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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 16S y
por estudios de apareamiento DNA:rRNA (Chater & Hopwood, 1983).

Se conocen desde hace mas de 100 anos e inicialmente se creia que
eran hongos por su crecimiento filamentoso, y fue hasta los afios 50's que
se confirmd que eran procariotes.

Son de gran importancia pues producen una gran cantidad de
enzimas, vitaminas y antibiéticos de uso industrial, médico, veterinario y
para la investigacién bdasica, ademas de que algunas especies son
importantes patégenos de plantas, animales y del hombre; muchas otras
constituyen importantes modelos para la investigacion.

Los actinomicetos son un componente significativo de la poblacién
microbiana de casi todos los suelos, y se llegan a encontrar hasta mas de un
millén por gramo. También se han encontrado en medios acuéticos, tanto en
agua dulce como marina.

Las esporas se dispersan por medio de artrépodos, corrientes de agua,
fluvia y viento. Su crecimiento 6ptimo se da entre los 25 y 30°C, a un pH
de entre 5y 9.

En el suelo contribuyen a la degradacién de pollmeros 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, 1983).

Entre los patégenos de humanos mas importantes se encuentra
Mpycobacterium lepras que produce lepra; Corynebacterium diphtheriaa,
difteria; M. tuberculosis, tuberculosis; Actinomycaes, actinomiéosis;‘ Y
Nocardia, nocardiosis.

También hay fitopatdgenos importantes, en aspecial algunas especies
de Straptomyces y de Corynebacterium.

Se han aislado méas de 30 génseros, siendo el género Streptomyces si

mas abundantes y ubicuo.

STREPTOMYCES

El género Te yces {(Wak & Henrici, 1943) pertenece al
orden Actinomycetales. 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, log y estacionaria,
tipicas en bacterias. En medio sélido se diferencian en micelio vegetativo y
aéreo, y este ultimo se fragmenta dando lugar a cadenas de esporas (Fig. 1).
La formacién de micelio aéreo va acompaiada de lisis parcial del micelio
vegetativo el cual provee al primero de nutrientes (Mendez et al., 1985).

El micelio vegetativo penetra y solubiliza a materia organica

secretando enzimas hidroliticas, como pr li amil

nucleasas, etc. También producen una gran cantidad de antibiéticos, de los
6,000 (aprox.) que se conocen de origen microbiano, el 60% lo producen

miembros del género Streptomyces.
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Su contenido de G+ C es muy alto, en promedio de 74%

La especie tipo es S. albus ATCC 3004 (IMRU 3004) (Pridham & Lyons,
1962), pero la mas estudiada a nivel genético es S. coelicolor A3(2), para la
cual se ha establecido un mapa genético con mas de 100 marcadores
{Hopwood & Chater, 1974).

La especie mas usadz? en ingenierla genética es S. lividans pues
presenta una serie de ventajas muy importantes. Se ha convertido en un
hospedero alternativo a £. coli para clonar genes ricos en G+ C diflciles de
expresar en ésta (ltima. Secreta proteinas y antibidticos eficientements.
Reconoce un gran nimero de promotores, incluso de Gram-negativas (Ali &
Dale, 1986; Horinouchi et al., 1987). Al parecer carece de sistemas de

restriccién -modificacién (RM).

SISTEMAS DE RESTRICCION -MODIFICACION (RM)

Los sistemas RM son mecanismos enziméticos que. protegen a la
célula de DNA exdégeno que pueda penetrar a ella, como pladsmidos y DNA
de fagos.

Las endonucleasas de restriccién son enzimas que reconocen
sacuencias nucleotidicas en el DNA de doble cadena, cortando ambas
cadenas. La mayoria de éstas se presentan junto con una enzima de
modificacién cuya funcidn 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 | consiste de un polipéptido con tres subunidades: endonucieasa,
metilasa y una de reconocimiento. £l tipo  consiste de una enzima de

restriccién y otra de modificacién. Y el tipo ill de un polipéptido con dos



subunidades: endonucleasa y otra de reconacimiento y modificacién.

Tanto el tipo | como el lll requieren de ATP y S-adenosilmetionina
{SAM), y cortan en sitios lejanos al sitio de reconocimiento (hasta a méas de
1000pb de distanciai y sin mucha especificidad. El tipo II, an'vcamﬁio,
reconoce secuencias palindrémicas especlificas de entre 4 y 7pb, cortando y
modificando en ese mismo sitio. Por estas caracteristicas es que las
endonucleasas de restriccién tipo Il se han convertido en una herramienta
invaluable para mapear, secuenciar y clonar 4cidos nucleicos. Ademés de
ser los mas comunss pues se han encontrado en 1/3 de las cepas en las que
se ha buscado {Lewin, 1980).

Se conocen més de 600 diferentes enzimas de restriccién, de las
cuales algunas son producidas por especies del genéro Streptomyces tales
como: Sacl, Sacll, SaA, Saut, Scal, SA, SpH, Ssd, Sstll, etc. Sus sitios
blanco son ricos en G+C, por lo que se requiere de un sistema de
modificacién muy eficiente (Peczynska & Mordarski, 1988).

El primer sistema RM que se clondé completo en £. coli fue el Hhall
(Mann et al.,1978). Para 1988 se habian 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
detsccién, estudio y clonacién. Gracias a ellos se detectaron por primera
vez.

En algunos casos ambos genes pueden clonarse juntos. En £. coli se
han clonado varios sistemas completos sin problema pues hay un sistema
que repara eficientemante los cortes en el DNA bacteriano producidos por ia
enzima de restriccién {Lunnen et al., 1988). Incluso se han detectado clonas

que llevan sélo el gen de restriccién.



