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'RESUMEN.

A partir de un banco genémico de Streptomyces albus G en S. lividans 1328 se aislé
una clona lipolitica, la cual lleva un pldsmido que tiene clonado un gen de lipasa extracelular
-lip- de S. albus G. El plasmido pB21, utilizado como veclor de clonacién, proviene de un
experimenio de co-inlegracién de dos plidsmidos multicopia. La naturaleza hibrida de las
funciones de replicacién del plasmido pB21 parece no influir sobre la actividad lipolitica
detectada, aun cuando no se pudo observar la sobreproduccién de la enzima. Se obtuvo la
secuencia nucleot(dica de un fragmento de DNA que contiene al gen /ip flanqueado por otros
dos marcos de lectura abiertos -ORFs-. La secuenda aminoacidica codificada por &l gen de
lipasa de S. afbus G es significati tloga a las de la lipasa de
Streptomyces sp. M11, y de la lipasa 1 de Moraxella TA144. Dentro de la estructura primaria
de la enzima se localizan las caracteristicas propias de una lipasa extraceluiar. La carencla de
estructuras reguladoras de la transcripcién cercanas al gen /ip presupone una transcrpcién

istréni LOs rt del andlisis de las supuestas protelnas codificadas por los dos
ORFs localizados sugieren su probable participacién en la expresién y secreclén de la lipasa.
Se incluye la comparacién de las tres lipasas homélogas en su composicién aminoacidica.




INTRODUCCION

SEMBLANZA DEL GENERO Streptomyces

g Las b: del género Streptomy W & Henrici, 1943) forman parte de la
familia ptomy W & Henrici, 1943) y del orden Actinomycetales
:\ (Buchanan, 1917). De acuerdo a las secuencias de sus RNAs ribosomales, asi como a la
B de sus g y pared se les ha clasificado en la subdivisién de alto
e contenido de G+C de la rama de eubacterias Gram-positivas (Woese, 1987).
< Estos mi D se ¢ gener en el suelo bajo condiciones
bias, é de génica y, por ser litas y muy

con una imporiante parte del papel ecolfgica de reciclamiento de nutrientes. Sin duda, algo
que los hace més familiares en la vida cotidiana es el hecho de que, junto con algunas algas,
son responsables del olor y del sabor a "iema-htimeda” del suelo, de algunas verduras, del
agua almacenada; inclusive del pescado, de la came, de la leche y de los huevos; esto Giimo
s6lo si los peces, las aves y el ganado tuvieron que ver con una sustancia voldtil llamada

ina que es p y liberada nommalmente por estas bacterias (Goodfeliow &
Williams, 1983).

Su ciclo de vida es interesante e incluye dos etapas, una fase vegetativa miceliar
colonizadora y otra fase reproductiva de dispersién (Chater & Mermick, 1978). Primero, a parlir
de una espora que g , se d lia una i red de hifas ramificadas llamada
micelio; algunas de estas células cenociticas penetran en el sustrato y otras permanecen en la
superficle incrementando el tamaiio de la colonia. Mediante la secreci6én de enzimas
hidrolilicas, la bacteria degrada y vuelve asi los i de su La
imposibilidad que ofrece este estado para la dispersién de la e se ve por la
capacidad de diferenciacion morfofisiolégica tfpica del grupo de los estreptomicetos (Chater &
Merrick, 1979). A lo largo de este complejo proceso, el micelio muestra una amplia lisis
(Wildermuth, 1970), quizé rel con el i de su Jo en forma de
nutrientes para el desamollo y la turgencia de las hifas aéreas que empiezan a aparecer
entonces (Brafa ef al, 1982; Méndez et al.,, 1985). En estas dltimas, eventualmente se
llevaré a cabo una metamorfosis que origina de (Wild th & Hopr 3
1970); pero antes de que esto suceda, se toman blancas e hidrof6bicas, luego se enrollan
sobre si y se septan a lo largo, dando lugar a compartimentos celulares con un solo
cromosoma, los cuales camblan de una forma cilindrica a una elipsoidal, se rodean de una
pared gruesa-grisacea, y acaban por conformar Ias esporas maduras (Chater et a/., 1991).




,Pugde bd‘eclrse que las hifas aéreas tienen dos tipos de organizacién celular 0 "tejidos™:
du; bdng muitiples nucleoides y resulta de la reutilizacién de los materiales provenientes

del cuerpo vegelativo lisado, y las hileras de comparti
§ én la punta de las hifas (Braia ef al., 1986; Wildermuth, 1870). A través de sus esporas
h ist a largos p de d 6n (Hop , 1988), este microorganismo llega a
"dispersarse par medio de la lluvia, el viento, las corrientes de agua y [0s artrépodos.
Respecto a lo que sucede durante la diferenclacién celular, se conocen varios
elementos reguladores como son: Factores sigma, tRNAs, diversos tipos de promotores y
factores de diferenciacién -"feromonas bacterianas”- (Chater, 1988), que en conjunto se

encuentran implicados en la "cascada” de la expresién de genes durante el ciclo de vida de
Streptomyces.

La imporancia y el interés que cientificos e industriales han puesto en los
estreptomicetos, radica principalmente en dos momentos de su ciclo biolégico: En el momento
en que se procuran 1os nutrientes requeridos -esto es, cuando secretan las proteinas
hidroliticas-, y durante el periodo en que podrian ser mas vulnerables y no lo son -es decir,
cuando su micello vegetativo se lisa y, de manera sincronizada, producen la mas amplia gama

de antibiéticos de origen bacteriano que se conoce y que, en base a una presion selecliva a lo
largo de su evolucién, podria estar protegiéndoles de posibies invasiones de ofros
microorganismos (Chater, 1984)-. Asi pues, durante la transicién del micelio postrado al
aéreo, los Streptomyces muestran su capacidad para producir antibiticos y otros metabolitos
secundarios (Chater, 1984) muy importantes a nivel industrial. Es un hecho que hay una
correlacién temporal y una interelacion en el control genético entre {a formacién de las hifas
aéreas y la produccion de antibiéticos (Hopwood, 1988).

Dentro del marco de la ciencia basica, Ia produccién de antibidticos y 1a resistencia a
ellos por parte de los estreptomicetos, estd dando mds informacién acerca det ongen y la
evolucién de esta clase de genes y su distribucién hipotética entre otros microorganismos
(Baumberg ef al., 1991)

Por otro lado, la en que las esp de plomy i y
exportan numerosas protelnas hidroliticas, aunado a los recientes avances respecto a su

biologia molecular, ies ha convertido en buenos )S a ser o0s durante la
produccién de productos heterélogos (Baumberg ef al., 1991), es decir, aquellos compuestos
orgénicos que los microorganismos no sintetizan de manera natural, sino a través de la
ingenieria genética.



Los requerimientos necesarios para ulilizar a plomy como hospedero se
:..- establecen en ef trabajo de Okanishi et af., 1983: Se deben tener implementados métodos

i para la idn de i para el piasmidos resp bles de fa
inbompalibmaad de veclores; para Ia transformacion y regeneracién eficiente de protoplastos;
el microorganismo debe carecer o tener muy baja actividad extraceiular de DNasa y proteasa,

asi como muy poca actividad de end leasas de rt ion; . debe ser ible a

varios antibiéticos, no ser patégeno ni sobrevivir en el lracto digestivo humano; debe esporular

blen en medio sélido y, por aftimo su viabilidad debe ser baja en el suelo bajo condiciones
naturales.

M4s de un esltreptomiceto cumple con esta lista de requisitos, pero sin duda,

ptomy lividans (Hop d ef al,, 1883) es e} m4s usado de ellos en a clonacién de

tanto logas como heterdlogas de interés académico e industrial.
Se ha puesto interés en la implementacién de métodos eficientes para transformar,
y regen protop de varias especles de Streptomy (Bibb et at., 1978,

Hopwood et al., 1985; Okanishi et af., 1974; Shirahama et af., 1981; Suarez & Chater, 1980a).
Los vectores de clonacitn derivados de los plasmidos SLP1.2, SCP2* (Lydiate et al., 1985) y
pld101 (Chater et al., 1982; Kieser ef al., 1882) fueran utilizados en casi todos los {rabajos
ploneros de clonacién de genes (MHopwood et &, 1988). Hoy dla, se cuenta con un gran
numero de vectores de clonacién (Chater et af.,, 1982; Hopwood & Chater, 1982; Hopwood et
al., 1985; Thompson et al., 1982); por ejemplo, plasmidos de bajo y aito numero de copias
(Hironouchi ef af., 1987; Hopwood et al., 1886, Kieser ef al., 1882, Lydiate e al, 1885),

plésmidos de estrecho o de amplio rango de hosp: 05, \ funcionales en E.coliy en
Straptomyces (Ghambers & Hunter, 1984; Kuhstoss et al., 1991, Larson & Hershberger, 1984;
Rao et al., 1987, Suarez & Chater, 1980b), vectores derivados de fagos {Harris et

al., 1983; Isogal et al., 1961; Rodicio ef &/, 1988}, y, seguramente, un gran numero de vectores
desconocidos por 1a comunidad clentifica pero usados en la indusiria biotecnolégica. La
investigacién acerca de la estabilidad estructural y segregacional de vectores plasmidicos
{Kendall & Cullum, 1988; Lee el al, 1986; Pigac et al., 1988) ha sido de gran valor al respecto.

Un aspeclo que conviene ¢ es el alto contenido de G+C p en el DNA de

estas bacterias. No parece clara la forma en que lieg6 a evolucionar {a preferencia en el uso
de codones con G ¢ con C en (a prisnera y tercera pasicidn, {o cual resulla en un ONA con una
composicién de hases sespada, cercana al timite lebrico para codificar la estructura de
proteinas convencionales (Bihb ef al., 1984). Pero, algo que se empieza a conocer es que ef
hecha de tener un contenido promedio general de 73% molar de G+C en el cromosoma, podria
brindare ventajas selectivas al microorganismo.,



-, Por ejemplo, se menciona que de esta forma se estarla seleccionando un aumento en
:;1a establlidad termodinamica del DNA al reducirse fos efectos letales y mutagénicos de la
“radiacion UV (Singer & Ames, 1970), también se podria explicar que al generarse ung

; mdtaclén de comimiento en el marca de leclura, las ias serfan pero
dificlimente se podrian crear nuevos codanes de terminacion (Wright & Bibb, 1892),
Dentro de las {sticas éti de fos ptomy se tienen, por un (ado,

como son: Bacteritfagos virulentos (Toyama et al.,
1983) y alenuados (Chater & Carter, 1978; Kiaus ef al,, 1981a, 1981b, 1882; Lomovskaya et
al., 1980Q; Nakano ef al., 1981, Suarez ef al., 1984), plasmidas profagos (Chung, 1962),
transposones (Chater el al, 1985; Chung, 1987; Heffron ef al, 1979; Lydiate &t al., 1988;
Olson & Chung, 1988), plasmidos lineales (Hirochika & Sakaguchi, 1982; Hirochika ef al.,
1984, Kinashi et al., 1987, Kinashi & Shimaji, 1887) y otros més que esperan un nombre; y

junto a ellos estén tos diferentes de r én genémica observados en
algunas especies: Deleciones y/o amplificaciones de enormes cantidades de DNA que pueden
ocumir sin afectar fa viabilidad de los bajo condici de

{Altenbuchner & Cullum, 1985; Dyson & Schrempf, 1987; Schrempf, 1983).

ACERCA DE LAS LIPASAS

Una gran variedad de baclerias, levaduras y hongos producen lipasas (Sztafer ef al.,
1988) -traciiglicerol aciihidrolasas, EC 3.1.1.3-, las cuales i, I8 hi de enl;
#ster de triacilgliceroles, produciendo dcidos grasos libres, di y mono acilgliceroles, y glicero!
(Macrae & Hammaond, 1985). Estas enzimas actian en la interfase aceite-agua de as micelas
fipidicas, fo cual tas hace diferentes de 1as esterasas (Verger, 1980} . La especificidad de las
lipasas varla grandemente de acuerdo a la estructura y composicidn del sustrato micelar
{Jensen et al., 1983), por lo que potenci: se disp de apli
industriales como son: Enzimas modificadoras de sabores, adilivos de detergentes y
calalizadares estereoespecificos (Harwood, 1988). Las lipasas micsobianas reciben en fa
actualidad una atencion considerable debido a sus apli en b fa (Bjbrkling et
af,, 1991). Este interés radica no sélo en su capacidad para hidrolizar enlaces éster, trans-

esterificar grasas y aceites, y resoiver [ sino bién, en su participacion en
fa de é y enl pep M. &H; 1985; Harwood, 1988).




Las enzimas lipoliticas a nivel industsial se producen a partir de Pseudomonas fragf,

Alcali sp., Chre fum i , Aspergillus niger y Candida
cylindracea. Sin embargo, Sztajer et al. (1988) encantaron que la actividad lipotitica de ciertas
cepas de Streplomyces es muy alta. A pesar de esto, se tlene poca informacién sobre la
degradacién de lipidos por cepas de estreptomicetos.

Se ha propuesto un modelo que explica la aclividad enzimética de las lipasas; éste
seflala un sitio activo de Serina y la formacioén de un intermediario acit-enzima, similar at que
se presenta en las serin-proleasas (Burdette & Quinn, 1988; Chapus et al., 1988). En apoyo al
modelo, fos trabajos de Brady et al. (1990) y de Winkler ef al. (1890), muestran gue en la
estructura tridimensional de dos lipasas existe un centro catalitico compuesto por la llamada
tema serin-proteasa -G-X-S-X,-G-. Ademds, a través de los resultados de Davis et al. (1990)
queda demostrado que el residuo de Serina es importante para fa actividad catalitica de una
lipasa hepética.

A la fecha se han clonado en plasmidos varios genes de lipasa provenientes de
bacterias, de hongos filamentosos y de mamiferos. Es de esperar que ias lipasas producidas
por estreptomicetos aumenten la lista de enzimas con nuevas caracteristicas; pero para poder

ras es conocer los i in fos en la 6n de la

de las lipasas de estos microorganismos.
Asi, por medio de esta tesis se ha querido generar informacién nueva sobre lipasas

extr de ptomyces, que pueda ser analizada por medio del mélodo de la
es decir, i la comp i6n de los datos y de las observaciones

precedentes.
Por ultimo, que deb estar p y preparar a nuestra sociedad
para que los futuros de la ingenieria genética no queden en manos de unas cuantas

personas, de ofra forma, podria ocurir algo semejante a lo de la enengfa atémica que por estar
en manos de una pequefia minoria fleg6 a destruir dos ciudades y més.




- OBJETIVOS

Clonar ¥ ‘expresar un gen de lipasa extracelular d'

hupfomyeés “albus -
. Stref lividans 1326 para :

Venr icar la utilidad de un plésmldo con origen de’ repllcacidn hibndo que se emplao
como vector de clonacldn. L




MATERIAL Y METODOS

: OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DE ESPORAS DE CEPAS DE Streptomyces
_(Hopwood et al., 1985)

El almacenamiento correcto de esporas garantiza la conservacién de las cepasb' dev :

) Streptomyces; por tal motivo, es necesario propiciar la esporulacién abundante del micello de: -

las cepas de interés,

1.- Se tomaron las esporas de una colonia aistada y bien esporulada de [a cepa de interés
con un asa de siembra, y se les diluyé en 0.5 ml de agua aesionizada-esterilizada. Se agité
con vériex y se colocd 0.1 ml por caja de medio RS -el medio RS llevaba ticestreptona 50
ug/mi cuando la cepa contenla alguno de fos plasmidos con los que se trabajé, con el objeto
de seleccionar a las bacterias que lievaban {os replicones-. Se dispersd el in6culo con una
varilla de vidrio esterilizada con el fin de tener un crecimiento en forma de confluente. Las
cajas se incubaron a 28°C hasta que el micelio esporul6.

