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INTRODUCCION.
Caracteristicas generales del género Streptomyces.

Los Streptomyces son bacterias Gram positivas, caracterizadas por la formacion de dos

tipos de micelio, el vegetativo y el aéreo (Chater, 1984; Schauer et al, 1987). Su habitat natural es

¢l sueto y a diferencia de otros grupos de bacterias presentan un alto contenido de guanina (G) y

citosina (C) en su DNA, de alrededor del 73%. Presentan un ciclo de diferenciacion muy

complejo, (Fig.1) en donde ¢! micelio vegetativo penetra y solubiliza la materia orgénica
empleando enzimas hidroliticas, las cuales son secretadas al medio externo, como son proteasas,
amilasas, lipasas, etc (Gusek y Kinsella, 1992). Una vez agotados los nutrientes se desarrolla un
micelio aéreo, el cual posteriormente se fragmenta dando lugar a la formacion de esporas. Se sabe
- que para la formacion del micelio aéreo ocurre una lisis del micelio vegetativo, el cual de este
modo sirve de nutriente al micelio aéreo (Gusek y Kinsella, 1992).

De estas bacterias se han aislado una amplia variedad de antibi6ticos, vitaminas, enzimas'y
metabolitos secundarios de importancia industrial, médica, etc. Cerca de 6000 antibioticos de

origen microbiano han sido caracterizados, de los cuales mas del 60% son producidos por los -

miembros del género Streptomyces (Gusek y Kinsella, 1992), teniendo aplicaciones

quimioterapéuticas en la medicina humana, la medicina veterinaria, la agricultura y la industria

pesquera; algunos de los muchos ejemplos que hay son el cloranfenicol (Strepromyces

venezuelae) empleado para el tratamiento de la tifoidea, la mitomicina (Streptomyces caespitosus)
empleada para el tratamiento del céncer, la neomicina (Streplomyces fradiae) para tratamientos
intestinales y la tetraciclina (Streptomyces aureofaciens), 1a cual presenta amplias aplicaciones
clinicas (Okanishi y Manome, 1980; Okanishi et al, 1980; Gusek y Kinsella, 1992).

La mayor cantidad de genes de sintesis y resistencia, para la produccién de antibidticos, se
encuentran en los cromosomas de estas bacterias, salvo un caso muy particular como es el SCP1;

este plasmido presenta los genes de sintesis y genes de resistencia para la produccion del

antibidtico metilenomicina (Wright y Hopwood, 1976; Kinashi, et al 1987, Kinashi y Murayama, -

s

1991).
La mayor parte de las especies estudiadas de Strepfomyces, presentan un mapa genético
circular. Por medio de geles de electroforesis de campos pulsados (empleados para la separacion

de grandes moléculas de DNA y para poder diferenciar entre formas circulares y lineales), fue
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posible demostrar que hay especies de Streptomyces que presentan un cromosoma lineal. Los
cromosomas lineales han sido reportados, entre otras, para las especies: Strepfomyces coelicolor y
Streptomyces lividans (Chen et al, 1993b).

El DNA cromosémico de Streptomyces lividans 66 presenta una estructura lineal con dos
terminales libres idénticas, cada terminal (telémero) lleva una proteina unida covalentemente.
Aparentemente este tipo de asociaciones entre proteinas y telomeros tienden a circularizar la
molécula in vivo (Chen et al, 1993b).

El DNA cromosomico de Streptomyces coelicolor A(3)2 presenta 8 Mb de DNA lineal,
con la presencia de proteinas terminales en los extremos (Lin et al, 1993). La presencia de
cromosomas lineales en otras especies de Strepfomyces sugiere que la linearizacién del

cromosoma podria ser comin en este género de bacterias (Lin et al, 1993),

Pldsmidos de Streptomyces.
Les bacterias, ademds del DNA cromosdmico, presentan material genético

extracromosomico, dentro del que destacan los plismidos, se sabe que estos son pequefias

moléculas de DNA extracromosémico de tamafio variable, que generalmente son circulares
aunque también se presentan los lineales, -

En los Streptomyces se han aislado y caracterizado una amplia variedad de plasmidos;
estos presentan un rango de tamafio de <4 a >200kb y el nimero de copias presente por célula, es
de:de una a mas de cien. Todos los plasmidos fisicamente caracterizados son moléculas de doble
cadena de DNA; la mayor parte son moléculas de DNA covalentemente cerradas (ccc DNASs), sin

embargo algunos son lineales.

Propiedades de los plismidos de Streptomyces. _

Nimerosos plasmidos han sido aislados de los Streptomyces y analizados en detalle .
(Hopwood et al, 1986; Kataoka et al, 1991a; Kieser et al, 1982), etc. La mayoria de estos
plasmidos presentan caracteristicas en comin. Una de las mas significativas caracteristicas es la
presencia de genes involucrados en los eventos de transferencia intermicelial de plasmidos (genes
fra) y de diseminacion de los mismos a lo largo del micelio receptor (genes spd del inglés

“spread”). Estos genes son los Unicos requeridos para la conjugacion de estos organismos




(Kataoka ¢t al, 1991a). Estos plasmidos presentan pocos genes invo!ucradc;s en |a transferencia a
diferencia de las bacterias Gram-negativas como Escherichia coli, donde un mayor nimero de
genes son los responsables de la transferencia.

Como producto de las funciones de transferencia los plasmidos de los Streptomyces
presentan la capacidad de movilizar genes cromosomicos de la célula donadora, hacia la cétula
receptora del plasmido. Esto es llevado mediante eventos de recombinacion genética entre el
DNA del plismido con regiones del cromosoma, pasando por conjugacion este material genético
a otra célula sin el pldsmido (Holloway, 1979). En la célula hospedera el gen acarreado por el
plasmido es incorporado en una regién del nuevo cromosoma, mediante otro evento de
recombinacion. De esta manera el cromosoma tiene un nuevo gen fyncional y el plismido

permanece libre en el citoplasma de la bacteria (Holloway, 1979).

La mayoria de los plasmidos de Streptomyces presentan la capacidad de formar “pocks”,
(Fig.2) fenémeno también conocido como zigozis letal (LTZ). Los “pocks” son zonas circulares,
visibles a simple vista, de 1 a 4 mm de dikmetro; estos son formados por la adquisicion del
plasmido. E! plasmido adquirido por la cepa receptora provoca una inhibicion del crecimiento y la
esporulacién en la misma, (Bibb et al, 1977, Bibb et al, 1978, Bibb et al, 1980; Murakami et al, ‘
1983; Hopwood et al, 1983 y Hopwood et al, 1986). '

Algunos plasmidos de Streptomyces presentan el sistema Kil-Kor, como producto de las
funciones de transferencia del plasmido, el producto del gen kor desempefia dos funciones, ya que
se autoregula y regula (a nivel transcripcional) la expresion de los productos formados por los
genes kil (Stein et al, 1989), |

Replicacién por el mecanismo del circulo rodante.

Los plasmidos pequefios circulares de alto nimero de copias de Strepfomyces,
normalmente se replican por circulo rodante (Fig.3). En este mecanismo participan 3 elementos
principales, que son: el origen mas (ori +), la proteina de replicacion (Rep) y el origen menos
(ori -).

El mecanismo del circulo rodante comienza con la sintesis de la proteina de replicacién
(REP) codificada por el plasmido, la cual reconoce una secuencia especifica del DNA a Ia que se
le denomina el ori + (Koepsel et al, 1985; Novick, 1987, 1989; Thomas et al, 1990 y de la




Streptomyces lividans.

pocks

Fig 2. Morfologia de los pocks formados por el plasmido pJV1 en
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Campana et al, 1990). En esta zona la proteina Rep introduce un corte o “nick” y se pega en el
extremo S’ terminal provocando el desplazamiento de la cadena externa o hebra positiva (del’
Solar et al, 1993; Gruss y Ehrlich, 1989). A medida que se desplaza la cadena externa de manera
simultinea se da la sintesis de una copia de la misma, por medio de las DNA polimerasas
celulares. La cadena cxterna o hebra positiva continiia desplazandose, al mismo tiempo que se
genera una copia de la misma, hasta llegar al mismo sitio donde inici6 la replicacién, en el cual la
proteina Rep introduce un segundo corte y circulariza a la cadena positiva desplazada (de! Solar
et al, 1993; Gruss y Ehrlich, 1989). De esta forma se obtiene un plésmido de doble cadena y un
intermediario de cadena sencilla, para obtener la sintesis de la cadena interna o negativa, esta es
iniciada en una region diferente y especifica del intermediario de cadena sencilla circularizado. A
esta region se le ha denominado el ori (=), esta zona es considerada como el sitio de iniciacién
para conversion del DNA de cadena sencilla (ssDNA) a DNA de cadena doble (dsDNA), del
Solar et al, (1987); Gruss y Ehrlich, (1989). La RNA polimerasa celular reconoce a este sitio
introduciendo un primero de RNA dejando el extremo 3 terminal, ¢! cual es reconocido por la
DNA polimerasas de la célula, comenzando la replicacion de la cadena interna en direccion 5°-3°,
ésta continda replicindose hasta completar la hebra interna y de esta manera obtener un segundo
plasmido de cadena doble, y terminar un ciclo productivo de replicacion.

Los tnicos elementos indispensables para que un plismido pueda replicarse son la proteina
Rep y el ori (+). Los pldsmidos que carecen del ori () son funcionales, aunque la replicacion es
menos eficiente y acumulan gran cantidad de intermediarios de cadena sencilla (Gruss y Ehrlich,
1989).

Plismidos lineales:
Este tipo de plasmidos presentan las siguientes caracteristicas:
En sus extremos se encuentran flanqueados por una serie de secuencias de nucledtidos
denominadas secuencias terminales invertidas repetidas (TIRs). Los extremos terminales §° llevan
proteinas unidas covalentemente via residuos de fosfato, mientras que los extremos terminales 3’
presentan grupos OH libres. Los plasmidos lineales presentes en estas bacterias, son diferenciados
por el tamafio en plasmidos pequeiios (<4 a <30kb) y plasmidos gigantes (>100 a >300kb).




Plésmidos pequeiios:

Se han caracterizado plasmidos lineales como el pSLA2 formado por 12 Kb (Hayakawa et
el, 1979a; Hayakawa et al, 1979b).

El plasmido pSCL1, fue aislado originalmente de la cepa  Streptomyces clavuligerus; ya
fue secuenciado completamente (Wu y Roy, 1993), se encuentra formado por 11.696 Kb de
longitud con un contenido de G+C de 72% el cual es caracteristico de los DNAs de Streptomyces
y presenta 900 pb terminales invertidas repetidas; la secuencia terminal de la izquierda es idéntica
en los primeros 690 pb a la secuencia terminal de la derecha, por lo que algtin cambio o variacion
en esta region podria dafiar el mecanismo de replicacion.

En los extremos terminales S' de ambas cadenas, se han encontradc proteinas unidas
covalentemente. ,

De los 8 ORFs (marcos de lectura abiertos) predichos con base en la secuencia, solo dos
presentan una similitud significativa y posible homolégia con algunas de las proteinas conocidas
para el plasmido plJ101; éstas son las siguientes: '

La secuencia de amino4cidos encontrada para el producto del ORF-L (249 aminoécidos)
del pSCL1, presenta un 45.5% de identidad en 231 amino4cidos a la secuencia de aminodcidos
encontrada para la proteina KorA del pIJ101, esta similitud también se manifiesta en el tamafio.
Lo anterior sugiere que este plasmido presente posiblemente un sistema kil-kor y que el producto
del ORF-L forme una proteina reguladora (represor). El producto formado por el ORF-L no solo
muestra un alto grado de similitud con el producto del gene korA del plasmido plJ101, sino
también es similar a un nimero muy alto de proteinas reguladoras que presentan un motivo hélice-
vuelta-hélice (Wu y Roy, 1993). Se conace que este sitio especificamente interactua con una
region muy particular del DNA del plasmido (Brennan y Matthews, 1989),

Por otra parte ¢l ORF-4 formado por 327 aminodcidos, presenta un patron de
" hidrofobicidad con 4 hélices transmembranales, esto es muy similar a lo conocido para la proteina
SpdB del plJ101 involucrada en la diseminacion del plasmido, la cual contiene 3 fuertes dominios
hidrofobicos. Sin embargo poco es lo conocido sobre la formacién de “pocks” del pSCL1 en
Streptomyces clavuligerus y no se puede predecir si el ORF-4 esta involucrado en una funcién
semejante a la diseminacion del plasmido (Wu y Roy, 1993).
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E! pBLI es un plasmido conjugativo aislado de la cepa Streptomyces bambergiensis, se
encuentra formado por 43 kb y presenta la capacidad de formar “pocks”.

La region involucrada en la transferencia est4 comprendida en una secuencia de 5.7 kb. Al
realizar el analisis sobre esta secuencia se encontrarén 6 posibles ORFs: El ORF-2 codifica para
una proteina (338 aminoacidos) esencial de la transferencia, la cual esta regulada negativamente
por el producto del ORF-6 (118 aminoacidos), estos producﬁos son muy similares al patrén
determinado para la transferencia del pSN22 como son: El gen principal de la transferencia
intramicelial (trad) y el gen regulador del trad (traR) por (Kataoka et al, 19913),Mutaciones
realizadas en la secuencia del ORF-1, afectan la fomacion de “pocks” y reducen la frecuencia de
transferencia. La proteina formada por este ORF presenta 2 motivos hélice-vuelta-hélice (HTH)
los cuales son muy semejantes a los encontridos para las proteinas reguladoras de tipo activador
(Breennan y Matthews, 1989).

Mutaciones en el ORF-5 provocan reducciones en ¢l tamafto de los “pocks”, asi como en
la frecuencia de transferencia, este producto ayuda a la diseminacion del plasmido a lo largo de las "
hifas receptoras. 4

Las proteinas encontradas para los dos genes “spread” del plJ101 presentan muy poca
homologia con el producto del ORFS5. Estos genes desempeiian funciones muy importantes en la
diseminacion y transferencia de este plasmido (pBL1). |

Al analizar el ORF-4 se encontré lo siguiente: Un contenido bajo de G+C en comparacion -
al localizado en el DNA de los otros ORFs, asi como la presencia de dos codones raros TTA
(Zotchev et al, 1992). El ORF-4 se transcribe y su expresion puede estar regulada por el producto
del gen bldd, del cual se conoce la codificacién de un solo leuciltRNA que reconoce codones
UUA, ya que el gen bldA desempefia un papel muy importante en la regulacion de la expresion de
genes que contienen codones TTA, los cuales son raramente encontrados en los Sirepfomyces
(Chater, 1989), '

Al realizar mutaciones en el ORF-7 la eficiencia en la transferencia no se afecta, por lo -
que el producto de este ORF no es importante en la transferencia del plasmido.

Al efectuar el anélisis de la secuencia sobre el plasmido pBL1, muestra que al menos 5
genes estan involucrados en las funciones de transferencia y la formacion de “pocks” del
plasmido.
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El ORF-S reduce el tamafio de los “pocks” y la transferencia; mientras que los ORFs
importantes en la eficiencia en la transferencia son ORF2 y ORF3 (Zotchev et al, 1992).

El plasmido SLP2 fue aislado de la cepa de Streptomyces lividans 66, esti formado por 50
kb, se transfiere por conjugacion y presenta la capacidad de formar “pocks”. Por electroforesis de
campos pulsantes se detecté esta molécula, al analizar la secuencia en sus extremos se
encontrarén 44 pb terminales invertidas repetidas, donde las 12pb terminales de ambos extremos
son idénticas a los encontrados para el pSLA2 y SCP1 (Chen et al, 1993a).

Plismidos Gigantes: ,

Son denominados asi por su enorme tamafio, el SCP1 es un claro ejemplo de ello (Fig.4).
Fue aislado originalmente de la cepa Streptomyces coelicolor M138, este plasmido se encuentra
formado por 350 Kb (Kinashi y Murayama; 1991).

Se analizarén las secuencias de nucledtidos de las terminales invertidas repetidas (TIRS)
en ambos extremos determindndose el tamafio de ambas, el cual es de 81 Kb. En ambos extremos
de 1as secuencias terminales 5° se encuentran proteinas unidas covalentemente, para evitar que el
DNA sea degradado durante la replicacion del plasmido (Kinashi et al, 1991).

Se encontré una secuencia de insercién en la terminal invertida repetida de la region
derecha (Fig.4.1)por Kinashi et al, (1992) por lo que se ha propuesto que el SCP1 se encuentra
presente en tres formas en Streptomyces coelicolor:

« Puede encBntrarse libre en el citoplasma celular, teniendo una replicacion auténoma.
- Puede encontrarse libre en el citoplasma celular, conteniendo un fragmento del cromosoma y

replicarlo,

- Puede encontrarse integrado en una regién especifica del cromosoma, replicandose cada que lo

haga el cromosoma.

Los plésmidos clreulares:
Son los plasmidos méas frecuentemente encontrados en los Strepfomyces. Algunos se
replican por el mecanismo del circulo rodante; todos son conjugativos y presentan la capacidad de
movilizar marcadores cromosomicos (cma) durante el evento de transferencia.
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Estos plasmidos son divididos en base al nimero de copias que tienen por cromosoma en

plasmidos con bajo nimero de copias y plasmidos con alto nimero de copias (multicopia).
Plismidos con bajo niimero de copias: ‘

El SCP2* (Fig.5) es un plasmido aislado de la cepa Streptomyces coelicolor A(3)2 el
mapa fisico de este plasmido fue determinado por Lydiate et al, (1985). El SCP2* se encuentra
formado por 31.4 kb. Por medio de mutaciones (deleciones), se analizo la region responsable de
la transferencia. Se encontraron 5 genes involucrados en ésta: frad, traB, traC, traD y spd,
localizados en una region de 9 kb y formando un operon. ) '

El gen frad es esencial para la transterencia principal del plasmido, asi como para la
movilizacion de marcadores cromosomicos (cma), dicho gen codifica para una proteina de 442aa.
Mientras que el gen fraB codifica una proteina de 13753, mutaéiones realizadas en este gen y en el
gen fraD reducen la frecuencia de transferencia y 1a movilizacion devrmrcadvor,es cromosdmicos
(Brolle et al, 1993). ‘

Mutaciones en los genes spd, presentan un efecto similar al producido en los spd del -
plJ101, con una clara reduccion en el tamafio de los pocks, pero sin afectar la cma. El SCP2* se
transfiere con una alta frecuencia (100%), ademas de presentar la capacidad de formar “pocks”.

Plismidos con alto namero de copias: )

La region esencial de estos plasmidos comprende el origen de replicacion (ori +) y la
proteina ['ep, como lo minimo en requerimientos para que un plésmido sea funcional,

Los plasmidos de Streptomyces tienen ademas de la region esencial, gene§ involucrados en
la transferencia (genes fra) y diseminacién del plasmido (genes spread), estos genes son los
responsables de la conjugacion del pldsmido entre cepas. El evento de conjugaéién bacteriana es
un proceso de transferencia del material genético de una célula donadora del plﬁmido aotra
célula receptora del mismo, '

Las regiones de transferencia ya han sido identificadas en algunos plasmidos multicopia de
Streptomyces como son: ‘

El plJ101 (Kendall y Cohen, 1988) y el pSN22 (Kataoka et al, 1991a), en los cuales muy

pocos genes son los responsables de la transferencia de los plasmidos. También dichas regiones ya
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han sido identificadas en plasmidos que se integran en sitios especificos del cromosoma, entre los
que destaca el pSAM?2 (Hagege et al, 1993b).

El plasmido pSAM2 puede mantenerse funcionalmente en la célula a través de dos formas,
es decir puede encontrarse integrado en el cromosoma o estar de manera libre en el citoplasma,
donde llega a tener 10 copias por célula (Hagege et al, 1993a). ‘

.Una caracteristica ferotipica muy particular de los plasmidos de Streptomyces producto de
las funciones de transferencia es la relacionada con la formacion de “pocks” o zigosis letal (LTZ)
por Hopwood et al, 1983. Estos “pucks” no son otra cosa que zonas de inibicion del crecimiento .
y esporulacion en la cepa receptora causada por la adquisicion del plasmide (Hopwood et al,
1984). Se ha sugerido 'que la formacion de “pocks”, es una manifestacion de la transferencia
intramicelial del plasmido dentro del micelio de un cultivo receptor, después de la trmsferéncia
primaria o intermicelial del micelio donador (Hopwood y Wright, 1973; Hopwood et al, 1983;
Hopwood et al, 1986). , . ‘

Existe un sistema identificado en los plasmidos de Streptomyces conocido como Kil-Kor,
el cual se encuentra involucrado en la transferencia de los plasmidos, en donde los g,énes kil
desempefian funciones especificas en la letalidad, una vez que el plésinido pasa a la cepa
receptora. Por otra partz el gen kor sintetiza productos qué se hayan involucrados en el control
de la expresion del fenotipo Kil siendn por tanto la proteina Kor un inibidor de la expresion de los
productos formados por los genes i/ (Kendall y Cohen, 1987),

Los plasmidos con alto nimero de copias, son los plasmidos mas estudiados de los
Streptomyces; en ellos destacan: Los plasmidos integrativos, Iés cuales se integran en regiones
muy especificas del cromosoma como: el SLP1 (Brasch et al, 1993) y el pSAM2 (Boccard et al,
1989a). Y los plasmidos que se encuentran en el citoplasma celular de Ia bacteria, denominados
plasmidos libres como: el pIJ101 (Hopwood et al, 1981), el pSN22 (Kataoka et al, 1991a) Y el
pIV1 (Bailey et al, 1986).

Plismidos integrativos:
Estos plasmidos tienen una region de nucleotidos muy conservada denominada (attP), la
cual es homologa a una region presénte en el cromosoma denominada (atB), por
entrecruzamiento estos dos sitios de reconocimiento se pueden unir.
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Los genes int codifican proteinas, que le permiten al plasmido integrarse al cromosoma en estas
regiones, de esta forma el plasmido queda incorporado en una region especifica del cromosoma.
Los plésmidos integrativos presentan genes que sintetizan productos para el mantenimiento del

plasmido y para la liberacion del mismo (genes xis).