Pero en otros casos hay problemas para clonar los dos genes juntos,
ya que a menos que la enzima de modificacién actie antes que la de
restriccién, el genoma celular puede ser restringido. Este fue el caso de
BamH| y Ddel, entre otros, en donde se requierieron 2 pasos para clonar los
sistamas completos (Howard et al., 1986; Brooks et al., 1988). Primero se
clondé el gen de modificaciép y después, una vez modificado el genoma
bacteriano, el de restriccién.

En cuanto a Streptomyces, se han clonado los genes del sistema RM
de S. albus G {saR y saM) en S. lividans (Rodicio & Chater, 1988). Esto se
logré haciendo un banco genémico de S. albus G en S. lividans, y

vando por resi cia a 1a infeccién de! fago ¢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 se cree que esto es
para asegurar que los genes se segreguen juntos.

La clonacién de sistemas RM se lleva a cabo para estudiarlos
genéticamente, para poder sobreproducir las enzimas facilitando asfi su
purificacién, etc.

Adn es importante seguir buscando nuevos sistemas RM cuyas
enzimas reconozcan secuencias nuevas aportando asi mas herramientas para
la biologfa molecular. En Streptomyces hace falta no sélo buscar nuevos
sistemas, sino también estudiar los que ya se conocen. Un ejempio de ésto
es el sistema SpH de S. phaeochromogenes, descubierto hace mas de 10

anos {Fuchs et al., 1980) sin que se haya clonado ni estudiado en detalle.



BACTERIOFAGOS

E! 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 taxonémicos y
son herramientas para estudios genéticos y moleculares. En esto ditimo, su
uso ha sido invaluable para {a deteccidn y estudio de los sistemas RM.

La clasificacién de los fagos siempre ha sido conflictiva, pero en
general se basa en el tipo de &acidos nucleicos que contienen, en su
morfologla y en el rango de hospederos que infectan {Ackerman &
Eisenstark, 1974). En 1967 Bradley propuso seis tipos morfolégicos basicos
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, 1a adsorcién, que implica el reconocimiento de receptores
bacterianos; segundo, la inyeccién del material genético del fago al interior
de la célula; tercero, la muiltiplicacién intracelular del fago, y por ultimo la
lisis celular en 1a que se liberan los fagos nuevos. Las dos tiltimas fases
varfan dependiendo de si el fago es litico o lisogénico.

La mayoria de los fagos se adsorben a la pared celular, pero hay
casos en los que los fagos reconocen receptores en los pili o en el flagelo
(Crawford & Gesteland, 1964; Meyneli, 1961).

Las bacterias han desarrollado mecanismos de defensa contra la
infeccién de los fagos bloqueando cualquier fase de su ciclo. Para evitar la
adsorcién hay bacterias que secretan sustancias que forman una barrera
fisica, y también son frecuentes las mutaciones en los receptores celulares.

Existen otros mecanismos que impiden la inyeccién del material genético.
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Figura 2.- Clasificacién de los bacteri6fagos segiin Bradley (Bradley, D.E., 1967);



Finalmente, en caso de que penetre DNA fagico, muchas bacterias poseen
enzimas de restriccién que lo destruyen. A su vez los fagos han respondido
a ésto con mutaciones en sus receptores, aprovechdndose de la
modificacién del hospedero o por ismos de antirrestriccién (Kruger &
Bickle, 1983).

Como se menciond antes, los fagos pueden ser de dos tipos: liticos

{virulentos} 6 lisogénicos (temperados).

Si el fago es litico, el genoma inyectado es expresado siguiendo un
programa secuencial de desarrolio haciendo uso del aparato transcripcional
de la célula hospedera. El fago posee genes cuya funcién es la de asegurar
que su propio DNA se replique preferencialmente, y de igual forma que se
transcriban sus mRNAs. Esto resulta en la sintesis de muchas copias del
genoma viral y cépsides. Finalmente los nuevos fagos se empaquetan, lisan
a la célula y asi son liberados.

Los fagos lisogénicos pueden seguir dos caminos alternativos. Uno, la
lisis para producir muchos fagos rdpidamente. 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 infeccién de fagos iguales o0 muy cercanos.
La lisogenia es una forma pasiva de propagacién de! profago, ya que éste se
hereda como parte dal genoma bacteriano, v puede permanecer ahi por
muchas generacionses. El establecimiento y mantenimiento de la lisogenia
depende de la interaccién de un represor codificado por el fago con un
operador. Si no hay represor el profago es inducido a seguir una via litica.
De easta menera, el balance entre lisis y lisogenia depende de la
concentracién intracelular de reprasor que haya.

Muchos fagos pueden ser liticos o lisogénicos dependiendo de la cepa

a la que infecten.



Existen dos mecanismos de empaquetamiento de DNA en fagos. En
uno, el DNA concatamérico se corta al lienarse la cabeza (headfuls). Si se
produce una delecién, la cantidad de DNA que se empaqueta no varia. En el
otro mecanismo {(como en el fago A ), el DNA es cortado por una
endonucleasa que reconoce una secuencia especifica. De esta manera, si
hay una delecién en el genoma, el resultado serd el empaquetamiento de un
fragmento menor. El resuitado de un DNA mds relajado incrementa la
estabilidad de los fagos al calor y a agentes quelantes (Lomovskaya et al.,
1980). Al seleccionar fagos resistentes a estos tratamientos, se han
obtenido mutantes viables de A con deleciones de hasta el 23% de su
genoma (Parkinson & Husky, 1971).

La infeccién de un cultivo bacteriano se detecta por la formacién de
placas. Estas son placas de lisis y, en general, pueden ser claras si se trata
de un fago litico; o turbias, si se trata de uno lisogénico {son turbias pues

contienen células lisogenizadas).