2.- Se virtieron 10 m! de agua desionizada-esterilizada sobre e! miceiio esporulado y se raspé
con un asa para despegar [as e5poras.

3.- Se sacd el fiquido con una pipeta y se le fittrd por algodén. Se centrifugé el filtrado 5 min
a 3,500 rpm.

4.- Se descané el sobrenadante y la pastilla de esporas se resuspendié en 1 mi de glicerol al
20%.

5.~ Las seg en viales debic i a-20°C.

EXTRACCION DE DNA CROMOSOMAL

Este procedimiento involucra la lisis del micelio bacteriano crecido en medio liquido,
mediante el tratamiento con lisozima, seguido por el uso de un detergente y las diversas

que con una desprotei 6n con Fenol/Cloroformo Es

importante que se tenga mucho cuidado en este método, ya que es indispensable contar con
un DNA cromosomal lo més puro y entero posible.

1.~ Seinocularon esporas de S. albus G y de Streptomyces sp. M11 en matraces de 1000 ml
que contenfan medio TSB y medio TSB con Glicina al 0.5% -para hacer mas sensible la pared

celular a la N nente, en una de volumen 1:10. Los indcuios se
crecieron con agitacién a 30°C durante 2 dias.




: Se cosecho el cultivo por i en botellas de 250 m di te § min a 5,000 rpm.
5 3.-,Se lavé el micelio 2 veces con una solucién de sacarosa al 10.3%, centrifugando cada vez
5 min a 5,000 rpm.

. 4.- El micelio se resuspendit en 50 mi de buffer P con li auna ion de 0.2
mg/mi para el caso de S. albus G y de 2.0 mg/m! para el micelio de Streptomyces sp. M11. Se
Incubd a 37°C hasta que se observo la de pi al micr pio.

5.- Los protoplastos se filtraron a través de algodén y se les centrifugé 10 min a 3,000 rpm.

6.~ Sed hé el sobrenadante, se r , 6 la pastilla de protoplastos y se agregaron 30
mi de buffer P. Se centrifugé nuevamente 10 min a 3,000 rpm.

7.- Se tir6 fa fase liquida y se resuspendieron los protoplastos en 10 ml de buffer P. Se
afadieron 200 ul de EDTA-Na 0.5M pH 8.

8.- Se adicion6 1 mt de SDS al 20% agitando suavemente con una pipeta. De inmediato se
agregaron 10 ml de Fenol y 1.5 m! de NaCl SM. Se I6 i las con
suavidad durante 20 min.

9.~ La mezcla se transfiri6 a un tubo de §0 mi y se centrifugé 10 min a 5,000 rpm.

+-10.- Se pasé la fase superior a otro tubo y se agregé un volumen de Cloroformo. Se mezcl6é

con culdado durante 10 min y se centrifugé 10 min a 5,000 rpm.

11.- E! sobrenadante se transfiri6 a un vaso esterilizado y se agregé un volumen de
isopropanol de forma tal que se tuvieran 2 fases. Con un tubo de vidrio se formé un ovillo de
DNA, el cual se resuspendié en el menor volumen pasible de buffer TE.

12.- Se agregé RNasa a una concentracion final de 20 ug/ml. Se incubé 1 ha 37°C.

13.- Se agreg6 Pronasa a una concentracién final de 100 ug/ml. Se adicion6é NaCl y SDS a
concentraciones finales de 100mM y 0.4%, respectivamente. Se incub6 1 h a 37°C.

14.- Se repitié desde el paso No. 8, a partir de la adicién de Feno! hasta el paso No. 11,

15.- Se cuantificé el DNA extrafdo por absorbancia de luz UV a 280 nm.

SEPARACION DE FRAGMENTOS DE DNA CROMOSOMAL PARCIALMENTE DIGERIDO
EN GRADIENTE DE SACAROSA (Hopwood et al., 1985)

La intencién es generar fragmentos del genoma de S. albus G. de una longitud un
tanto mayor a la que se espera para el gen de lipasa, a través de digestiones parciales con una
enzima de restriccién que corta el DNA de estreptomicetos a todo lo largo y de manera
azarosa. El gradienle de Sacarosa elimina los fragmentos pequeilos de DNA y permite
trabajar unicamente con los del tamaifio deseado.

1.- Se corté DNA cromosomal de S. albus G comp al azar digesti
parciales de diferente c i6n con la er de restriccién Sau3A. La reaccién en

cada tiempo considerado se inactivo calentande 15 min a 65°C.




de las corresp a los prog periodi de;,:
Corrieron y se examinaron con luz UV de transiluminador en geles de Agarosa/buffer. TBE a
. O 8% !ehldos con Bromuro de Elidio 3 ug/mt . ¢
"3~ Se escogieron las allcuotas en las que se observé mayor cantidad de fragmentos de DNA
.- con 10 a 20 Kb de longitud.
"4~ Se hizo un gradiente de sacarosa -del 10 al 40% en buffer TEN- con tas allcuotas .
escogidas, centrifugando a 35,000 rpm en un sotor SW40 Ti durante 18 h a 17°C: 5
5.- Con mucho se pasaron fracci de 400 ul a tubos Eppendorf y se comeron
lentamente muestras de § ul de algunas de ellas por electroforesis en geles de Agarosa/buffer
TBE at 0.5%.
8.- Se seleccionaron las fracclones camo en el paso No. 3 y a éstas se les diluy6 adlclonando
200 pi de buffer TE. . i
7. Se precipitd con tRNA 20 pg/ml y un volumen de Isopropanol, dej 1'57mlrn;§
temperatura ambiente, luego se centrifugé 5 min a 14,000 rpm en una microfuga, LR
8- Se el y se 6 cada pastilla en SO ul de buffer TE. Todas

las soluciones se juntaron en un tubo. .
9.- Se volvié a precipitar con 2 u! de NaCl 5M y 125 ul de Elanol absoluto 15 min a

temperatura ambiente. Se centrifugé 10 min a 14,000 rpm.
10.- Se resuspendi6 en el volumen adecuado de buffer TE.

PURIFICACION DE DNA PLASMIDICO

En los experi de ci jon y én de de DNA siempre se
utilizaron pldsmidos muiticopia. Pueden aislarse grandes I de DNA trabajando con
este tipo de replicones, por medio de lisis alcalina.  Asi 10, al tener fi de DNA

clonados en alto niimero de copias es posible inducir una afta actividad especifica de las
enzimas que lleven codificadas, permitiéndose asi el reconocimiente de las clonas y el estudio
de los productos génicos de una manera m4s sencilla (Chater of al., 1982). Para seleccionar

tas bacterias que llevan los plasmidos inantes es io i el antibidtico
diente al que son las clonas transfc

P

1.- Se inocularon matraces de 1000 ml, cada uno con 200 m! de medio LB con 34% de
sacarosa -para hacer crecer el micelic de manera dispersa- y tioestreptona 0 ug/ml, con una
preparacién densa de esporas. Este cultivo se crecié de 2 a 3 dias con agitacién a 30°C,
cuidando que no hubjera mucho crecimiento en las paredes de los matraces. Para purificar
plésmidos de E. coli, se creci6 un pie de cuitivo de las clonas -en 2 m! de medio YT2x
més



lna 200 ;iglrhi- para lnocular 25 ml del mlsmo medlo + anllbléllco. conllnuan o
con la Incubaclén durante 5 h. - Luego, se siguié el mismo procedimiento pam hacer'ﬁf
“mlnlpreps
2.~ Se centrifugé el micelio en botellas de 250 ml durante 10 min a 5,000 rpm. Se {avé el

.~ cultivo con 100 ml de buffer TE 25mM, centrifugando 10 min a 5,000 pm.

3.- A ia pastilla de micelio de cada botella se le aftadieron 20 ml de buffer TE 25mM con
lisozima 2 mg/ml. Se resuspendi6 y se Incubé a 37°C hasta que se observé un aumento
significativo en 1a viscosidad, asi como la disminucidn de! tamafio de las granulos miceliares

4.- A cada botella se le afiadieron 40 m! de una solucién fresca de NaOH 0.2N, SDS al 1%.
Se mezclb invirtiendo las botellas rapidamente 3 ¢ 4 veces. Se pasaron las botellas a hielo
durante 10 min.

5.- A cada botella se le adicionaron 30 ml de Acetato de Potasio 3M pH 4.8. Se mezcl6 igual
que en e! paso 4. Se dejaron las botelias 30 min en hielo y luego se centrifugd 30 min a 5,000
pm.

6.- Se pas6 el sobrenadante con cuidado a un vaso esterilizado de 400 mi y se le hizo pasar
por un filtro de poro amplio.

7.- El volumen filtrado se dividié en dos botellas y a cada una se le afiadié un volumen igual
de PEG-8000 al 30%. Se mezcld y se incub6 a 4°C durante 2 h coma minimo.

8.- Se centrifugé 30 min a 5,000 rpm. Se descarté el Sobrenadante, se centrifugd
nuevamente para bajar y, después extraer los restos de sobrenadante con ayuda de una
micropipeta.

9.- Se resuspendio ta pastilla de micelio de cada botella en 5 ml de buffer TE. Se pasaron los
10 ml a un tubo de 50 ml. Se afadieron 0.5 ml de NaCl §M y 20 ml de Etanol absoiuto. Se
dejo 1 h a-20°C.

10.- Se centrifugé 10 min a 10,000 rpm. Se eliminé e! sobrenadante, se dio un pulso de 30
seg en la centrifuga y se sacé todo el liquido con una micropipeta.

11.- Se resuspendié en 10 ml de buffer TE y se afiadieron 10 ml de RNAsa 10 ug/ml. Se
Incubd 45 min a 37°C.

12.- Se afiadieron 10 ml de una solucién de Fenol/Cloroformo 1:1, se mezclé durante 2min y
se centrifugé 10 min a 10,000 rpm.

13.- Se pasé la fase acuosa a otro tubo y se precipité con 0.5 mi de NaCl 5M y 20 ml de
Etanol absoluto. Se incubé a -209C durante 1 h.

14.- Se centrifugé 10 min a 10,000 rpm y se sacé todo e! liquide como en el paso.

15.- Se secd la pastiila completamente con aire filtrado,

16.- Se resuspendid en 1 6 2 ml de buffer TE. En un gel de Agarosa/buffer TBE se cormrié una
alicuota, se tifié con Bromuro de Etidio 3 ug/ml y se observé en un {ransiluminador con luz UV.
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CLORURO DE CESIO/BROMURO DE ETIDIO

En los Il de c ion y

es indi: tener

p P ¥ ‘muy fpdrt;s; ‘§s1 método .
pemmite cumplir con tales requisitos. :

1 ~ En un tubo de 50 m! se pesaron 4.500 g de CsCl, luego se ie ag}egamn 300 v;;.l'de una
solucién de Bromuro de Etidio 10 mg/ml. ' i
2.- El DNA se resuspendié en 4.2 mi de buffer TE. Se pasé el vo!umen exacto al tubo con el ‘ )
CsCly el Bromuro de Etidio.

3.- Con una pipeta Pasteur se transfiri6 la solucién a un tubo de gradiente. Se equillbrd y se
le sell6 con calor.

4. Se uftracentrifugé en un rotor NVT80 con un programa secuencial de 80,000 a 80,000 rpm
de 3 h de duracidén y a 20°C.

5.- Se pict el tubo en la parte superior, y con jeringa se rescaté la banda correspondiente al

pla clrcular sup
8.~ Se quité la aguja y se uascamo el contenido de 1a jeringa en un tubo Eppendorf.
7.~ Se agreg6 un vol de Isopropanol con NaCl 5M, se mezclé bien y se rescaté

la fase inferior incolora, pasandola a otro tubo Eppendorf. Esto se repitié de 2 & 3 veces hasta

que desaparecié el color rosado de la solucion.
8.~ Se adicionaron 2 volimenes de H,O esterilizada y 8 de Etano! frio.

Se dej6 precipitando por lo menos 1 h a -20°C.

9.- Se centrifugd 10 min a 14,000 rpm y se succioné el sobrenadante.

10.- Se resuspendi6 en 100 ul de buffer TE.

11.- Se agregd un voli de Fenol/C 1:1, se agité manualmente con fuerza y se
centrifug6é 5 min a 14,000 pm.

12.- Se transfif6 el sobrenadante a ofro tubo, se le agregd 1/25 de volumen de NaCl y un
volumen de Etanol absoluto. Se precipité a -20°C.

13.- Se centrifug6 10 min a 14,000 rpm, se resuspendié la pastilla en buffer TE y S6 precipité
nuevamente como en el paso anterior.

en el 1

14.- Después de formar el precipi por centrifug. se le
pertinente de buffer TE.

1




e verifi cé el eslado del pladsmido observando su patrén de cone camderlsilco con:
enzlma de restricclén en geles de Agarosa/buffer TBE. También se le cuanllﬂca por ;
! : en un especiroft tro con luz UV a 260 nm.

PéEﬁARACION Y TRANSFORMACION DE PROTOPLASTOS DE S, lividans 1326
* (Hopwood et al., 1985)

En este trabajo se utilizé S. fividans 1326 como hosp enla y
"Ad'el gen de lipasa, porque las técnicas y los vectores de i6n de este micr ) ya
se han optimizado (Chater ef al., 1982). Se tiene entonces un hospedero que crece y esporula
bien en medio sélido; que crece sin esporular en medio Ifquido; que se puede convertir
facilmente a protoplastos, los cuaies se den reg de efectiva, una vez que
han sido transformados; que no presenta algin replicén conocido que pudiera interferir con la
replicacién o con el andlisis de plasmidos usados como vectores de cionacién; y que no
muestra una restriccién evidente del DNA introducido, procedente de diversas cepas
donadoras (Chater et al, 1982). Por otro lado, una forma préctica de introducir DNA en

e icetos es ettr i de prc con DNA en presencia de Calclo y

PEG (Chater ef al., 1982).

1. Se crecieron inéculos densos de esporas de S. /ividans 1326 en 25 mi de medio YEME +
MgCl,6 H,0 50mM + Glicina al 0.5% -para hacer mas sensible la pared celular a la tisozima
que se utltiza mas adeiante-, en matraces de 250 ml agitados durante un periodo de 38 a 40 h
a 30°C.

2.- Se cosechd el micelio por centrifugacién: 3,500 pm d te 10 min a 4°C, en tubos de 50
ml.