Caracteristicas del plésmido SLP1.

El SLP! es un elemento genético aislado del cromosoma de Streptomyces coelicolor

A3(2), (Fig.6) se encuentra formado por 17.2 Kb. El analisis de la secuencias nucledtidicas

involucradas en los mecanismos de insercion y liberacion del plasmido en el cromosoma
bacteriano, demostraron la presencia de 2 ORFS contenidos en una region de 2.2 Kb. El ORF
formado por el gen int de 1.365 Kb, codifica una proteina basica de 50.6 kDa, esta proteina
presenta una secuencia de aminodcidos similar a la familia de proteinas integrasas. EI ORF6

codifica para una proteina basica de 7.1 kDa, la secuencia de aminodcidos formada por esta

. proteina, es muy similar a las secuencias de amino4cidos encontradas para proteinas excisionasas

presentes en otros sistemas de recombinacion (Brash et al, 1993). El analisis funcional de estos
genes presentan una alta similitud con la secuencia de aminodcidos derivada para las proteinas
recombinasas.

Los mecanismos de recombinacion mediados por el SLP1, son el sitio arP (del plasmido)
con el sitio anB (del cromosoma), los cuales comparten una region homologa de 112 pb. El
evento de integracion forma dos nuevos sitios que son: el sitio de la izquierda (a#7L) y el sitio de
la derecha (a#fR), por Omer y Cohen, (1984, 1986).

Caracteristicas del pldsmido pSAM2,

El pSAM2 es un elemento originalmente aislado de Streptomyces ambofaciens
ATCC23877, (Fig.7) presenta una longitud de 11 kb. Este plasmido presenta la capacidad de
transferirse por conjugacion y la capacidad de poder integrarse en sitios especificos del
cromosoma de la cepa receptora (Smokvina et al, 1991). El pSAM2 puede mantenerse en dos
formas diferentes en Strepfomyces, ya sea integrado en el cromosoma o libre en el citoplasma
celular donde llega a tener 10 copias por cromosoma (Hagege et al, 1993a). El sitio especifico de
integracion fue localizado (Boccard et al, 1989a; Boccard et al, 1989b); el fragmento importante
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para el evento de integracion, se encuenira contenido en 2.3 kb el cual contiene los genes de
integracion (inf), que codifican para una proteina integrasa, los genes (xis) que codifican para una
proteina excisionasa y el sitio para el reconocimiento del plasinido (areP). Se conoce que el

evento de recombinacion ocurre a través de las 58 pb presentes en el sitio auP (pSAM2) y atfB

“-del cromosoma (Streptomyces lividans). Este plasmido puede integrase también en sitios

- especificos de! genoma de Streplohtyces lividans y Streptoinyces coelicolor.

Cuando el pSAM2 se encuentra libre en el citoplasma se replica de mznera autonoma, se

transfiere con una alta eficiencia, presenta la capacidad de movilizar marcadores cromosémicos y

" forma “pocks”.

El mapa funcional de este plasmido fue determinado por Smokvina et al, (1991); a
analizar la secuencia, se encontraron 7 ORFs los cuales son transcritos en la misma direccion y
son los siguientes:

El gen encargado de la transferencia principal del pSAM2 es 1ruSA4, ei cual sintetiza uia
proteina de 306 aa; esta proteina tiene algo de similitud & nivel de secuencia de aminvacidos, con

la proteina Tra del pIJ101. El producto de 1raSA es esencial para la transferencia iniermicelial del

plasmido y formacion de “pocks”. En el pSAM2 se identificarén cuatro ORFs: spdd (224aa),
spdB (58aa), spdC (S1an) y spdD (104aa), los cuales son los encargados de la transferencia
intramicelial. Los cuatro genes son leidos en la misma direccion; parece haber acoplemiento
traduccional, ya que el codon de término de un gen y el coddn de inicio del siguiente gen, estén
separados por pocos nucledtidos, de tal manera que las secuencias Shine-Daigamno se encuentran
muy cercanas al término de! gen anterior. Mutaciones en los genes spread, influyen en el tamafio
de los “pocks”, en la eficiencia de la transferencia y son requeridos para una transferencia
intramicelial (Hagege et al, i993b). El sistema Kil-Kor también se encontro en este plasmido, ya
que el producto del gen korSA, puede controlar la expresion de los productos del gen fras4

(Hagege et al, 1993b), y una cepa sin korSA no es viable.

Plismidos libres:
La mayor parte de este tip> de plasmidos, caracterizados fisicamente, se replican por el
mecanismo del circulo sodante y son plasmidos multicopia. Dentro del género Streptomyces son

los plasmidos mas estudiados, en la mayoria de los casos han sido desarrollados como vectores de
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clonacion, por ejemplo: el pIJ101 (Deng et al, 1988), el pSN22 (Kataoka et al, 1991) y el pJV1
(Bailey et al, 1986).

Caracteristicas del plasmido plJ101.

El pIJ101 (Fig.8) es un plasmido circular, multicopia (300 copias por cromosoma), el cual
fue aislado originalmente de la cepa de Streptomyces lividans ISP 5434, este plasmido esta
formado por 8.830 Kb presentando una composicion de G+C de 72.98%, lo cual es caracteristico
del DNA de Streptomyces (Kieser et al, 1982).

La secuencia completa de este DNA ya ha sido determinada (Kendall y Cohen, 1988). Se

han identificado varios genes que se encuentran involucrados en la transferencia del plasmido y

~ asociados con la presencia de “pocks”. Ademas ciertos genes desempeiian funciones especificas .

en la letalidad de la cepa receptora del plasmido (genes kil), mientras que para otros su funcion
radica en codificar productos que controlan la expresion del fenotipo kil (genes kor). Los
productos formados por los genes kor regulan negativamente su propia expresion, asi como a la
expresion de los genes de tipo i/ a nivel transcripcional (Kendall y Cohen, 1987, Stein et al,
1989; Stein y Cohen, 1990).

Al analizar la secuencia del PIJ101 se encontrarén 7 ORFS o marcos de lectura abiertos,
los cuales se identificaron y correlacionarén con las propiedades fenotipicas especificas. Dos de
los ORFS encontrados (korA-korB) codifican para proteinas represoras que controlan la expresion
de varios promotores encontrados en otros genes en el plasmido. Las secuencias predichas de
aminodcidos para estos ORFS no muestran regiones de homologia con algunas otras proteinas
represoras conocidas; aunque las secuencias de aminoacidos encontradas preséntan un motivo
(hélice-vuelta-hélice), el cual es comin para proteinas que se pegan a regiones especificas del
DNA.

En cuanto a las funciones de transferencia se localizaron cuatro ORFS: el primero codifica
para una proteina Tra de 77 KDa, mutaciones hechas en regiones de este gen afectan la
transferencia primaria del plasmido (Kendail y Cohen, 1988). Mediante inserciones se ha
demostrado que los otros 3 ORFS (spdd, spdB y kilB) codifican proteinas involucradas en la

diseminacion del plasmido; éstas presentan tres fuertes dominios hidrofobicos, lo que suguiere que
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pueden estar asociadas a la membrana ayudando a la diseminacion de los plismidos a todo lo
largo de las hifas.

El pIJ101 se transfiere con una alta frecuenéia (100%) ademds de presentar la capacidad
de movilizar marcadores cromosomales presentes en la cepa hospedera.

El pI3101 se replica por el mecanismo del circulo rodante, ya se identificaron las siguientes
regiones: el ori (+), la proteina de replicacion (450 aminoécidos) y el ori (-) por Kendall y Cohen,
(1988) y Zaman et al, (1993).

Caracteristicas del pSN22. v

El pSN22 es un plasmido multicopia el cual se aisld originaimente de la cepa Strepiomyces
nigrifaciens, (Fig.9) se encuentra constituido por 11 Kb (Kataoka et al, 1991a). Este plismido ya
fue secuenciado completamente, al realizar el analisis estructural y funcional sobre las regiones
involucradas en la transferencia, se identificardn cinco genes, dos de los cuales se encuentran
implicados en la transferencia (trad y raB) y otros en la formacion de “pocks” (o). La
transferencia intermicelial se encuentra controlada por el gen traB de este plismido, aumentando
la fusion celular en la cual se da un contacto entre los micelios de la cepa donadora y receptora
del plasmido favoreciendo la fusion entre células (Kataoka et al, 1991a). Por otra parte el gen
trad promueve la transferencia intramicelial del plasmido una vez que el plismido ha pasado al
micelio receptor, ademis frad es esencial para la formacion de “pocks”, lo que sugiere que la
cantidad apropiada de producto de este gen inhibe el crecimiento de las células del micelio
receptor durante la transferencia del plasmido, manifestandose la existencia de zonas circulares de
inhibicion del crecimiento y‘a esporulacion,

Los genes responsables de la diseminacion o spread (spdd y spdB) facilitan el movimiento
de los plasmidos a todo lo largo del micelio receptor (Kataoka et al, 1991b). Las mutaciones
clectuadas en estas zonas, afectan el tamaiio de los “pocks”.

El gen fraR forma un producto (Kor) regulador tanto de si mismo, como de los productos
formados por los genes kil (TraA y TraB), de tal manera que mutaciones realizadas en truR son

letales para la célula, manifestandose de esta forma la expresion del fenotipo Kil.
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El pSN22 se replica por el mecanismo del circulo rodante, la region esencial minima para

. la replicacion se encuentra localizada en un fragmento de 1.9 Kb (Kataoka et al, 1994a), en donde

se localiza un gen para una proteina Rep y un ori(+) practicamente idénticos a los del pIJi01.

Caracteristicas del pJV1.

E! pJVI| es un plasmido multicopia, (Fig.10) que fue aislado originalmente de la cepa
Streptomyces phaeochromogenes NRRL B3559 (Doull et al, 1983). Se encuentra formado por
11.14 Kb de longitud, se replica por el mecanismo del circulo rodante a través de intermediarios
de cadena sencilla, es un plasmido multicopia (150 copias por célula) y presenta la capacidad de
formar “pocks” (Bailey et al, 1986).

El pJV1 ya fue secuenciado completamente (Servin et al, 1994). El anélisis de la secuencia
ha demostrado que existe homologia de las regiones fra y spd con las del pSN22. El analisis
hecho sobre la region esencial del pJV1 identificada por Bailey et al, (1986) revelo la presencia de
un ORF que codifica la proteina (Rep), la cual estd formada por 523 amino4cidos, Este andlisis
efectuado sobre la region esencial (Servin, 1993) mostrd un modo de organizacion similar, al
reportado para el plasmido plJ101 (Kendall y Cohen, 1988), encontrandose que las secuencias de
aminodcidos que componen las proteinas (Rep), tienen una identidad del 30% aproximadamente.
La proteina Rep del pJV1 presenta un motivo muy conservado, que es muy similar al reportado
para todas las proteinas (Rep), el cual contiene una tirosina involucrada en hacer un “nick” en el
origen de replicacion (ori +). El ori (+) también fue identificado, se encuentra comprendido entre
3368pb-3438pb y se conoce también el sitio exacto para iniciar la replicacion (Servin, 1993). Aun |
no se conoce la secuencia que forma el origen menos.

Se encontraron ORFs equivalentes a los genes (raR, frad, raB del pSN22. También existe
homologia significativa en la region de los genes spd. Con excepcion de fraR, todos se encuentran
alineados en la misma direccion y posiblemente estan constituyendo un operon, al igual que en el
pSN22. Curiosamente el pJV1 parece carecer de un gene spdd que se encuentra en el pSN22. A
pesar de que el pJV1 y el pSN22 muestran gran similitud a nive! de los genes #ra y spd, la
similitud de las proteinas Rep es mucho més baja, ya que la proteina Rep del pSN22 solo muestra
un 30% de identidad con la del pJV1, pero un 98% con la del pIJ101, Esto perece ser un

fenomeno muy similar al encontrado por otros plasmidos que se replican por intermediarios de
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cadena sencilla, los cuales presentan una estructura modular (Gruss y Ehrlich, 1989); de esta
forma el pSN22 pareceria estar formado por un médulo de genes tra y spd similar al del pJV1y
un médulo Rep similar al del plJ101, (Servin et al, 1994).

Los genes responsables de la transferencia intermicelial, la transferencia intramicelial y

- diseminacion o (spread) del pJV1 codifican para proteinas muy similares a las del pSN22, ademas

de presentar una alta similitud entre las regiones intercistronicas, (Servin et al, 1994).

| Aunque ya se tienen identificados por homologia, los genes involucrados en la
transferencia y diseminacion del pJV1, no se conoce si el funcionamiento de estos es parecido a
los del pSN22, tampoco se sabe si se presenta un sistema Kil-Kor. Estos Gltimos puntos son el

principal tema de estudio de este trabajo.
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Objetivos,

1. Caracterizar los genes de transferencia en el plasmido pJV1 de Streptomyces

phaeocromogenes.
2. Comprobar la localizacion y funcion de los genes de transferencia (fra) y diseminacion (spd)

del pJV1.
3. Comprobar la localizacion y funcion de los genes responsables del fenotipo Kil-Kor del pJV1.

4, Demostrar la habilidad de recombinacion cromosomal del pJV1.
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MATERIAL Y METODOS.
Preparacion de esporas de Streptomyces.

Las cepas de Strepfomyces lividans se purificaron realizando estrias sucesivas en cajas de
Petri conteniendo el medio rico RS, de manera que se obtuvieran colonias aisladas después de
varios dias de incubacion a 29°C, las cuales se dejaron esporular completamente. Para obtener
cantidades suficientemente elevadas de esporas se tomaron con un asa estéril las esporas de una
colonia aislada y se resuspendieron en un volumen pequefio (aproximadamente 0.5 ml) de agua
desionizada estéril, el cual se distribuy6 en la superficie de una o varias cajas de Petri de medio
rico RS, a este ultimo se le adicionaron ademas los requerimientos de cada cepa. De esta forma se
obtuvo un crecimiento confluente, el cual después de varios dias de incubacién esporuld
abundantemente, Las cepas utilizadas de Streptomyces lividans fueron la TK64 (pro-2, str-6) y la
cepa TKS4 (his-2, leu-2, spc-1) por Bailey et al, (1986). ‘

Cosecha de las esporas.
- Se agregaron 10 m| de agua desionizada estéril a cada caja de Petri y las esporas fueron raspadas
con un asa estéril. La suspension de esporas se tomé con una pipeta de 10 ml y se filtré a través
de tubos con algodon estéril.
- Se agregaron otros 5 ml de agua estéril a la caja, para extraer las esporas que se hubieran
quedado en la caja, y este volumen fue también filtrado a través de algodon,
- Las esporas filtradas se colectaron por centrifugacion en tubos estériles de tapon de rosca, se
lavaron con 5 ml de agua estéril, se volvieron a centrifugar y finalmente se resuspendieron en 1 ml
de glicerol al 20% estéril,

- Las esporas se mantuvieron en viales a -20° C, hasta utilizarse.

Obtencién de micelio para transformacion.

Para preparar el micelio a ser transformado, se utilizaron matraces de 250 ml con un
resorte de acero inoxidable en el fondo, para obtener una buena dispersion del micelio. Se
colocaron en el matraz 25 ml de medio YEME con 34% de sacarosa, MgCI2 5mM y glicina
0.5%, y se inoculo el medio con 0.2 ml de esporas concentradas. El cultivo se incubd con

agitacion vigorosa durante dos dias a 29° C. Posteriormente el cultivo de cada matraz es vartido
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en tubos de plastico estériles con capacidad de 40 ml, aiadiendo 10 ml de una solucion estéril de
sacarosa al 10.3%, y el micelio fue cosechado por ceniﬁfugacién a 5000 rpm durante 12 min. El
sobrenadante se elimind y el micelio se resuspendi6 en 15 ml de sacarosa al 10.3% estéril y fue
centrifugado bajo las condiciones mencionadas con anterioridad. El sobrenadante fue desechado y
al tubo se agregaron 6 ml de la solucion de sacarosa, el micelio se resuspendio en este volumen y
se dividio en 3 tubos limpios y estériles a los cuales se les adicionaron 2 ml de la solucion de
sacarosa al 10.3% por tubo. Estos tubos se centrifugaron a 3500rpm durante 10 min, los ’
sobrenadantes se desecharon y los tubos con los pellets de micelio fueron almacenados en el

congelador a -20° C, hasta el momento de ser utilizados.

Transformacién,

Para la transformacion bacteriana se prepar6 el buffer P como describen Hopwodd et al,
(1985), con la diferencia de que se dejo reposar 1 hora, después de aftadir todos los componentes,
y se filtro a través de un filtro Millipore de 0.45 um de poro; para eliminar cualquier material
precipitado. '

- Un tubo con micelio de la cepa TK64 fué descongelado a temperatura ambiente mezclando
suavemente con golpes del dedo. Se agregé una solucion estéril de lisozima Img/ml en buffer P al '
tubo con micelio, resuspendiendo con una pipeta de 5 ml, para homogenizar la muestra. El tubo
con la mezcla se incubo a 29°C, y cada 20 min se tomaron muestras para observarlas en un
microscopio de contraste de fase, hasta que la mayor parte del micelio se hubjera transformado en
protoplastos. ‘
- Posteriormente se tomo todo el volumen con la pipeta y se filtraron los protoplastos a través de
algodon estéril, el cual se lavo con 5 ml de buffer P, para bajar la mayor cantidad de protoplastos
que hubieran quedado atrapados en el filtro de algodon.

- El volumen total fue pasado a un tubo estéril y los ptotoplﬁtos fueron centrifugados a 3500 rpm
durante 10 min,

- El sobrenadante se decanto y los protoplastos se resuspendierén suavemente con los nudillos, se
adicionaron 5 mi de buffer P para lavar y nuevamente se centrifugaron bajo las mismas

condiciones.
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- Nuevamente se decanto el sobrenadante y el “pellet” de protoplastos, se resuspendio
suavemente. A los protoplastos resuspendidos se les adicioné el DNA en un volumen pequefio
(generalmente 10 ml) e inmediatamente se afadio 0.5 ml de PEG 1000 al 25% (W/V) en buffer P.
Se mezcl6 subiendo y bajando 4 6 S veces toda la mezcla con una pipeta Pasteur y posteriormente
se adicionaron S ml de buffer P y se volvi6 a centrifugar bajo las condiciones mencionadas con
anterioridad.

- Se decanto el sobrenadante y la pastilla se resuspendié suavemente con los nudillos, agregando
500 pl del buffer P, realizandose diluciones hasta 102, '

- Los protoplastos, ya sea concentrados o diluidos se distribuyeron en cajas de medio rico R2YE,
previamente deshidratado, con ayuda de agar suave de transformacién (2.5 ml por caja).

- Se dejo solidificar el agar suave a temperatura ambiente y se incubaron las cajas a 29°C.

- El antibi6tico fue agregado 18 hrs después del término de la transformacion, para seleccionar las
colonias transformantes. Con la excepcion de las colonias que fueron transformadas con el

plasmido silvestre, a las cuales no se les agregé el antibiético.

Extraccién de DNA y confirmacion de Iz estructura de los

plismidos (* minipreps ).
1.- Cada una de las distintas colonias transformantes de la cepa TK64 (con los plasmidos) de
Streptomyces lividans, fueron crecidas en forma de sectores en cajas con medio RS con 50 pg/ml
de thiostreptona. Las cajas fuerdn incubadas a 29°C hasta tener completamente esporulados los
sectores.
* Para las colonias transformantes de la cepa TK64 con el plasmido silvestre, no se adiciono el
antibiotico (thiostreptona) a las cajas con medio rico RS,
2.- Se cosecharon las esporas con un asa estéril y se inocularon en tubos estériles con 2.5 ml de
medio Luria (LB) y 2.5 pl de thiostreptona, incubando con agitacion constante durante 3 dias a
29°C. _
3.- Se pasaron los diferentes cultivos a tubos eppendorf previamente etiquetados, los cuales se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min. Se eliminé todo el sobrenadante con una trampa de

vacio.
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4.- Se resuspendieron los “pellets” de micelio en 100 pl de buffer TE2SmM (Tris-Cl 25mM,
EDTA 25mM pH8) y la lisozima a una concentracion de 2mg/ml.
S.- Las muestras fueron incubadas por lo menos media hora a 37°C, hasta que el micelio se
apreciara visiblemente lisado, dando un aspecto translicido y viscoso.
6.- Se adicionaron 206 ul de una solucion fresca de NaOH 0.2N, SDS 1%, y se mezclaron bien
los tubos por inversion vigorosa, hasta observar una mezcla transparente, homogénea y viscosa.
Las muestras fueron incubadas durante 10 min en hielo.
7.- Se adicionaron 150 ul de acetato de potasio 3M pH4.8, mezclando bien por inversion, hasta
perder la viscosidad y apreciar un precipitado blanco. Se incubo durante 15 min en hielo.
8.- Se afladieron 400 ml de fenol/cloroformo (1:1), agitando 30 seg en vortex y centrifugando 2
min a 14,000 rpm., ' _ '
9.- Se paso la fase acuosa a otro tubo eppendorf limpio previamente etiquetado v se agreg6 1 ml
de etanol absoluto frio. Posteriormente se dejo precipitar § mm a temperatura ambiente.
10.- Se centrifugd 10 min a 14,000 pm, desechindose el sobrenadante con una trampa de vacio
 evitando llevarse la pastilla o “pellet”. o
11.- El pellet se resuspendio en 50 pl de buffer TE (Tris-HCl 10mM, EDTA ImM pHS),
adicionandose 150 pl de acetato de sodio 4M pH6, mezclando bien por inversién. Se incub6 una
hora a-20°C,
12.- Se centrifugd 10 min a 14,000 rpm en la microfuga; se paso el sobrenadante a un tubo
eppendorf limpio, al cual se agregaron 200 ul de isopropanol, dejando precipitar la muestra
durante 10 min en hielo. |
. 13.- Se centrifugd 10 min a 14,000 rpm en la microfuga, eliminando todo el sobrenadante con una
trampa de vacio. Se resuspendio el pellet en 45ul de buffer TEIOmM, se afladieron S pl de
acetato de sodio 3M pH6 y 125 pl de etanol absoluto frio; dejando precipitar la muestra por 10
min en hielo.
14.- Se centrifug a 14,000 rpm durante 10 min. Eliminando todo el sobrenadante con una trampa
de vacio. C
15.- El pellet fue secado y resuspendido en 25 pl de buffer TE 10mM.
16.-Se comprobd el patron de restriccion de cada una de las “minipreps”, empleandé las enzimas
adecuadas para cada caso en particular. ’
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* Para las colonias transformantes de la cepa TK64 con el plasmido silvestre (pJV1), se

inocularon en tubos con LB sin el antibiotico.