ACTINOFAGOS

Los actinofagos son todos aquellos bacteriofagos que infectan a los
actinomicetes, entre éstos a Streptomyces.

El interés por estos fagos empezd por la enorme preocupacién que
tenfan industrias y laboratorios al ver que sus cultivos para produccién de
antibiéticos eran destruidos por ellos. A partir de eso se han seguido
estudiando, transformandose en herramientas importantes para el estudio de
Stroptomyces.

Los fagos de Streptomyces se aislan facilmente de casi todos los

10



suelos de pH > 5.0, plaquedndolos con una cubierta de agar suave con
esporas. Se requieren de cationes divalentss durante la adsorcién por lo que
se agrega Ca2+, al igual que Mg2+* para incrementar la eficiencia de plaqueo
{EOP) y el tamaiio de las placas ({Lomovskaya et al., 1980).

Su rango de hospederos és variable, dependfendo de la especificidad
de adsorcién, 6 de barrerqs intracelulares como PGL (phage growth
limitation) y sistemas de restriccién.

La adsorcién se da mediante la cola, y es mas eficiente en micelio
vegetativo joven (Chater, 1986).

De éstos el méas estudiado es el fago ¢C31, aislado por Lomovskaya
et al. en 1972. Es un fago lisogénico que lisa a un 70% de las células de las
que infecta y lisogeniza 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 Strsptomyces estudiados, pertenece al
grupo B de Bradley. Tiene una cabeza poliédrica de 53nm de ancho, una
cola no -contrictil 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
circulariza uniendo sus extremos cohesivos. En caso de lisogenizar, se
integra al sitio atB del cromosoma bacteriano mediante su sitio arP. E!
establecimiento y mantenimiento de la lisogenia depende de un represor,
producto del gen ¢, cuya secuencia predice una proteina de 683 aa (Sinclair
& Bibb, 1988).

Su contenido de G+C es alto (63%, Chater, 1980). La cdpside esta
compuesta por 17 polipéptidos diferentes, aunqus sélo cuatro de ellos

componen el 84% de la protefna total {Suarez et al. 1984).



El genoma de ¢C31 ha sido mapeado fisica y genéticamente,
transfocta protoplastos eficientemente, y se han obtenido mutantes con
deleciones. Se sabe que al menos 10kb son dispensables para formar
plac.as, pero genomas de 34.2kb 6 menos no son viables. A partir de este
fago varios vectores de clonacién se han construido vy utilizado con éxito.

También ha sido de gran utilidad en la deteccién de sistemas de

restriccién (Rodicio & Chater, 1988).

Asl, los fagos ofrecen un enorme potencial como vectores de
clonacién por su amplio rango de hospederos, facilidad de deteccion,
posibilidad de hibridizar in situ (en placa), introduccién de DNA estable en

profagos y la posibilidad de inducirlos a una forma multicopia.



OBJETIVO

Aislar un fago capaz de infectar a S. phasochromogenes y a S.
lividans que tenga varios sitios SpM, lo cual nos permitiria detectar clonas
que lleven los genes RM. Asgmismo, dicho fago ser/a Gtil en el aislamiento

h dafial

de cepas mutantes de S. ph en restriccién.




MATERIAL Y METODOS

AISLAMIENTO DE FAGOS (Hopwood et al.,1985)

-Se pusieron 5-10g de tierra en frascos estériles con 20ml de Difco Nutrient
Broth (DNB) adicionado de MgS0O, 10mM, CaCl; 10mM, glucosa 0.5% vy
asporas de la cepa en la que cual se querfan aislar los fagos. Se incubé 2
dias a 29°C.

-Se tomaron 5mi y se centrifugd 10 minutos a 3,000rpm; se tomaron 3m|
del sobrenadante, se pasaron a otro tubo agregandose 0.3ml de cloroformo.
Se agitd en el vortex 1 minuto y se volvié a centrifugar 10 minutos.

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

ver si habla fagos (se deben observar placas).

-Se tomd una placa aislada de cada fago la cual se volivié a titular (2 pases)
para asegurarse que proviniera de un solo fago, y entoﬁces ya obtener un
lisado confluente que nas 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

rastriccion.

TITULACION DE FAGOS (Hopwood et al.,1985)

Todos los fagos se diluyeron y almacenaron en buffer SM, y se
titularon en cajas Petri pequeiias (5cm didmetro) con madio TL agregando a
cada una 0.64ml de TL suave, 15ul de esporas y 0.1 ml fago, Se incubaron
1 dia a 29°C.

Las placas aisladas se sacaron con una pipeta Pasteur y se pusieron a

14



difundir en 1m! de SM. Para obtener una solucién concentrada se pusieron
2.5mi de SM sobre un lisado confluente, se dej6é a temperatura ambiente al
menos 2 horas, se filtré con un filtro Millipore de 0.45um y se guardaron a
4°C.

AISLAMIENTO DE CEPAS LISOGENAS (Hopwood et al.,1985)
-Se pusieron 0.1mi de esporas en una caja con medio RS, y se dejé secar.
-En un drea marcada se pusieron 204 de fago y se dejé secar.
-Se incubd a 29°C hasta que ol drea marcada esporulé.

-Se cosecharon las esporas del &rea marcada en 1ml de pirofosfato de sodio
25mM vy se dejé a temperatura ambiente 30 minutos.

-Se agité en vértex 30 segundos y se filtraron por un tapén de algodén en
una pipeta Pasteur.

-Se pasaron por un filtro Millipore de 0.45um para colectar las esporas.

-Se lavé el filtro 2 veces con 5mi de pirofosfato de sodio 25mM.