3.- Sedescanté el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 10 ml de solucién de Sacarosa

al 10.3%. Se centrifug6 en las mismas condiciones del paso anterior,

4.- Se reuspendié nuevamente en 10 ml de Sacarosa al 10.3%. De acuerdo al tamafio de la
pastilla, et micelio lavado se dividié hasta en 4 alicuotas en "tubos para protoplastos®. Los
lotes de tubos con micelioc se guardaron a -20°C para su uso en la transformacién de
pratoplastos. :

5.- Pera transformar protoplastos se descangel6 el micelio, resuspendiéndolo en 4 m! de una
solucién filtrada de buffer P con lisozima 1 mg/m!l. Se incub6 de 30 a 60 min a 30°C. A lo
largo de este periodo, constanternente se hizo subir y bajar el micelio por una pipeta, ademas

se observaron muestras al microscopio para verificar la p ia de los prc
6.- Se agregaron 5 ml de buffer P al tubo y se fiitr6 a través de un filtro de algodén.
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CEl QOIumen filtrado se centrifugd 10 min a 3,500 rpm.'. .
8- - Se lir Ia fase lquids, cuidadc se p on los protoplastos
residuos liquidos y se agregaron 10 mi de buffer P. e
9.- Se centrifugd 10 min a 3,500 mpm. Se d ho el sob d yse 5p
restos de buffer. T
10.- Se agreg6 la solucién de DNA y de ininediato se adicloné 0.5 ml de PEG-1000 diluido e‘nv
buffer P al 25%. Se mezclé pipeteando. i
11.- Se afadieron 5 ml de buffer P y se centrifugé 10 min a 3,500 rpm.

12.- Se descartd el sobrenadante y se resuspendi6 en 1 ml de buffer P

13.- Se plated 0.1 ml por caja de medio R2YE seca. Encima se vitleron 2.5 ml de Agar
suave para protoplastos, fundido y enfriado 8 37°C. Moviendo la fase liquida se dispersaron
1os protoplastos por toda la superficie. |
14.- Seincubd a 29°C. A las 18 h, una vez reg dos los pl
tioestreptona 200 ug/mi para |

se agregé 1 ml de

Nota: Los “tubos para protoplastos™ y todo el material de cristaleria utifizado debe estar
perfi bien enjl do para evitar la pri ia de cualquier tipo de d
Es recomendable probar el micelio de uno de los tubos del lote, usando ptésmido
funclonal, para conocer su eficlencia de transformacién sntes de utllizarde en un
experimento de clonacién.

BANCO DE GENES DE S. albus G en S, lividans 1326

La estrategia de clonacién utilizada recibe el nombre técnico de "shotgun cloning” y
requiere del uso de un plasmido multicopia como vector de cionacldn, para aislar algin gen
que pueda ser faclimente sejeccionado de un banco gendmica. En este caso, el ensayo para
observar actividad lipalitica (Pérez et al, 1993), simplifica 'a deteccién de !as clonas

Ob , mientras mayor sea el banco gendmico, mayor serd la
p fad de tener repr da toda la inf 6n ética, en frag d d
de DNA,

1.- Se linealiz6 el plasmido pB21 de 6.2 Kb, cortando en el sitio de restriccién Unica B8amH!

en el polier -Véase la Fig. 1-.
2.- Para prevenir una recircularizacién del vector e incrementar la proporcion de fragmentos
de DNA en las sub: transformantes, el vector se tratd con fosfatasa alcalina

de intestino de temera. La comecta hidrélisis de tos grupos 5' fosfato se verificé al observar
que el ptasmido no se religaba al ser tratado con ligasa T4.
13



3" Los fragmentos de DNA de 10 a 20 Kb provenlentes del genoma de S. albus G digerido
dos en g de , 5@ y junto con el

: ':)'afcialmen(e con Sau3A y sep
pldsmido pB21 defosforilado en una mezcla de -los cohesivos g
por la enzima Sau3A pueden ligarse con los exiremos que deja la enzima BamHI-,

.. considerando una proporcién de concenlraciones 5:1 insertos-vector y una concentracién total

de 30 ug de DNA/ml. Se tomé una alicuota antes de agregar la ligasa T4 y se le puso a -20°C.
La reaccion se dejd 2 dias a temperatura ambiente.

4.- Se comi6 una alicuota de la mezcla de reaccién al lado de la que fue tomada antes de
.~ adicionar l1a enzima con el objeta de apreciar la idad de frag en el
o plﬁsmldo.

) 5.- Con esta mezcla de ligacién se transformaron protoplastos de S. fividans 1326,
s_alecclbnando resistencia a tioestreptona.

8.- Con un asa de siembra se cosecharon las esporas de al clonas para
inocularlas a manera de sectores en cajas de medio RS + ticestreptona 50 ug/ml.

" 7.- Con las esporas de los sectores se hicieron “minipreps" para verificar la presencia del

plasmido y, una vez digerido con las enzimas cof el p je de
~-clonados, asi como la probabilidad de tener un banco y repr ivo del
de S. albus G.
8.- Se replicaron tas colonias del banco en cajas de medio minimo + Rodamina B al 0.1% +
Casamino&cidos al 0.2% + 1% de aceite de oliva emulsificado + tioestreptona 50 ug/ml, pero
sin Glucosa (Pérez et al,, 1993).
8.- Se detectd [a produccién de lipasa extracelular de manera cualitativa, midiendo la
formacién de halos fluorescentes alrededor de [as colonias replicadas (Kouker & Jaeger, 1887).

TRANSFERENCIA DE DNA DE GELES DE AGAROSA A MEMBRANA NYLON (Hopwood
et al., 1985)

Esta técnica se utiliza cominmente para locali ias p. de DNA
dentro de fragmentos mas grandes o genomas,

1.- Se digirid DNA de S. albus G y de Streptomnyces M11 utilizando varias enzimas de
restriccién.

2.- Los fragmentos de DNA r de las ] se sep por
tamaiio en geles de buffer TBE/Agarosa del 0.8 al 1.0%. Se tifieron los geles con Bromuro de
Etidio 3 ug/mi y se fotografiaron colocando una regla a un lado del gel para poder hacer

comparaciones posteriores con la foto.
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Se cona el gel-al lamaﬂo mlnfmo requerldo
rlemacldn ariginal, y se le midi6.

-~ Para reducir el de los_fragme!
despurinacién, sumergiendo dos veces el qel dur
" suave,

5.- Se lav6 con agua desionizada.
8.- Sed 6 el DNA
NaCl 1M con agitacién suave.

o el gel dos veces durante 15 min_en Naf

7.- Selavo el gel 3 veces con agua desionizada. E o
8.~ Se el gel dolo 20 min en 200 mi de NaCl 3M, Tiis:CI 0.
agitacién suave. ”
9.- Se corté un pedazo de membrana nylon -Hybon:N 0.45 micron de Amersham~ y dos «
plezas de papel Whatman 3MM al mismo tamafio de! gel. ‘

10.- Se sumergié muy bien la membrana nylon en agua desionizada antes de ponerio en

buffer SSC 2x.

11.- Se llen6 un recipiente hasta 2-3 cm de attura con buffer SSC 20x, se colocéd un pedazo

de acrilico encima de un soporte central dentro del recipiente, de tal forma que la placa

estuviera por amiba del nivel de! liquido. Sobre el acrilico se colocd una pieza de papel
Whatman 3MM que quedé tocando el buffer SSC 20x por dos de sus lados; encima se colocd
una pieza de papel Whatman 3MM un poco més pequefia que el acrilico y se virti6 buffer SSC
20x, Trabajando con guantes, se removi todas las de aire y el exceso de liquido.

12.- Se coloc el gel invertido sobre el papel Whatman 3MM y se quitd todo exceso acuoso.
13.- Con mucho cuidado se extendi6 !a membrana nylon sobre e! gel, se cubrié con los
pedazos de papel Whatman del paso No. 9, una vez sumergidos en buffer SSC 2x.

14.- Encima de todo lo anterior se colocd una pila de 2 cm de pedazos de papel-toalla
cortados 2-3 mm mas pequefios que el gel, y después, se puso una torre adicional de 8 cm de
papel-toalla cortado con menor precision.

15.- En seguida se puso una placa de vidrio, se cubri6 con una pelicula de plastico y se colocod
un peso de 500 a 1,000 9.

18.- Se dejé toda una noche transfiiéndose el DNA de cadena sencllla a temperatura
amblente.

17.- Se removié el papel-toalla y los dos pedazos de papel Whatman 3MM, se despegé la
membrana nylon y se le dejoé secar entre dos piezas de papel Whaiman 3MM.

18.- La membrana nylon se homeé con {uz UV, aplicando 1200 ujoules durante 30 seg, con el
objeto de crear enlacaes covalentes entre el DNA y la membrana nyion.
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MARCAJE RADIOACTIVO DE DNA POR “NICK-TRANSLATION" (Hopwood ef al,, 1985) -~

El propésilo planteado en el método anterior se cumple mediante el uso de una sonda
radioactiva especifica de lo que se pretenda localizar dentro del genoma,

1.~ Utilizando tos reactivos del "Nick translation kit N. 5000 de Amersham se generé una
sonda radioactiva de DNA in vitro, marcando con [e32P] dCTP durante 2 h a 15°C. La reaccién
se detuvo dejando 10 min a 70°C.
0 2.- Al tubo Eppendorf donde se realizd la reaccién de marcaje se agregaron 20 ul de una

* soluci de azul con naranja G al 1% y NaCl 50mM.
3.- La mezcla se pas6 por una columna de Sephadex G50 de 2.5 cm de altura con buffer
TNE como eluyente, colectando la fraccién azul que va al frente en {ubos Eppendorf y -
di hando la porcién rdada color jado.
4.- Se cuantificé Ia cantidad de isétopo radioactivo i d i una ali de 1
ul de la fraccién azul colectada en un Contador de Centellso.

HIBRIDIZACION DNA-DNA SOBRE MEMBRANA NYLON  (Hopwood ef al., 1885)

Una de las primeras pruebas que se debe aplicar a la presunta clona seleccionada
consite en reintroducir el pldsmido recombinante en {a cepa hospedera, para probar que el
DNA que se clon6 determina el fenotipo do. La da prueba importante es verificar
el origen de Ia clona, esto es, comprobar que se cuenta con fa forma inalterada proveniente de
la cepa donadora, mediante [a hibridizacién de DNA-DNA segin Southem (Chater et al., 1982)

1.- La membrana nylon con el DNA transferido se melié dentro de una bolsa de pléstico, se
agreg6 solucidn prehibridizadora que contenia DNA de timo de temera desnaturalizado 10 min
en agua hirviendo, pero que carecia de formamida -50 a 100 ul por centrimetro cuadrado de
membrana nylon-, y se sell6 la bolsa con calor, sin dejar burbujas muy grandes. Se colocéd
todo dentro de otra bolsa, se sellé esta ultima y Se sumergié en un bafio a 70°C durante 1 h.

2- Se desnaturalizé la cantidad requerida de sonda radioactiva en un tubo Eppendosf
colocado 10 min en agua hirviendo. Se pasd rdpidamente a hielo para evitar la

i6n de fa écul

3.- La bolsa de pléstico interna se sacé y se abri6 por una esgquina a través de la cual se hizo

salir el liquido y se meti6 ia sonda diluida en un poco de mezcla prehibridizadora.

4.- Se distribuyd la fase acuosa dentro de la boisa, de manera que se mojara toda la
membrana nylon y no quedaran burbujas inmersas. Se resell§ la esquina, se metié dentro de
otra bolsa sellada y se incubd toda una noche en un bafio a 55°C.
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'sacé ta bolsa interior, se corlé por una esquina y se deseché la mezcla radioactiva.

@ corté la balsa en dos de sus lados y se sacéd la membrana nylon con unas pinzas.
:'7.-Se efectuaron 2 lavados de ia membrana nylon en condiciones de baja severidad: 30 min
~. en 500 ml de buffer SSC 2x con SDS al 0.1% a 70°C. En un experimento se aumento la. -
i"._severidad al disminuir la fuerza I6nica, lavando 2 veces la membrana nylon 30 min en 500 m!
de buffer SSC 0.2x con SDS al 0.1% a 70°C.

8.- Se iografias de la nyion, LR
9.- Utilizando como ia la regla g junto con el gel que fue transferido a la

nylon, se el de los frag de DNA que hidridizaron i;on ia

sonda radioactiva.

ELABORACION DE "MINIPREPS"~ DE DNA DE PLASMIDOS Y DE M13.

En una "miniprep" se tiene DNA alslado de clonas transformantes -en pequefia escala-';

el cual se analiza, g con der

1.- Cada una de Ias colonias transformantes de £. coli JM101 se crecié con agitacién en 2 m|
de medio YT2x con carbenicilina 200 mg/ml durante 5 h. En el caso de las clonas de S.
Iividans, se creci6 cada una de ellas en forma de sectares sobre medio RS con tioestreptona 50
pug/ml, se h las esp y seil on 3 mi de medio LB con antibiético, incubando
con agitacion durante 2 dias a 28°C. Respecto a M13, se picaron las placas claras con palillos
esterilizados y se inocularon 2 mt de medio YT2x con células de E. cofi JM101, incubando 5§ h
8 37°C con agitacién.

2.- Se cosecharon las células o el micelio por centrifugacién 10 min a 14,000 rpm en tubos
Eppendorf. Se eliminé todo el sobrenadante por aspiracién. Para M13 se guardaron los
sobrenadantes a 4°C.

3.- Se resuspendi6 el paquete de células o el micelio en 100 mi de buffer TE 25mM. En el
caso de Streptomyces, el buffer TE 25mM contenia lisozima 2 mg/ml.

4.- Para E. coli JM101 se incubé 5 min en hielo. Para Streptomyces se incubé al menos
media hora a 37°C o hasta que el micelio estuviera visiblemente lisado, dando un aspecto
translickio y viscaso.

5.- Se afiadieron 200 mi de una solucidn fresca de NaOH 0.2N, SDS ai 1%. Se mezclé bien
invirtiendo vigorosamente los tubos hasta que se veia transparente, homogéneo y muy
viscoso. Se incub6 10 min en hielo.

6.- Se afladieron 150 ul de Acetato de Potasio 3M pH 4.8, se mezcld bien por inversion hasta
que se perdl(a la viscosidad y se veia un precipitado blanco. Se incubd 15 min en hielo.
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Se aﬂadleron 400 yl de FenollCloroIormo 1:1;se agﬂé 30 seg en vbnex y se cenlnfugd 2%

min en una microfuga. B

- Se pasé la fase acuosa a otro tubo y se afiadié 1 ml de Etanol absoluto frfo. Se dejé :

precipitando 5 min a temp ambiente.

8.-: Se centrifugé 10 min en una microfuga. Se retiré todo el por

10.- ' Se resuspendi6 la pastilla en 50 ul de buffer TE. Se afiadieron 150 ui de Acetato de

Sodio 4M pH 6. Se mezcid bien y se incubd una hora a -20°C.

11~ Se centrifugé 10 min en una microfuga, se pasé el sabrenadante a un tubo timplo y se
fiadi 200 ul de isoprop . Se precipité 10 min en hielo.

12~ Se centrifugéd 10 min en una microfuga. Se elimind todo el sobrenadante. . Se

resuspendi6 en 45 ul de buffer TE; se afiadieron § ul de Acetato de Sodio 3M pH 8y 125 ul de

Etanol absoluto frio. Se precipité 10 min en hielo.

13.- Se centrifugé 10 min en una microfuga. Se eliminé todo el sobrenadante. Se secd la

pastilla y se resuspendi6 en 25 yl de buffer TE.

14.- Se verifico el patrén de i de cada prep” utilizando las enzimas adecuadas

para cada caso.