" Purificacién de fragmentos de DNA en geles de
agarosa de bajo punto de fusién (LMP),
l.- Después de efectuar 1a electroforesis de las muestras y teflir ¢l gel en una solucion de bromuro

de etidio 3ug/m, se iluminé con luz ultravioleta (uv) de onda larga y se corté la banda de interés. ’

2.- La rebanada de agarosa se colocé en un tubo eppendorf'y se fundi6 65-70° C durante 10 min.
3.- Se calculd el volumen de la agarosa fundida. y se agreg6 1/10 de volumen de NaCl SM,
mezclando perfectamente, dejando la muestra otros S min en el mismo baiio.

4.- Se puso la agarosa fundida 5 min en otro bafio a 37°C, al terminé de los cuaies se adicionaron
al tubo con el DNA 2/3 de volumen de fenol saturado con NaCl SM (precalentado a 37°C), se
aéifé de inmediato la muestra con el DNA y el fenol saturado en vortex durante 30 seg. -

5.- Se centrifug6 inmediatamente durante 5 min a 14,000 rpm, y se paso la fase acuosa a un tubo ,

eppendorf limpio previamente etiquetado.

- 6.~ Al fenol se le afladieron 45 pl de buffer TE (Tris-HCI 10mM, EDTA ImM pH8) y S pl de

NaCl 5M y se agit6 en vortex, .

7.~ Se centrifugo 2 min a 14,000 rpm y se mezcld la fase acuosa con la del paso 5.

8.- Se adicion6 un volumen de fenol/cloroformo (1:1) a la fase acuosa, se agito durante 15 seg en
el vortex y se centrifugd 2 min a 14,000 rpm,

9.- Se paso el sobrenadante a un tubo 'limpio y se repiti6 el paso anterior, pero solo con
cloroformo.

10.- Se pasé el sobrenadante a un tubo eppendorf limpio y se afiadieron 10 pg de tRNA y un

volumen de isopropanol (no se afiadio tRNA a los DNAs que serian desfosfatados, con fosfatasa

alcalina posteriormente), ‘

11.- Los DNAs se mantuvieron a -20° C por lo menos 2 hrs, ”

12.- Las m\iestras fuerén centriﬁxgédas en la microfuga, durante 10 nun a 14,000 rpm; se extrajo
todo el isopropanol con una micropipeta. ' .
13.- Se seco el pellet a 50°C durante 15 min.

14.- Se resuspendio la muestra en un volumen adecuado de buffer TE 10mM.
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Tratamiento con la fosfatasa alcalina.
- La reaccion de la fosfatasa alcalina se llevo a cabé en un volumen de 50 pl totales. Se utilizo el
buffer proporcionado por el proveedor de la enzima (Boehringer-Mannheim).
- 1 pl de la fosfatasa alcalina se agregé los primeros 20 min a la mezclaa 37°C.
- Se agreg6 otro pl de 1a fosfatasa alcalina a la mezcla y se dejo otros 20 mina 37°C.
- Para inactivar la fosfatasa alcalina, se ‘empleé la extraccion con fenol/cloroformo, como se

describe acontinuacion.

Extraccién con fenol/cloroformo, .
- En un eppendorf se agregé una mezcla de 50 pl de TE 10mM con el DNA del plismido, a la
cuél se adicionarén 50 pl de una solucion de fenol/cloroformo (1:1); el tubo fue pasado por
vortex durante 30 seg. '
- La muestra se centrifugd en la microfuga 3 min a 14,000 rpm. Se pasé la fase acuosa a otro
eppendorf y se agregaron 50 pl de fenol/cloroformo (1:1), el tubo fué pasado por vértex
durante 30 seg. ‘ C
- Al tubo inicial que queda con los 50 pl de fenol/cloroformo, se agregaron 50 pl de TEIOh\M, .
para extraer lo mas que se pueda de DNA, la muestra fue pasada por vortéx durante 30 seg.
- Los tubos se centrifugaron en la microfuga 3 min a 14,000 r;ﬁm.
- Se paso la fase acuosa del segundo tubo a un tecer tubo con 50 ! de cloroformo, dando
vortex 30 seg, mientras que la fase acuosa del primer tubo, se paso al segundo dando vortex 30
seg. '
- Ambos tubos se centrifugaron 3 min a 14,000 rpm.
-La fase acuosa del tercer tubo fue pasada a un cuarto tubo, mientras que I fase acuosa del -
segundo tubo se paso al tercer tubo, se aplico vortex 30 seg y nuevamente se centrifugo a
14,000 rpm durante 3 min,
- Se paso la fase acuosa del tercer tubo y se agregd con los 50 pl presentes en el cuarto
tubo. A los 100 pl totales se agregaron: 1 pl tRNA, 10 il acetato de sodio 3M y 100 pl de
isopropanol, mezclando por inversion el tubo.
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- La muestra se puso a precipitar en el congelador a -20" C por 2 hrs. Se centrifugd 10 minen la
microfuga a 14,000 rpm. .

- Se extrajo el sobrenadante con una punta estéril y el pellet fue resuspendido en 20 ul de TE
10mM a 50° C durante 15 min. »

» - Se corrié 1 ul de este volumen en un gel de agarosa de alto punto de fusion (1%), para saber

qué tanto DNA fue recuperado.

Cruzas genéticas,
Cruza control, | '
Se agregaron 20 pl de esporas concentradas de la cepa TK64 y.20 pl de esporas concentradas de
la cepa TK54, en una caja de medio RS con histidina y leucina. Se agregaron 200 pl de aguk para
facilitar el plateo de las esporas, las cuales se esparcieron sobre la caja con ﬁn asa de vidrio estéril,
Las cajaS fueron incubadas a 29° C durante 5 dias, al termino de los cuales las esporas de la cruza
fueron cosechadas y almacenadas en una solucion de glicerol@l 20% a una temperatura de -20°C.
Cruzas con los distintos derivados del pJV 1.
Se realizaron de la misma forma que la cruza control, solamente que una de las dos cepas

(normalmente la TK64) contenia alguno de los derivados del pJV1.

Diluciones de las esporas y cuantificacién de las mismas.

Las esporas de los Streptoinyces son resistentes a los cambios osméticos, por lo que las
diluciones fueron realizadas en agua desionizada estéril.
Se tomaron 10 pl de esporas concentradas y se diluyeron en 990 ul de agua estéril; siendo ésta la
dilucion 10%. Apartir de esta dilucion se realizaron diluciones seriadas hasta 10%, pasando por
vortex cada dilucién, para homogenizar las muestras. ) |
Para la cuantiﬁcdcfén de las colonias, las diferentes diluciones se agregaron en volumenes de 100
ul por duplicado, en cajas con medio RS con histidina y leucina. Las cajas fueron incubadas a

~ 29°C hasta poder contar las colonias bresent'es en cada dilucion, empleando un plumén indeleble.
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Cuantificacion de Ia transferencia de plismidos y de Ia movilizacion del cromosoma.

Para determinar la transferencia del plasmido se hicieron diluciones de las esporas
resultantes de las cruzas, hasta 10, Normalmente la cepa donadora fue la TK64 (Stm R) y la
receptora fue la TKS4 (Spc R). De esta forma, para conocer la frecuencia de transferencia se
dividio el nimero de colonias obtenidas en medio MMCY con espectinomicina y thiostreptona
entre el nimero de colonias obtenidas en el mismo medio pero unicamente con espectinomicina.
Para la cruza reciproca se utilizo estreptomicina en lugar de espectinomicina.

Para cuahtiﬁcar la movilizacion de marcadores cromosdmicos se dividio el nimero de colonias
obtenidas en medio minimo con espectinomicina y leucina (sin histidina) entre la suma de las -
colonias obtenidas en medio MMCY sin antibidticos. De esta forma se midi6 el paso del
marcador His+ de 1a cepa TK64 a la cepa TK54,

Determinacion de Ia capacidad de formacién de “ pocks ” .

La manera por la que se pudieron visualizar los “pocks” fue la siguiente. Se agregaron 10
pl del concentrado de esporas de la cepa TK64 con la dilucion 10 (200 pl) de la cepa TK64 con
el plasmido, en cajas con medio RS. Con un asa de vidrio se espatularon estas esporas por toda la
superficie de la caja y se incubaron a 29° C durante 5 dias, al termino de los cuales se apreciaron
los “pocks” en el crecimiento de tipo confluente. De esta forma se aislé el plasmido silvestre
(pIV1).

Manipulacion de DNA,
Deleciones con enzimas de restriccion.
- Con el empleo del mapa de restriccion y el andlisis de la secuencia del plasmido pIV1, se
planearon diversas deleciones con enzimas de restriccion para la localizacion y funcién de los
genes de transferen;:ia, los genes responsables de la diseminacion y los genes involucrados en la
manifestacion de! fenotipo Kil-Kor.
- Se comprobardn las digestiones enzimaticas en geles de agarosa al 1%/Buffer TBE teflidos con
bromwuro de etidio 3 pg/ml. ‘
- Se corrieron las digestiones en geles de agarosa 1% y geles de agarosa de bajo punto de fusion
0.6%, de estos ultimos se purificaron las bandas de interés con el método mencionado con

anterioridad.
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- Para los extremos no cohesivos, se hicieron extremos romos para lo cual se empled la enzima

- Kienow.

- Los plasmidos se ligaron con la enzima ligasa T4, a temperatura ambiente por lo menos 12 hrs.
- Los DNAs fueron almacenados en 25 ul de buffer TE 10mM a -20°C.

Medios y buffers,

. #) Medios de cultivo y soluciones.

Los diferentes medios de cultivo empleados en este trabajo, se esterilizaron en el autoclave
a120°Cy iS5 libras de presion, durante 20 minutos.

La esterilizacion de las soluciones de antibidticos, se hizo por filtracion, a través de filtros
millipore de 0.45 um de poro. '

MM (medio minimo) 100 m! agua desionizada por botella

0.1 ml elementos menores (estériles) por botella

1.5 g agar (por botella) '
Soluciones accesorias que se agregan al medio minimo después de esterilizarlas en el autoclave.

(NH4),80, 20% Iml
MgS0..7H;0 0.6% Iml
Glucosa 50% Iml
Na;HPOy/KH;PO; IM pH7.2-----rcmemm iml
Elementos menores 0.1ml
Elementos menores:
Zn80,.7H,0 0.1%
FeS04.7TH,O 0.1%
MnCl,.4H;O 0.1%
CaCl, 0.1%

MMCY  Sele afiaden ademas de lo anterior;
Casaminoacidos 20% iml
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Extracto de levadura 10%------seseeeevenas Iml

f ' R2YE Sacarosa 103g
i K280, 0.25g
il MgCh.6H,0 10.12g
Glucosa 10g -
Difco casaminoacidos-s---=-vee-r=== 0.1g
Agua desionizada 800ml
* Poner 2.2g de agar a cada una de las botellas.
* Agregar de medio 80 ml por botella.

** Soluciones que se agregan después de autoclavear,

£ KH,PO, 0.5% ' 1ml

.= CaCly HyO 3.68%wememmerreeneemenns $ml

. L-Prolina 20% [.5ml
TRIS-HCI 3% pH7.2 -n-rreeeeaene-- 10ml
Trazas R5 0.2ml
CuSO, 2mM 0.2ml ;
NaOH IN 0.2ml
Extracto de levadura 10%---=-ee---- Smi

* Agitar cada que se agrege una nueva solucion.

R5  (Medio sélido en el cual esporulan muy bien los Streptomyces ).

K.SO, 0.25g
MgCl,.6H,0 0.12g
[ [T S—— 108
Difco casaminocidoses----=-s==-= 0.1g
Trazas sin autoclavear-------------- 2ml




Difco extracto de levadura---------- Sg
Trisma Base 3g

»#2+  Aforara ! Lt con agua desionizada.
Ajustar el pH7.2 con HCI it
g Poner 100 ml de medio por botella,

Agregar a cada una de las botellas 1.5 g de agar.

o ** Soluciones que se agregan después de autoclavear:

KH,PO,. Iml

CaCL,.2H,0 0.4ml
L-Prolina 20%-=-=+--s==rmna=vaana-= 1.5ml
NaOH IN 0.2m|
CuS0, 2mM 0.2ml

* Agitar cada que se agregue una nueva substancia,

o | YEME (Medio empleado para crecimiento de micelio, cual fué usado para posteriores
s transformaciones).
* i | Extracto de levadurasse-m--sssz--= 0.3g
I8 Bacto-peptona-=-=-es-ssseesrunmnan 0.5g
Extracto de Maltawc-ree-see-eemme 0.3g
Dextrosa 10g
Sacarosa 34g

*  Aforar a 100 ml con agua desionizada.
* Después de esterilizar agregar la siguiente solucion. '
MgCl.6H;0 1Mecreeereemmeecnas 0.125m :
i Glicina 10% 0.625ml




Luria(LB)

" BACtO triplona-===r=-sseseannemacens 10g
Extracto de levadura-----e-~eeeoeue 5g
NaCl 10g

* Ajustar a pH 7 y aforar a | Lt con agua desionizada.
~* Acada una de las botellas agregar 1.5 g de agary 100 ml del medio.

LB con Sacarosa (para la extracion de los plasmidos).
_ Bactotripton P— : 1%
NaCl 1%

Extracto de levadura----==seee--ee  0.5%

~ Sacarosa : 30%
Ajustar el pH 7.2 y aforar a 100 ml con agua desionizada.

** Los tiempos para el secado en la campana de flujo laminar varian segin el medio de cultivo ;
empleado: el medio R2YE (para la transformacion de protoplastos de Streptomyces) se necesitan
de 3 a 4 hrs de secado; para los medios como el RS (para la espomhcién de los Streptomyces),

MM, MMCY «(para las cruzas genéticas) y LB (para la extraccion de los plasmidos), se emplean

de 15 a 20 min de sgcado.

Buffer P (empleado para .'_el mantenimiento osmético de los profoplgstos durante la

transformacion). ‘
| Sacarosa: ' 103§ -
MgCl,.6H;0 2.02g
K280, 0.125g

* Aforar a 400 ml cistribuir este volumen en botellas de 40 y 60 ml para esterilizarlas.
**Agregar después de esterilizar las siguientes soluciones. " -
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40ml 60 ml

Trazas RS - 100u 150l
KH,PO4 (0.5%) cosml 075ml.
CiCh2H0(368%) - . 50m  75ml
TrsHCI (3%, pH72) ~ ~ S5.0ml 75ml

* Todo el material (vasos de precipitados, probetas, etc.) debe estar Bien lirppio y enjuagado

varias veces con agua destilada y desionizada, para eliminar cualquier resto de detergente.

TABLA i. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS.

Cepa ‘ ‘Antibibtico Auxotrofias

Streptomyces lividans TK64  Estreptomicina®  pro-2
Streptomyces lividans TK54 Espectinomicina® his-2, leu-2

Plasmido Caracteristicas

pIvl (Silvestre formado por 11.14Kb de longitud). -

PB2  (Se encuentra formado por 10.5Kb, carece de los genes de diseminacion (spread) y -

presenta un origen hibrido).
PB53 (Se encuentra formado por 12.8Kb; al pB2 se !e mcorpomon los genes spread,
» provenientes del pJVI), ,
pB50 (El gene de tsr, se eh,cuentra insertado en el sitio umco de Bgm del pJV1).
PB57 (Fragmento de BamHI de 5.7Kb del pB50 recircularizado, sin genes tra y spread).
pBS8  (Delecion del fragmento de Neol del pBS0, eliminando los genes tra),

pB59 (Delecion del fragmento de BstXI del [SBSO, eliminando el final del gen traA y el .

principio del gen traB).

- pB75 (Insercion del gene tsr, en el sitio unico de Asp700 del pJV1, ¢on lo que se interrumpe

. el gen traB).
pB76 (El pB50 digerido con Bpul102I-EcoRl, la banda de mayor tamafio se traté con la
enzima “Klenow ”, con esta mutacion se quitaron los dos genes tra),
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Tabla I. Nos muestra las cepas de Streptomyces lividans que fuéron empleadas como cepas
hospederas para los experimentos de clonacion, asi como los distintos derivados del pJV1. La
cepa donadora de los plasmidos fué la TK64, mientras que la cepa empleada como receptora fué
la TK 54; con la excepcion de la cruza realizada al inverso, en donde los papeles se invirtieron,

*** Se ytilizo como control negativo, una cruza la cuai no contenia plismidos.

. Cruzas genéticas.
Las caracteristicas de los distintos derivados del pJV1 radicadas en la formacion de
“pocks”, en la eficiencia de transferencia y la movilizacion de genes cromosomales, fueron
llevadas acavo con las caracteristicas de las cepas empleadas y pldsmidos, lo cual se aprecia en la

tabla Nim.I, con esto se crearon las siguientes condiciones, selecciondndose en cada una de ellas
una caracteristica en particular.

TABLA 1L
Condicion Colonias que son capaces de crecer
MMCY Total de las colonias TK64-TKS54 con y sin plasmidos.
MMCY+thio Solo crecen las colonias que presentan el plismido con la resistencia al

antibiotico (thiostreptona).
MMCY+thio+Str Soio crecen las colonias de TK64 con plasmido.
MMCY+thio+Spc Solo crecen las colonias de TK54 con plasmido.
MMCY+Spe Crecimiento de todas las colonias de la cepa TK54 con y sin plasmido.
MMCY+Str Crecimiento de todas las colonias de la cepa TK64 con y sin plasmido.
MM+Spct+Leu Solo crecen colonias recombinantes, producto de la movilizacion de genes
' cromosomicos entre ambas cepas.

Tabla I1. Nos muestra las diferentes condiciones empleadas, para hacer los estudios cuantitativos
de los diferentes derivados del pJV1.
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RESULTADOS

DELECIONES E INSERCIONES DE LOS DERIVADOS DEL PJVIL
Con el empleo de! mapa de restriccion (Fig.11) y el analisis de la secuencia (Fig.12) del
pJV1, se planearon diversas mutaciones con enzimas de restriccion para determinar la localizacion

y funcion de los genes responsables de la transferencia, los genes encargados de la diseminacion,

- ast como los genes involucrados en la manifestacion del fenotipo Kil-Kor del pJV1.

Aislamiento del plismido silvestre.
El pJV1 fue introducido a Strepfomyces lividans (cepa TK64) por transformacion en cajas

con medio R2YE. Las cajas fueron incubadas a 29°C hasta observar los “pocks”. Se picaron con

palillos estériles las zonas centrales de los “pocks” y se sectorizaron en cajas con medio RS, las
cuales se incubaron a 29°C hasta que los sectores se encontraran bien esporulados. Las esporas
se rasparon con un asa estéril y se inocularon en tubos con 2.5 m! de LB con sacarosa, incubados
a29°'C 'por 3 dias. A las diferentes muestras se les realizaron minipreparaciones para la obtencion

del plasmido y se digirieron con la enzima BamHI. Esta enzima corta al pJV1 en 3 fragmentos

de diferente peso molécular: 4.6, 3.6 y 2.5 Kb.

Aisiamiento del plismido pBS0. ‘

Este plasmido presenta la insercion de un fragmento de Bc/I de l.il Kb que contiene el gen
de resistencia a thiostreptona (£sr) en el sitio unico de Bg/IT del pJV1 (Fig. 13), lo cual facilito la
cuantificacion de la presencia del plasmido por seleccién de colonias fesistentes al aniibiético.

El pB50 fue introducido a la cepa TK64 por transfomicibh en cajas con medio R2YE y
thio, las cuales se incubaron a 29°C hasta observaf una esporulacién' total de ias colonias
transformantes. Las colonias se cosecharon co'n‘palillos estériles y se sectorizaron en cajas con
medio R5 + thio. Las cajas se incubaron a 29°C hasta tener bien esporulados los sectores. Se
inocularon las esporas en tubos con 2.5 ml de LB y 2.5p! de thio, los cuales se incubaron a 29°C

durante 3 dias. Se realizaron minipreparaciones a las diferentes muestras y se digirieron con
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Fig.1 Mapa fisico del pldsmido pJV1, por
Bailey et al, 1986.
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1 GMT’l'CCCACGTCN\GCGGCGTGTGMTcGGCCCGCACACCGGCCCGCﬁCACGCCG':CGCa\CJ\CCCCCCGCACACCCACCCCGCI\CAGCN\GCGGGCCGA
—_— —— <

. . . . . . . . » .

fM N AE P QY PALGROQITDAEL

. . . . apdBl—> . . . . .

201 CCTCGCCGCACTCCTOCCCGACACCGCCGCCEGCGCCOAGCCEACCECCCCGGCCGECGCCCCEETCCEGETCGCGCCCCCEETCCTCGRCGTTRCCGEG
LAALLGPDTA AARMGA ATETPTAZPAAMAPVEVAPPVYVLDVAA

301 CTCCTGGAGCTGGCCCGCCET CAGGGCGCTCTGGAGGCCACCGTCCAGGCCCAGGCCGCCCCGGTCCCGGCGGARGACARGTTGTCTTCCGGGCCGCTCT
L LELAMRRGQGARALEA ATV QAQAAMPV?PAEDI KTLSSGZPIL
401 CTCCCCGETGGGCCGCCGGTACCGCCETAGCCECCE TCGGCATCGGCGLCGGCACCTTGCTCCTCGGCTGGGCGSTCGACCTCCTCGCCGCCGGAGCCGC L
S PRWAAMAGT AVAAYV GI GAGTULLULGWALUDLILAAMGAARA ;"
501 CGCCGTCATGGCCOGGATCAGCGCCGCCGCCCCGAT GCTCAT CGTCEGCGCCGTCCTGETCGCTGCCCTCCTCGECCGCCGCTCCARGACCGGCAARCGAC
AVMAGTI S AAAPMILIVGAVLVAALLGRIRSIKTSGHNDID

601 GGGTTCGAGATCACGCAGACCATCACCCAGACTAT CACCCAGACCGTCAAGGGCGGTGGCCECCGGTGAAGCTCGACACCCABCGCCAGGTGGCGCAGGC
6 FEITQTTITQTTITOQQTTV K GG G R REMd

f¥ K L DT QR Q V A QA

. . . . . . SHAII—> . . .