-Se pasé el filtro 3 una botella de rosca de 20ml y se agregé 1ml de agua
destilada estéril, se agité en vértex.

-Se diluyeron 0.1ml de la suspensién de esporas en agua destilada estéril
hasta 10-4.

Se puso 0.1ml del concentrado y O.iml de cada dilucién en cajas con
medio R5 y se incubaron a 29°C hasta que esporularon. .
Se replicaron las cajas que tuvieran aproximadamente 100 colonias en cajas
de DNB, con agar suave y esporas de S.lividans.

Se incubaron durante la nocho y se identificaron liségenas como aquellas

colonias que liberaran fago.



MiNI-PREPARACIONES DE DNA DE FAGOS (Hopwood et al,1985)

-Se crecié fago en 6 cajas Petri con medio TL, agregando a cada una 2.5mi|
de TL blando, 50ul de esporas y 0.1ml de fago. Debe haber alrededor de
104 fagos . Se incubd una noche a 29°C.

_ -Se rasp6 el agar blando con un asa de vidrio y se eché en 25ml de DNB. Se
trituré con una pipeta de 10mi y se dej6 reposar 2 horas.
-Se centrifugé a 10,000 rpm, a 4°C, 10 minutos para quitar agar.
-Se cantrifugd el sobrenadante en tubos de 30m! a 4°C, 2 horas a 20,000
rpm,
-Se tiré el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1ml de solucién de
RNAsa {50ug/ml en SM), se incubé a 37°C al menos 30 minutos.
-Se pas6 a 2 tubos Eppendorf y se centrifugd 10 minutos a 14,000 rpm.
-Se pasoé el sobrenadante a otro tubo Eppendorf y se extrajo con 0.5m de
fenol saturado. Se centrifugd 2 minutos a 14,000rpm.
-Se pasé el sobrenadante a otro tubo con 0.5ml de fenol/cloroformo {1:1) y
se centrifugé 2 minutos.
-Se pas6 el sobrenadante a otro tubo con 0.5ml de cloroformo y se
centrifugdé 2 minutoes.
-Se pasé el sobrenadante a otro tubo afiadiendo 20t de NaCl M y 0.5mil
de isopropanol. Se dejé 15 minutos a temperatura ambiente.
-Se centrifugé 10 minutos a 14,000 rpm, se sacé todo el sobrenadante y se
resuspendié en 250u1 de TE. Se afadieron 10 ul de NaCl 5M y 600yl de
etanol absoluto. Se pasé el DNA con una pipeta Pasteur a otro tubo con

1004 de TE y se disolvié completamente a 50°C.



PURIFICACION DE DNA DE FAGO

Se realiz6 segin Hopwood et al. (1985}, con las siguientes
madificaciones en los pasos 8-9 al hacer el gradienta de CsCl, tomadas de
Maniatis et al. {1982).

8-9. A la suspensién de fago se le pusieron 0.5g/ml de CsCl. Se hizo
el gradiente de CsC! afiadiendo las diferentes concentraciones con una

pipeta Gilson de 1ml para que quedara de la siguiente manera:

Se centrifugé a 4°C, 2 horas a 22,000 rpm. El fago quedd en la
interfase entre la banda de 1.45 y la de 1.5g/ml, observdndose como una

pequefia banda azul.

DETERMINACION DE EXTREMOS COHESIVOS

La existencia de extremos cohesivos se determiné comparando en un
gel de agarosa el patrén de bandas del DNA digerido con alguna enzima de
restriccién, tanto previamente ligado como sin ligar. Justo antes de correrse,
el DNA no-ligado se calenté 5 minutos a 60°C para separar los extremos

cohesivos que se hubieran unido espontaneamente.

SELECCION DE MUTANTES RESISTENTES A AGENTES QUELANTES
Varios autores han reportado el aistamiente de fagos con deleciones
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 s6lo funciona para fagos que se empaquetan reconociendo sitios
cos {cohesivos}, como el caso de lambda, por lo que primero se determiné
que el fago fuera de este tipo.

Después escogimos pirofosfato de sodio 25mM para aislar los
mutantes de la siguiente manera:

Se pusieron 0.1ml de fago concentrado en 0.9mi de pirofosfato de
sodio 25mM, se mezclé y se dejé a temperatura ambiente. Se tomaron
muestras de 0.2ml a los 5, 10, 20 y 40 minutos las cuales se diluyeron y se
titularon,

Los fagos sobrevivientes se volvieron a tratar hasta que la fraccién
sobreviviente se estabilizé.

De entre los sobrevivientes se escogieron algunas placas aistadas y se

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

TRANSFORMACION Y TRANSFECCION DE PROTOPLASTOS DE
Streptomyces {Hopwood et al,, 1985}

-Se preparé una botella de buffer P, se separaron 5ml en un tubo para
protoplastos y a éste se agregaron 5mg de lisozima.

-Se filtré con una jeringa nueva de 20m! el buffer P a una botella estéril y la
lisozima a otro tubo para protoplastos.

-Se afadié la lisozima a un tubo con micelio de Streptomyces, dejando que
se formen los protoplastos a 29°C, 1 hora aproximadamente (se checaron al
microscopio desde los 40 minutos).

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

enjuagaron con 3mi de buffer P.
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-Se centrifugaron 8 minutos a 3,000 rpm.

-Se quité el sobrenadante y se resuspendié el pellet suavemente en la gota
que queda.

-Se lavé con 5ml de buffer P, se centrifugé 8 minutos a 3,000rpm, se quité
el sobrenadante y se resuspendié el pellet suavemente.

-Se agregaron 5mi de buﬂe( P, se dividieron en 2 tubos y se agregaron
2.5ml de buffer P a cada uno.