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE AGAROSA DE BAJO PUNTO
DE FUSION (Hopwood et al., 1985)

Como se ha dicho, es preferible tener DNA lo més puro posible para realizar
experimentos de clonacién, Este protocolo se efectia en un tiempo relativamente corto.

1.- Después de realizar la esis de las y teflir el gel de Agarosa de bajo
punto de fusién en Bromuro de Etidio 3 ug/ml, se ilumind con luz UV de onda larga y se corté
{a banda de interés lo mas cercano at DNA.

2.- Se fundi6 la rebanada de Agarosa que contenia e! DNA en un tubo Eppendorf a 85-70°C,
durante 10 min. Se calcuté et volumen de la Agarosa fundida y se afiadié 1/10 de volumen de
NaCl 5M. Se mezcié bien y se dejé otros 5 min en el bailo.

3.- Se colocd la Agarosa fundida 5 min a 37°C.

4.- Se afladié al tubo con la Agarosa 2/3 de volumen de fenol saturado con NaCl y
precalentado a 37°C. Se agité de inmediato en vértex durante 30 seg.

5.- Se centrifug6 en una microfuga 5 min a 14,000 rpm, y se pasé [a fase acuosa a un tubo
limpio. ) .
8.- Al fenol se le afladieron 45 ui de buffer TE y 5 ul de NaCl 5M. Se agit6 en vortex.

7.~ Se centrifugd 2 min a 14,000 rpm y se mezcld la fase acuosa con la del paso No. 5.
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. 'Se afiadié un volumen de Fenol/Cle
: 'v(mex y se centrifugé 2 min. :
‘9-'Se pasd el sobrenadante a un tubo hmplu y se rep{llé el paso No.'9, pero ‘solamente con
* Cloroformo. ?
10.- Se pasé el sobrenadante a un tubo limpio y se afiadié un volumen de lsopropano
'DNA se coprecipité con 10 ug de tRNA, D se le a
) tcali Se a -20°C durante al menos 2 h,

11.~- Se centrifugd durante 10 min a 14,000 rpm en una microfuga. Se sacé lodo eI alcohol
con mucho cuidado utilizando una micropipeta. Se secé ia pastilla.

12.- Se resuspendid la muestra en un volumen adecuado de buffer TE.

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA POR ELECTROELUCION (Hopwood e al,
1085)

Este método toma un poco més de tiempo, pero, al igual que el anterior, es efectivo

1.- El gel de Agarosa/buffer TBE con el DNA digerido se ifié con Bromuro de Etidio 3 ug/ml.
Se iluminé con una !4mpara de luz UV onda larga.

2.- Se cort6 la banda de interés y ésta se coloc en el pozo grande -Polo negativo- de una
cémara de Se efectroeluy6 en buffer TBE 0.1x a 150 V durante 2 h.

3.- Con una micropipeta se extrajo el liquido del pozo pequefio -Polo positivo- y se le pasé a
un tubo Eppendorf.

4.- Se afladi6 un vol de Fenol/Clorof 1:1, se agité en vortex y se centrifug6 4 min
a 14,000 rpm. El sobrenadante se paso a otro tubo y se repitié ta operacién.

5.- Se precipité con 10 ug tRNA, 1/25 de volumen de NaCl 5M y t volumen de Etanol
absoluto a -20°C.

8.- Se centrifug6 10 min a 14,000 rpm y se resuspendi6 en el volumen conveniente de buffer
TE.

SUBCLONACION DE FRAGMENTOS DE DNA PURIFICADOS.

Los fragmentos de DNA purificado y cortado con las enzimas de restriccidn
convenientes se ligaron a los pldsmidos adecuados -de E. coli y de Streptomyces- y a M13,
Los vectores de clonacién purificados fueron cortados previamente con las enzimas que

dej; los hesivos para cada caso en particular.
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'Para evitar al maximo la recircularizacién de tos vectores con extremos romos, al igual

e ‘aquéllos linealizados en su sitio dnico de restri se les ¢ ité con f
[calina de intestino de temera. Después de exiraer con Fenol/Ci 1:1, de precipi
.con '1/10 ‘de volumen de Acelato de Sodio 3M + 1 volumen de Isopropanol al mengs 1 h a -

20°C, y de resuspender en buffer TE, se realizé la electroforesis en geles de Agarosa/buffer
TBE de bajo punto de fusion con e! fin de cortar la banda comespondiente al vector bien
.defosforilado. Esta banda se purificé como se indica anteriormente B

Para ligar fos insertos a lcs vectores se utilizé ligasa T4 ponlendo, en general, 5 veces -
mas inserto que vector.

TRANSFORMACION Y TRANSFECCION DE CELULAS COMPETENTES DE E. coll JM101 |
{Hanahan, 1986)

E. coli p jas para la r ién de ciertos exp de
Biologia Molecular, resp a los ptomi Su ciclo de vida es més corto; las
caracteristicas estructurales de su pared celular permiten que se pueda lisar més faciimente en
las ich que se jaron; la idad de DNA que Se puede aislar siempre es mayor

y. por lo general, el DNA sale muy limpio; y los vectores de clonacién permiten una forma de
selecclon de clonas muy sencilla. En sintesis, se ahorra liempo al trabajar con esta bacteria.
Sin embargo, los productos de secrecién normalmente no son exportados por E. coli, y se les
localiza en el espacio periplasmico.

1.- Enun matraz de 250 ml se colocaron 15 m! de medlo YT2x y se afiadi6 0.15 ml de MgCl,
1M/ MgSO, 1M, mezclando bien.

2.- Se pasaron 2.5 ml de medio a un tubo y se inoculé con una asada de varias colonias
alsladas de E. cofi JM101. Se agitd en vértex y se incubé 3 h a 37°C con agitacién de 220
pm.

3.- Setomaron 0.1 mi del ple de cuitive para inocularlos en el medio del matraz del paso No.
1. Selincubb 2 h a 37°C con agitacion de 220 rpm.

4.- Elmatraz se pasé a hielo y se cosecharon las células en un tubo para protoplastos
-perfectamente enjuagado-. Se centrifugé 10 min a 3,000 rpm en un rotor pre-enfriado a 4°C.

5.- Sed hé el sob y se di6 la pastilla con el residuo liquido.
6.- Se agregaran 3 m! de buffer TFB fric. Se dej6 incubandoe 15 min en hielo.
7.- Se centrifugé 10 min a 3,000 rpm a 4°C. €1 hecho de observar que la pastiila es ahora
més grande indica un correcto tratamiento de Ias célutas.
8.- Cuidadosamente se tiro el sobrenadante, se resuspendié con los restos liquidos y se
agreg6 1 mi de TFB frio.

20




-Se paso una allcuola de 0.2 ml a un lubo para proloplasto Y
0 min en hlelo para la transformacién y 30 min para la transfecci6n.:. ;
:"11.-.Se di6 un chogque témmico de 90 seg a 42°C y de inmediato se pasé a hielo Para la
-.transfecclon se continué en ef paso No, 16,

12~ Se afiadieron 0.8 ml de medio YT2x con Glucasa al 0.5%.

13.- Se incubd 20 min a 37°C con agitacién a 220 rpm.

14.- Se centrifugé 10 min a 3,000 rpm a 4°C,

15.- Selir6 la fase acuosa y se resuspendid en 0.5 ml de medio YT2x.
18.- Para la transformacidn se plaqueé 0.1 ml por caja de medio LB sélido con carbenicilina
200 pug/mi, dispersando ias células con una varilla de vidrio. Para verificar la presencla de
insertos clonados en los plasmidos y fagos utilizados, se indujo I8 "a~complementacién®,

POPRTY

agregando a las cajas IPTG 100mM y X-Gal 20 mg/ml. Uni para ia ir se
colocaron 0.05 m) por caja de medio LB sélido y, encima, se agregaron 2.5 m! de mezcla para
tapete bacteriano: 0.2 ml de células del pie de cuitivo, 10 ml de medio LB blando a 45°C,
0.18 ml de X-Gal y 0.08 ml de IPTG. Se dispersaron las células con movimientos circulares de
fas cajas.

17.- Se incubé a 37°C durante toda [a noche. Se seleccionaron las clonas y las placas

incoloras, segin el caso,

Nota: Cuando se ya ycon i letados no se”

requirié agregar IPTG ni X Gal al medio de cultivo,

ELABORACION DEL MAPA DE RESTRICCION (Maniatis ef al., 1982) . - R

El mapa de restriccién parcial de un fragmento de DNA ayuda en la obtencion de su

de ledtidos; ademas, entre ofras cosas, se le utiliza en el diseflo de
subclonaciones para el andlisis funcional de genes.

Digiriendo con BamHI el DNA de la transformante tipolitica aislada se pudo conocer si
alguno de los extremos del vector de clonacién pB21 pudo regenerar un sitio BamH! al ser
ligados con los extremos del ) clonado, del corte con Sau3A.

El inserto subclonado en los pldsmido plJ2825 y pUC18 de £ cofi -plasmidos
pBG2y pBG3, respectivamente- se corté con un total de 15 enzimas de restriccion.
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+.i. . Para hacer el mapa se trabaj6é con las 'que 1 el menor de
bandas generadas y con las que cortaron en el poli del vector, haciendo digesti
combinadas y senciilas.

R Las digestiones
... Agarosa/buffer TBE, se tifleron en Bromuro de Etidio 3 ug/mi y se folografiaron con luz UV de

i se [ en geles grandes de

un transituminador.

Para cada gel se midieron las distancias recomidas por las bandas del estdndar de
Peso Molecular utitizado: DNA de fago A digerido con Pstl, en I de las o]
y se establecieron las curvas-patrén para cada caso en una gréfica "Distancia vs. Logarnrho
del Peso Molecular en Kb™. Los Pesos Moleculares de las bandas de cada digestién se
interpolaron en su gréfica respectiva.

DELECIONES CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Con este procedimiento y con los dos que siguen mas adeiante, se pudo obtener la
i} leta de idos del fr de DNA de 2.5 Kb.

1.~ Con ayuda del mapa de restriccién del pBG3 se pl; diversas

con enzimas de restriccién.

2.- Se verificaron las digestiones enziméaticas en geles de Agarosa/buffer TBE tefiidos con
Bromuro de Etidio 3 zg/mt..

3.- Se cormieron las digestiones en geles de Agarosa/Agarosa de bajo punto de fusién y se
purificaron las bandas de interés con el método comespondiente.

4.- Traténdose de no ivos se hicl romos utilizando la subunidad
Klenow de la enzima DNA polimerasa I. Primero se incubé la reaccién 5 min a 37°C sin
inucledtidos, i ié la actividad de exonucleasa 3' => S'. Luego se agreg6 1 ul de

una solucién 1mM de JATP+dTTP+dGTP+dCTP, dejando 15 min a temperatura amblente
para inducir la actividad de polimerasa §' => 3'. Se inactivé la reaccién dejando 10 min a
70°C.

5.- Se religaron los ptasmidos deletados con ligasa T4.

B8.- Se i on células p de £. coll JM101 y se hicieron "minipreps® de
algunas colonias seleccionadas.

7.- Se verificaron los tamailos de las deleciones al digerir con las enzimas £coRl y Hindlll,

8.- Se purificaron las bandas EcoRI/Hindill correspondientes a los insertos deletados.

9.- Se sub tos fi en M13mp18 y/o M13mp18 -segin conviniera la
orientacié con las EcoRi y Hindlll
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moldes de:DNA

10~ Se verificaron las sub I y.sep
de cadena sencilia para secuenciar. B R

DELECIONES CON EXO il (Maniatis et al., 1882)

A partir de DNA sup: se g deleci progresivas con Exolll, 'con
1o cual se pudo entrar en el gen para secuenciar la Inforrnacién que aun fallaba.

1.- Se hizo una doble digestién del pladsmido pBG3 purificado en gradiente de Clocuro de
Cesio/Bromuro de Etido: Primero con a enzima BamHl, dejando un extremo 5' saliente que es
sustralo para la enzima Exollf. Luego el plésmid i lineali se digirid con la

Sstt, dej el otro 3 et cual protege de la acti de
3'=>5" de la enzima Exolll. Las deleciones dirigidas se hciefon hacia el extremo de! inserlo y
no hacia el que tiene el sitio de unién de “primer -40" de secuencia del vector de clonacién.

2.- Se extrajo con Fenol/Cloroformo 1:1, se precipitd con 1/10 de volumen de Acetato de
Sodio 3M y 1 volumen de Isopropanol a -20°C durante 3 h. Se centrifugd 10 min a 14,000 rpm

y s& resuspendié en buffer TE.
3.- Se diluyé enzima S1 en buffer para St 400 u/u! y Ho0 deslonizada, quedando a 80 w200

.

4.- Se pusieron 7.5 mi de esta solucidn en 8 tubos Eppendorf y se les mantuvo en hielo,

5~ Se prepard una solucién de 25 ul de volumen para hacer deleciones con Exollf,
agregando la enzima hasta gue la mezcla de reaccién se calentd a 37°C.

6.- A cada minuto de i6n se licuolas de 2.5 ul, paséndolas a los tubos del
paso No. 4. A los 2.5 yi del ultimo tiempo se ie agregaron directamente los 7.5 ul de la

solucién fria del paso No. 3.
7.- Se dej6 30 min a temperatura ambiente.
8.- Se agrepg6 a cada tubo Eppendorf 1 ui de "Mezcla S1-stop* y se pusieron 10 min a 70°C

para desactivar a las enzimas.

9.~ Se corvieron alicuotas de 1 ul de cada tiempo en un gel de Agarosa/buffer TBE al 1%.

10.- Se sel las tiempos mas i se precipité como en el paso No. 2, pero
dejando 1 dia a-20°C.

11.- Se fraté con la subunidad Kienow de Ja enzima DNA polimerasa | para hacer extremos
romos -Véase paso N° 4 del protocolo anlerior-

12.- Se hizo lo mismo que en los pasos No. 5, 8, 7, 8, 9 y 10 del método anterior.
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UBCLONACION AL AZAR Y ANALISIS DE DNA SONICADO (Deininger, 1883)

Este método produce fragmentos de DNA que se fraccionan de acuerdo a su tamafio y
‘:se clonan de maners azarosa, permitiendo que rdpidamente se acumulen datos de la

Aunque después los datos se empiezan a tener por duplicado, esto no es

problema ya que asi se verifica la secuencia mas de una vez (Di 1983). Los p
huecos de informacion se pueden “llenar” al utilizar los dos métodos anteriores.

1.- Se digirié ef plamido pBG3 con Sall/Scal y se purifict el inserto Safl de 2.5 Kb en Agarosa
de bajo punto de fusion.

2.- El fragmento de 2.5 Kb con extremos cohesivos Safl se circularizé con ligasa T4 durante 1
dia.

3.- Se sonicaron 8 mg de este ial r pendido en un vol total de §00 ul 'de TE

con 4 ciclos de 5 seg espaciados por 15 seg de enfriamiento en hielo.

4.- En un gel de Agarosa/buffer TBE al 1% se comi6 una allcuota para observar el tamafio de
los fragmentos generados por sonicacién.

5.~ Se precipité con 1/25 de volumen de NaCl 5M, 2.5 voly de Etanol absoluto y tRNA
20 upg/ml, durante 1 dia a -20°C. Se centrifugd 10 min a 14,000 mpm y se resuspendi6 en
buffer TE.

6.- Se purificé la banda de 300 a 800 pb del DNA sonicado en ge! de Agarosa de bajo punto
de fusion al 1%.