701 GGAGCGCGTGCTCCAGCTCGTGTGGATCATCGTCTTCGGCGCCGTCCCCTTCTCGGTCCTCACGGTCACCCCGCTCGTGCAGCGGGT CACCCCGGACGAG
E'RVLQLVWIIIVFGAVATFSVYVYLTVTPLVQRVTTZPIDE:

. . . . . . . . . .

B0l TGGGACTGGACCGCCTGGCTCCTLCCCGTCGTTTCCGACACCGCCATCGTCATCGTCGTCCGAGTCGACTCGATCGTCGCCCGCCTCGACGGCCGLCCCG
WDWTAWLTL®PVYSDTAVVIVVYRVYDSTIVARILDSGTRE

901 GCGGATGGCCCGCCT TLETCCGCT GGCTCACCGGCGGCATGACCCTGCTCCTCAACGTGGGCGACTCGATGCTCARGAACGACTGGGTCGGCGTCGGCGT

6 6 W PAFLRWILTGGMTLLLNVYVYGDUSMILIKINIDW®WYVGVGYVY

1001 CCACGLGGTCGCCCCTHTGCTGUTCATCGTCACCGCCGAGGCCGCCCTCGGCTGCCGCCGCGCGATCACACAGGCGGTCGCCCGCATCGACCGTGAGLGG
T AV APV LLIVTAEAMRARMLGWRARATITGQAVARTIUDRER

. . . . . . . . . .

1101 GCCGAAGAGCGCGAGCGGCAGGACCGTGAGCGICAGGCCCGAGAGGAGCGCTCACGGGCCGAGCAGARGGCCCGTCAGGAGGCCGAGCAGGE CGAGCGCG
A EE R ERQDURERAGQARETERSRAEU QKA ARIOQEA AEUGQATEHR
1201 AGCGTCAGGAGCGGCTGGUCGAGGAGCGCGAGCGGAGGGCCGCCGTIGAGCOTGAGCCGCAGCGTGAGCACGAGGCCAAGCTCGCCCGAGAGGAGCGCGA
E R QFERDLAETERERIRAAMABAETR RETR RTGEQREHEA BRI KTLARETETRTE
120} GTACGCCGUCCGCATCEAGCAGGAGCGGCCCCAGEGGGAGGCCGCCCGAGAGCAGGCCGLCCGCGAGGACGCCGCACGTCAGCGCAAGGAAGAGCAGGAG
f AA R1 EQERAEREA ARMAREIQAARTEDA AARARRUGOQRTIEKTETEQE
1401 CGRGCCGACCGECTCCGCCGTGAGCAGGACGAGRAAGCCEAGCETGAGCGCAAGGACAAGGAGGCCGCCCAGGCCGCCGAGAGGGCCCGCAAGGLCGLCE
R ADRILRREZGQDEU KA AERTERIEKTIDIEKTEA BAMAMAQAAR AMERA ARIEKAAR
1501 AGGCCCGCCGTACGGCCCCGCCCGTGAGCGCLGCTGTGAGCACGCCCCGLCCGGCCGTGAGCGCCACCGTGAGCACCCCGGCTCCCGAGGCCECTCACGA
E ARRTAPZPVSAAV ST PRZPAVSATVYVY STUPATPEA AR RHD
1601 CGTCCCGGACGCGAAGAAGAAGTTGCCCGTGGACAAGGCGETCATGGTCCTGGCCGACGCACTCCGCGATGGCCGCTCACAGCGCCAGATCGTCGCGETC
v P DAKIEKI KLPVDKALMYLADAaTLRDGH RS Q@RQETLI VAL

1701 ACCGGCAGGAGCTCCGGCTGGGTCGCGAAGCACTGCCAGGCGL TCACGTCCGECARGAAGGCTGAGGAGGT CGCAGCATGAGCACCGACGARCTGATCGE -
T GR 8 8 GWVAKUHCOQALTSGKI KA AETEV A AE f
M 5§ T D E L I A 3

) . . . . . . . pdBIIT—> , .
1801 CGCGCACGCCGAGGTGAAGGCCGAGATCGCCTCGCACCEATTCCARGACCGGTCT A TTCTGBCCTTCGTGGGCGCCGTGATGGCCGGAGCCTGGACCACA
Al AEVY KAETILIAERKTODSHKTGILULLATFVY GAVMATGATEWTT




f . . . . . . . . .

" 1901 GCGAAGGACCTCCCGCTCACCCTCCCCGCGTACCTCGTCGGCGGTGCTGGCCTCUCGCTCCTCCTAETCECCGCCGEGCTCECGCTCCAGGCCGTCCGCC
AKDL®P®LTLPAYLVYGGAGLALLLVYAAMGLALOQAVR

2001 CMCTCGGCGGCGGCCGCGGCTTCATCCTCTGGGCG}\CCC‘TCACCCCGCMCAGCTCGTCGCCACCMCGMACTCGCGACCTCGCCGCCGACATCGT

P NLGOGGURGTE FTIULWATLTPQQLVATTETARIDLAADTIV

2101 OGGCCTGGCCCGGATTGCCGTCGCCMGTTCGTGCTCL“I‘GCGCCGCGCGGTCG)\CCT CGTCCTCGCCGCCGGCGCCTTCCTCCTCGTCGCCGCCCTGATC
‘6 LARIAVAKT FVLLRRAYDLVYLAAGATFILILVARARLTI

2201 GTTCTCGGAGGTGCCCTGTGACCCGCCCCGGACAGARGCAGAACGGCTACGCGGGCCACCGGCCGCAGAGCAC ZGCCGACGRCCGCACCGGCAACARCGE

V L GG A LEnd

IMTRPGQKQNGYAGHRPQST}\DDRTGNN}\

. pdBIV—> . . . . TeE te eeevEeRteeNse  bEEEEICEbETANEIERY

2301 TCGGGGCCACGAGGCCCCCGACACCACCCGCAAGCCCAAGGGCCCCARGGECT CCTGNJCCGACACAGCCCCGOCGGATCCACCGGCGGGGCFCTC’“TCG

RGHEAPDTTREKEPEKGEPKASEM <

it
&
§

Crberbvebrsvr bbb rr e . . . . . BamHI B .

2401 GCCCTCCAAGTCACACCAGCCCCTCGCACAGTTCCTGGACTTTCTGGACCCCCTACGCGCGGGCGCGTGCGCACGACCCTCCGGCCCAC CGCGCAACGAA
. . . BglIl . . B . . .

250] CGCCCCCTTCGCCCCAGTTCGCCCAC .C"GTC}\CI\GATCTGGGCCGCGCGRCGTACTGCTACGTGMACCCCGCCGCCCGCCGC’I‘GACCJ\GCACGA

2601 AGGGACCGCAGATGGAACTCATGAGACCGCCCTACGCGCGCGEGGACCGGT GTARCGCCTGEGCCCGCCACTCCGTCCATACAGCGCCGAGAGAGGAGAC
2701 CGCACACGTGGCACAGCAGGCAGTCCGAGCAGGGGGAACARCCGCCCGCCAGCGCCCTACGCTCGGAGACGGCGCGEGGCCGACCCTCCARAGGAGGART

2801 GCCCCCGTGCGCCCAGTCGCTTCGLCCCGACCCACGLCCGACT TCCCCGGACTGT TGGTCTGCGCCGAACCCCCACGCGCLTTCTTCGCCTGCGCCTGEG . '_ S

. . . . . . . . . D

2901 GCPACTCGCGAGACGTCGCCGACCGCGCCCGTGTGGTCGAGCTGGTGACTCACCACCAGGAGCACGCCGACGTCTGCGTCCTGACGACCGGTGGGGCCTL
3001 TGAGGCATCCGCGUGGCGAGCCACGCATGAGGCGGGCGATGCAGCAGGATCTACCCGARCAACTCCAGAAARAGCGARACGGCCAGGGGTCCTARTCCCT

. . . . . . . . . .

3101 GACCGCTTCTGACGTCCACCCGGCTACCAACCARGGGACTCGTCTGTGTCCAGCGTARGGGACGCTTTGGCGTCCGCAACCCCCTCTTTGATCGGCGCGE

. AN eNRES sEREs Erhs bukash  HEbE ¥ Gke wE EREE €% b 4 & Avbbebe 44
3201 CGI\CTCI\GTCGCCCGCCCGCGTCCCCGCCGGCCCCCGTTGCCG\:TGCGGCGCCGCCCTCACGATCACCCCCGGCMGCGMCCMGGAGTTCTGCTCCG’\
TR e i > . > BEEEOE  WeRebEE b dk kEE ke e d

3301 GGCGTGCAAGARGCGGGCCGCECGGGCCCH! GAAGGCCGL.(.GACCGAGCCGCCG}\GGCCGCCCG‘I‘GAGACCGCCCCTGGCMMMGGAC CCTAGGTAAA
>

———

+ SEREEERNY Bok X IR T A T Y T R . . . . . .

3401 GGGTTGATAGAGTTTTCCCACCCCCCACTGACCAGCGACTTTGCGEAAGTGGCAGTCGTGGGAGGAAC GGG AGAGT CCGAGAGGGCGGCAGCCCTTTCGG

3501 ARCAGACCACAAGGLGCGCGGCBACCGCTGCCGTACG CCOCTACCAGGGCCGCARGGTGCTCAACCGGETCTCCGGBATCGACGCCTGCAGCEGGTECGE
’ fM L N RV 8 G I DACGGCG

2P~—>
3601 GUGGLGGETCCTCAACCCGGACACCGGCGT GATCTACGCGARGTCGAGCCOTGGGTACGTCGTCACGATCGGCCTGGTCCGCTGCGGGCGGATCTGGTTC
R RVLDEPDTGVYIYAKSSRGYVVYTTIGLVRCGRTIUMWTF
3701 TGCCCGOAGTGCTCCTCCGOGATCCGCCG TGGCCGGACCGAGGAGATCAAGACCGGTGCTCTGCGGCACCTCACCGCCGGCGGCACGCTCGCCGTTGTCG ¢
¢ FPECS 5SAIRRGSRTEETI KTG GALRUHELAAGGT TTLAVY 3

. . . . . . . . . .

3901 TCCTCACCCCCCGGCATAACCAGATCACCCACCTCEACAGCCTGGTCSCCGCGCTCTGEGGCAGGCCTCTCCTGGACGACAAGGGCGCCECGGTCCTCGA
VLTARHNQTTDLDSLVAALTU®EWGSGPTILLUDTUDTEKT GATPVLTD

B . D .

3901 CCGGTCGGGCAAGCCCCGCCGCECGCCCGGTGCCTACCAGCGGATUCT CACGECCCCEGCCT TCTACGGCCGCCCTGAGGCCCGCCGCACCCGGAAGGAC
RS G K PRRAPGAYQKMILTAZPATFYGRZ®PEARTRBRTTR RTIKSD

. . . . . . .

4001 GGAACGCAGTACGTCCGTCCCOCTGAGGACGGCATCCGCCACCEGATCGGCTACAT CGGCATGETCCGCGCAGCTGAGGTCACCCGGTCCAAGAAGAALG
G TQYVRPAEDGTIRUHRTIGYTOGMYRAAETVTRSIKTKN




4101

4201

4301

4401

4501

1601

4701

4801

4901

5001

5101

5201

5301

5401

5501

G501

5701

5601

5901

6001

6101

6201

GTTACCACCCCCACCTCAACCTGCTGGTCTTCCTCGRCGGCGAGCTCTCTGGCACCCCGGCCARGGGTGACG TCGTCGGACACT TTGAGCCCTCCGAGAC
G Y HPHLNLTILVYVTFLGGETLSGTS VA AKG GDV VGHFET®PSET

GGACCTGGGGGACTGGGAGGACTGGCTCCGEGAGATGTGGGCGGGCGICCTCARGCGGECTGACCCCARGTTCGAGCCCTCGACCGACTGCGACACCCCE
D L GDWET DUWTILU RKEMMWAGALIKTEKADZ®PKTFETPSTUDTCDTEP

. . . . . . . . . D

GGCTGCAAGTGCAAGGGCAALGGCCACGGCATGATGGTCTCGATCGTCCGGTCAGCTGACGACGTCGCGCTGATCGAGTACCTCACCARGAACCAGGACG
G C K CKGEKGHGV MV SIVRSADDVALTI ‘B YL TKWUNO QD
GGARGCGAGAGCGGCCCGACTCCGTCGACCAGGACCTCGAARCCGCCGGCGCAGCTGCGATGGAGACCGCCCGTCTGGACTCCAAGACCGGCCGGGGCCE
G KRERPDSVDQDLEA RARAGAAAMETARTLIDSIKTGRGHR
GAAGTCCATGACGCCGTTCCAGATCCTC TACCGACTGTGGGACATCGAGG T CGCCGEGCTCGACCCCGACATGGC CGAGGGCTACGGCACGCCGAAGCAG
K s MTPFQILYRILMWDIEVAGLDZPDMAEREGYGT?PKOQQ
CTGCGCGCGTGRTGEGCCCAGTACGAGGARGCCCTCGCCGGACGACGCGCGATCSAGTGGACCCGAGGCCTGCGGCGGCACGTCGACCTCGACGGTGACG
L RAWWAQYEEALAGRRATITEUWTRGLRRUHVY.DLDGHD
ACGACGAGGAGACCGACCTCCAGTACGTCTACGAGCCGGAGGCCGCGCCGCTCGACGGTGGCGTLGTCCTCACCTCCGACGCEATGCGCC TGGTCATCGE
D DEETDULQYVYEUZPEAAPLDGGVYVYVLTSDAMZPBRLUVVG
AGCCGACGCTGAACTCGACCTCGACGACGTCGTCCGCGCGGAGGCGTACTACTCCGCGGTTGACGT CGTCACCGGTCTCGGAGGACGTGCGGATCACGTG
A DAELODLDDVYVRAEA AYYSAVDVVTGLGGRADHV

» . . . . . . . . .

CGGGTCGCTACCGCCGAGGARCTCGCGGAGGTGCAGGAGGTGCTGT TCGCGCGGACGCAGGARCGCGCCCAG GAGAGCAGGCGCCAGCGCCGAATCGCGS.

R VATAEEILAEYQEVLFARTAOQERAETESRRUGQRRTIA
AGCACGAGGCCGABCAGGCCGCCGCGCAT CGGAAGCEGLAGGAGCTCGCGCGGTGCCTCOGGCTGCTCETACGGCAGCCCGGCGGCACGCAGGACGACTC
EHWEAEQAAAUHRIEKI RKROQEULARTCGCLGILLY R QRGGT QODODS
GGCGGCGGACAACTTCOTCOCGCATAT CCACGCGARCEGCTGACGACAACCCCCCHTTGTCGC CCCGACCGT CCCCGGTCGACGCCGARARCCCCGGCGT

A A DHNF VAL I HA N REM——> oo

. . . . . . . .

GACCGAGGCGGRGRGETGTARCTGETACCAGTTACCTATARCTCGCT TCCGCTCCCTACTGCGAGARGCCCCGEGGCCCGAGAGGTCGGCGGCCCACGAT

GACGGGECGCTUGATCCGCTCCHGGACCT CCACCCAGTCACCG TCCAGCG S GCGCTCGATCGCCGTCAGCCGACGCT TATCTCGCTCGCGGATCTGGACA
TCEGGGCETGCGCCGAGAGGHCOTCATGCTGTGCTCATGRCGCCAGTCTTCCGTOCCE TGARGGCOTACGECT TCGCCGCCGACTTCGTCATGACCTGAG
CGGTCACACCTCRGGCATCACGARTGCCC TCRGETGCCGACGCCCCGCCGGAACGGT GATCCARGGCOTGCACACGTGCCCATGCACACGCGTGCACEEE
AGCCGTATGECCCCGGCCATACCTTGGTACTTCCGGAGCCGTCGTACCGGT CGCAAGCECGECGCTCTGACCTGATCGAGGTACATCTCGTGGARCTTCG
TGGAACCGTCCTACGCGCGCGCETGCARCGET TCCTCACCOTGTGCTGTCGGCTCTCGTGARCGGCCGATTCGTCGTGATGCAT TG TGTGGGCGATSAG
™M W A M S
TTCGAGCGCGTALTECTGETCGTCT TCGTGCTCOATCRCGECCGCECTCOTTGGTCCGGGCATGARCGGCGACCAGGAGCACGAGCAGCCCACCGAGTTC
§ 5§ AY SWSSS CSTIAAALVYVGEPGMUNGDG QETHTET EPTEF
GCACAGATCGARGCGCGGATGATCCGGACTGCGCT CACCGACGAGGAGTGUG COGAGC TGATCGAGCACCGGCCOAGTCTGCCTGCCTCRUTCOOGGEET
A QI EARMIRTALTTDLETEWAETLTIEUHRG PSTLEPASTLA A
ACGPGCGGTGGGAGGCCGAGGTCOAGA COARGGCCEEGTGACGETGGCCGCGCGECACGTACT ARRGGIGCGGCGLATTCTGGTGACCGTGCTCCTGRTCG
Y ERWEAEVET KA GEnd
TCATCGGSGCCGGLGCCACCTCATCASCGT COCEGCTATCTCCGGCAGCT GOGEATCACGGCGACGACGTCGGAGCECTCCGCCCGCAGGATCGCEETS

. . . . . . . . .

ATGGCGACGGCGGTGATCGCCAGGATCGCGAGCCCGAGCACCGCGABCAGGGCAAGGGCGTACGGGTCGATGGGCATGGGTGTCCTCCTGGTGGTCGAGA

;
4




6301 AMAGTCCT(;CCGCCCCGG;\CGGGCAGGG';‘GGTCCGTAG&TTGG}\GG}\’.‘(.:GGTTACTTA(;GCCCGCAAG';'CACGTCCTC(’,‘ACCCCTTAG(';CGGGGCTCGI‘\
6401 CCGGTC CG}\(.SACAGTGAGA;GGGCTATCG&GCCCTCCGC’;‘CCCCATM‘ Gt.i"-CGG)\TTGC;\G‘CGGMCN(.:C‘I‘AGACCAT';‘TGCGGC(SCGC‘ETCGGGCT CGf;
65;01 CCGGCGCGT(:.‘TGCACGGTC;GGCACACCG’;‘CCGTABGGC(.:CGMG)\GGG‘CTCAéCMCG;GTTAGGGAG';'CGMTGCTC:SGTCTGCTCC;\GGGATGGTT;
6601 G.‘I‘AK'SGACGG(':TGGAGGGCG(.SGCAGCCGAGéTTTTGAGAC‘;"l"l‘TGGGABC(;TCC'I‘)\CGCG:ZGCGGchCG';‘GGGCGACCG;iTCGGTGTCG’;‘CATCGCGGCC'Z 3

. . . . . . . . . .

6701 GGGCCGGCGGCGGAGCCGCGGGGCGGAGACAGGAGCGEGCCGCCGGCGGTCGGGCCGCGGGLCCH CGCCTTGATGGAGTAGGGAAAGTTGTACC

6801 GCGCCCCCTTCGAGGGCCCCGAGGTCGTCGCCGATACGG TCGACCCATGACGTACGACACCCCCCGRGACGGCGAGGGCGACCCGCTGTGCGCGTGGT GC
. . . .Scal . . . . . .
6901 GGAGGCCCGATGCAGCAGCCCGCCACI\GGCCGCCGCCGCGAGTACTGCCGCCGCTCCTGCCGCCM.CGCGCCTACGAGGAC}\GGCGCCTCéGTGAGGCCC i3
. . . . . . B ' B . .

7001 AGCGCGARGCGGTGGTAGCCGCTCTCGCCAAGGCCGCTCTCCGCACTTCCGTTTCGTCACGTGACGATCGCCCGACTCCTCCGATTCCGTCACGTGACGA
' g > R e e

. BamHI . . . >< . .

7101 ARCGGTGCGCCTCCCGGAT CCCCCAGCTAGTCGGLCGGTGGTGGTCCCCGTGGCGARGGTGCCGGCGCCTCCGAAGGAACAGCCGCCGCGTGGGCAGREE

><

7201 ATGGGGTTGTGGTGACGGCGGATCGCCGEACHCGTGCCCCEGGACGGCCCGCAGCGCTGGGAT CAGCTCGACTGCCT TAGCCACATCGCGGTAGCAGETG
7301 CTCCCCCTCAGCCCGAGACGGECGGTRCIGTCGCCTCACGCGCCCGTCTGGGTCGACGGCGEEGGTACGGCGCCCCGCCCCACTCCCGGGCCGCCAGACG
7401 GCCGTTTAGCGCCCGTGACCCCACCCCTACCGCCGTCAGCCGCCTTTGCCCGCCCGAGCGGCCCGCAGCCGCGCACCGGCCGTGCCACGGAGGATTACGG 3
. . . . . . . . . Necol 2 :

75C1 ACCTTGAGCGCCCTCCCGTACGGTCGGAGAGCGTGAAGAAGCECCCGCCACES! CCCGGCGGGGGCGGCGTATGTCAGGGGTGCAGGARGGTCACTCGCLE
T e e < - -
Ende g s

7601 ATGGGGACCCGGGCGCCGGGEGCGTAGACGTCCTCCCAGTACCCCAGTGCCCTCTCGTCGTCATGGAAGGTCACGGTGGT GACCATGACGGCGACAGCGG”
mp v r agpayvdewy glareddh f¢tvttvmyvawvaas ,
7701 AGTGGGGCGGAGCGT CGATCTCCAGCGCGGCCAGC TCATCCT GGGRGGCCTEGCGTECGTGGGCGGTCCTCTGGCCCT TCACGACCTCGCGGCCEGTGCG
h ppadi el aal edgqgqasaqr ahatrqgqqgkvvyeragetr
7801 CTCGGTG’I‘I\GAGCTGGTCGMCTGCGCGACCI\TCCGC’!‘CGTCCTGGCCGI\GTTCCGGCACGGCGGCG)\CGG‘I‘GTGCGGGGGGTAGACGGAGACGFCGACG
erylqdfqnvmredqqlepvaavthppyvaqu
7301 GI\GGI\GGGC‘I"1'G‘l‘CGTCCTGI\CGGMGACGCGGI\TGCGGATCACGGCCTCGTCGCCGGGCTCC)\GGTOCAGCGCGGCGCAGACCTCCGGGTCGTI\GACGG
sspkddqrfvrirlva‘adqpaldlaacvepdyvs
8001 AGEGCTGCATGACCCGGTGGCCGGAGGRGGTCTCTCCGGGTGCGTACCGCT TCCCGT TCTTGGCCATACGGTCGAGCCEGTCCGCGCT GGTGATGACGAT
zq’mvrhgsstegpayrk'anamrdlrdaqtivi

8101 CGGGGACT’l‘CGCGI\CGACGG'I‘GCCCAGCGCCCCGCGTGAGGTGACGI\GTCCCAGGCGCTTGAGCACAGCCAGAGCACGGCTC}\CGGTCTTGGCAGCGACG
p s kavyvtglagrstv!igvrerkl1lvalaresvettckaayvw

. . . . . . . . Bpullozr .