-Se centrifugaron 10 minutos a 3,000 rpm.

-Se preparé lo siguisnte para cuando salieran:

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

-Se pusieron 0.5m! de PEG a un tubo para protoplastos y se tomé el PEG
con una pipeta Pasteur nueva con bulbo.

-DNA caon sl que se va a transformar listo.

-Al salir los protoplastos se tiré el sobrenadante, se agregd el DNA y en
seguida el PEG subiendo y bajando todo con la pipeta Pasteur 3 6 4 veces.
-Se enjuagd répido con 5ml de buffer P y se centrifugé 10 minutos a 3,000
rpmt.

-Se tiré el sobrenadante y se resuspendié en 0.5ml de buffer P.

-Se hicieron diluciones en buffer P y se plaquearon 1001 en cajas con medio
R2YE con 2.5ml de agar suave para transformaciones., En caso de

transfeccién se agregaron también esporas.

TRANSFORMACION DE E. coli (Hanahan, 1985)

-Se puso un cultive de JM101 en 2ml de YT2X y se dejé 4 horas a 37°C
con agitacion.

-Se tomaron 0.1m! para inocular un matraz con 10ml de YT2X, se incubd a
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37°C, 2 horas con agitacién.

-Se pasaron los 10ml a un tubo para protoplastos&i'sréﬁc{a]a
minutos.

-Se centrifugé 10 minutos a 3,000 rpm. o
-Se tiré todo el sobrenadante y se resuspendié en 3”.3m| de. TFB. Se dejé en

hielo 10 minutos.

-Se centrifugé 10 minutos a 3,000 rpm.

-Se decanté y se resuspendié en 0.8m! de TFB.
-Se pasaron 210yl a un tubo frio para protoplastos,
-Se agregé DNA (100ng, aprox.), subiendo y bajando con la pipeta. Se dejé
en hielo 30 minutos.

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

-Se agregaron 0.8ml de LB y se incubd 30 minutos a 37°C con agitacion.
-Se hicieron diluciones y se plaquearon en cajas de medio LB con

carbenicilina {Cb).

ELABORACION DEL MAPA DE RESTRICCION

El DNA de fago se digirié con 22 enzimas de restriccién. Para hacer el
mapa se escogieron aquellas para las cuales existla el menor numero de
sitios. Sélo utilizamos 3 enzimas: EcoRl, EcoRV, y Kpnl. Con éstas se
hicieron digestiones totales simples y dobles para conocer el nimero de
fragmentos que cada una generaba y por que otra enzima era cortado o si
no habfa sitios internos. Para ubicar los extremos se ligaba DNA vy
posteriorments se digeria de todas las formas posibles.

También fue necesario purificar bandas generadas por EcoRV y
digerirlas por separado con las otras enzimas.

La purificacién de las bandas se hizo por electroelucién o extrayendo
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de Qeles de agarosa de bajo punto de fusién, ambos descritos por Hopwood

at al. {1985).

SUB-CLONACION DEL GEN DE MELANINA EN ¢CYphA9

El gen de melanina se escogié para meter sitios de clonacién al
vector, ademds de que posee un sitio Spht. La produccién de pigmento nos
permitirfa la facil deteccién de fagos con inserto.

El gen me/ se sacé del pldsmido plJ702 con B¢l y se ligd al pldsmido
plJ2925 linearizado con BamHl. Con ésto se transformé E. coli y se
seleccionaron las colonias blancas (con inserto).

De éstas se purificé el pldsmido y se digirié con Kpnl para intentar
meterio en algtin sitio Kpn del fago.

Por otro lado se ligaron los extremos cos del fago y después se digirié
parcialmente con Kpnl de manera que sdélo se cortara un sitio por molécula.

Se ligaron el fago y' el inserto, y con ésto se transfectaron
protoplastos de S. /ividans.

La seleccidn se hizo buscando placas pigmentadas.

TRANSPOSIC&ON DE Tn5096 a ¢CYphA9

Escogimos este transpéson ya que potencialmente podia transponer a
cualquier sitio del profago, expresdndose sélo aquellas inserciones que no
interrumpieran regiones escenciales. Una vez insertado se podrfan meter
sitios Unicos de clonacién, ademés de ya poseer uno de SpH.

El transpéson Tn5096 es un derivado de la secuencia de insercién
1S493 (Fig. 3) aislada de S. lividans, la cual se encuentra en el genoma de
esta especie repetida tres veces (Solenberg & Burgett, 1989).

El transpdson lo obtuvimos en el pldsmido pCZA168 (Solenberg &
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Baltz, 1991) (Fig. 4), derivado de! pldsmido pGM160 {Muth et al., 1989) que
se plerde facilmente a 34°C 6 mas.

Sabfamos que con este pldsmido se habfa logrado la transposicién de
Tn5096 en S. coslicolor (Solenberg, comunicacién personal), por' fo 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. coealicolor que pueda ser transformada por'; : s )
pCZA168 e infactada por 4CYphAS. ] %

Transformarla con pCZA168 y obtener esporas.

Infectar & las anteriores con ¢CYphAS ({aqul debe . darse.:la. i

transposicién).

Recuperar fagos y con éstos infectar a la cepa sin el pldsmido.
Replicar liségenas en apramicina (Am).
Purificar fago liberado por las lis6genas resistentes checar la presencia del
transposon.

Ya que hubo muchos problemas para transformar con pCZA168 (ver
resultados y discusién), se decidié cambiar de pldsmido y repetir con éste el
procedimiento. El pldsmido escogido fus un derivado del pid702 al cual se le

insarté el transposon en el sitio Unico de Bgél.