7- Ser tos de los s de 300 a 800 tratando con la subunidad
Klenow de ia enzima DNA polimerasa | para hacer extremos romos, 1al como se explica en el

paso N° 4 del méilodo de deleciones con enzimas de restriccion.
8.- Con ligasa T4 se realiz¢ la ligacién de los fragmentos en el fago M13mp19 cortado con

Smal -enzima que genera fomos- y i con dei {
de temera (Maniatis et al., 1982). La reaccién se dejé un fin de semana y se verificé en un gel
de Agarosa/buffer TBE junto cop una alicuota antes de agregar la ima.

9.- Con esta ligacion se tr células cor de E, coli JM101, seleccionando
placas claras.

10.- Se hicieron *minipreps” de DNA replicativo de M13

11.- Los sob tes de las ipreps” que mostraron inseos mayores de 400 pb se

prepararon como moldes de cadena sencilla para secuenciarios.
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PREPAR;ACION DE MOLDES DE CADENA SENCILLA PARA SECUENCIAR EN M13.

577 Al utilizar este fago de cadena sencilla se puede hacer ei andiisis de restriccién de su
‘rorr’na replicativa y secuenciar con su forma infectiva. La posicién de sus polienlazadores en
ambos sentidos -mp18 y mp19, por ejemplo-, permile cambiar la orientacién del inserto -
y y . €N principio, desde cada uno de sus extremos. )

1.- En un tubo Eppendorf se colocaron 225 ul de PEG-8000 20%/NacC! 2.5M.

2- Se trifugd el sot del cultivo crecido para hacer "minipreps® de M13 en
forma replicativa, durante 10 min a 14,000 rpm, con el objeto de eliminar cualquier resto de
céulas.

3.- Sep 1.2 mi del sobr al tubo con PEG-8000/NaCl. Se mezcld bien y se
dej6 en hielo al menos 15 min.

4.- Se centrifugd 10 min a 14,000 rpm y se sacé todo el sobrenadante por aspiracién, Se dio
un pulso en la microcentrifuga para eliminar todo el sobrenadante con un capilar.

§.- Se resuspendi6 en 200 ul de buffer TE, agitando en vdértex varias veces.

8.- Se afiadieron 100 ul de Fenol saturado. Se agité durante 1 min en vértex. Se aftadieron
100 u! de Fenol/Cloroformo 1:1 y se agité otro minuto en vértex.

7.- Se centrifugd 5 min a 14,000 rpm. Se pasé la fase acuosa a otro tubo, tenlendo cuidado

de no [l ial de la
8. Se extrajo la fase acuosa con 200 ul de Fenol/Cloroformo 1:1. Se centrifugé 2 min y se

pasd la fase acucsa a otro tubo. Se afladieron 20 ul de Acetato de Sodio 3M y 200 ul de ™~

Isopropanol.

9.- Se mezcid y se dejé precipitando al menos 1 h a -20°C.

10.- Se centiifugé durante 10 min y se sacd todo el alcohol. Se resuspendié en 45 ul-de
buffer TE, se afiadieron 5 u! de Acetato de Scodio 3M, se mezcld y se precipité con 125 ui de
Etanol. absoluto. Se dejé al menos 1 h a -20°C

11.- Se centrifugé 10 min a 14,000 rpm, se sacé todo el liquido y se sec la pastilla.

12.- Se resuspendi6 en 25 ul de buffer TE que contenfa Tris-Cl 10mM y EDTA-Na 0.1mM a
pH78

13.- Se corrid una alicuota de 2 ul en un minige! de Agarosa/buffer TBE teiiido con Bromuro
de Etidio 3 ug/mi, para estimar la cantidad de DNA.

14.- Normalmente se utilizaron de 5 a 7 ul de DNA por reaccién de secuencia.
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ELABORACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA PARA SECUENCIA DE DNA

--Se requieren geles de poliacrilamida muy det para fa de las
bandas de ofigonucledtidos marcados; se les calienta y se les agrega Urea para eliminar la
r_érrnaclén de estructuras secundarias. Con el uso de un isétopo radioactivo del Azufre se
define mejor cada banda,

1.-"Se disolvieron 25.2 g de Urea ultrapura en 10 ml de H,0 desionizada, se agregaron 12 ml

de buffer TBE 5x, 10 mi de una solucién de acrilamida/bis-acritamida 29:1, y se afor6 a 80 m!
con H,0 desionizada. Por lo tanto, los geles tuvieron Acrilamida al 5% y Urea 7M. Para

resolver la ion de estr ias al méximo se incluyé 20% de Formamida

desionizada en el gel.

2.- Sedegasificd y se le hizo pasar a presién por un filtro con poro de 45 micras.

3.- Para polimerizar la acrilamida se on 250 ul de Persulfato de A io af 25% v, 20
1! de TEMED como catalizador.

4.- Se inyectd Ia solucién de Acrilamida/Urea entre dos vidrios -uno de ellos siliconizado-
separados 4 mm entre sf y sellados a los lados y abajo con cinta adhesiva.

5.- Enla parte de armiba se insertaron peines invertidos tipo "diente de tiburén” y se apretaron
los vidrios con pinzas.

B.- Una vez polimerizado ¢l gel, se quitd el exceso de poliacritamida donde se pusieron los
peines, se retir6 la cinta de abajo y se mont6é en una cdmara vertical de electroforesis con
buffer TBE 1x.

7.- Con cuidado se invitieron los peines, haciendo incidir muy poco las puntas en la superficie
horizontal def gel.

8.- Se precorri6 durante 45 min a 50 W constantes y antes de cargar las muestras se eliminé
el exceso de Urea de los carriles con buffer TBE 1x a presi6n.

SECUENCIACION DE DNA POR EL METODO ENZIMATICO (Sanger et al., 1977)

La secuencia nucleotidica de los f de DNA se obti en ped pero poco

& poco se van lienando los huecos de informacién hasta que se obtiene integramente.

Se siguieron las indicaciones del "Sequenase 2.0 kit" de USB, usando dGTP y dITP
con el objeto de resolver las compresiones que ocurren frecuentemente en el DNA de
Streptomyces rico en G+C,
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oldes de cadenia sencilla que mostraron fuerte estructura secundaria 58 5
bidn con Taq p de a las instrucci de: "TAQuence kit".:
y 'l,'TAQuelic.e 2.0 kit", ambos de USB. Las reacciones se hicleron con dGTP y con deaza-
SO ~
i+ El marcaje radioactivo se hizo con [35S] dATP aS. I3
. Se realizaron electroforesis cortas y largas para cada moide, con el objeto de leer una
i bané del polienlazador de M13 hasta lo mas adentro posible de la secuencia,
o Los geles de acrilamida se fijaron en una solucién de Metano) al 10% y Acido
" al 5% durante 30min. K
’ Ya fijados, los geles se tranfirieron a papel Whatman 3MM y se secaron con ¢
con vacio.

Se tomaron autoradiografias de los geles y se leyeron en un negalo'seopl

ANALISIS DE LA SECUENCIA DE DNA

El anélisis de DNA por com it cterizar i las
de nucledtidos y de aminoécid!

Se utilizé el paquete de “software™ PC/GENE de Intelli ics para
secuencias de DNA y de proteina. Las se on usando el
programa ASSEMGEL.

E! programa FRAME (Bibb et al., 1984) se us6 para localizar marcos de lectura
abiertos, junto con el programa COD_FICK. Las codifi 1 se

analizaron en su uso de codones con el programa CDUSAGE.
La secuencia de amino&cidos se obluvo a través del programa TRANSL. La

icidn de las sec ias de lipasas | se calcul6 con el programa AACOMP.
Los programas RAOARGOS, HELIXMEM y SOAP se utilizaron para buscar supuestos
I )s como reg o-hélice hidrofébi de al menos 16

amino4cidos de longitud.

Los programas CUTPRO y PSIGNAL i f sitios de prc } en
las secuenclas protelnicas.

Las ias de proteinas se 1 con 10s prog PCOMPARE, PALIGN
y CLUSTAL. Asimismo se les compard con el programa FSTPSCAN en el banco de datos
CDPROT24.
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" RESULTADOS Y DISCUSION

£ * Durante ta previa seleccién de cepas de Sirepfomyces productoras de lipasas por el

K método Tributirina-Agar de Arima et al. (1972), y de Sztajer et al. (1988), se detectt lipblisis
en sriaplomyces sp. M11 -una cepa aislada hace 3 aftos del suelo en Cuemavaca, Mor.- y en
S. albus G. La lipasa del pdmer microorganismo ya ha sido estudiada par Pérez ef al. en
1983, En el trabajo antes mencionado, los resuttados preliminares mastrason que, al menos en
las i j en el lab rio, S. lividans 1328 es una cepa no lipalitica o "ip -~
De ahf que se haya escogido como hospedero para clonar y expresar (a lipasa extracelular de
Stroptomyces sp. M11 y la de S. albus G.

CLONACION DEL GEN /ip OE S. albus G

E) DNA cromosomal de S. albus G se digirié parcialmente con la enzima Sau3A, ta

cual corta el ONA rico en G+C de 1r y sin pref fa por un sitio de
los de DNA cr { de 10 a 20 Kb en

reconocimiento sobre otro. Al sep
gradiente de Sacarosa se dirigié un poco méds ia clonacién de fragmentos cuya longitud
permitia perfectamente la presencia de algan gen estructural completo.

Como vector de clonacion se utilizé et plasmido pB21 -Fig. 1+, una molécula antes no
caracterizada que porta el gen de resistencia al antibi6tico tioestreptona y que tiene un origen

de replicacion hibrido, resultado del rearreglo proveniente de ta colint i6én de los pla
multicopia pdV1 y plJd4B6 -este Gltimo derivado del plasmido pldidt- (Servin-Gonzélez,
1993). £l repiicdn linearizado con ta enzima BamHl se tratd con icatina de intesti

de temera con e} objelo de maximizar {a clonactén de insertos, evitando su eventual

recirculasizacion.

De un banco de genes de S. albus G en S. fividans 1328 se aislé una clona lipalitica
detectada por el método de Kouker & Jaeger (1887), modificado por Pérez ef al. (1883). Esta
colonia transformante mostré un plasmido de 14 Kb, al cual se le llamé pBG1. Se clond
entonces un fragmento de 7.8 Kb que confiere el nuevo fenotipo “lip +" a S. lividans 1328 y

que lleva el genlipde S. albus G.
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Fig. 1 Caracterizacion del pldsmido pB21, generado por la co-integracion de los pldsmidos
multicopia pJV1 y plJ486. Este replicdn es idéntico al pidsmido plJ488, excepto porla
regién de rearreglo correspondiente al gen rep del pdVt (Servin-Gonzélez, 1893). La
linea punteada seflala dicha regién donde se encuentra el origen de replicacién hibrido

-oni- del plasmido. La en blanco corr al pJv1 -1.9 Kb-, y laque se
tiene en negro, a la parte del plJ486 -4.3Kb-, Se muestra el mapa de restriccion dal
pB21, en la parte del p que se conserva durante un
experimento de subcl ion pc realizado -Léase en el texto-. repesel
gen que codifica para la prolelna de replicacién del pldsmido, fsr es el gen que cofiere
la resi ia al antibidtico ptona, neo es el gen responsable de la sesistencia al

antiblético neomicina y ter es un terminador de la transcripcién.

CARACTERIZACION DEL PLASMIDC pBG1 Y SUBCLONACION DEL GEN /ip

Al digerir el plasmido pBG1 con BamHl pudo comprobarse que sélo uno de los
extremos Bamt! del vector de clonacién se regener6, pues se observé fa lineanizacién de la
molécula, y la banda original de 14 Kb migré normalente al realizar la electroforesis.

Con el plasmido pBG1 purificado de una "miniprep” se retransformé S. lividans 1326.

De manera positiva se observ6 |a actividad imatica d p y el patrén de
restriccion del DNA purificado de estas transformantes coincidié con el del pldsmido pBGt,
verificAndose asi a efectiva clonaci6n del gen /ip en el replicén.

29



.-Con una sonda radioactiva generada por el método de "Nick-translation” se realizaron
’ngbﬂdl‘zaciones de DNA-DNA por ¢l método de Southem. La sonda se construy6 a partir de un
'frégménto Sstil de 878 pb del plasmido recombinante pB24 e incluye la parte interior del gen
" lip de Streptomyces sp. M11 (Pérez et al., 1993). Esta sonda sirvié para venficar que el
plasmido pBG1 cortado con las enzimas BamH|, Bgfl, Kpnl, Safl, Sstl y Sstil muestra un
patrén de restriccion totalmente diferente al del plasmido pB34 que lleva e! gen de lipasa de
Streptomyces sp. M11 cortado con Kpnl y con Sall. Se corroboré entonces que estos genes de
lipasa lar son A esta sonda se comprobé el origen, es decir, la
forma inalterada de la clona lipolilica dentro del DNA cromosomal de S. albus G -Ver Fig. 2-,

Fig. 2 Hibridacién por el método de Southem de! DNA cromosomal de S. albus G, usando
como sonda un fragmento Sstil marcado con 32P, que es intemo y comprende ta mayor
parte del gen lip de Streptomyces sp. M11. Los carriles A-C son de DNA de
Streptomyces sp. M11 cortado con BamH| (A), Kpnl (B) y Sal (C). Los camiles D-G
llevan DNA de S. albus G cortado con Bcfl (D), Bghl (E), Kpnl (F) y Pstl (G). EI
tamaro de las principales bandas se indica a la izquierda en kilobases -Kb-.
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:’Asl, estas hibridaciones bosllivas de la sonda radioactiva con el pldsmido pBG1 y con
el DNA cromosomal de S. albus G demostraron que, dada la persistencia de las bandas en
c&ndiclones de afta severidad, el gen de lipasa extracelular de S. albus G es homdlogo al
: a ptomyces sp. M11 hasta en un 84% (Hopwood ef al., 1985). A su vez,
cdn estos experimentos se pudo localizar al gen /ijp de S. albus G en un fragmento Safl de 2.5
Kb y en un fragmento Ssfil de 1.3 Kb. El primero de los fragmentos de restriccién se
consideré mejor candidato para continuar el trabajo ya que sus 2.5 Kb serian suficientes para

contener compieto al gen estructural buscado.
Por otro lado, el plasmido pBG1 mostré ciertos inconvenientes que podifan estar

laci con su replicacién. En un principio, se inocularon esporas de la clona original en
medio liquido con antibiético y se intenté crecer micelio para purificar mayores cantidades de
4 En de estas i et cultive crecid bien y, por consiguiente, no se pudo

purificar Ia cantidad deseada de DNA. Ya que la concentracién del indculo de esporas de
Streptomyces es muy importante para que los cultivos crezcan abundantemente (Hopwood ef
al., 1885), se decldié transformar JT48 -una cepa de S. lividans deficiente en recombinacién
que esporula muy bien- con pBG1, esperando contar con inéculos de esporas més

do: de g mayor ¢ dad de bi Con esta estrategia tampoco

se tuvieron resultados satisfactorios.