8201 TCGRACTGCTGGCGGATGTCGGTGACCGAGGGEAGTGCGTCGCCCGECACGAGTTCGCCGGCCT TGATGCGCGACCCGTAGTGCTCAGCGACGTCTGEGT

d fgqgrcri1d¢tvspl adgopaleqgack dizcosr y h e a v day

e A T

. . . . . . . . . .

8301 ATCCCGCGCCCTGTGCCCTGTATGCCATGAC TCCTCCTTGTT IGTCGGATCARCCCG TCATGTCGAAGGTACATCAATGACCCTCCGARGGT ACATCCTT
g agqarcyanm > >

i
;
5
;
¢
;
i
;
i

. | &—traR . . . . . . . .
8401 GCCGTTGGTTGGT TCCTCATGTACCTTCAGGACGTCGSCARGGTGE TTTARGTACCTAGTGGCGGACTGATGTGTACCT TCGTCCGAGAGGTGAGTCATG
<
< < ™ :
. . . . . . . . B trad—>

8501 GCMCCRGGAM‘GTCCCCCCGC}\GCAGGGCCAG:’-.CCCGCMC)\CC}.\CTCGTGGCCAG}\GCGCGCACGGCMCAAGTTCGCGGATGCCGGTGCCTTCGCTG
ATRNVPPQQGQTRNTTRGQ'SAHGNKF‘ADAGAFA




0 . . . . . . . . .

8601 GCGGTCTCCTCGGCGCGATGAGGCGGCAGCTTCGTCCCGCCGATCAACCTCACGGTCAACTCGGGTGGCGGCAGEGGCGGTCAGTCCCCCGCCGCCTCGLG
6 6 LLGAMG GS ST FVPEPINTLTVHNSGS GGRTGSGOQSU®PAASR
8701 TACGCCCCACTTCATGCTGGGGGAGCCGACGTTCGCCTCGACCGATGACGTCCGCAACT ACTGCAACGGCGT COGCGCTCTGAT GCTCCAGTGCGCGATE
T P HFMLGETPTT FASTDDVRNYCNGVRALMLGO QCGSCATI

’ . BstXl . . . R . . . .
8801 GAGCTCGCGATGGGCGCCAAGATCCTGRALGCICGGCTCGCCCAGGCCCAGCCGCTCCCGRACGACRCUCCGATCCAGGCGARGCTCCGCGCGATGAAG
ELAMGAKTILEARTLAQAQPLPDDTEPIQAKTLTRAMEK
8901 TCGGCCGGAAGCTCAAGCGRGACGCCGACGGCGCCACEGCCGCCGCGAAGARCGCGGTCGCCGCCTACGGCGCCTTCCAGCGTGAGTACGCGGACCTGAT
VGRKLEKRAADGA AT AAAKNAYAARYGATFQRE.YADLH

. 9001 GCGTCCGCGCCCCARGCAGCGTCCGGCCCAGACCACCCCGTTCCAGT TCTGAGGAGGCAGCGTCATGGT GAGGARCACTCAGCAGCAGGACGGCCTCCCT
R PRPKGQRTPAQTTETF Q FEnd ™M VR NTOQ'QQDGL P

' txan—>

9101 GCCGTCACCTCGTACGGCAGCACCT TCAAGGCGTGGGCCTGGCACGTGACCAAGCCGT TCETCCCGCCGTGGGCGGTCGCCGGTGT CACCGG TCTGGCCG
AV TS Y GS8TFKAWAMWMHRYVY T KZPTFVPPWAVI™Y™M GV TG L A
9201 GCGGCGGCGUCAACCTCCTGTGGCAGGGCTCGCCCTGGGCGGGCGTCGGCCTCACCCTCGGGTCGGTCGCCCTCACCGGCGCCACCTGGGCGGCCGGGGT
6 6 G ANTELLW QG S PWAGVGLTULGSVALTGATWAAGYV
- . . BstXI . . . . . . R
9301 GAAGACCGGTGGCAGCGCCGTCTCCACTCCGCCATCACCGTGGCGGCGGLCTCGGCCTGGACGACGGCGGECGCGATCAGCGGGCCGCTCTCCGGCCCE
KTGRQRRIULHSAITVARARASAMWTTA AAAR ARAISGEPLSGT®P
9401 CTCCCGOACCTCTACCTGATGGGCGGCGCGGTCCTCGCGCTCTCCTGGARCATCCGCCGCGTCCTCGCGGCCGGGATGGCCGAGACGTCCGGCCAGTCGG ~
LPDLYLMGGA AWV . L ALSWNTIRARYLAAGM®AMAETSSGTE S
. . . . . . . . . .
9501 COGACAAGGGCCTCATGGAGAAGGT CGGGCTGGCCCGCACCCTCCTCAAGAACGTCAAGGT CGAGCCGAACARGGTCACCGCCTCGTACGAGCTTCCGGE
ADKGLMEEKVYGLARTILLIEKNVYVIEKVETPNEKVTASTYETLTFPA
. ) . . . g . . +BamHI . .
9601 GGGCGAGCTCACCAACGACGACCTGGGCAAGGCGCGCGACCGGATCGCC TCCGCGCTCGACGTCCCCACCACGGCCATCCGGATCCAGCACGATCCGGAC
G ELTNUDDTLGE KA ARGDT RTIASALDVYV®PT®T TATIRI Q Hbeop

. . . . . . e . .

9701 TCOGLCCGGCGCGGACOGATCGTCATCGTCCCCGAGGACATGCTCAAGACGCCGACGATCTGECCCGGCCCGTACGE COCGGGCGAGTCCGTGGAGGTCA
S}‘\R'RGRIVIVPEDMLKT'P‘I‘IHPGPYAP‘GESVEV

9801 CGCTGCOGATCGGUGTCTACGACGACGGTGCCGACCTCGTCCTGCCGCTCCTGGCOGE CAMCGTCC‘I‘GGTGATGGGCATGACCGGCTCCGGCMGAC
P LRIGYYTECDGADLVYTLPLLAARIHVYLYVYVMGMTA GSGTI K™D

. . . . . . . D . .

9901 CGAGGGCGCCOTCGACCTCCTGCT CGARCTCT TCACCCGCCGCOACGTCETGGTCTGGCTCOCGGACGCGGCCAAGAGCOGCCAGGACTTCCAGECGETG
E 6 ALDLLLETLTFTRA ADNWVVHLADAAKSG GG QDTFEG QEP.L
Hcol . . . ' '

10001 CTCCCCGQCATGGAC“.‘GGGCGGCGC’I‘CGAC}\CCCCGTCGGCCGCCGCGATGGTbﬂCCGCCGTCCMGCCGTC}\TCCCTGCCCGTACGGCCTGGCTGCGTG
. PAMDWAATLDT PSS AAAMVYVAAVYQAVIPARTAMWTLR

. . . . .

~ .
. . . . .

10101, ACCACGGCTACCGEGCCTGEGAGECCGCCGCTGCCGACGCCAGRCCAACCCGGCGCACTCCTGCCGCAAGGACGECCGCGCOTGCGECTOOGACGGGAT
DK GYROAMWEA BRA AR AMARROQTNEPLPAHSCRIEKDGIRACGCGT CHDGHM

. . . . . . . 0 .

10201 GGCCTACCTGCTCGCCTGGTTCGAGGAGGCCGCGAAGETC CTGCGCGR&CTGGGCG}\CGACGTGTT CACCGGCATCGCCCAGGAGGCCCGGTCCGCCGGC
I\YLLAHE'EEAAK‘L'L'RELGDDVFTCIAQEARSAG

. . . . . . . . . .

10301 GTCTCGCTCGTCGTTTCGATGCAGCGCGCCTCCGGCTACCAGCTCTCCACCGACACGAGGGLGAGCCTCCCGGCCGCCATGTGCTTCGGAGTGAAGGGCS
V8§&LYVYSMQRASGYQLSTDTRASLTEPAAMTECTET GVEKSG

. . . . . . . ’ 0 .

10401 ACGACGCCTCGTTCGCGLTGCCGGAGGAGGTECTCGACGCEGECTCCGACCCGGCEGCC TGGGGCAACARGCGCARGLGCTACGTGTACCTCATCTCCGR
DDASFALPEEVLDAGAD’PJ\ANGN’KRKGYVYLVSA




. . . . . B . . WAsp700I

10501 CGAGGTGGACGAGGACCTGCACGCCACCCCGGCGCGCACCTTCTGGACCGGCCCGTCGGGCGAGTACGAGCGGATGGCGGAGTACGTGGTGAAGCAGTTC
EVODEDTLMWATZPARTT FWTG?PSGEVYERMAETYVVKOQTF

10601 GCGAACGTCCGGGCCGCGCTGGACGCLGTCACCGCCGGCGCCGCCGAGARGGCCGTCGGGGAGT TCTTCACCCGCCGCCGCGAGCGGGCCCTCGGCARCC
ANVRAALDAYV T AGAATEI KA AV GETFTFTRRREIRALGEGN

10701 AGGCTGCCTCHACCTCGGCGTCGGAACCGACCGGCGACCCGCTCCTCGATGGTCTCGCCGAGTAGGAGTCCGCCCAGGCGGTCGCCGCGCTCGTCGACGA
Q AAST S ASEPTGDU®PILLUDGLAEGQESAQAVAALVYVODE

) 10801 GGAGGACCAGGAGCTCGACGTCACCACCGACCTCGACCCCGTCGAGACGGACATCGCTCTCCCGGCGGCCAAGCCCAGCCCGGAGGAGGCCCGCGAGCTS
EDQEL DV TTODLODEPVET®DTIALUPA AAKTEPS®PETEARTEL

10901 CTGGAGGACATGGTCGCGATGCTCGCCGGGGTCGGCCCCGGCACGGTCGCGGTCARGGACCTCGGCCCGTACCTGGAGCAGCTCGGCCGGGACCGGAGCT
LEDMY AMLAGYGPGTVAVYVYKDILGPYULESG QLGRUD RS

11001 GGGTCTCCAAGCAGATGTCCCGGATGGCCTCCGAGGGCCGCCTCGCCCCGACCGCCGRACAGGGCGTCTACCGCCTGGTGCCCGTCCTCGCCGCGGCGTG

WV S KQMSRMASEGRILAPTA AEQGVYVYYRLVYPVLAAAEM

11101 ACCGCCCCGCACACCCGCACACCCCCGCACAGCCGTACAGCGE

Fig 12. Secuencia de nuclettidos completa del plasmido pJV1. La secuencia ests numerada a partir de la primera
base del unico sitio de reconocimiento para la enzima EcoRI. Se muestran las secuencias de aminoacidos de la
proteina de replicacion (Rep); asi como las proteinas responsables de la transferencia (TraA y TraB), las
proteinas responsables de la diseminacion del plismido (SpdBl, SpdBII, SpdBIIl y SpdBIV), las proteinas
involucradas en la manifestacion del fenotipo Kil-Kor (TraA, TraB y TraR) y una proteina de funcion
desconocida (codificada entre los nucledtidos 5787 y 6038)

Se marcan en la secuencia de nucledtidos, los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion con las
cuales se realizaron {as mutaciones mencionadas en ef texto. Las secuencias de reconocimiento para las enzimas
se encuentran subrayadas.
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BamHI para comprobar la presencia del plasmido. El patron de bandas es similar al encontrado en
¢l plasmido silvestre, solo que la banda de 4.6 Kb es de 5.7 Kb por la presencia del gen #sr.

* El pB50 también se introdujo-por transformacion a la cepa TK54.

** En las diferentes cruzas hechas con este plasmido, se observé la formacion de los “pocks”.

Aislamiento del pldsmido pB2.
Este plasmido contiene un origen de replicacion hibrido y fue generado in vivo al -
~ cointegrar al pJV1 silvestre con el vector plJ486 (derivado del pIJ101, Ward et al, 1986), en sus
sitios unicos de EcoRI (Servin, 1993). El pB2 posee, por lo tanto, una parte proveniente del pJV|
(comprendida entre el inicio de replicacion y el sitio de FcoRI), que incluye los posibles genes #a,
y otra proveniente del plJ486 (comprendida entre el sitio EcoRI hasta el origen de replicacion),
que incluye al gen #s7, la cual sustituye a los posibles genes spd del pJV1 (Fig.14). El pB2 fué
introducido a la cepa TK64 por transformacion en cajas con medio R2YE + thio. Las cajas se
incubarén a 29°C hasta tener una esporulacién total. Las colonias transformantes fueron
sectorizadas con palillos estériles en cajas con medio RS + thio incubadas a 29 ° C hasta tener los -
sectores bien esporulados, Las distintas muestras se inocularon en tubos con medio LB + thio,
incubados a 29°C durante 3 dias en agitacion constante. A las diferentes muestras se les
realizaron minipreps, las cuales se digirieron con BamHI, ya que el pB2 presenta dos sitios de
reconocimiento para ésta enzima, el patron de bandas es el siguiente: una banda de 8y 2.5 Kb.
En el pB2 se realizo una cruza entre las cepas (TK64 y TK64 con el pBZ) para la
observacion de los “pocks”, pero no se observarén los “pocks”.

Aislamiento del plismido pB53.

Al plasmido pJV1 se realizaron digestiones dobles con las enzimas BamHI y EcoRl, para
la extraccion del fragmento que contenia los genes spd, el patron de estas digestiones es el
siguiente, son 4 bandas de diferente peso molécular: una banda 4.65, 2.5, 2.3 y 1.35 Kb. La
digestion total fue corrida en un gel de agarosa LMP 0.6% (12 volts, por 14 hrs), para separar y
aislar la banda de 2.3 Kb que contiene los genes spd.

Al plasmido pB2 de igual manera se realizaron digestiones dobles, solo que las enzimas
empleadas fueron LcoRI y Bglll. La inactivacion de las enzimas fue por extraccion con
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fenol/cloroformo. Los extremos que dejan estas enzimas no son compatibles, por lo que se
esperaba que casi todo el fragmento se ligara con la banda de 2.3 Kb. La mezcla de ligacion se
introdujo por transformacion a la cepa TK64 en cajas con medio R2YE + thio las cuales se
incubaron a 29°C hasta tener bien esporuladas las colonias. Se cosecharon las esporas y se
inocularon en cajas con medio RS + thio a 29°C hasta llegar a una esporulacion total. Se
cosecheron las esporas y fueron inoculadas en tubos con medio LB -+ thio a 29°C durante 3 dias.
A las diferentes muestras se les realizaron minipreps y se digirieron con las siguientes
endonucleasas para comprobar la estructura del plasmido: Ssfl, BamH1 y Pstl.

Al plasmido en el que el fragmento EcoRI-BamHI que contiene la region spd se habia
ligado con el fragmento EcoRI-BgllI del pB2 se le llamo6 pBS3 (Fig.15).
* Se realizo una cruza entre las cepas (TK64 y TK64 con el pB53), para la observacion de los
“pocks” y si se observaron. '

Aislamiento del plismido pBS7.
El pB50 fue digerido con la enzima BamH1 y la digetion total fué corrida en un gel LMP
(12 volts, por 14 hrs), para el aislamiento de la banda de mayor peso molécular (5.7 Kb). La
banda aislada corresponde a la region esencial del pB50 y lleva incluido el gen de resistencia a

“thio. La banda se purifico y se ligaron los extremos cohesivos para circularizar el fragmento. La

mezcla de ligacion fue introducida a la cepa TK64 por transformacion en cajas con medio R2YE
+ thio las cuales se incubar6n bajo las mismas condiciones, Las colonias se tomaron con palillos
estériles y se sectorizaron en cajas con medio RS + thio incubadas bajo las mismas condiciones.
Las esporas se cosecharon con un asa estéril y se inocularon en tubos con medio LB + thio. Se
realizaron minipreps a todas las muestras y fueron digeridas éon BamH1. _

Al plasmido que tenia la estructura deseada (fragmento tecirculariudo), se le llamé pBS7
(Fig.16).

_ Aislamiento del plismido pBS8.
El plasmido pB50 fué digerido con la enzima Ncol, lo que genera una delecion de 2.5 Kb
que abarca los genes involucrados en la transferencia. La digestion total, se corri en un gel LMP

. (12 volts, por 14hrs). Se aisié la banda de mayor tamafio (9 Kb) y dicho fragmento fue
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recircularizado con la ligasa T4, La ligacion se introdujo a la cepa TK64 por transformacion en
cajes con medio R2YE, las cuales se dejaron esporular a 29°C. Las esporas se cosecharon con
palillos estériles y se inocularon en cajas sectorizadas con medio RS + thio a una temperatura de
29°C. Las esporas se cosecharon con un asa estéril y se inocularon en tubos con LB + thio por 3
dias. Se realizaron minipreps a las diferentes muestras, las cuales fueron digeridas con BamHI.

Al plasmido que contenia la delecion del fragmento Ncol de 2.5 Kb se le llamd pB58
(Fig.17).

Aislamiento del plismido pBS59.
El plasmido pB50 fué digerido con la enzima BstXI, eliminando un fragmento de 500 pb

que comprende parte del gen rad y el principio del gen traB. Se corri6 1a digestion total en un

gel LMP 0.6% (12 volts, por 14hrs), se purifico y recircularizo la banda de mayor tamafio, con la
ligasa T4, La ligacion fue introducida a la cepa TK64 por transformacion en cajas con medio

* R2YE + thio incubadas a 29°C hasta obtener las colonias transformantes bien esporuladas. Las

esporas fueron cosechadas e inoculadas en cajas sectorizadas con medio RS + thio las cuales se
incubarn a 29°C hasta obtener los sectores bien esporulados. Se cosecharon las esporas y se
inocularon en tubos con LB + thio por 3 dias. Se realizaron minipreps a todas las muestras y se
digirierén con la enzima BamHI. . ‘

Al plasmido que tenia la delecion del fragmento de BstXI se le llam6 pB59 (Fig. 18).

Aislamiento del plismido pB7S.

El plasmido pJV1 fue digerido con la enzima Asp700I (que deja extremos romos), Ia cual
corta en un solo sitio dentro del gen #raB. Por otro lado se obtuvo un fragmento de 1.1 Kb de
Bell, que contiene el gen de tsr, del plJ702, y se traté con la Klenow para hacer romos los
extrenos y permitir la ligacion con el pJV1 digeﬁdd con Asp7001. La ligacién del pJV1 con el gen
tsr fue introducida a la cepa TK64 por transformacion en cajas con medio RZYE + thio a 29°C
hasta que las colonias se encontraron bien esporuladas. Las colonias de espom se cosecharon e
inocularon en cajas sectorizadas con medio RS + thio a 29°C. Las esporas se cosecharon e
inocularén en tubos con medio LB+hio por 3 dlas 8 29°C. Se realizar6n minipreps a todas las

* muestras y se"digirierén con BamHI, encontrando el siguiente patron: una banda de 2.5 y 2
" bandas de 4.6 Kb,
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Fig.18 Mapa tfsico del pldsmido pB59.
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Al plasmido con esta insercion del gen /s en traB se le llamé pB75 (Fig.19).

Determinacion de la existencia de un sistema Kil-Kor en el plismido pJV1.
Conbaseenla secuencia del plasmido pSN22, la cual es muy parecida ala del pJV1 en los
genes fra, podria presentarse un sistema Kil-Kor similar al de dicho plasmido, en el cual el
prodhcto del gen traR provee la funcién Kor y los productos de los genes fraA y traB las
funciones Kil.
La tinica enzima para la cual existe un sitio Gnico dentro del gen #7aR en pJV1 es la enzima

Bpu11021, por lo tanto se siguieron tres estrategias basindose en dicha enzima.

A) Eliminacién del sitio Bpu11021
El pB50 fue digerido con la enzima Bpul1102I, que interumpe el inicio del gen traR. Se
checd 1l de la digestion en un gel de agarosa 1%. El resto de la digestion fue corrida en un gel

' LMP 0.6% (14hrs a 12 volts). Se purificé la banda de mayor tamafio y fue recircularizada con la
ligasa a temperatura ambiente, después de eliminar los extremos cohesivos por medio de

tratamiento con Klenow, lo cual genera una mutacion al insertarse un aminoécido de més. Este
plasmido fue incorporado a'al sistema de Streptomyces por transformacion en cajas con medio
R2YE y antibiético (thio) incubadas a 29°C hasta obtener las colonias bien esporuladas. Las
colonias transformantes se sectorizaron en cajas con RS + thio a 29°C hasta qhe se encuentren
bien esporulados. Se cosecharon las espora§ y fueron inoculadas en tubos con LB+thio durante 3
dias. A todas las muestras se les realizaron minipreps y fueron digeridas con la enzima BamHl,
comparando el témaﬂo de los fragmentos con el marcador de peso molécular.