PURIFICACION DE PLASMIDOS DE Streptomyces (Hopwood et al.,1985)

-Se inoculd con las esporas deseadas un matraz con resorte con 20ml de LB
+ 34% de azucar y el antibi6tico necesario. Se incubdé 2 dias a 29°C con
agitacion.

-Se pasé el cultivo a un tubo y se centrifugé 5 minutos a 5,000 rpm.

-Se lavé con 10m! TE 25mM y se centrifugé 5 minutos a 5,000 rpm.



EcoR! (9264)  Sacl (6}
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Xbal {3533)
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EcoRl (4343) Hindlll (3557}

BamH! {4337)

Figura 4. Plasmido pCZA168 que incluye al transposén Tn5096
{Solenberg & Baltz, 1991).
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-Se tir6 el sobrenadante y se resuspendié en 5mi TE con lisozima
{1.5mg/ml}, incubdndolo a 37°C 30 minutos.

-Se agregaron 2.5ml de NaOH 0.3M y SDS a 2%. Se mezclé subiendo y
bajando con una pipeta. Se incubéd a 55°C 30 minutos.

-Se enfrié a temperatura ambiente 5 minutos y se agregé 1ml de
fenol/cloroformo 4cido. Se agité con vortex.

-Se centrifugé 5 minutos a 5,000 rom.

-Se pasé la fase acuosa a 2 tubos de vidrio (3.5m! c/u).

-Se ariadieron 0.35m! de acetato de sodio 3M pH 8.0 y 3m! isopropanol a
cada tubo.

-Se paso6 a hielo 10 minutos. Se centrifugé 15 minutos a 3,500 rpm.

-Se tir6 el sobrenadante y se resuspendié en 250u! de TE.

-Se juntaron los 5004l en un Eppendorf. Se anadieron 5041 de acetato de
sodio 3M pH 8 y 250ul fenol/cloroformo pH 8.0 ‘

-Se centrifugé 2 minutos. Se pasé la fase acuosa a otro Eppendorf y se
afiadieron 5004 de cloroformo.

-Se centrifugé 2 minutos, se pasé el sobrenadante a otro Eppendorf y se
agregaron 500y de isopropanol. Se dejé en hielo 10 minutos.

-Se centrifugé 10 minutos, se tiré todo el sobrenadante y se rasuspendié en ‘

50ut de TE.

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL FAGO ¢CYph

Para observar los fagos al microscopio se usé una tincién negativa de
fosfotungstato de sodio (PTA) al 2% pH 7.0, y se utilizé un microscopio
elactrénico de transmisién JEOL 100B de 80kv. De aqul se tomaron

fotografias y se hicieron ampliaciones para caracterizarlos.



MEDIOS, CEPAS Y PLASMIDOS

Todos los medios de cultivo y soluciones empleadas se hicieron como
descritas por Hopwood et al. (1985), Hanahan (1986), y Maniatis et al.
(1982).

Las cepas y pldsmidos usados se muestran en la tabla 1.
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Tabla . Cepas y plésmidos utilizados. ..

CEPA O PLASMIDG

REFERENCIA

§. lividons 1326

S. phagochromogenes NRAL 83559
5. albys G 31074
S. parvulus 2283 -
S. coslicolor M145
S. coslicolor J1601
§. coelicolor J150B
8. coslicolor 1801
E. coli IM101
pid702

plJ2925

pCZA168

Hopwood af a/. 1983
Fuchs et o/ 1980
Chater and Wilde 1980

Hapwood ot al. 1985
Chater et a/. 1982

Messing 1979
Katz ot al. 1983
(datas no publi

Solenberg and Baltz 1991
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RESULTADOS Y DISCUSION

AISLAMIENTO DE FAGOS EN S. lividans

Inicialmente se querfan clonar los genes de restriccién y modificacién
de S. phaeochromogenes en S. lividans como fue descrito por Rodicio y
Chater {1988) para SaA. .

Para ésto aislamos fagos en S. lividans y analizamos su DNA para ver
si tenian sitios Sph! {tabla 2).

Como se ve en la tabla 2, sélo dos fagos tienen sitios Sphi: ¢1 tiene
un solo sitio y ¢B nueve sitios, Ya que un sitio no es suficiente (puede
modificarse muy facilmente y nunca detectar 1a presencia de un gen de
rastriccidn), se escogiéd a ¢B para seleccionar de un banco genémico de S.
phaeochromogenes construido en S. lividans las clonas que portaran [os
genes de RM.

Este método no di6 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 1a enzima de restriccién
antes que todos los sitios del genoma se alcanzaran a modificar por lo que
estas células ya no serfan viables. O que la enzima de modificacién se
expresara mas rapido que la de restriccién de manera que al entrar el DNA
del fago se modificaran los sitios antes de poder ser cortados. El primer caso
es el mas factible y se ha observado antes, en cuyo caso se deben clonar
los genes por separado -primero el de modificacién para proteger el genoma
de la bacteria y posteriormente el de restriccién.

De los fagns aislados en §S. lividans ninguno infectaba a S.
phaeochromogensas bien, ya fuera que no se formaran placas sino sélo

manchas difusas 6 que se obtuviera un tltulo muy bajo que no se pudiera
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Tahlﬁ 2. Fagos ;lslados en S. lividans

" FAGO.  TITULO®

SITIOS Spht -

TITULO®
(S. lividans). (S. phaeochromogenes)

$1 7x109 n.p.b 1
$2 2x1010 5x102 1]
A 3x1010 5x103 o
B 2x109 n.p. 9
$C 2x108 n.p. 0
$E 6x108 n.p. 0
dA2 4x1010 9x104 o]
“pfu/ml

bno habia placas bien definidas



elevar (tabla 2), lo cual indica que probablémehxe‘,’rlja'ya'»'proble' as
infectar. Por lo anterior se decidié aislar 'fagds : diiéétamante

phasochromogenes.