En base a estos resultados es posible pensar que la naturaleza hibrida de fas funciones
de replicacién de! vector de clonacién utilizado sea responsable de la imposibilidad de purificar
buenas cantidades de DNA. Aunque esta molécula se originé de la co-integracién in vitro de 2
pldsmidos multicopia (Servin-Gonzalez, 1993), la cantidad de pldsmido pBG1 purificada en
cada refleja una evidente disminucién en el nimero de copias por cromosoma. Esto
podria i ! Ia disminucién en la tasa de crecimiento cualitativo del micelio en

p:

cultivos de medio liquido con antibiético.

Lo que se hizo a continuacién fue intentar pasar el inserto onginal de 7.8 Kb cortado
con Bghl al pldsmido plJ2825 de E. coli (Janssen & Bibb, 1993). Sin embargo, la inesperada
presencia de un sitio Bgll localizado a 800 pb de uno de los extremos del inserto, hizo que
sélo se clonara un fragmento de restriccién Bglll de 7 Kb, origindndose el plasmido pBG2.
Ademés, este suceso eliminb una parte del poli dor del pB21, ié los sitios de
r i para las Smal, Kpnl, Ssti, EcoRl y Bgll -Véase ia figura 1-. A pesar
de esto, fue sélo a partir de! plasmido pBG2 que se pudo contar con el DNA necesario para
proseguir con los experimentos.
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‘Pu}. lo ahterior, se podria pensar que el vector de clonacién y, por [0 menos no el .
‘" fragmento Bghll de 7 Kb lonado, fuera et de la en el
:.’numero de copias def pBGt. Sin embargo, como se discule més adelante, quizd esto

realmente no suceda. Por lo pronto, se descarta la posibilidad de que con el inserto original de
7;8 Kb se i itand tos de i , ya que no se
observé cambio significativo en la i de DNA p! | purificado de la cepa JT46
d enr y transf con pBG1.

Ahora bien, para localizar al gen /ip de S. albus G en el fragmento Bgiil de 7 Kb
subclonado, se hibridizé la sonda radioactiva antes descrita con el pldsmido pBG2 digerido con
las enzimas Saf, Smal y Sstil. Nuevamente se detect6 la banda Sstil de 1.3 Kb, y también el
fragmento Safl de 2.5 Kb. La pérdida de los 800 pb no afecté a ninguna de las bandas que
hibrdizaron ya que todas ellas se observaron con el mismo patrén en los pldsmidos pBG1 y
pBG2.

Se procedié asi a subclonar el fragmento Safl de 2.5 Kb en el plasmido pUC!8 de E.
coli, obteniéndose el pldsmido pBG3, el cual se utilizé en los rimentos de iacio

EXPRESION DEL GEN /ip EN S, lividans 1326

La actividad lipolitica se estudié sélo de manera cualitativa en cajas del medio sélido
en la ién " ial y mé ", incubadas a 28°C. De acuerdo al tamafio del

halo fluorescente observado, a las 72 h se detect6 la mayor actividad de lipdlisis,

A pesar de que la actividad lipolitica de (a ciona original fue conspicua, nunca llegé a
ser tan grande como la presentada por la transformante del pldsmido pB13 que lleva clonado
el gen fip de Streptomyces sp. M11 (Pérez et al., 1993). Sin embargo, una diferencia no tan
marcada ya se habia observado durante la bisqueda de cepas productoras de lipasas y,
Streptomyces sp. M1t mostrd siempre los halos de lipélisis mayores. Al respecto cabe
destacar que el gen /ip de Streptomyces sp. M11 se cloné utilizando el vector plJ488 -uno de
los ptésmidos que conformar al pB21-, en alto nimero de copias y junto con un supuesto gen
que regula de manera positiva la expresién de la enzima (Pérez et al., 1993).

Al tener un gen clonado en un vector multicopia, es posible producir un efecto de
dosificacién que puede verse refiejado en la sobreproduccion de la enzima que codifique. En
el presente caso, el pldsmido pBG1 no se esta replicando en alto nimero de copias, por tal
motivo, no se observa la sobreprodurcién de la lipasa de S. afbus G.




A panlr" del pldsmido pBG1 cortado con las enzimas EcoRl y Hindlll, se obtuvo el
ragmento de 7.8 Kb clonado inici Este fi se foné en el pl ido plJ488 v
cortado con las mismas enzimas, con lo cual se origind e! plasmido pBG4. "Aunque las
£ oni de pBG4 i con tioestreptona mostraron halos lipoliticos,

el ﬁimaﬂo de los mismos indicé que no se estaba dando un incremento en Ja produccién y/o en

-+ la secrecidn de la lipasa extracelular.

Eil plésmido pBG4, a diferencia del pBG1, no liene funci de rep

este rep provi del vector de clonacion utilizado en el trabajo de Pérez ef al.

(1993), donde se logré sobreproducir ia lipasa de Strepfomyces sp. M11 en el mismo
hospedero que se utliizé en el presente trabajo. Con tales evidencias, se puede suponer que e}
vector de clonacién no es responsable de la posible disminucién en el nimero de copias por
cromosoma del pBG1. Como no se conoce la cantidad de pBG1 y pBG4 por cromosoma de S.
lividans 1326, no es posible evaluar en cudl de ellos se estd afectando mas la eficiencia de
replicacién. Para poder afirmar que el fragmento clonado es responsable de la replicacién

| de los p i recombi se tendrlan que realizar subclonaciones en olros

Hevapif

vectores y cuantificar la cantidad de DNA plasmidico en cada caso.

Si se contempla [a posibilidad de que el pldsmido pBG4 esté replicandose
normaimente dentro del hospedero, entonces se podria pensar que la lipasa (uviera
dificultades para ser secretada, tanto por factores extrinsecos como intrinsecos a ella. Un
factor extrinseco seria el funcionamiento incorrecto o deficiente de otros elementos, como son

penes y protelnas, involucrados en la exp i6n de p ir (Sithavy et al.,
1983; von Heijne, 1988). El péptido sefial de la enzima seria un factor intrinseco responsable
de la menor actividad lipolitica extr I en las colonias transformadas con pBG1

y pBG4, respecto & las clonas que Ilevan el pldsmido pB13.

Ya no se estudié mas la produccién de la enzima porque los pldsmidos pBG2 y pBG3
tienen el problema de no funcionar en Sirepfornyces, debido al elevado contenido de G+C en
su genoma. Por tal molivo, estos 2 pldsmidos se utilizaron en E. coli. En esta bacteria, como
en las demds Gram negativas, la mayorfa o toda la cantidad de proteina extracelular
Sintetizada se queda en el espacio peripldsmico (Hale et al., 1992), en ellas el procesamiento
de secrecién (Silhavy et al, 1983) no suele llevarse a cabo de manera exitosa. L0 mas
probable es que el gen fip nt siquiera se esté expresando en E, cofi, Debido a estas razones
fue imposible examinar la cantidad de enzima producida por las subclonas.
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MAPEO DE RESTRICCION 'Y SECUENCIACION DEL GEN lip DE S. albus G
SB obtuvo el mapa de restriccién del inserto Safl de 2.5 Kb y el det fragmento Bglll de
d al p -Fig. 3-. EI plasmido pBG3 se utilizé en el
(odo de clonacién al azar de DNA sonicado, y con é) se realizaron deledones con enzlmas
e stricclén ¥ con la enzima Exolll,

en su

Flg 3 ‘Mapade restriccion del fragmento Bgiil de 7 Kb. No estan sefialados todos las sitios de

de las end: de restriccién utilizadas, Se muesira el fragmento

- -Safl de 2.5 Kb, del cual se obtuvo la secuencia de nucleétides, y se indica !a posicion de!
gen lip de S. albus G dentro de este ultimo fragmento de DNA.

) Se obtuvo la ia idica del frag Safl de 2.5 Kb -Fig. 4-, usando e}
programa ASSEMGEL para ensamblar cada porcion leida. Las 3 técnicas para secuenciacién
empleadas dieron datos complementarios que sirvieron para obtener la secuencia completa,
‘De rutina, cada molde de cadena sencilla se secuenci6 por lo menos dos veces, una con dGTP
¥ la otra con ITP o con deaza-dGTP.
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Fig.4 S ia de ledtidos de fr sandezSKb donde se encuentra el gen /ip
de S. albus G. Los sitios de reco ) de er de restriccion se
fdica. Los de

sefalan arriba de la secuencia
témino de la transcripcion. EI sitio de unién a ribosomas -RBS- estd subrayado Se
la posible de fos codificada por los ORFs vecinos, La
flecha hacla arriba indica el L sitio de p del péptido sedal. S
enmarca ia region hidrofébica que rodea al sitio activo de Serina dentro del munvo

consensae (Brady ef a/., 1990) sefiaiado con doble raya.
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I.)E LA SECUENCIA DE DNA

-Con el programa FRAME (Bibb et al., 1984) se analizé el contenido de G+C de las

pbsiélones de tripleles de nucledlidos, y se detecté la p de tres genes, evidentes pol

©los marcos de leclura abierlos u ORFs que se observan en fa figura 5. Los ORFs incompletos

: loﬁllzndos alaizquierda y a |a derecha se llamaron ORF2 y ORF3, respectivamente. E\ ORF
intermedio estd completo y consta de 912 pb con un alto cantenido de G+C en la tercera
posicion de los codones -N3>-, deniro de |a secuencla leida de izquierda a derecha. Con ef
andlisis det programa FRAME y con los datos del programa COD_FICK -que detecta regiones
codificadoras por el mélodo de Fickelt-, se determind que este ORF comienza en el codén
GTG localizado en la posicion 780 y lermina en el codén TGA de ia posicidn 1691. Este ORF
deducido comesponde al gen lip de S. albus G, el cual codifica para una proteina de 304
aminoécidos -Fig. 4- Es pasible que otros codones de inicio puedan utilizarse, ya que otros

dos GTGs se er en los 6 693 y 651. Cualquiera de ellos podria servir
como un sitio de inicio de transcapcion altemalivo; sin embargo, como se destaca mas
de! este p e no es el caso.

€l uso de codones -determinado con el programa CDUSAGE- para el gen fip fue
simitar al tipico encontrado en otros genes de esireptomicetos descritos previamente (Bibb et
al., 1984). En 1la Tabla 1 se apreclan los contenidos de G+C para las posiciones de codones
1, 2y 3 del gen fip. En este gen, como en los demé&s genes de Streptomyces que se han
estudiado (Wright & Bibb, 1992), se observa un uso preferencial de los codones con C 0 G en
la tercera posicion, tal como se observa en la Tabla 2.

Un sitio potencial de unién a ribosomas, RBS -GAGAGGA-, se encontré 8 nuciedtidos
arriba el codén GTG de la posicion 780. Este RBS es idéntico al del gen lip de Streptomyces
sp. M11 (Pérez et al.,, 1993). Sin embargo, no se encontré alguna regién promotora parecida
a las observadas en olros genes de Streplomyces (Hiitler & Eckhardt, 1988).

Oe iqual forma, ninguna regién repetida inversa o repelida directa se detecta
secuencia-arriba del gen lip, la cual pudiera ejercer una actividad terminadora de ia
transcripcién del ORF2 que le estd antecediendo. Tampoco se encontr6é alguna estructura
semejanle sequencia-abajo del gen lip Gue pudiera servir como un terminador de su propia
transcripcion.

La secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por el gen lip se dedujo con el
progiama TRANSL y se comparé con otras secuencias potenciales de proteinas de la base de
datos COPROT24 Solamente se encontrd que esta enzima es significativamente homéloga a
la lipasa extracelular 1 de Moraxelia TA144. Al respecic se discute en la siguiente seccién.
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,N1>o,
N2> -
N3>

N1¢
" N2¢
N3¢t

100

Numero de bases

780 1694 2529

- Safl Pvull Apal BstEH BstER Miul Apal Safll
Flg § Andlisis de la ia de i con el FRAME (Bibb et al., 1984),

que calcula el contenida de G+C de las pcsu:lonss de los nucleétidos en cada codén y

que detecto fa p de un ORF aigen fip de S. albusG

marcado con Ia flecha i hacla la en que se

otros dos ORFs p ORF2a laizq ¥y ORF3 a laderecha del primero de

ellos. En la pare inferior se incluyé el mapa de restriccién del fragmento de DNA

secuenciado con los sitios de de algunas de restriccié

Hacia la parte superior se tran indicados fodos los posib de Inicio

-ATG Yy GTG. ylos de paro en cada unade las 3 posiciones

-N1, N2y N3. en ambos sentidos, a 1o largo de los dos hebras antiparatelas del DNA.
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“La Ilbhsq exiracelular de ' S. albus G posee una regién hidrofébica que’ enmarca al :
otivo consenso -G-X,-S-X-G- alrededor del sitio activo de Serina (Feller et at., 1991b), el -

al conforma el centro catalitico de una triacilglicerol lipasa (Brady et a/., 1990).. En Ia'figum
“dicha-regién est4 sefialada con doble raya y con un marco. Este consenso se. observa
“también en la secuencia de !a lipasa de Streplomyces sp. M11 ~ (Pérez et al
1093). " :

Tabla 1 Porcentaje de G+C en las posiciones de codones de los marcos de leclura nblen
“ORFs-localizados dentro del inserto Safl de 2.5 Kb secuenciado.

Contenido de G+C (% molar)
Posicién en el codén
ORF 1 2 3 Global
tedrico* 63-76 46-54 >90 73.0
Ip 627 681  97.3 727
Si2 67.7 508  96.5 nz
3 8.3 616 94.8 81.0

' Los valores teéricos fueron tomados de Bibb et al., 1984,

- 88 ti6 la i i Idica de ta proteina codificada por el gen /ip al
analisis del programa SOAP que hallé un h i

LAASAAAVAAVVGLTTL, con el cual podria incluirse en la membrana celular de forma
integral, con ayuda de las estructuras helicoidales inducidas por tas abundantes Valinas y
Leucinas. Ademds, los programas CUTPRO y PSIGNAL coincidieron en sefialar el sitio mas
probable donde una peptidasa seiial | podria realizar el corte (von Heljne, 1986; 1988) que
liberaria una protelna extracelu! y una ia sefial de ion. En la figura 4,

una flecha que apunta hacia arriba sefiala ef probable sitio de coste conforme a la “regla -3, 1"
(von Heijne, 1986), de un péptido seilal de 42 aminodcidos de longitud que cumple
perfectamente con las caracteristicas generales de otras secuencias sefial conocidas (von
Heijne, 1988; Hale ef a/., 1992).
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.:Uso " de codones. en el gen /ip de S. albus G, Los codohes de témmino de la
transcripcitn se representan asi: (—). Aa: Son los aminécidos codificados.