Se observé que algunos pldsmidos daban el patrén normal de bandas con BamHI, mientras
que otros daban un patron correspondiente a un plasmido més pequefio (Fig.20). Al checarlos con
Bpul102I se observé que los que daban el patron normal con BamHI si se digerian con
Bpu11021, debido a que el tratamiento con Klenow no fue 100% eficiente, mientras que los mas
pequeilos si habian perdido el sitio de Bpu1102I (Fig. 21).
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Fig.20, Gel de agarosa de alto punto de fusion (1%), por electroforesis se corrieron las muestras
con los plasmidos mutados en el sitio de Bpu 11021, los cuales fueron digeridos con BumHI y Ssil.
Las muestras con el DNA en los carriles 1-6 fueron digeridos con BamHl, en el carril 7 esta el
marcador de peso molecular (APstl) y finalmente los carriles 8-12 son las mismas muestras solo
que digeridas con Ssrl. Las muestras con el DNA en los carriles 5 y 6, digeridas con BamHi dan
H el patron normal de bandas (5.7, 3.6 y 2.5Kb); mientras que las muestras de los carriles 1-4 la
panda de 2.5Kb disminuye de tamafio. La muestra de DNA en el carril 12 digerida con Ss/ da el
patron normal de bandas de un plasmido que no tienen mutado el sitio de Bpu 11021, mientras que
las muestras de los carriles 8-11 la banda que contiene el sitio Bpu 11021 mutado es mas pequefia.
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Fig.21. En ¢l gel de agarosa al [%. por electroforesis se corrieron los plasmidos que llevan
mutado el sitio Bpri11021; los cuales fueron digeridos con la misma enzima para comprobar que
realmente tienen mutado el sitio. Las muestras con el DNA en los carriles 1-4 no fuerdn digeridos
con la enzima, por lo que estos plasmidos si perdieron el sitio de Bpr1102], mientras que los
DNAs en los carriles 6 y 7 si fueron digeridos con la enzima, presentando una banda de 11.8 Kb
en ambas muestras, por lo que estos plasmidos no perdieron el sitio de Bpu1 1021,

En el carril § se encuentra en marcador de peso molecular (APsrl).




B) Delecion del intervalo Scal-Bpu11011.
Al plasmido pBSO se le realizo una digestion doble, empleando las enzimas Bpu1102I y

Scal, lo cual eliminaria el gen #raR sin tocar traA 'y traB. Se checd 1 pl de la digestion total en un
gel de agarosa 1%, el resto de la muestra fué corrida en un gel LMP (12 volts por 14 hrs). Se
extrajo la banda de mayor tamafio, la cual fue hgada durante 10 hrs a temperatura ambiente,

después de tratarla con Klenow.
De la ligacion total se transformaron 10pien la cepa TK64 sobre cajas con medio .RZYE +

thio las cuales se incubarén a 29°C. Al analizar las minipreps de las colonias resultantes se
observo que todas daban plasmidos de un tamailo menior 3 lo esperado, en los que se habia
perdldo esponta’meamente traA y traB (Fig. 22) '

C) Delecion del intervalo BpullOZl-EcoRI.

Al plasmido pBSO0 se le realiz una digestion doble con las enzimas Bpul 1021 y EcoRl, lo |

cual eliminaria los genes fraA y fraB y‘el inicio de fraR. Se checd 1 ul de la digestion en un gel de
agarosa 1%. El resto de la digestion fue corrida en un gel LMP 0.6% (12 Volts, por 14 hrs). Se
‘extrajo la banda de mayor tamaflo, la cual fue ligada durante 12 hrs a temperatura ambiente,
después de tratarla con Klenow. El pldsmido con esta delecion se llam6 pB76 (Fig.23). Por
transformacion fue incorporado este pl&smido a la cepa Tk64 sobre cajas con medio R2YE + thio
incubadas a 29" C. Se observo que todas las colonias dieron plasmidos del tamafio espérado.
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DISCUSION.

Nosotros reportamos aqui el analisis funcional y estructural de los genes involucrados en
los mecanismos de transferencia y diseminacion del plasmido pJV1 mediante el empleo de
mutaciones en diferentes regiones del plasmido.

Los resultados obtenidos sobre las frecuencias de transferencia del plasmido y el paso de
marcadores cromosémicos (frecuencia de recombinantes) se observan en la tabla III. El dato
obtenido sobre la frecuencia de transferencia del control negativo fue cero, lo cual era esperado ya
que estas cepas carecen de cualquier plasmido. Todos los datos obtenidos de las mutaciones en

los diferentes genes involucrados en los mecanismos descritos con anterioridad se compararon

con el dato control.

El plasmido silvestre (pJV1) presenta una frecuencia de transferencia a la cepa receptora
de 100%, lo que es igual a una frecuencia de 1, por lo que este plasmido se transfiere con una alta
eficiencia de una cepa hacia otra, por medio de la conjugacion bacteriana. La alta eficiencia en la
transferencia también ha sido encontrada en otros plasmidos libres con alto nimero de copias
como son el plJ101 (Kendall y Cohen, 1987, 1988) y el pSN22 (Kataoka et al, 1991a). En los
plasmidos que se encuentran integrados en regiones especificas del cromosoma también se ha
medido la frecuencia de transferencia, entre los que destaca €l pSAM2 aislado de Streptomyces
ambofaciens, del cual se sabe que cuando se encuentra libre en el citoplasma celular se replica de
manera autondma y se transfiere con una alta eficiencia de 100% al igual que lo hacen los
plésmidos libres con alto nt’unerb de copias.

Los dos datos obtenidos sobre la frecuencia de transferencia del pBSO dc .82 (82%)
(TK54, receptora del plasmido) y 0.81 (81%) (TK64, receptora del plasmido) se encuentran muy
cercanos al 100% obtenido para el plasmido silvestre, por lo que el pBS0 es un plasmido que se
transfiere también con alta eficiencia; al parecer la insercion del gen /57 en el sitio Gnico de Bg/l
del pJV1 no afecta la transferencia del plasmido, ya que la insercion de este gen se encuentra en
una region no codificadora para algin gen importante en el mantenimiento del pldsmido o para la
transferencia misma. La presencia del gen fsr en el pBSO, tiene la ventaja de que permite
seleccionar las colonias que contienen el plasmido, mediante Ia resistencia al antibiotico.
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El plasmido pB2 carece de una region de 2.3 Kb que contiene a los genes spd,
involucrados en la diseminacion del plasmido a lo largo del micelio receptor. El dato obtenido
sobre la frecuencia de transferencia del pB2 fue de 9X10*, es decir 100 mil veces menor a los
datos encontrados en los plasmidos mencionados con anterioridad; este resultado muestra una
enorme baja en la transferencia del plasmido, lo cual posiblemente sea atribuido a la falta de los
genes spd (spread) y a la presencia del origen hibrido.

Al analizar el dato obtenido para el plasmido pBS3, .que es el pB2 con los genes spd
reintroducidos, se observd que la frecuencia de transferencia aumento a 0.52 (52%). Al
incorporar los genes spd nuevamente en el pB2 se pudo demostrar que la ausencia de ellos
ocasiona una enorme baja en la transferencia del pldsmido; aunque la transferencia no fue tan
eficiente como en los plasmidos (pJV1 y pB50) de alguna manera la presencia del origen hibrido
del pB2 pudiera interferir, en que la transferencia no sea muy eficiente.

La mayor parte de las deleciones fuerén realizadas en el plasmido pBSO0, por la presencia
del gen 57 lo cual facilitd la expresién y seleccion de aquellas colonias que presentaran al
plasmido con el gen de resistencia ante el antibidtico (thio).

La delecion de 500 pb entre los dos sitios BstX1I en el pB50, formando el plasmido pB59,
interrumpio el final del gen traA y el principiv del gen traB,; el dato encontrado para la frecuencia
de transferencia del pB59 es < 107, dicho valor se encuentra muy cercano a cero de transferencia.
Aunque se sintetiza la mayor parte de la proteina TraA el producto formado por el gen traB no
existe. Al parecer ésta es la proteina mas importante para la transferencia intermicelial del
plasmido durante el evento de conjugacion bacteriana del pJV1.

Una delecién mayor de 2.3 Kb fue llevada a cabo en el pB50 para la interrupcion de todo
el sistema involucrado en la transferencia intermicelial, como son los genes f7aA, traB y fraR.
Este sistema se encuentra localizado entre los dos sitios Neol-Ncol, el dato encontrado para el
plasmido pB58 es <107, dicho valor es muy cercano a cero de transferencia, ademas de ser igu
al encontrado para el pB59. '

Las deleciones de los fragmentos internos de BstXI y Ncol han afectado claramente la
transferencia de los derivados del pJV1; si comparamos los datos obtenidos para los plasmidos
pJV1y pB50 en los cuales la transferencia fue 100% y 82% respectivamente, mientras que en los
plasmidos pBS9 y pB58 diminuye a <107,

B i . PRI

o




T ——

La delecion de todo e! sistema responsable de la transferencia y diseminacion de las
poblaciones de plasmidos, fue llevada en el pBSO formando el plasmido pB57 de 5.7 Kb, este
pequefio vector se encuentra formado por la region esencial y el gen /57, la frecuencia de
transferencia encontrada en pB57 fue <107 este valor es nuevamente muy cercano al cero de
transferencia, lo sorprendente es que el valor esperado para este caso en particular debié de ser
cero absoluto; ya que el plasmido pBS7 carece del operén involucrado en la transferencia y en la
diseminacion de las poblaciones de plasmidos, Por lo que las pocas colonias que aparecieron en
los medios de seleccion seguramente fuerén colonias revertantes, estas colonias ademds de ser
més pequefias en comparacion a las colonias normales, por alguna razon tienen la capacidad de
revertir la mutacion y pueden crecer en los medios de seleccion. ‘

En el plasmido pB7S, el dato obtenido sobre la frecuencia de transferencia fue 7.3X10°
este valor es mayor al encontrado en las otras mutaciones realizadas en los genes tra de los
pléasmidos pB57, pB58 y pB59 (< 107). El claro aumento que se presenta en la frecuencia de
transferencia para este vector (pB75) posiblemente sea debido a una complementacién de los
productos formados por los genes fra. Como la mutacion fue llevada al término del gen traB la
mayor parte de la proteina TraB es sintetizada y su funcionalidad se encuentra complementada
por ¢l producto del gen fraA, el cual si se sintetiza completamente, El producto formado por el
gen fraA y la proteina TraB mutada en su parte final por la insercion del gen de /sr, provoca que
se manifieste la transferencia, por pequefia que sea esta.

Con todo lo anterior podemos mencionar que los genes involucrados en la transferencia
intermicclial del pJV1 son traA 'y 1raB, la ausencia de ambos provoca una baja en la transferencia
del plasmido pJV1. Al parecer el gen mas Importante en la transferencia intermicelial del pJV1 es
truB, por el dato obtenido en el plasmido pB75; aunque se encuentra funcional el producto del
gen 1raA y se sintetiza la mayor parte de la proteina TraB, es claro que esta Ultima debe ser
sintetizada completamente para que |a transferencia aumente al 100%. Por lo que el producto del
gen fraA solo complementa al producto del gen fraB. Para apoyar un poco mas estos
fundamentos, lamentablemente no se pudo realizar una mutacion sélo en el gen traA, para
comprobar qué tan importante es su producto en la transferencia del pJV1,

Para que se pueda obtener una frecuencia de transferencia muy eficiente en los plasmidos
con alto nismero de copias, lcs genes involucrados en la transferencia intermicelial del plasmido no
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deben estar mutados, como sucedio con los plasmidos pJV1 y pB50. Reportes muy similares se

" han descrito para los plasmidos pI3101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et al, 1991a),

SCP2* (Brolle et al, 1993) y pSAM2 (Smokvina et al, 1991), en donde la frecuencia de
transferencia encontrada fue de 100%. : .

Durante la cuantificacion de las colonias presentes en las diferentes condiciones de
seleccion presentes en la tabla il para el plasmido pJV1 asi como para los diferentes derivados del
mismo, el nimero de colonias recuperado de la cepa TK54 fué mayor que el nimero de colonias
encontrado pars: la cepa TK64, para lo cual fué necesario realizar una cruza al inverso empleando
un plasmido que presenta una frecuencia de transferencia muy elevada, como lo es el pB50, con la
finalidad de comprobar <i la recuperacion de un nimero mayor de colonias pertenecientes a la
cepa TK54, es debido a la presencia del plismido o a las caracteristicas propias de la cepa de
Streptomyces lividans. En la cruza inversa sc encontré nuevamente un mayor nimero de colonias
recuperado por parte de la cepa TKS4 en las diferentes condiciones de seleccion, lo cual sugiere
que esta cepa forma un mayor nimero de colonias que crecen y esporulﬁn més répido que las
colonias formadas por la cepa TK64, la cual forma colonias que crecen y esporulan maés
lentamente. Los resultados demostraron que el mayor nimero de colonias encontrado de la cepa
TK54, es debido a caracteristicas particulares de la cepa. Por otra parte la frecuencia de

transferencia obtenida en la cruza inversa con el pBSO fue 81%, este dato es similar al encontrado
para el mismo plasmido en la cruza mencionada con anterioridad.

Comd producto de las funciones de transferencia existen plasmidos en los Streptomyces
que presentan la capacidad de movilizar genes presentes en el cromosoma de la célula donadora
hacia la célula receptora del plasmido. / ‘

En cuanto a la frecuencia de recombinantes que refleja la capacidad del plasmido de
movilizar al cromosoma (CMA), los datos se muestran en la tabla III. Para la determinacion de
esta caracteristica se emplearon los fenotipos de las cepas de Stretopmyces lividans mostrados en
la tabla I, en donde la cepa TK64 es Prol', Str*, mientras que la cepa TK54 es Hist', Leu’ y Spc®.

La frecuencia de recombinantes obtenida para el control negativo es de cero ya que esta
cruza no contiene ningun plasmido. Todos los datos sobre 1a frecuencia de recombinacion fueron

* comparados con el control. Los datos obtenidos sobre la frecuencia de recombinacién (CMA),

para el plasmido pJV1 fue de 5.2X10°. Este valor es aproximadamente la mitad del encontrado
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para ¢l pB50 (11.6X10%), lo que refleja que ambos plasmidos presentan la capacidad de movilizar
genes cromosdmicos (cma), de la célula donadora (TK64) hacia la célula receptora (TK54) con
eficiencia similar. Previos estudios mutacionales en las regiones de transferencia de los plasmidos
plJ101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et al, 1991a) y SCP2* (Brolle et al, 1993)
demostraron que estos diferentes plasmidos presentan la habilidad de movilizar genes
cromosdmicos (¢ma). '

El plasmido pB2, aunque present6 una frecuencia de transferencia disminuida unas 100
mil veces, en comparacion a las frecuencias encontradas para los plismidos pJV1 y pBS50, el valor
obtenido sobre Ia frecuencia de recombinantes fue 4.4X10, el cual es muy similar al encontrado
para los plasmidos pJV1 y pB50; por lo que la ausencia de los genes spd no afecta la capacidad
del pB2 sobre la movilizacion de genes cromosomicos. Reportes muy similares han sido descritos
para los plasmidos pIJ101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et al, 1991a) y SCP2*
(Brolle et al, 1993) donde se mutagenizaron los genes spd. Al obtener las frecuencias de
recombinantes de los plasmidos mutados y al compararlas con los plasmidos silvestres, esta no se
encontraba afectada. En el plasmido pBS3 la frecuencia de recombinacion encontrada es 2.4X10°,
este valor es mayor al encontrado en los plasmidos mencionados en la tabla 11I, por lo que de
alguna manera la presencia de todo el sistema spd nos muestra un pequefio aumento del cma.

En el caso de los plasmidos pBS7 y pBS58 que presentan mutaciones en los genes fra, el
dato obtenido sobre la frecuencia de recombinantes fue <107 en ambos plasmidos. Mutaciones
realizadas en los sistemas Tra de los plasmidos plJ101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka
et al, 1991a) y SCP2*(Brolle et al, 1993) afectaron la capacidad de movilizacion del cromosoma,
es decir estos plasmidos, al tener mutados los genes responsables de la transferencia primaria, no
presentan la capacidad de movilizacion del cromosoma, por lo que los genes #ra tienen dos
funciones: se encuentran involucrados en la transferencia primaria y son esenciales para la
movilizacion del cromosoma (¢ma). El valor obtenido para ambos plasmidos (pB57 y pB58) debio
de dar cero ya que los genes involucrados en la movilizacion del cromosoma no existen,
seguramente las pocas colonias que se encontraron en las cajas de seleccion de recombinantes
fueron revertantes.

Como se aprecia el plasmido pBS9 si presenta cma (1.04X10%) aunque tiene mutados los
genes fra en diferentes regiones, la sintesis de la mayor parte de los productos de los traA,
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posiblemente son fos responsables de fa movilizacion del cromosoma. Lo mismo sucedio con el
plasmido pB75 aunque tiene mutado el gen 1raB en su parte final, presenta un valor de 1.20X10%,
la frecuencia de recombinacion de este vector es mayor a la encontrada en pB59, la presencia de
la proteina TraA y la mayor parte de la proteina TraB se encuentran involucradas en la
movilizacion del cromosoma.

En los plasmidos de Streptomyces se ha identificado una caracteristica fenotipica como
producto de las funciones de transferencia, denominada zigozis letal o formacion de “pocks”. Se
han identificado y caracterizado a través de estudios genéticos los genes responsables de esta
funcién denomiﬁados genes spd responsables de la diseminacion y formacion de los “pocks”. Este
fenotipo ha sido observado en los plasmidos piJ101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et
al, 1991b; Kataoka et al, 1994a), SCP2* (Brolle et al, 1993) y en los plismidos integrativos como
el pSAM2 (Smokvina et al, 1991, Hagege et al, 1993b), en los cuales ya se han sido identificado
los genes involucrados en la formacion de los “pocks”. En ei caso de los plésmidos pJV1, pBS5O y
pB53 se observd la formacion de “pocks”, los cuales son visibles a simple vista, los “pocks”
observados en estos plasmidos, son muy similares en tamafio, morfologia y coloracion. El

plasmido pB2 no forma "pocks” ya que no presenta los genes spd los cuales estan involucrados en

la fomiacién de “pocks”.

En los plasmidos con alto numero de copias de los Strepromyces se ha identificado un
sistema de genes involucrado en la transferencia denominado Kil-Kor, en donde los genes kil
desempefian funciones especificas en la letalidad en ausencia del gen kor que forma la proteina
represora de los &il. El fenotipo Kil-Kor ha sido identificado en los plasmidos: pIJ101 (Kendall y
Cohen, 1987, Stein et al, 1989, Stein y Cohen, 1990; Tai y Cohen, 1993, 1994), pSN22 (Kataoka
et al, 1994a). En el plasmido pJV1 se comprobé la presencia de los genes involucrados en dicho
sistema, a través de mutaciones en las regiones Tra del pBSO0.

Los resultados demostraron que fas cepas que adquirieron el plasmido pBSO mutado con
Bpu11021, se encontrarén colonias crecidas en las cajas con medio de seleccion. La mayoria
conservaban el sitio Bpul 1021 y correspondian al pldsmido silvestre, mientras que las que carecian
del sitio Bpu 11021 (y por lo tanto tenian mutaciones en traR) habian perdido parte de los genes

traA y traB espontaneamente, sugiriendo que un plismido con fraR mutado y #aA y raB
normales no es viable.
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El plasmido mutado de EcoRI-Bpu11021 (delecion de los fra), las colonias encontradas en
el medio, pudieron hacerlo ya que sus plasmidos que adquirieron carecen de los genes
resporisables del fenotipo Kil. Aunque estos plasmidos presentan un frecuencia de transferencia
sumamente baja, las células que los adquieren presentan la capacidad de crecer.

En el caso de la mutacién del pB50 digerido con "Bpul102I-Scal la eficiencia de
transformacion de estas colonias fue sumamente baja. Con esta mutacion se deleté el gen sraR
dejando los 2 genes fra (fraA y traB) que al parecer son los genes involucrados en la
manifestacion del fenotipo Kil. Esta baja en la frecuencia de transformacion fue devida a la
ausencia del gen traR (kor, que sintetiza la proteina reguladora de la éxpresién de los genes kil),
de tal manera que la mayor parte de las colonias transformantes murieron por el plismido que
obtuvieron. Resultados muy similares han sido demostrados en los vectores que carecén del gen
kor, solo que en la eficiencia.de colonias transformantes no obtuvierén colonias en el medio,
mientras que en el pB50 si se encontraron algunas, lo cual podria deverse a una serie de rearreglos
que suftié el plasmido, es decir que las colonias observadas contenian plésmidos sin el gen kor

pero ademds perdieron ciertas porciones de los genes kil, lo cual permitid la sobrevivencia de”

colonias que no presentan genes kor, pero tampoco genes kil.

Esto fue confirmado por digestioneﬁ realizadas sobre las pocas colonias que aparecieron
en el medio, los patrories de restriccién se muestran en las fotografias de los plasmidos.

Con todo lo anterior, podemos mencionar que los genes involucrados en la expresion del
fenotipo Kil-Kor presentes en el pJV1 son: fraA y traB (Ki/A y kilB), mientras que el gen traR
(kor), el mismo patron se genes fue encuentrado en el pldsmido pSN22 por Kataoka et al,
(1991a). - '

La regulacion de los genes fra del pJV1 y pSN22, es muy similar al que se presenta en los
genes fra del plismido plJ101. La funcién del producto del gen traR en'los plasmidos pJVI y
pSN22, es muy probablemente la misma a la del KorA en 2! plJ101, en donde su funcionalidad es
autorepresora y represor del operon Tra. En el plismido pSN22 son traA, traB, spdA | spdB
(spdBl, spdB2, spdB3 y spdd), por Kataoka et al, (1994a); en el plJ10! son fra, spidA 'y spdB,
por Kendall y Cohen, (1988), finalmente en el pJV1 son traA, traB, spd (spdl, spdil, spdlll y

spdiV). No se ha encontrado en el pJV1 al igual que en el pSN22, el segundo sistema Kil-Kor
’ analogo a los genes (kilB y korB) del plJ101 (Tai y Cohen, 1994).
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CONCLUSIONES.