AISLAMIENTO DE FAGOS EN S. phasochromogenes

Se aistaron 10 fagos y se obtuvieron confluentes puros (tabla 3}. La
morfologla de las placas variaba en turbidez y tamaiio; de esta manera se
determiné que los fagos eran distintos.

Con éstos se probd infectar otras especies, entre ellas S. flividans
{tabla 4). Sélo un fago, ¢CYph, fue capaz de infectar a S. lividans, ademas
de también infectar a S. albus G y a S. parvulus.

Por lo anterior se escogié a ¢CYph para seguir caracterizandolo.

CARACTERIZACION DEL DNA DE CYph
Se purificé DNA de ¢CYph en gran escala para tenerlo muy limpio y
en gran cantidad.
) Se digirié con 22 enzimas de restriccién {tabla 5), entre ellas Sphl y
como se esperaba no se encontraron sitios para ésta, por lo que se decidié

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

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD LiISOGENICA DE ¢CYph

Por la morfologlfa de las placas {muy turbias), crefamos que ¢CYph era
un fago liségenico. Para asegurarnos de ésto preparamos cepas
lisogenizadas de S. /ividans, las infectamos con $CYph nuevamente y no se
formaron placas. La inmunidad a ¢CYph confirma que el fago es lisogénico,

ademds de que estas colonias posteriormente liberaron fagos.
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Tabla 3. Fagos-aislados en S. ph

FAGO TiITuLO® FENOTIPO DE LAS PLACASD
¢Sph 1 8x109 medianas -casi claras
¢$Sph 3 8x108 grandes -turbias

$Sph 4 2x108 medianas -turbias barridas
¢Sph 9 2x109 chicas -casi claras

$Sph A 1x1010 madianas -claras

¢Sph C 1x1010 medianas y chicas -claras
$Sph 1& 5x107 medianas -muy turbias
#Sph O 1x109 muy chicas -claras

$Sph R 5x108 chicas -claras

$Sph Y 2x107 muy chicas -claras
apfu/mi

b el tamaiio y turbidez son relativos entre si
¢ $Sph | se ranombré ¢CYph para evitar confusién con 1a enzima
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Tabla 4. . Rango de ﬁqspedsros de los fagos aislados en. S. phaeochromogenes

FAGO S. lividans

é. a:/bu;é i

$Sph 1
¢Sph 3
$Sph 4
¢Sph 9
$Sph A
éSph C
¢#CYph
$Sph O
#Sph R
$Sph Y

no
no

no -

no
no
no
sf

no
no
no
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_ENZIMA™ ' SECUENCIA DE CORTE *

Accl
BamH|
:)
Bght
BstEll
Dral
EcoRi
EcoRV
Hind|
Hindl}
Hinfl
Hpal
Kpnl
Pstl
Pvudl
Sak
Smat
Sph
Ssi
Ssail
Xbal
Xhol

GT/AMEAC

GIGATCC

TIGATCA
AIGATCT
G/GTNACC
TTTIAAA
GIAATTC
GAT/ATC
GTPy/PUAC
AIAGCTT
G/IANTC
GTT/AAC
GGTAC/C
CTGCA/G
CAGICTG
GITCGAC
CCC/GGG
GCATG/C
GAGCT/C
CCGC/GG
TICTAGA
CITCCAG
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AISLAMIENTO DE DERIVADOS DE ¢CYph CON DELECIONES

Se determind que el fago tiene extremos cohesivos (Fig. 5), por fo
que debe empaquetarse reconociéndolos. Asi, se procedié a aislar fagos
mutantes con deleciones mediante el tratamiento a agentes guelantes.

Como se ve en la grafica 1, fue hasta el sexto ciclo de tratamiento
que se estabilizé la fraccién §obrevivienta. De aqul se escogieron 6 placas
aisladas, se volvieron a titular para asegurarnos que realmante provinieran de
un fago, se sacaron confluentes e hicimos mini -preparaciones de DNA. Se
digirieron con Sad y encontramos que todos tenlan deleciones (Fig. 6). Al
menos hay tres fagos diferentes y de éstos escogimos el que tenfa la mayor
delecién ¢CYphA9. Se purificé DNA para seguirlo analizando y determinar el
tamanio de la delecidn.

Por otro lado comparamos la sensibilidad a pirofosfato de sodio 26mM
de $CYphA9 con la del silvestre. Como se ve en la grafica 2, ¢CYph es muy

sensible mientras que ¢CYphA9 es casi completamente resistente.

MAPA DE RESTRICCION

Se hizo el mapa de restriccién de ¢CYph y se ubicd la delecién de
#CYphAS determinando que ésta era de 4.3Kb (Fig. 7). Esto indica que
#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 ¢CYph como su derivado ¢CYphA9 infectaron a las siguientes
cepas con la misma eficiencia : S. lividans 1326, S. albus G J1074, S.
coelicolor M145, J1501, J801, y por supuesto S. phasochromogenes. Hubo

problemas con ambos fagos al infectar S. coelicolor J1508 en la cual se
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Figura 5. Determinacién de extremos cohesivos.

Carril 1: DNA de #CYph digerido con Ssdl ligado (L) y sin ligar (U).

