ni en S. 

coelico/or. Hasta ahora sólo se ha demostrado que lo haga en S. 

griseofuscus( Solenberg & Baltz, 1991). Quizá esto se deba a que el 

transposon por si sólo no pueda transponer y que haya algo en S. 

griseotuscus que auxilie este evento. 

Se sabe que las ISs pueden requerir componentes no codificados por 

ellas para transponer. por ejemplo girasas (Tn5). Dam metilasas, DNA 

polimerasa I, etc. (Galas & Chandler. 1969). Esto hace que la transposición 

en cierta medida dependa de la célula en la que se lleve a cabo y de los 

sitios de reconocimiento que tenga la IS. Los extremos de las ISs son 

escenciales para 13 transposición no sólo por el reconocimiento de la 

transposasa, sino también por constituir sitios de unión a proteinas, como 

las antes mencionadas. También hay sitios cercanos a los ORFs que 
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pudieran estar involucrados en la regulación de su expresión. 

De esta manera, la inserción del gen de resistencia a Am entre los 

ORFs A y B pudo haber interferido en la expresión de la transposasa ó 

bloqueado el reconocimiento de algún factor externo auxiliar, necesario para 

transponer en estas cepas. 

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL FAGO 

Se observaron </>CVph y q,CVph<l.9 al microscopio electrónico ( Fig. 9). 

Los fagos son básicamente iguales a todos los fagos de Streptomyces 

descritos anteriormente, perteneciendo asf al grupo B de Bradley. Tienen una 

cabeza poliédrica, una cola larga no contráctil y una placa basal. 
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Figura 9. Actinofago q,CYph. 



CONCLUSIONES 

-Los fagos aislados en S. lívidans que poseen sitios Spht no pueden infectar 

a S. phaeochromogenes. 

-Los fagos aislados en S. pf?.aeochromogenes parecen no tener un amplio 

rango da hospederos, a excepción da .¡.CYph. 

-<t>CYph pertenece al grupo B da Bradlay, al igual qua todos los fagos de 

Streptomyces anteriormente descritos. 

-Muy probablemente los sitios Kpnl del genoma da <i>CYph se encuentran en 

regiones esenciales, por lo que es imposible usarlos como sitios de 

clonación. 

-El plásmido pCZA 168 as muy inestable en S. lividans y en S. coelicolor. 

-El transposon Tn5096 no transpone a <f!CYphA9 en S. coelicolor. 
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PERSPECTIVAS 

-Para lograr meter sitios de clonación a q,CYph.'habría que intentar las 

siguientes estrategias: 

1 . Clonar el gen de melanina de la misma forma en la que se hizo 

pero en los sitios de EcoRI o EcoRV. 

2. Clonar el gen de resistencia a algún antibiótico en los distintos 

sitios por si el problema fuera la expresión del gen de melanina 

particularmente, aunque esto sería muy raro. 

3. Intentar Ja transposición de algún otro transposon de Streptomyces 

al fago. 

4. Intentar que algún transposon de E. co/i transponga al genoma del 

fago en E. co/i. 
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