. Se identificaron y analizaron los genes responsables de los mecanismos de transferencia,

movilizacién cromosémica (cma), diseminacion, formacion de “pocks” y el sistema Kil-Kor del
plismido pJV1 de Streptomyces phaeochromogenes. ‘

. Los plasmidos derivados del pJV1 fueron clonados sin ningiin problema, en las cepas de
_ Streptomyces lividans.

. Los genes responsables de la transferencia primaria o intermicelial, asi como encargados de la

movilizacion de genes cromosomicos presentes en el pJV1 son: traA y traB.

. Los genes responsables de la transferencia secundaria o intramicelio (dnsemmactbn), asi como

encargados de la formacion de los “pocks™ en el pJV1 son: los spread (spd, spdil, spdlll y

spdlV). Este sistema de genes es muy similar al que se presenta en el plasmido pSN22.
"Curiosamente el pJV| carece de un spd presente en el plasmido pSN22 (spdA).
. Al igual que otros plismidos con alto nimero de copias, entre los que destacan el plJ101 y

pSN22, el pJV1 presenta una frecuencia de transferencia muy eficiente (100%).

. La presencia de mutaciones (deleciones e inserciones) en las regiones codificadoras de los

genes responsables de la transferencia de] pJV | afectan la transferencia y la movilizacion de
genes cromosdmicos (cma).

. La carencia de los genes spd (responsables de la diseminacion del plasmido a lo largo del

micelio receptor) en el pB2 afecta la frecuencia de transferencia disminuyéndola hasta unas
100,000 veces, sin afectar la capacidad de movilizacion del cromosoma (cma), Mientras que en
el pB53, la transferencia aumentd hasta un 52% al reintegrar los genes spd.

. La presencia de mutaciones en los genes spd del pJV1 afectan la formacion de los “pocks”,

pero no alteran la capacidad de movilizacion del cromosoma (cma); datos muy similares han
sido en contrados en los plasmidos: SCP2*, plJ101 y pSN22.

- Los genes responsables de la manifestacion del fenotipo Kil-Kor presentes en el pJV1 son: ki/A

(traA) y kilB (traB), estos genes son seguramente regulados por el producto del gen raR

» (Kor), ya que ninguna célula es capaz de sobrevivir en ausencia del represor de los kil si éstos

estan presentes. Datos muy similares han sido reportados en los pldsmidos pSN22 y pU lOl
por Kataoka et al, (1994) y Cohen et al, (1989).
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10.Debido al parecido significativo del patrén de genes que determinan la replicacion,
transferencia, diseminacion, formacion de “pocks”, cma y la manifestacion del fenotipo Kil-

Kor, en los plasmidos pYV1, pSN22 y pIJ101, se ha propuesto que estos plasmidos presentan
. una organizacién modular.
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INTRODUCCION.
Caracteristicas generales del género Streptomyces.

Los Streptomyces son bacterias Gram positivas, caracterizadas por la formacion de dos

tipos de micelio, el vegetativo y el aéreo (Chater, 1984; Schauer et al, 1987). Su habitat natural es

¢l sueto y a diferencia de otros grupos de bacterias presentan un alto contenido de guanina (G) y

citosina (C) en su DNA, de alrededor del 73%. Presentan un ciclo de diferenciacion muy

complejo, (Fig.1) en donde ¢! micelio vegetativo penetra y solubiliza la materia orgénica
empleando enzimas hidroliticas, las cuales son secretadas al medio externo, como son proteasas,
amilasas, lipasas, etc (Gusek y Kinsella, 1992). Una vez agotados los nutrientes se desarrolla un
micelio aéreo, el cual posteriormente se fragmenta dando lugar a la formacion de esporas. Se sabe
- que para la formacion del micelio aéreo ocurre una lisis del micelio vegetativo, el cual de este
modo sirve de nutriente al micelio aéreo (Gusek y Kinsella, 1992).

De estas bacterias se han aislado una amplia variedad de antibi6ticos, vitaminas, enzimas'y
metabolitos secundarios de importancia industrial, médica, etc. Cerca de 6000 antibioticos de

origen microbiano han sido caracterizados, de los cuales mas del 60% son producidos por los -

miembros del género Streptomyces (Gusek y Kinsella, 1992), teniendo aplicaciones

quimioterapéuticas en la medicina humana, la medicina veterinaria, la agricultura y la industria

pesquera; algunos de los muchos ejemplos que hay son el cloranfenicol (Strepromyces

venezuelae) empleado para el tratamiento de la tifoidea, la mitomicina (Streptomyces caespitosus)
empleada para el tratamiento del céncer, la neomicina (Streplomyces fradiae) para tratamientos
intestinales y la tetraciclina (Streptomyces aureofaciens), 1a cual presenta amplias aplicaciones
clinicas (Okanishi y Manome, 1980; Okanishi et al, 1980; Gusek y Kinsella, 1992).

La mayor cantidad de genes de sintesis y resistencia, para la produccién de antibidticos, se
encuentran en los cromosomas de estas bacterias, salvo un caso muy particular como es el SCP1;

este plasmido presenta los genes de sintesis y genes de resistencia para la produccion del

antibidtico metilenomicina (Wright y Hopwood, 1976; Kinashi, et al 1987, Kinashi y Murayama, -

s

1991).
La mayor parte de las especies estudiadas de Strepfomyces, presentan un mapa genético
circular. Por medio de geles de electroforesis de campos pulsados (empleados para la separacion

de grandes moléculas de DNA y para poder diferenciar entre formas circulares y lineales), fue
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posible demostrar que hay especies de Streptomyces que presentan un cromosoma lineal. Los
cromosomas lineales han sido reportados, entre otras, para las especies: Strepfomyces coelicolor y
Streptomyces lividans (Chen et al, 1993b).

El DNA cromosémico de Streptomyces lividans 66 presenta una estructura lineal con dos
terminales libres idénticas, cada terminal (telémero) lleva una proteina unida covalentemente.
Aparentemente este tipo de asociaciones entre proteinas y telomeros tienden a circularizar la
molécula in vivo (Chen et al, 1993b).

El DNA cromosomico de Streptomyces coelicolor A(3)2 presenta 8 Mb de DNA lineal,
con la presencia de proteinas terminales en los extremos (Lin et al, 1993). La presencia de
cromosomas lineales en otras especies de Strepfomyces sugiere que la linearizacién del

cromosoma podria ser comin en este género de bacterias (Lin et al, 1993),

Pldsmidos de Streptomyces.
Les bacterias, ademds del DNA cromosdmico, presentan material genético

extracromosomico, dentro del que destacan los plismidos, se sabe que estos son pequefias

moléculas de DNA extracromosémico de tamafio variable, que generalmente son circulares
aunque también se presentan los lineales, -

En los Streptomyces se han aislado y caracterizado una amplia variedad de plasmidos;
estos presentan un rango de tamafio de <4 a >200kb y el nimero de copias presente por célula, es
de:de una a mas de cien. Todos los plasmidos fisicamente caracterizados son moléculas de doble
cadena de DNA; la mayor parte son moléculas de DNA covalentemente cerradas (ccc DNASs), sin

embargo algunos son lineales.

Propiedades de los plismidos de Streptomyces. _

Nimerosos plasmidos han sido aislados de los Streptomyces y analizados en detalle .
(Hopwood et al, 1986; Kataoka et al, 1991a; Kieser et al, 1982), etc. La mayoria de estos
plasmidos presentan caracteristicas en comin. Una de las mas significativas caracteristicas es la
presencia de genes involucrados en los eventos de transferencia intermicelial de plasmidos (genes
fra) y de diseminacion de los mismos a lo largo del micelio receptor (genes spd del inglés

“spread”). Estos genes son los Unicos requeridos para la conjugacion de estos organismos




(Kataoka ¢t al, 1991a). Estos plasmidos presentan pocos genes invo!ucradc;s en |a transferencia a
diferencia de las bacterias Gram-negativas como Escherichia coli, donde un mayor nimero de
genes son los responsables de la transferencia.

Como producto de las funciones de transferencia los plasmidos de los Streptomyces
presentan la capacidad de movilizar genes cromosomicos de la célula donadora, hacia la cétula
receptora del plasmido. Esto es llevado mediante eventos de recombinacion genética entre el
DNA del plismido con regiones del cromosoma, pasando por conjugacion este material genético
a otra célula sin el pldsmido (Holloway, 1979). En la célula hospedera el gen acarreado por el
plasmido es incorporado en una regién del nuevo cromosoma, mediante otro evento de
recombinacion. De esta manera el cromosoma tiene un nuevo gen fyncional y el plismido

permanece libre en el citoplasma de la bacteria (Holloway, 1979).

La mayoria de los plasmidos de Streptomyces presentan la capacidad de formar “pocks”,
(Fig.2) fenémeno también conocido como zigozis letal (LTZ). Los “pocks” son zonas circulares,
visibles a simple vista, de 1 a 4 mm de dikmetro; estos son formados por la adquisicion del
plasmido. E! plasmido adquirido por la cepa receptora provoca una inhibicion del crecimiento y la
esporulacién en la misma, (Bibb et al, 1977, Bibb et al, 1978, Bibb et al, 1980; Murakami et al, ‘
1983; Hopwood et al, 1983 y Hopwood et al, 1986). '

Algunos plasmidos de Streptomyces presentan el sistema Kil-Kor, como producto de las
funciones de transferencia del plasmido, el producto del gen kor desempefia dos funciones, ya que
se autoregula y regula (a nivel transcripcional) la expresion de los productos formados por los
genes kil (Stein et al, 1989), |

Replicacién por el mecanismo del circulo rodante.

Los plasmidos pequefios circulares de alto nimero de copias de Strepfomyces,
normalmente se replican por circulo rodante (Fig.3). En este mecanismo participan 3 elementos
principales, que son: el origen mas (ori +), la proteina de replicacion (Rep) y el origen menos
(ori -).

El mecanismo del circulo rodante comienza con la sintesis de la proteina de replicacién
(REP) codificada por el plasmido, la cual reconoce una secuencia especifica del DNA a Ia que se
le denomina el ori + (Koepsel et al, 1985; Novick, 1987, 1989; Thomas et al, 1990 y de la




Streptomyces lividans.

pocks

Fig 2. Morfologia de los pocks formados por el plasmido pJV1 en
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Campana et al, 1990). En esta zona la proteina Rep introduce un corte o “nick” y se pega en el
extremo S’ terminal provocando el desplazamiento de la cadena externa o hebra positiva (del’
Solar et al, 1993; Gruss y Ehrlich, 1989). A medida que se desplaza la cadena externa de manera
simultinea se da la sintesis de una copia de la misma, por medio de las DNA polimerasas
celulares. La cadena cxterna o hebra positiva continiia desplazandose, al mismo tiempo que se
genera una copia de la misma, hasta llegar al mismo sitio donde inici6 la replicacién, en el cual la
proteina Rep introduce un segundo corte y circulariza a la cadena positiva desplazada (de! Solar
et al, 1993; Gruss y Ehrlich, 1989). De esta forma se obtiene un plésmido de doble cadena y un
intermediario de cadena sencilla, para obtener la sintesis de la cadena interna o negativa, esta es
iniciada en una region diferente y especifica del intermediario de cadena sencilla circularizado. A
esta region se le ha denominado el ori (=), esta zona es considerada como el sitio de iniciacién
para conversion del DNA de cadena sencilla (ssDNA) a DNA de cadena doble (dsDNA), del
Solar et al, (1987); Gruss y Ehrlich, (1989). La RNA polimerasa celular reconoce a este sitio
introduciendo un primero de RNA dejando el extremo 3 terminal, ¢! cual es reconocido por la
DNA polimerasas de la célula, comenzando la replicacion de la cadena interna en direccion 5°-3°,
ésta continda replicindose hasta completar la hebra interna y de esta manera obtener un segundo
plasmido de cadena doble, y terminar un ciclo productivo de replicacion.

Los tnicos elementos indispensables para que un plismido pueda replicarse son la proteina
Rep y el ori (+). Los pldsmidos que carecen del ori () son funcionales, aunque la replicacion es
menos eficiente y acumulan gran cantidad de intermediarios de cadena sencilla (Gruss y Ehrlich,
1989).

Plismidos lineales:
Este tipo de plasmidos presentan las siguientes caracteristicas:
En sus extremos se encuentran flanqueados por una serie de secuencias de nucledtidos
denominadas secuencias terminales invertidas repetidas (TIRs). Los extremos terminales §° llevan
proteinas unidas covalentemente via residuos de fosfato, mientras que los extremos terminales 3’
presentan grupos OH libres. Los plasmidos lineales presentes en estas bacterias, son diferenciados
por el tamafio en plasmidos pequeiios (<4 a <30kb) y plasmidos gigantes (>100 a >300kb).




Plésmidos pequeiios:

Se han caracterizado plasmidos lineales como el pSLA2 formado por 12 Kb (Hayakawa et
el, 1979a; Hayakawa et al, 1979b).

El plasmido pSCL1, fue aislado originalmente de la cepa  Streptomyces clavuligerus; ya
fue secuenciado completamente (Wu y Roy, 1993), se encuentra formado por 11.696 Kb de
longitud con un contenido de G+C de 72% el cual es caracteristico de los DNAs de Streptomyces
y presenta 900 pb terminales invertidas repetidas; la secuencia terminal de la izquierda es idéntica
en los primeros 690 pb a la secuencia terminal de la derecha, por lo que algtin cambio o variacion
en esta region podria dafiar el mecanismo de replicacion.

En los extremos terminales S' de ambas cadenas, se han encontradc proteinas unidas
covalentemente. ,

De los 8 ORFs (marcos de lectura abiertos) predichos con base en la secuencia, solo dos
presentan una similitud significativa y posible homolégia con algunas de las proteinas conocidas
para el plasmido plJ101; éstas son las siguientes: '

La secuencia de amino4cidos encontrada para el producto del ORF-L (249 aminoécidos)
del pSCL1, presenta un 45.5% de identidad en 231 amino4cidos a la secuencia de aminodcidos
encontrada para la proteina KorA del pIJ101, esta similitud también se manifiesta en el tamafio.
Lo anterior sugiere que este plasmido presente posiblemente un sistema kil-kor y que el producto
del ORF-L forme una proteina reguladora (represor). El producto formado por el ORF-L no solo
muestra un alto grado de similitud con el producto del gene korA del plasmido plJ101, sino
también es similar a un nimero muy alto de proteinas reguladoras que presentan un motivo hélice-
vuelta-hélice (Wu y Roy, 1993). Se conace que este sitio especificamente interactua con una
region muy particular del DNA del plasmido (Brennan y Matthews, 1989),

Por otra parte ¢l ORF-4 formado por 327 aminodcidos, presenta un patron de
" hidrofobicidad con 4 hélices transmembranales, esto es muy similar a lo conocido para la proteina
SpdB del plJ101 involucrada en la diseminacion del plasmido, la cual contiene 3 fuertes dominios
hidrofobicos. Sin embargo poco es lo conocido sobre la formacién de “pocks” del pSCL1 en
Streptomyces clavuligerus y no se puede predecir si el ORF-4 esta involucrado en una funcién
semejante a la diseminacion del plasmido (Wu y Roy, 1993).
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E! pBLI es un plasmido conjugativo aislado de la cepa Streptomyces bambergiensis, se
encuentra formado por 43 kb y presenta la capacidad de formar “pocks”.

La region involucrada en la transferencia est4 comprendida en una secuencia de 5.7 kb. Al
realizar el analisis sobre esta secuencia se encontrarén 6 posibles ORFs: El ORF-2 codifica para
una proteina (338 aminoacidos) esencial de la transferencia, la cual esta regulada negativamente
por el producto del ORF-6 (118 aminoacidos), estos producﬁos son muy similares al patrén
determinado para la transferencia del pSN22 como son: El gen principal de la transferencia
intramicelial (trad) y el gen regulador del trad (traR) por (Kataoka et al, 19913),Mutaciones
realizadas en la secuencia del ORF-1, afectan la fomacion de “pocks” y reducen la frecuencia de
transferencia. La proteina formada por este ORF presenta 2 motivos hélice-vuelta-hélice (HTH)
los cuales son muy semejantes a los encontridos para las proteinas reguladoras de tipo activador
(Breennan y Matthews, 1989).

Mutaciones en el ORF-5 provocan reducciones en ¢l tamafto de los “pocks”, asi como en
la frecuencia de transferencia, este producto ayuda a la diseminacion del plasmido a lo largo de las "
hifas receptoras. 4

Las proteinas encontradas para los dos genes “spread” del plJ101 presentan muy poca
homologia con el producto del ORFS5. Estos genes desempeiian funciones muy importantes en la
diseminacion y transferencia de este plasmido (pBL1). |

Al analizar el ORF-4 se encontré lo siguiente: Un contenido bajo de G+C en comparacion -
al localizado en el DNA de los otros ORFs, asi como la presencia de dos codones raros TTA
(Zotchev et al, 1992). El ORF-4 se transcribe y su expresion puede estar regulada por el producto
del gen bldd, del cual se conoce la codificacién de un solo leuciltRNA que reconoce codones
UUA, ya que el gen bldA desempefia un papel muy importante en la regulacion de la expresion de
genes que contienen codones TTA, los cuales son raramente encontrados en los Sirepfomyces
(Chater, 1989), '

Al realizar mutaciones en el ORF-7 la eficiencia en la transferencia no se afecta, por lo -
que el producto de este ORF no es importante en la transferencia del plasmido.

Al efectuar el anélisis de la secuencia sobre el plasmido pBL1, muestra que al menos 5
genes estan involucrados en las funciones de transferencia y la formacion de “pocks” del
plasmido.
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El ORF-S reduce el tamafio de los “pocks” y la transferencia; mientras que los ORFs
importantes en la eficiencia en la transferencia son ORF2 y ORF3 (Zotchev et al, 1992).

El plasmido SLP2 fue aislado de la cepa de Streptomyces lividans 66, esti formado por 50
kb, se transfiere por conjugacion y presenta la capacidad de formar “pocks”. Por electroforesis de
campos pulsantes se detecté esta molécula, al analizar la secuencia en sus extremos se
encontrarén 44 pb terminales invertidas repetidas, donde las 12pb terminales de ambos extremos
son idénticas a los encontrados para el pSLA2 y SCP1 (Chen et al, 1993a).

Plismidos Gigantes: ,

Son denominados asi por su enorme tamafio, el SCP1 es un claro ejemplo de ello (Fig.4).
Fue aislado originalmente de la cepa Streptomyces coelicolor M138, este plasmido se encuentra
formado por 350 Kb (Kinashi y Murayama; 1991).

Se analizarén las secuencias de nucledtidos de las terminales invertidas repetidas (TIRS)
en ambos extremos determindndose el tamafio de ambas, el cual es de 81 Kb. En ambos extremos
de 1as secuencias terminales 5° se encuentran proteinas unidas covalentemente, para evitar que el
DNA sea degradado durante la replicacion del plasmido (Kinashi et al, 1991).

Se encontré una secuencia de insercién en la terminal invertida repetida de la region
derecha (Fig.4.1)por Kinashi et al, (1992) por lo que se ha propuesto que el SCP1 se encuentra
presente en tres formas en Streptomyces coelicolor:

« Puede encBntrarse libre en el citoplasma celular, teniendo una replicacion auténoma.
- Puede encontrarse libre en el citoplasma celular, conteniendo un fragmento del cromosoma y

replicarlo,

- Puede encontrarse integrado en una regién especifica del cromosoma, replicandose cada que lo

haga el cromosoma.

Los plésmidos clreulares:
Son los plasmidos méas frecuentemente encontrados en los Strepfomyces. Algunos se
replican por el mecanismo del circulo rodante; todos son conjugativos y presentan la capacidad de
movilizar marcadores cromosomicos (cma) durante el evento de transferencia.
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Estos plasmidos son divididos en base al nimero de copias que tienen por cromosoma en

plasmidos con bajo nimero de copias y plasmidos con alto nimero de copias (multicopia).
Plismidos con bajo niimero de copias: ‘

El SCP2* (Fig.5) es un plasmido aislado de la cepa Streptomyces coelicolor A(3)2 el
mapa fisico de este plasmido fue determinado por Lydiate et al, (1985). El SCP2* se encuentra
formado por 31.4 kb. Por medio de mutaciones (deleciones), se analizo la region responsable de
la transferencia. Se encontraron 5 genes involucrados en ésta: frad, traB, traC, traD y spd,
localizados en una region de 9 kb y formando un operon. ) '

El gen frad es esencial para la transterencia principal del plasmido, asi como para la
movilizacion de marcadores cromosomicos (cma), dicho gen codifica para una proteina de 442aa.
Mientras que el gen fraB codifica una proteina de 13753, mutaéiones realizadas en este gen y en el
gen fraD reducen la frecuencia de transferencia y 1a movilizacion devrmrcadvor,es cromosdmicos
(Brolle et al, 1993). ‘

Mutaciones en los genes spd, presentan un efecto similar al producido en los spd del -
plJ101, con una clara reduccion en el tamafio de los pocks, pero sin afectar la cma. El SCP2* se
transfiere con una alta frecuencia (100%), ademas de presentar la capacidad de formar “pocks”.

Plismidos con alto namero de copias: )

La region esencial de estos plasmidos comprende el origen de replicacion (ori +) y la
proteina ['ep, como lo minimo en requerimientos para que un plésmido sea funcional,

Los plasmidos de Streptomyces tienen ademas de la region esencial, gene§ involucrados en
la transferencia (genes fra) y diseminacién del plasmido (genes spread), estos genes son los
responsables de la conjugacion del pldsmido entre cepas. El evento de conjugaéién bacteriana es
un proceso de transferencia del material genético de una célula donadora del plﬁmido aotra
célula receptora del mismo, '

Las regiones de transferencia ya han sido identificadas en algunos plasmidos multicopia de
Streptomyces como son: ‘

El plJ101 (Kendall y Cohen, 1988) y el pSN22 (Kataoka et al, 1991a), en los cuales muy

pocos genes son los responsables de la transferencia de los plasmidos. También dichas regiones ya
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han sido identificadas en plasmidos que se integran en sitios especificos del cromosoma, entre los
que destaca el pSAM?2 (Hagege et al, 1993b).