“CodénAa" Uso Codén Aa Uso Codén Aa Uso Codén Aa Uso

17717 (PRe) 0 TCT (Ser) 0 TAT (Tyy 0  TGT (Cys) ©
TIC (Phe) 9 TCC (Ser) 12 TAC (Ty) 10 TGC (Cys) 2
TTA  (Leu) © TCA (Sen) 1 TAA (—) 0 TGA (-} 1
TTIG (Lew) © TCG (ser) 7 TAG (—) 0 TGG (Trp) 4
CTT (Lew) © CCT (Pro) © CAT (His) 0 CGT (Arg) 2
CTC (Leu) 11 CCC (Pro) 10 CAC (His) 4  CGC (Arg) 12
CTA (Lew) © CCA (Pro) 1 CAA (GIn) 6 CGA (Arg) 1
CTG (Leu) 15 CCG (Pro) 14 CAG (Gln) 7 CGG (Arg) 4
ATT (lle) © ACT (Thr} 0 AAT (Asn) O  AGT (Ser) 0
ATC (le) 9 ACC (Thr) 28 AAC (Asn) 6 AGC (Sen 7
ATA () © ACA (Thr) 1 AAA (Lys) O  AGA (Arg) 0
ATG (MET) 3 ACG (Thr) 8 AAG (Lys) 6 AGG (Arg) 0
GTT (val) © GCT (Ala) 0 GAT (Asp) O  GGT (Gly) 1
GTC (val) 16 GCC (Ala) 23  GAC (Asp) 16 GGC (Gly) 24
GTA (val) o GCA (Ala) 0 GAA (Glu) 0  GGA (Gly)
GTG (val) 4 GCG (Ala) 11 GAG (Glu) 10 GGG (Gly) 3

GTG (MET) 1

La secuencia de la proteina Lip de S. albus G se alineé con la secuencia de 310
aminoécidos de !a lipasa de Streptomyces sp. M11, utilizando e! programa PALIGN, Se
enconird que entre ambas proteinas existe un 74.7% de residuos idénticos y un 6.9% de
iguales y la similitud habla de

d -la implica de
los que son bioquimicamente parecidos- con todo y péptido sefial. Ya sin la sequencia sefal,
{a identidad entre las proteinas maduras aumenta a 82.1% y Ja similitud a 5.7%. Esto es, los
péptidos seiial de las protelnas extracelulares no tienen que ser necesariamente idénticos, sélo
basta con que tengan una regién N-terminal con carga positiva, una reglén central hidrofébica
y una regién C-terminal mas polar (von Heijne, 1988; 1988); tales condiclones se cumplen en

las secuencias seflal de las dos

sin ser idé segun se en la figura 6.
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Stroptomye,
». !1_1

. MPQHLLPARRQAARPSRPATLTGLLAAAAATAGLLLSGLAPGAQAARA - AANPYERGPAPTN

Fig. 8. Secuencias sefial de las lipasas extracelulsres de S. albus G y de Streptomyces sp.
M11.: En ambas se ap fas tres regi _ y en
estas estructuras; n, la regién amino-terminal con carga positiva; h, la regién

"..central, y c, la regién carboxi-terminal més polar (von Heijne, 1988; 1888). Las flechas
apuntando hacla arriba sefialan los sitios de corte para una peptidasa sefial | que libera
al péptido sefial de Ja proteina madura, una vez que el transporte & través de la
membrana se ha flevado a cabo. Los residucs subrayados ocupan las posiciones -1 y -3,
a partir del sitio de corte, y son los residuos pequefios no cargados que se espera
encontrar conforme a8 la “regla -3,-1" {von Heijne, 1888).

Los del entre las pi que el sitio de iniclo de
ia transcripcion es, en efecto, el GTG de la posicién 780 y no alguno de los ofros dos que nl
siquiera presentan un probable sitio de unidn a ribosomas.

Como se recordard, Ia técalca de ya habia una alta i
entre los genes de las lipasas de Streptomyces.

Cabe aclarar dos cosas: una es que al fa de ia
lipasa de S. albus G en la base de datos COPROT24 tni se una p

homdéloga -la lipasa 1 de Moraxella TA144-, puesto que la secuencia de la proteina Lip de
Streptomyces sp. M11 todavia no se incluye en la base de datos citada; y la otra es que ain no
se ha hecho taxonomia en la cepa Strepfomyces sp. M11 y no se sabe con cuéles especles se
pueda agrupar. Lo cierto es que, adn slendo de! mismo género, no podria estar muy
cercanamente emparentada con S. albus G, ya que esta cepa se aislé hace bastante tiempo y
ahora pertenece a ia caleccitn de! instituto John Innes en Norwich, Relno Unido; mientras que
Streptomyces sp. M1t se alsl6 hace aproximadamente 3 aflos del suelo en Cuemavaca,
Morelos.
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se menciond anteriormente, dentro del fragmento Safl de 2.5 Kb se aprecian
K/er ﬂghra 5- que estan incompletos. Ambos se transcriben en el mismo
senlldp_’que'"el gen lip y, por lo tanto del que se encuentra secuencia-arriba, ORF2, fafta el
icio y del localizado secuencia-abajo, ORF3, falta el final. El primero de ellos est4 codificado
‘en él marco dos -N2>, Fig. 5- y termina en el codén TGA de la posicién 625, mostrando un
conl_énldo de G+C tipico de los genes de estreptomicelos -Ver Tabla 1-. Segun el andlisis de
“la’posible secuencia de amino4cidos del ORF2 -al menos de 208 residuos-, realizado con los
V'bmgmmas SOAP, HELIXMEM y RAOARGOS, se trata de una potelna muy hidrofébica con §
s domi anales, 4 de elios involucrados en la formacién de posib

a-hélices hidrofébicas. Aunque en el inserto original, probablemente no se tiene entero al
ORF2 que codifica para esta molécula hidrofébica -Ver Figs 3 y 5-, 1a porcién de proteina
generads, sin duda estaria integrada a la membrana celular y, de ser funcional, podria estar
colaborando en la exportacidn de la lipasa extracelular de S. a/bus G, tal como supuestamente
ocurre con la protefna LimA, moduladora del gen de lipasa de Pseudomonas cepacia
(Jorgensen et al., 1991). Ahora bien, si el ORF2 se clon6 completo, entonces serfa mayor la
probabilidad de que la proteina hidrofébica para la cual codifica tuviera que ver con la
secrecién de la lipasa.

No se observé una cuenta significativa al comp la j i it del
ORF2 en la base de datos CDPROT24.

En lo que concieme al ORF3, su comienzo podria involucrar al coddn ATG en la
posicién 1771 y/o al coddn GTG en el sitio 1801 en el marco 1 -N1>s, Fig . 5-. Para el

supuesto sitio de inicio de la transcripcion ATG no se observa un tipico sitio de unién a
ribosomas, mientras que para el otro, GTG, una sequencia GAGGAA se localiza
lamentablemente muy lejos -a 21 pb-. No es posible saber cual de los dos es funcional, pero
se opté por considerar al primero que codifica para Metionina. Se evalué entonces su
contenido de G+C y resulté ser mas aito que el promedio tedrico -Véase Tabla 1-. Se dedujo

la secuencia de amino4cidos codificada por el ORF3 y P se on otras p

homélogas deniro de la base de datos CDPROT24; a pesar de esto, al someteria a andlisis se
encontré que se trata de la porcién de una proteina periférica -sin duda, presente en su
totalidad dentro del inserto original clonado- significativamente parecida a la que codifica el
gen localizado secuencia-abajo del gen /ip de Streptomyces sp. M11. En el alineamiento de

las dos proteinas se obtuvo que 30.6% de sus resi de é son Y que
8.2% de éstos son similares. Esta proteina homéloga a ia del ORF3 parece regular [a alta
expresién del gen /ip de Streptomyces sp. M11, ya que la sut i6n del gen |

5010, resulta en la disminucién de la actividad lipolitica de esta cepa (Pérez et al., 1893).
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“La disposicién semejante de ambos ORF's respecto a los genes estructurales de lipasa
P i a las dos ies de junto con la homologia significativa de

las proteinas que codifican, podrian sugerir una funcién reguladora similar. Sin embargo, se
observan diferencias en las regiones que separan los genes estructurales y los ORFs
secuencia-abajo: En S. albus G, la regi6n intercistrénica tiene 78 nucleétidos que no parecen
estar involucrados en la formacion de estructuras terminadoras de la transcripcién, mientras
que en Strepfomyces sp. M11 esta regién es mayor, con 401 nucleétidos, y debido a una
secuencia repelida inversa de 18 pb, se puede formar una estruclura tipo “tallo-asa” que
probablemente pone fin a la transcripcion del gen de lipasa. Si ambas lipasas extracelulares
fueron clonadas con sus respeclivos genes reguladores, entonces las diferencias existentes en

las regiones i istronicas, posibl te pr en Ia regulacién de la expresién
enzimatica causantes de la actividad lipolitica desigual observada en S. albus G y en
Streptomyces sp. M11.

Otras diferencias entre estas lipasas de estreptomicelos son, por parte de
Streptomyces sp. M11, [a presencia de un promotor parecido a otros promotores vegetativos
del género, y la presencia de posibles estructuras terminadoras de la {ranscripcién en las
regiones intercistrénicas que flanquean al gen de Ia lipasa -una de ellas descrita con

anterioridad-, con o cual se piensa que muy pix Su expresién sea istrénica,

es decir, que se sintetice un MRNA exclusivo de! gen estructural. Por lo que respecta a S.

albus G, no se p ni con funcién ter de la
Este hecho supondria una transcripcién de tipo policistrénica, esto es, que a partir de la misma
écula de mRNA se trad multiples proteinas,

COMPARACION DE LIPASAS BACTERIANAS

En la tesis de maestria realizada por Cristina Pérez en este afio, se presenta un
alineamiento hecho entre {a secuencia de 310 aminodcidos codificada por el gen /ip de
Streptornyces sp. M11 y la corr ia de 319 ino&cidos del gen de la lipasa
extracelular 1 de Moraxella TA144 (Feller et a/, 1980b). Esta ultima es una bacteria Gram
negativa psicrotrofa halotolerante aislada en aguas del Océano Antartico (Feller et al., 1990a).
A estas lipasas se [es reporta una identidad del 33.5% y una similitud del 18.1%, lo cual indica
que estén relacionadas.

La proteina presente en la base de datos COPROT24 que resulté homéloga a Ia lipasa
de S. albus G fue, precisamente, Ia alineada con la enzima de Streptomyces sp. M11, Asi
pues, por medio del programa CLUSTAL se realizé el alineamiento de las 3 lipasas -Fig. 7- y
se obtuvo que las proteinas son 28.8% idénticas y 40.2% similares con todo y secuencia seiial
de secrecién.
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rigen de la lipasa 1a de residuos de aminoacid No.

M- PQHLLPARRQAARP SRPRTLTGLLAAAARTAGLLL- SGLAFGA 43

M--- =-HSTPRTGTTQAPGLSRRLAASAAAVAAVVGLTT-LS-TPGA 40
HFIMIXKSELAKATIVIGALVESIPTLAEVILSETTVSSIXSEATVSSTK 50
. .

QAARAA STEASR 91
QAAD - - ~NPYERGPAPTRAS IEAPR - ~-GPYAVSQTSVS SLVVSGEGGGTT 85
KAL SDCYAD SKITAVAL STRTKRI T 100
.. .. .. LA PR et e LA

YYRTSTAD-GTEGAVVI SPGEFTAYQS SIAWLGPRLASQGEVVETIUTINTT 140
YYPTSTGD-GTFGAVVVIRPGETATE S SMAWLGPRLASQGEVVETIDTLTT 134

HYPTHASGCGLLGAIAVVPGYVSYENSI ASWGEVVITINTHSI 150

LT U 2 SR T DU JENE T T Y TR 2 T

1 LSAIDYL RV LRAAK 190

LDQPDSRGROMLAALDYLYERS SARTRIDGTRLGVIGH SMGGGGTLRAAK 184
AL YADDTV GAX XLAT 200

NLLRRR L e L eke  a akanen e, a,
M1 SRTSLXBAIPLTGWRIDKTIRPELRTPTLYVGADGDTVAPVATHSKPFYES 240
8. albus G SRPSLKAAIPLTPRNL VITPTLY VAP YSS 234
Moraxella TA144 RRSTVRAIHPLAPYH- TPTLVIACEDDRI YXH 249
P N T P P L L L DU N TR L e
M1l LPGSLDKAYLELRGASHETPN -~ TBDTTIAKY ST SRLXKRFIDSDTRYEQF 288
8. albus G L LEL SNTTIAKY SVSWLKREIDDDTRYEQF 282
Moraxella TAL44  AY Y ILLS KPGIARMQRY T 297
.o . AT L S cee aa® L R R, W,
M1l
- ~ 8. albus G
1la TAL4E L SPRI. -CP--—
. . L, W —
LONGITUD DE LA REGION CONSENSO: 326
RESIDUOS DE AMINOACIDOS IDENTICOS: 94 (28.8%) :
RESIDUOS DE AMINOACIDOS SIMILARES: 131 (40.2%)

Fig. 7 Alineamiento de tas secuencias de residuos de aminoécidos de ias lipasas extra-
celulares de Streptomyces sp. M11, S. albus G y de |a lipasa 1 de Moraxeila TA144, Los
asteriscos (*) y los puntos (.) seft lap 6n que esté perf conservada y
1a que esté bien canservada en el i T i

p!
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i Feller ef al. (1991b) dicen que lo que dislingue a las lipasas de las serin-proteasas, a
nivel del sitlo activo, es una regi6n aitamente hidrofdbica que rodea al residuo de Serina. Esta
propiedad facilitaria la adsorcién de la enzima y la interaccién del sitio activo con el susirato.

Puede apreclarse que las tres lipasas son muy homologas en esta zona hidrof6bica, ya que

tienen muchas Gliclnas, La Glicina es un amincécido pequefio que podria ayudar en la

formaci6n de estructuras de giro 8 dentro de la cadena peptidica. Pues blen, se plensa que
esta peculiaridad genera un sitio activa muy flexible que hace a las lipasas psicrotréficas muy
sensibles al calor; pero es probable que esto sea un pre-requisito para 1a aita eficlencia
catalitica a bajas temperaturas (Feller ef al., 1891c).

En base a los datos dej alineamiento de las lipasas extraceiulares, se elabord un

dendrograma que muestra graficamente 1a relacién de estas enzimas bacterianas -Fig. 8-,

De acuerdo a Pérez (1993}, |a lipasa exiracelutar de S. albus G, 1a de Sfreptomyces

sp. M11y la lipasa 1 de Moraxella TA144, formarian parte de uno de los dos posibles grupos o

familias de lipasas en procariontes. El otro grupo estasia constituldo por una gran mayoria de

las lipasas das en b ias del género P.

la v de nuevas secuencias de lipasas procariéticas, podria
apoyar mas ampliamente la idea de estas familias de enzimas,

Por otro lado, adn considerando que las lipasas son producidas por muchos seres
vivos, los parecidos de las enzimas no dejan de ser interesantes, dadas las diferencias de
hébitat y de fisiclogia entre los géneros Streptomy y ta.

troptomyces sp. M11

S. albusG
M TA144 (lip1)
Fig. 8 Dendr del alir de las de aminodcidos de las
lipasas extr de Streptomy sp. M11, S. albus G y de la fipasa 1 de

Moraxella TA144
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Respecto a la relacion estructura-funcién de las lipasas, puede decirse que, de acuerdo
a las observaciones de Feller ef al. (1990a; 1990b), |a posibilidad de que haya lipdlisis a baja
emperatura podria estar ligada un tanlo a la conformacién tridimensional que una fuerte

o ik

can lipopoli dos daria a una proteina "adaptada” al frio.
En ofras 1as lipasas en Moraxella TA144 que actian a bajas
: temperaturas, dependen del frio para ser das, forman plejos de atto peso molecular
con lipopolisacéridas; con lo cual obti mayor fl ilidad en su conf i6n, requidend:

asi menor energia de activacién y, por supuesto, disminuyendo su estabilidad térmica (Feller
et al, 1890a; 1881a).