Carril 2: Lo mismo pero digerido con Hindll. Caril 3: Lo mismo
digerido con EcoRl. Las flechas senalan los fragmentos que contienen los
extromos cohesivos y los asteriscos al fragmento producto de la unién de

ambos.
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Figura 6. Mini -preparaciones de DNA de fagos aisiados después de seis
ciclos de tratamiento con PPi 26mM (carriles 2,3,4,6,7 y 8). El camil 2 es
una digestién parcial. Ef carrit 5 es el control {fago silvestre). En todos los

demés desaparece la banda de 3.5-4 kb.
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Figura 7. Mapa de iccién de 4CYph do Ja dalecié
da ¢CYphAS.
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formaban muy pocas placas y no muy definidas.
En ef caso particular de 5. parvulus 2283, ésta puede ser infactada
por ¢CYph perc no por ¢CYpha8, lo que posiblemente indique que 1a -

delecién se llevé algo relacionado con el reconocimiento de receptores en
esta cepa.

SUB-CLONACION DEL GEN DE MELANINA

£l gen de melanina de S. antibioticus se ligd al ptJ2925 dando lugar a
un plasmido de 4.2 kb {tamafio ideal para integrar al fago), el cuai se
finearizé con Kpni y se ligé a DNA de ¢CYphAQ digerido parcialmente con
Kpnt. Con esta ligacidn se transfectaron protoplastos de S. lividans y se
obtuvieron muchas piacas, pero nunca se pudo detectar produccién de
malanina.

Lo mas probable es que esto se deba a que todos los sitios Kpni esten
interrumpiendo regiones esenciales de! fago, de manera que serla imposible
clonar cualquier cosa en dichos sitios.

Dacidimos entonces cambiar 8 otra estrategia més interesante, 13
transposicién de Tn5096.

TRANSPOSICION DE Th5096

Hubo muchos problemas para transformar con pCZA168, ya que o no
transformaba (como en el caso de S. albus) o era muy inastable.

Logramos transformar S. lividans, las transformantes fueron
resistantes estables a thioestreptona (Th) y a apramicina (Am) , pero at
hacer mini preparaciones encantrabamos que el pldsmido habla sufrido todo
tipo de rearreglos {Fig. Bl. Tomamos al Gnico que parecia no haber sufrido

rearregtos y con éste transformamos a S. coslicalor. Sa obtuvieron muchas

40



Figura 8. ' Mini -preparaciones de pCZA168 digeridas con EcoRl.
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transformantes las cuales fueron infectadas con $CYphA9, se probaron las
liségenas pero nunca se detecté transposicién.

Al analizar con més detalle los pldsmidos vimos que habfan sufrido
deleciones en el polilinker v en un extremo del ORF B del transposon, razén
por la cual nunca lograria transponer.

Por todo ésto fue que se decidié cambiar de pldsmido y se ligé
entonces el TnB096 al plJ702. Al transformar S. lividans se obtuvieron
transformantes estables, y todos los plasmidos analizados eran iguales y sin
rearreglos aparentes. Con ésto se transformaron varias cepas de S.
coelicolor, se infectaron, se probaron las liségenas, pero nuevamente no se
detecté ningln evento de transposicién.

Por este tiempo supimos {M.J. Bibb, comunicacién personal) que
varias personas habian intentado experimentos de transposicién con Tn5096
sin éxito, al igual que nosotros.

Por alguna razén 7TnS5086 no transpone en S. lividans ni en S.
coelicolor. Hasta ahora sélo se ha demostrado que lo haga en S.
griseofuscus{ Solenberg & Baltz, 1991). Quizd esto se deba a que el
transposon por si sélo no pueda transponer y que haya algo en S.
griseofuscus que auxilie este evento.

Se sabe que las ISs pueden requerir componentes no codificados por
ellas para transponer, por ejemplo girasas (7nS), Dam metilasas, DNA
polimerasa |, etc. {(Galas & Chandler, 1989). Esto hace que la transposicién
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 transposicién no sélo por el reconocimiento de la
transposasa, sino también por constituir sitios de unién a protsinas, como

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

De esta manera, la insercién del gen de resistencia a Am entre los
ORFs A y B pudo haber interferido en la expresién de la transposasa 6
blogueado el reconocimiento de algun factor externo auxiliar, necesario para

transponer en estas cepas.

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL FAGO

Se observaron ¢CYph y ¢CYphAS al microscopio electrénico (Fig. 9).
Los fagos son béasicamente iguales a todos los fagos de Streptomycss
descritos anteriormente, perteneciendo asi al grupo B de Bradley. Tienen una

cabeza poliédrica, una cola larga no contractil y una placa basal.
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Figura 9. Actinofago ¢CYph.



CONCLUSIONES

-Los fagos aislados en S. lividans que poseen sitios Spi no pueden infectar

a S. phagochromogenes.

-Los fagos aistados en S. phaeochromogenes parecen no tener un amplio

rango de hospederos, a excepcién de ¢CYph.

-¢CYph pertenece al grupo B de Bradley, al igual que todos los fagos de

Streptomyces anteriormente descritos.

-Muy probablemente los sitios Kpnl del genoma de ¢CYph se encuentran an
regiones esenciales, por lo que es imposible usarlos como sitios de

clonacién.

-El pldsmido pCZA168 es muy ir ble en S. fivid yen S. licol

-E! transposon Tn5086 no transpone a ¢CYphAS en S. coelicolor.
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PERSPECTIVAS

-Para lograr meter sitios de clonacién a ¢Cthfh’abrla que inténtar"laé

siguientes estrategias:

1. Clonar el gen de melanina de la misma forma . en la i\ue sa hizo
pero en los sitios de EcoRl o EcoRV.

2. Clonar el gen de resistencia a alglin antibiético en los distintos
sitios por si el problema fuera la expresién del gen .de melanina
particularmente, aunque esto seria muy raro.

3. Intentar la transposicién de algin otro transposon de Streptomyces
al fago.

4. Intentar que algun transposon de £, cofi transponga al genoma del

fago en E. coli.
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