Con el propésito de evaluar la posicién de ino4ci en Ias tres lipasas
extracelulares consideradas, se utilizé el programa AACOMP y se obtuvieron los resuitados
que muestira la siguienle Tabla:

Tabla 3. Composicién aminoacidica de las lipasas de Streptomy sp. M1, S.
albus Gy delalipasa 1 de M TA144, Se siran jos valores absolutos y
porcentuales de los 20 aminoécidos que companen cada una de las lipasas,

Amino- Origen de falipasa Amino- Origen de la lipasa
acido M11 S aibus G Moraxelia TA144 &cido  M11 S, aibus G Mormxelia TA144
Ala 40 34 3 teu 30 26 19
% 129 11.2 103 % 9.7 8.6 6.0
Arg 21 19 14 Lys 7 6 23
% 8.8 €3 4.4 % 2.3 2.0 7.2
Asn 5 [ 16 Met
% 1.6 20 5.0 % .
Asp 13 16 18 Phe
% 4.2 53 5.6 %
Cys 2 2 1 Pro
% 0.8 Q.7 1.9 %
Gin 10 7 3 Ser
% 3.2 23 0.9 %
Glu 8 10 12 Thr
% 26 33 3.8 %
Gly 28 29 23 Trp
% 9.0 9.6 1.2 %
His 5 4 3 . Tyr
% 16 1.3 0.9 %
lte 1" 9 27 Val

% 3.6 3.0 8.5 %




: y' Puede observarse que la composicién aminoacidica de las lipasas de S. albus G y de

" Streptomyces sp. M11 es muy semejante, y que en la fipasa 1 de Moraxelia TA144 1a cantidad

de residuas de Asparagina, de Cisteina, de soleucina, de Metionina y de Lisina sobrepasa mas

de dos veces a la que se encontré en cualquiera de las dos llpasas de Sfreptomyces. Lo
contrario sucede con los residuos de Glutamina. Las demés cantidades de residuos més o

. Menos son semejantes en (as tres enzimas,

‘ Probablemente, la distribucion y las propiedades fi de los
més abundantes a lo largo de |a secuencia de !a lipasa 1 de Moraxella TA144 confieren a la

enzima las caracleristicas requeridas para adquirir la conformacién adecusda al momento de
inleraccionar con los lipopolisacaridos y durante su aclividad en et frio.

Al presentar los datos de Ia composicién aminoacidica de !as tres lipasas sin procesar,
de acuerdo a las caraderisticas fisicoquimicas de los grupos R de sus aminoécidos -Tabla 4-,
se observa que no se tienen diferencias muy significativas, y se puede afirmar que se trata de
enzimas hidrofébicas con carga neta positiva.

Tabla 4. Porcentaje globa!l de los residuos de aminodcido de las lipasas extracelulares de
Streptomyces sp. M11, S. albus G y de la lipasa 1 de Moraxella TA144, segun las

car =as fisicoq de los grupos R de estas moléculas,
Caracteristica del grupo R Composict i de las lipasas (%)
de los Strep sp.M11  S. albus G Moraxella TA144 .
No polar (hidrofébico) 43.2 43.2 42,6
Polar sin carga 39.2 8.9 5.4
Con carga negativa 6.8 8.6 9.4
Con carga positiva 10.7 9.6 12.5

El estudio de los pardmeltros estructurales y cataliticos de las enzimas psicrotréficas

alin estd incompleto y las bases lecul de la imética al frio son
hipotéticas (Feller et al., 1991b). A partir de los resultados de este anélisis seria dificil pensar
que ia actividad lipolitica de 1a enzima de Mt fla TA144 a P debajo de los 0°C
pudiera depend o bien, de decisiva, de las isticas quimi

globales inherentes a su compaosicién aminoacidica.
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Lé estructura primaria no ayuda mucho para la tri

ide las proteinas, sélo en el caso de p (as de ia entre una nueva
p [na y otra cuya ia ya se conoce por estudios de cristalografia. Esto es, el
- de la estr de la proteina® -protein folding problem-, se tiene latente en

este caso. Y, debido a que hay mucho que no se P p alas i
entre lipidos y proteinas, no es posible explicar la actividad catalitica de una enzima a partir de
su sola i i se estaria cayendo en lo que Sarkar llama reduccionismo

fisico.
La determinacién de la estructura tridimensional de las lipasas de Streptomyces,
mediante el andlisis por rayos X, ayudaria a adquirir una visibn més precisa acerca de la

ydela en que fi estas




‘ /CONCLUSIONES

en lip.c e S?mp(omyces albus G se clond exitosamente en un vector de clonacién con
eplicacién hibrido, siendo expresado por Streptomyces lividans 1328.

La_naturaleza hibrida de! replicén utilizado como vector de clonacién parece no ser
5P de la di ion en el ni de copias de pldsmido recombinante por

- cromosoma, ya que la clonacién del gen de lipasa en un sin

no dif muy apreciables en la actividad lipolitica.

3.- El sitio de unién a ribcsomas GAGAGGA, comespondiente al gen /ip de S. albus G es
é al que d la expresi6n del gen de lipasa de Streptomyces sp. M11,

4.- En la secuencia de |a proteina Lip de S. albus G se detecta un péptido sefial de 42
aminoécidos y un motivo G-X,+S-X,-G enmarcado por una regién muy hidrofébica, lo cual

identifica al tipico sitio activo de las triacilglicero! lipasas.

5~ Tanto la sefial de i6n como su sitio de procesamiento encajan
perfectamente en las caracteristicas consenso observadas para otras secuencies de este tipo
en procariontes.

8.- Las lipasas procesadas de S. albus G y de Streptomyces sp. M11 tienen el mismo tamafio
de 262 aminoacidos y son significati te homél

7.- Elgen de lipasa de S. albus G p es I La

p de este
gen seria diferente a la que se propone para el gen lip de Streplomyces sp. M11, dada su
disposicién cercana respecto a otros dos genes que [o flanquean, y debido a la carencia tanto

de un promotor evi como de posibll d de la transcripcién dentro

de las regiones intercistrénicas.

8- Los dos genes que acompafian al gen de la lipasa de S. albus G podrian estar
involucrados, unc en la produccién, y el otro en la secrecién de la enzima; ya que las
caracteristicas de las proteinas que codifican son semejantes a las observadas en proteinas
que posiblemente estdn regulando estos procesos en otras bacterias.
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‘La diferencia en la actividad fipotitica

e sugiere una regulacién
distinta en la expresién y la secrecién de la lipasa de S. albus G,

“en'la lipasa de Streptomyves sp. M11.

ala que se p

.10.-. Debido al parecido significativo entre tas respectivas lipasas de S. albus G, de

_Stmpfomyces sp. M11 y de Moraxella TA144, se fundamenta ain mas la posibie existencia de
" al menos dos grupos de lipasas en procariontes.

11.- Las ristl i fmi I de las i i de las lres

lipasas fes la propiedad comun de ser hidrofébicas y
{ener una carga positiva neta.
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PERSPECTIVAS

s»nece_sa'rib conacer e sitio de inicio de la transcripcion del gen /ip de S. albus G para’”
cir:algo més seguro sobre la manera en que se expresa. - Para lograrlo se podria”
hacer un'experimenlo con la nucleasa S1 que permitiria detectar el nucleétido exacto en que
59 émpieza a transcribir el gen.

. Seria conveniente secuenciar el extremo N-terminal de la lipasa procesada para
verificar sl es corvecto el sitio de corte indicado para el péptido sefial,

Para estudiar la regulacion in vivo del gen /ip de S. albus G, se le tendrla que clonar
so0lo en un plasmido cerca de algin promotor fuerte -como es el de la agarasa extracelular de
S. coelicolor A3(2) (Kendall & Cullum, 1984)-, y comparar las actividades lipoliticas conferidas
por este nuevo replicén con las que son propiciadas por el plasmido pBG1. También se
podrian provocar deleclones o mutaciones en los ORFs 2 y 3 para conocer su funcién en la
expresion de la lipasa.

Es preciso tener un mayor numero de secuencias de lipasas de Strepfomyces para
apoyer la idea de las dos familias de estas enzimas en procariontes.

Se requi hacer P acerca de la regulaciéon en la expresién de

lipasas lares de Streptomy tanto para establecer posibl de regulacié
genética, como para llegar a conocer [a manera més f4cil y rapida de sobreproducirlas, ya que
en la aclualidad un gran mercado espera estos nuevos descubrimientos.




1" ABREVIATURAS
- [EDTANa: Acldo Etilen-diamin-tetra-acético alcalinizado co

IPTG: Isopropiitio-g-D-galactésido
K:MES: Acldo 2-[N-Morfolino} etanosulfénico alcalinizado con KOH

PEG-1000, -8000: Polietilén Glicol con Peso Molecular nbroidniado’

SDS: Dodecit-Sulfato de Sodio, "Lauril-Sulfato®
TEMED: N,N.N'N-Teirametileti-enediamina

Tris-Cl: Trizma Base acidificado con HCI

X-Gal: 5-B 4-cloro-3-indolil-g-D-g: i s

Ii. SOLUCIONES AMORTIGUADORAS

Buffer P :
(Okanishi et al., 1974; Hopwood & erghl. 1978)

Para 800 mi: i

- 103.049
- MpCly8H,0 seeener. 2020
- K;SO,4 025g

Aforar con agua d

Yy en

A cada alicuota de 40 ml justo anles de usar se le adiciona:

- Trazas de Geerie 7100 pl & S e
- KH,PO, al 0.5% 0.5m! : :

- CaCly2H,0 al 3.68% . .. 5.0mi

- Tris-Clal 3% pH7.2 .. 50ml

Nota: Todo el material de cristaleria que se utilice en la elsboraclﬂn de este buffer debe estar
perfectamente enjuagado. :

Buffer S1 10x
(Maniatis et al., 1982) -

- NaCl 5M
- Acetato de Potasio 3M pH 4.5

-Znso, 1M
8




L auﬂer'TBE 5x
(Hopwood et al., 1985)

54,00 -
- Acido Bérico 2759
EDTA-NB 0.5M pH B ...oucrrrieiinrcissnnansivesinn 20m! -
Alorar con agua deslonizada y hacer las diluciones req

(Hopwood et al., 1885)

- Para.100 mi:
-Tris-Cl 1M pH 8
- EDTA-Na 0.5M pH 8 0.2
Aforar con agua deslonizada y esterilizar en autuclava

Buffer TE 25mM
{Hopwood et al., 1985)

- Para 100 ml:
- Tris-C11M pH 8
-EDTA-Na 0.5M pH 8

Buffer TEN 1
(Hopwood et al 1955)

0.74 g [100mM]
0,899 " [4SmM]
0.15g. (10mM]
089 " [3mM]

‘2mit [10mM)

itar por membrana de 0.22 p y guardar a 4°C

. Aj’us‘ta'r‘g pH} 6.20%0.10,
£ T i 52



: ,' Agar suave para proléﬁlmn
(Baltz & Matsushima, 1881)"

“Para 100 mk:

- MgCly'8H,0 : d
=TAs-Clal 3% pH 7.2 .oeverererencnenianinns vnsissinie; 1
- CaCly2H,0 5M owne?”
- Bacto-agar (Difco) ..
Aforar con agua

Medio LB (Luria Broth)
(Maniatis ef al., 1982)

Para 100 mi:

- Bacto-triptona (Difco) .. 10g
- Extracto de levadura (Di 05¢g
- NaCl 059

Para el medio LB sélido, adiclonar:
- Bacto-agar (DIfCO) .....cuveversrisnscnssierssnessninesnss 1.5 g
Aforar con agua desionizada, ajustar a pH 7.0 y eslsnllzar en autoclave,

Para el medio LB s6lido, vaclar en cajas de Petri y secarlas en Campana de
fiujo laminar durante 30 min.

= Nota:- El medio LB blando es J] pero lieva 0.75 g de Bacto-agar (Difco)..

Medio minimo con Rodamina 8 0. 1%
{Pérez et al. 1893)

Para 100 ml:

- MgSO4-7H,0 al 8%
- (NH,S0, al 20% .
-El
- Bamo-agnr (leco)
- Agua d

8




o

- Fundir sin que se pierda mucho y greg
- Aceite de olivo “1.0ml
Homogenizar hasta hacer una emulsién de color blanco.

De inmediato, esterilizar en autoclave. “Luego, agregar las siguientes :
sustancias esterilizadas: o

- NaHPO/KMHPO, M PH 7.2 eersvnriansons 1.0ml

-F B 1 mg/ml 100 ul

-C idos al 20% 1.0ml

-Ti p §0 mg/m} 100 pl :
Vaciar en cajas de Petri y 15 minen C de rlujo lamln

Medio R2YE seco
{Thompson et al., 19680)

Para 800 ml:

- K;80,
- MgCly8H,0

= Glucosa
-C

Aforar con agua desionizada.

Para cada alicuota de 80 m!, agregar:
- Bacto-agar (Difco) ...
Esterilizar en autoclave.

Después de esterilizar, afiadir 1as siguientes suslanclas esierlllzadas
- KH,PO, al 0.5% 1.0ml

- CaCly2H,0 al 3.68% 8.0ml
-L-Prolina al20% ... v 1.5ml
- Tris-Cl al 3% pH 7.2 . 10.0ml
- Trazas de 0.2ml
- CusSO,4 2mM 0.2ml
- NaOH 1N 0.2ml
- Extracto de levadura al 10% (DIfc0) ...c.cvvenes 5.0ml

Vaciar en cajas de Petri y secar en Campana de flujo Inmlnar de 3 a4é h

Medio R6 :
(Modificado de Hopwood et al., 1985) -

Para 1000 mi:
- K80, .
- MgCly6H,0
-G

_c i,
- Trazas de e!
- Extracto de levadura (leco)
- Trizma Base i
Aforar con agua desionizada y a]ustar apH7.2




Para cada alicucta de 100 ml, agregar: -
- Bacto-agar (Difco) .......:.

l(rile; de usarto afadir las
- KH,PO4 a8l 0.5% ..

- CaCly2H,0 5M .

- L-Prolina al 20% .

- NaOH IN
- Cuso,
Uenar cajas de Petri con el medio y dejar
flujo laminar.

Maedio TSB (Triptone Soy Broth)
(Hopwood et al., 1985)

Para 100 mi:
- Extracto triptico de soya en polvo (Oxoid) ...

Medio YEME (Yeast E: Malt
{Hopwood et al., 1685)

Para 100 mi:
i -E de levadura (Difco)
= e - Bact (Difco)
EELET - Extracto de Matta (Difco) ..
: - Glucosa

Aforar con agua desionizada, ajustara pH 7.4 y esterilizaf en amoclave 4

Cuando se qulera obtener protoplastos, adlclonar
- MgCl;6H,0 \
- Glicina al 20%

Medio YT2x .
(Meniatis et al., 1982)

Para 100 ml:
- Bacto-triptona (Dlrco) eressssansarsssnsensersisss

- Extracto de (Di co) .
- NacCi




ara
DTT. (Dith ;
DMSO; (Dimetilsulféxido]

ZnSO, TH,0
FeS0,47H,0
- MnCly4H,0
- CaCl, (anhi

.- Trizma Base ...
-EDTA'Na pH 8

T4 Para 100 ml:-
= ZnCly .
- FeCly8H,0
'CuCl,2H,0
£ = MnCly4H;0
8,8,0710H0 el
H)gM0702;4H, 0

L B6
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