El plasmido pSAM2 puede mantenerse funcionalmente en la célula a través de dos formas,
es decir puede encontrarse integrado en el cromosoma o estar de manera libre en el citoplasma,
donde llega a tener 10 copias por célula (Hagege et al, 1993a). ‘

.Una caracteristica ferotipica muy particular de los plasmidos de Streptomyces producto de
las funciones de transferencia es la relacionada con la formacion de “pocks” o zigosis letal (LTZ)
por Hopwood et al, 1983. Estos “pucks” no son otra cosa que zonas de inibicion del crecimiento .
y esporulacion en la cepa receptora causada por la adquisicion del plasmide (Hopwood et al,
1984). Se ha sugerido 'que la formacion de “pocks”, es una manifestacion de la transferencia
intramicelial del plasmido dentro del micelio de un cultivo receptor, después de la trmsferéncia
primaria o intermicelial del micelio donador (Hopwood y Wright, 1973; Hopwood et al, 1983;
Hopwood et al, 1986). , . ‘

Existe un sistema identificado en los plasmidos de Streptomyces conocido como Kil-Kor,
el cual se encuentra involucrado en la transferencia de los plasmidos, en donde los g,énes kil
desempefian funciones especificas en la letalidad, una vez que el plésinido pasa a la cepa
receptora. Por otra partz el gen kor sintetiza productos qué se hayan involucrados en el control
de la expresion del fenotipo Kil siendn por tanto la proteina Kor un inibidor de la expresion de los
productos formados por los genes i/ (Kendall y Cohen, 1987),

Los plasmidos con alto nimero de copias, son los plasmidos mas estudiados de los
Streptomyces; en ellos destacan: Los plasmidos integrativos, Iés cuales se integran en regiones
muy especificas del cromosoma como: el SLP1 (Brasch et al, 1993) y el pSAM2 (Boccard et al,
1989a). Y los plasmidos que se encuentran en el citoplasma celular de Ia bacteria, denominados
plasmidos libres como: el pIJ101 (Hopwood et al, 1981), el pSN22 (Kataoka et al, 1991a) Y el
pIV1 (Bailey et al, 1986).

Plismidos integrativos:
Estos plasmidos tienen una region de nucleotidos muy conservada denominada (attP), la
cual es homologa a una region presénte en el cromosoma denominada (atB), por
entrecruzamiento estos dos sitios de reconocimiento se pueden unir.
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Los genes int codifican proteinas, que le permiten al plasmido integrarse al cromosoma en estas
regiones, de esta forma el plasmido queda incorporado en una region especifica del cromosoma.
Los plésmidos integrativos presentan genes que sintetizan productos para el mantenimiento del

plasmido y para la liberacion del mismo (genes xis).

Caracteristicas del plésmido SLP1.

El SLP! es un elemento genético aislado del cromosoma de Streptomyces coelicolor

A3(2), (Fig.6) se encuentra formado por 17.2 Kb. El analisis de la secuencias nucledtidicas

involucradas en los mecanismos de insercion y liberacion del plasmido en el cromosoma
bacteriano, demostraron la presencia de 2 ORFS contenidos en una region de 2.2 Kb. El ORF
formado por el gen int de 1.365 Kb, codifica una proteina basica de 50.6 kDa, esta proteina
presenta una secuencia de aminodcidos similar a la familia de proteinas integrasas. EI ORF6

codifica para una proteina basica de 7.1 kDa, la secuencia de aminodcidos formada por esta

. proteina, es muy similar a las secuencias de amino4cidos encontradas para proteinas excisionasas

presentes en otros sistemas de recombinacion (Brash et al, 1993). El analisis funcional de estos
genes presentan una alta similitud con la secuencia de aminodcidos derivada para las proteinas
recombinasas.

Los mecanismos de recombinacion mediados por el SLP1, son el sitio arP (del plasmido)
con el sitio anB (del cromosoma), los cuales comparten una region homologa de 112 pb. El
evento de integracion forma dos nuevos sitios que son: el sitio de la izquierda (a#7L) y el sitio de
la derecha (a#fR), por Omer y Cohen, (1984, 1986).

Caracteristicas del pldsmido pSAM2,

El pSAM2 es un elemento originalmente aislado de Streptomyces ambofaciens
ATCC23877, (Fig.7) presenta una longitud de 11 kb. Este plasmido presenta la capacidad de
transferirse por conjugacion y la capacidad de poder integrarse en sitios especificos del
cromosoma de la cepa receptora (Smokvina et al, 1991). El pSAM2 puede mantenerse en dos
formas diferentes en Strepfomyces, ya sea integrado en el cromosoma o libre en el citoplasma
celular donde llega a tener 10 copias por cromosoma (Hagege et al, 1993a). El sitio especifico de
integracion fue localizado (Boccard et al, 1989a; Boccard et al, 1989b); el fragmento importante
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para el evento de integracion, se encuenira contenido en 2.3 kb el cual contiene los genes de
integracion (inf), que codifican para una proteina integrasa, los genes (xis) que codifican para una
proteina excisionasa y el sitio para el reconocimiento del plasinido (areP). Se conoce que el

evento de recombinacion ocurre a través de las 58 pb presentes en el sitio auP (pSAM2) y atfB

“-del cromosoma (Streptomyces lividans). Este plasmido puede integrase también en sitios

- especificos de! genoma de Streplohtyces lividans y Streptoinyces coelicolor.

Cuando el pSAM2 se encuentra libre en el citoplasma se replica de mznera autonoma, se

transfiere con una alta eficiencia, presenta la capacidad de movilizar marcadores cromosémicos y

" forma “pocks”.

El mapa funcional de este plasmido fue determinado por Smokvina et al, (1991); a
analizar la secuencia, se encontraron 7 ORFs los cuales son transcritos en la misma direccion y
son los siguientes:

El gen encargado de la transferencia principal del pSAM2 es 1ruSA4, ei cual sintetiza uia
proteina de 306 aa; esta proteina tiene algo de similitud & nivel de secuencia de aminvacidos, con

la proteina Tra del pIJ101. El producto de 1raSA es esencial para la transferencia iniermicelial del

plasmido y formacion de “pocks”. En el pSAM2 se identificarén cuatro ORFs: spdd (224aa),
spdB (58aa), spdC (S1an) y spdD (104aa), los cuales son los encargados de la transferencia
intramicelial. Los cuatro genes son leidos en la misma direccion; parece haber acoplemiento
traduccional, ya que el codon de término de un gen y el coddn de inicio del siguiente gen, estén
separados por pocos nucledtidos, de tal manera que las secuencias Shine-Daigamno se encuentran
muy cercanas al término de! gen anterior. Mutaciones en los genes spread, influyen en el tamafio
de los “pocks”, en la eficiencia de la transferencia y son requeridos para una transferencia
intramicelial (Hagege et al, i993b). El sistema Kil-Kor también se encontro en este plasmido, ya
que el producto del gen korSA, puede controlar la expresion de los productos del gen fras4

(Hagege et al, 1993b), y una cepa sin korSA no es viable.

Plismidos libres:
La mayor parte de este tip> de plasmidos, caracterizados fisicamente, se replican por el
mecanismo del circulo sodante y son plasmidos multicopia. Dentro del género Streptomyces son

los plasmidos mas estudiados, en la mayoria de los casos han sido desarrollados como vectores de
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clonacion, por ejemplo: el pIJ101 (Deng et al, 1988), el pSN22 (Kataoka et al, 1991) y el pJV1
(Bailey et al, 1986).

Caracteristicas del plasmido plJ101.

El pIJ101 (Fig.8) es un plasmido circular, multicopia (300 copias por cromosoma), el cual
fue aislado originalmente de la cepa de Streptomyces lividans ISP 5434, este plasmido esta
formado por 8.830 Kb presentando una composicion de G+C de 72.98%, lo cual es caracteristico
del DNA de Streptomyces (Kieser et al, 1982).

La secuencia completa de este DNA ya ha sido determinada (Kendall y Cohen, 1988). Se

han identificado varios genes que se encuentran involucrados en la transferencia del plasmido y

~ asociados con la presencia de “pocks”. Ademas ciertos genes desempeiian funciones especificas .

en la letalidad de la cepa receptora del plasmido (genes kil), mientras que para otros su funcion
radica en codificar productos que controlan la expresion del fenotipo kil (genes kor). Los
productos formados por los genes kor regulan negativamente su propia expresion, asi como a la
expresion de los genes de tipo i/ a nivel transcripcional (Kendall y Cohen, 1987, Stein et al,
1989; Stein y Cohen, 1990).

Al analizar la secuencia del PIJ101 se encontrarén 7 ORFS o marcos de lectura abiertos,
los cuales se identificaron y correlacionarén con las propiedades fenotipicas especificas. Dos de
los ORFS encontrados (korA-korB) codifican para proteinas represoras que controlan la expresion
de varios promotores encontrados en otros genes en el plasmido. Las secuencias predichas de
aminodcidos para estos ORFS no muestran regiones de homologia con algunas otras proteinas
represoras conocidas; aunque las secuencias de aminoacidos encontradas preséntan un motivo
(hélice-vuelta-hélice), el cual es comin para proteinas que se pegan a regiones especificas del
DNA.

En cuanto a las funciones de transferencia se localizaron cuatro ORFS: el primero codifica
para una proteina Tra de 77 KDa, mutaciones hechas en regiones de este gen afectan la
transferencia primaria del plasmido (Kendail y Cohen, 1988). Mediante inserciones se ha
demostrado que los otros 3 ORFS (spdd, spdB y kilB) codifican proteinas involucradas en la

diseminacion del plasmido; éstas presentan tres fuertes dominios hidrofobicos, lo que suguiere que
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pueden estar asociadas a la membrana ayudando a la diseminacion de los plismidos a todo lo
largo de las hifas.

El pIJ101 se transfiere con una alta frecuenéia (100%) ademds de presentar la capacidad
de movilizar marcadores cromosomales presentes en la cepa hospedera.

El pI3101 se replica por el mecanismo del circulo rodante, ya se identificaron las siguientes
regiones: el ori (+), la proteina de replicacion (450 aminoécidos) y el ori (-) por Kendall y Cohen,
(1988) y Zaman et al, (1993).

Caracteristicas del pSN22. v

El pSN22 es un plasmido multicopia el cual se aisld originaimente de la cepa Strepiomyces
nigrifaciens, (Fig.9) se encuentra constituido por 11 Kb (Kataoka et al, 1991a). Este plismido ya
fue secuenciado completamente, al realizar el analisis estructural y funcional sobre las regiones
involucradas en la transferencia, se identificardn cinco genes, dos de los cuales se encuentran
implicados en la transferencia (trad y raB) y otros en la formacion de “pocks” (o). La
transferencia intermicelial se encuentra controlada por el gen traB de este plismido, aumentando
la fusion celular en la cual se da un contacto entre los micelios de la cepa donadora y receptora
del plasmido favoreciendo la fusion entre células (Kataoka et al, 1991a). Por otra parte el gen
trad promueve la transferencia intramicelial del plasmido una vez que el plismido ha pasado al
micelio receptor, ademis frad es esencial para la formacion de “pocks”, lo que sugiere que la
cantidad apropiada de producto de este gen inhibe el crecimiento de las células del micelio
receptor durante la transferencia del plasmido, manifestandose la existencia de zonas circulares de
inhibicion del crecimiento y‘a esporulacion,

Los genes responsables de la diseminacion o spread (spdd y spdB) facilitan el movimiento
de los plasmidos a todo lo largo del micelio receptor (Kataoka et al, 1991b). Las mutaciones
clectuadas en estas zonas, afectan el tamaiio de los “pocks”.

El gen fraR forma un producto (Kor) regulador tanto de si mismo, como de los productos
formados por los genes kil (TraA y TraB), de tal manera que mutaciones realizadas en truR son

letales para la célula, manifestandose de esta forma la expresion del fenotipo Kil.
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El pSN22 se replica por el mecanismo del circulo rodante, la region esencial minima para

. la replicacion se encuentra localizada en un fragmento de 1.9 Kb (Kataoka et al, 1994a), en donde

se localiza un gen para una proteina Rep y un ori(+) practicamente idénticos a los del pIJi01.

Caracteristicas del pJV1.

E! pJVI| es un plasmido multicopia, (Fig.10) que fue aislado originalmente de la cepa
Streptomyces phaeochromogenes NRRL B3559 (Doull et al, 1983). Se encuentra formado por
11.14 Kb de longitud, se replica por el mecanismo del circulo rodante a través de intermediarios
de cadena sencilla, es un plasmido multicopia (150 copias por célula) y presenta la capacidad de
formar “pocks” (Bailey et al, 1986).

El pJV1 ya fue secuenciado completamente (Servin et al, 1994). El anélisis de la secuencia
ha demostrado que existe homologia de las regiones fra y spd con las del pSN22. El analisis
hecho sobre la region esencial del pJV1 identificada por Bailey et al, (1986) revelo la presencia de
un ORF que codifica la proteina (Rep), la cual estd formada por 523 amino4cidos, Este andlisis
efectuado sobre la region esencial (Servin, 1993) mostrd un modo de organizacion similar, al
reportado para el plasmido plJ101 (Kendall y Cohen, 1988), encontrandose que las secuencias de
aminodcidos que componen las proteinas (Rep), tienen una identidad del 30% aproximadamente.
La proteina Rep del pJV1 presenta un motivo muy conservado, que es muy similar al reportado
para todas las proteinas (Rep), el cual contiene una tirosina involucrada en hacer un “nick” en el
origen de replicacion (ori +). El ori (+) también fue identificado, se encuentra comprendido entre
3368pb-3438pb y se conoce también el sitio exacto para iniciar la replicacion (Servin, 1993). Aun |
no se conoce la secuencia que forma el origen menos.

Se encontraron ORFs equivalentes a los genes (raR, frad, raB del pSN22. También existe
homologia significativa en la region de los genes spd. Con excepcion de fraR, todos se encuentran
alineados en la misma direccion y posiblemente estan constituyendo un operon, al igual que en el
pSN22. Curiosamente el pJV1 parece carecer de un gene spdd que se encuentra en el pSN22. A
pesar de que el pJV1 y el pSN22 muestran gran similitud a nive! de los genes #ra y spd, la
similitud de las proteinas Rep es mucho més baja, ya que la proteina Rep del pSN22 solo muestra
un 30% de identidad con la del pJV1, pero un 98% con la del pIJ101, Esto perece ser un

fenomeno muy similar al encontrado por otros plasmidos que se replican por intermediarios de
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cadena sencilla, los cuales presentan una estructura modular (Gruss y Ehrlich, 1989); de esta
forma el pSN22 pareceria estar formado por un médulo de genes tra y spd similar al del pJV1y
un médulo Rep similar al del plJ101, (Servin et al, 1994).

Los genes responsables de la transferencia intermicelial, la transferencia intramicelial y

- diseminacion o (spread) del pJV1 codifican para proteinas muy similares a las del pSN22, ademas

de presentar una alta similitud entre las regiones intercistronicas, (Servin et al, 1994).

| Aunque ya se tienen identificados por homologia, los genes involucrados en la
transferencia y diseminacion del pJV1, no se conoce si el funcionamiento de estos es parecido a
los del pSN22, tampoco se sabe si se presenta un sistema Kil-Kor. Estos Gltimos puntos son el

principal tema de estudio de este trabajo.
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Objetivos,

1. Caracterizar los genes de transferencia en el plasmido pJV1 de Streptomyces

phaeocromogenes.
2. Comprobar la localizacion y funcion de los genes de transferencia (fra) y diseminacion (spd)

del pJV1.
3. Comprobar la localizacion y funcion de los genes responsables del fenotipo Kil-Kor del pJV1.

4, Demostrar la habilidad de recombinacion cromosomal del pJV1.
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MATERIAL Y METODOS.
Preparacion de esporas de Streptomyces.

Las cepas de Strepfomyces lividans se purificaron realizando estrias sucesivas en cajas de
Petri conteniendo el medio rico RS, de manera que se obtuvieran colonias aisladas después de
varios dias de incubacion a 29°C, las cuales se dejaron esporular completamente. Para obtener
cantidades suficientemente elevadas de esporas se tomaron con un asa estéril las esporas de una
colonia aislada y se resuspendieron en un volumen pequefio (aproximadamente 0.5 ml) de agua
desionizada estéril, el cual se distribuy6 en la superficie de una o varias cajas de Petri de medio
rico RS, a este ultimo se le adicionaron ademas los requerimientos de cada cepa. De esta forma se
obtuvo un crecimiento confluente, el cual después de varios dias de incubacién esporuld
abundantemente, Las cepas utilizadas de Streptomyces lividans fueron la TK64 (pro-2, str-6) y la
cepa TKS4 (his-2, leu-2, spc-1) por Bailey et al, (1986). ‘

Cosecha de las esporas.
- Se agregaron 10 m| de agua desionizada estéril a cada caja de Petri y las esporas fueron raspadas
con un asa estéril. La suspension de esporas se tomé con una pipeta de 10 ml y se filtré a través
de tubos con algodon estéril.
- Se agregaron otros 5 ml de agua estéril a la caja, para extraer las esporas que se hubieran
quedado en la caja, y este volumen fue también filtrado a través de algodon,
- Las esporas filtradas se colectaron por centrifugacion en tubos estériles de tapon de rosca, se
lavaron con 5 ml de agua estéril, se volvieron a centrifugar y finalmente se resuspendieron en 1 ml
de glicerol al 20% estéril,

- Las esporas se mantuvieron en viales a -20° C, hasta utilizarse.

Obtencién de micelio para transformacion.

Para preparar el micelio a ser transformado, se utilizaron matraces de 250 ml con un
resorte de acero inoxidable en el fondo, para obtener una buena dispersion del micelio. Se
colocaron en el matraz 25 ml de medio YEME con 34% de sacarosa, MgCI2 5mM y glicina
0.5%, y se inoculo el medio con 0.2 ml de esporas concentradas. El cultivo se incubd con

agitacion vigorosa durante dos dias a 29° C. Posteriormente el cultivo de cada matraz es vartido
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en tubos de plastico estériles con capacidad de 40 ml, aiadiendo 10 ml de una solucion estéril de
sacarosa al 10.3%, y el micelio fue cosechado por ceniﬁfugacién a 5000 rpm durante 12 min. El
sobrenadante se elimind y el micelio se resuspendi6 en 15 ml de sacarosa al 10.3% estéril y fue
centrifugado bajo las condiciones mencionadas con anterioridad. El sobrenadante fue desechado y
al tubo se agregaron 6 ml de la solucion de sacarosa, el micelio se resuspendio en este volumen y
se dividio en 3 tubos limpios y estériles a los cuales se les adicionaron 2 ml de la solucion de
sacarosa al 10.3% por tubo. Estos tubos se centrifugaron a 3500rpm durante 10 min, los ’
sobrenadantes se desecharon y los tubos con los pellets de micelio fueron almacenados en el

congelador a -20° C, hasta el momento de ser utilizados.

Transformacién,

Para la transformacion bacteriana se prepar6 el buffer P como describen Hopwodd et al,
(1985), con la diferencia de que se dejo reposar 1 hora, después de aftadir todos los componentes,
y se filtro a través de un filtro Millipore de 0.45 um de poro; para eliminar cualquier material
precipitado. '

- Un tubo con micelio de la cepa TK64 fué descongelado a temperatura ambiente mezclando
suavemente con golpes del dedo. Se agregé una solucion estéril de lisozima Img/ml en buffer P al '
tubo con micelio, resuspendiendo con una pipeta de 5 ml, para homogenizar la muestra. El tubo
con la mezcla se incubo a 29°C, y cada 20 min se tomaron muestras para observarlas en un
microscopio de contraste de fase, hasta que la mayor parte del micelio se hubjera transformado en
protoplastos. ‘
- Posteriormente se tomo todo el volumen con la pipeta y se filtraron los protoplastos a través de
algodon estéril, el cual se lavo con 5 ml de buffer P, para bajar la mayor cantidad de protoplastos
que hubieran quedado atrapados en el filtro de algodon.

- El volumen total fue pasado a un tubo estéril y los ptotoplﬁtos fueron centrifugados a 3500 rpm
durante 10 min,

- El sobrenadante se decanto y los protoplastos se resuspendierén suavemente con los nudillos, se
adicionaron 5 mi de buffer P para lavar y nuevamente se centrifugaron bajo las mismas

condiciones.
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- Nuevamente se decanto el sobrenadante y el “pellet” de protoplastos, se resuspendio
suavemente. A los protoplastos resuspendidos se les adicioné el DNA en un volumen pequefio
(generalmente 10 ml) e inmediatamente se afadio 0.5 ml de PEG 1000 al 25% (W/V) en buffer P.
Se mezcl6 subiendo y bajando 4 6 S veces toda la mezcla con una pipeta Pasteur y posteriormente
se adicionaron S ml de buffer P y se volvi6 a centrifugar bajo las condiciones mencionadas con
anterioridad.

- Se decanto el sobrenadante y la pastilla se resuspendié suavemente con los nudillos, agregando
500 pl del buffer P, realizandose diluciones hasta 102, '

- Los protoplastos, ya sea concentrados o diluidos se distribuyeron en cajas de medio rico R2YE,
previamente deshidratado, con ayuda de agar suave de transformacién (2.5 ml por caja).

- Se dejo solidificar el agar suave a temperatura ambiente y se incubaron las cajas a 29°C.

- El antibi6tico fue agregado 18 hrs después del término de la transformacion, para seleccionar las
colonias transformantes. Con la excepcion de las colonias que fueron transformadas con el

plasmido silvestre, a las cuales no se les agregé el antibiético.

Extraccién de DNA y confirmacion de Iz estructura de los

plismidos (* minipreps ).
1.- Cada una de las distintas colonias transformantes de la cepa TK64 (con los plasmidos) de
Streptomyces lividans, fueron crecidas en forma de sectores en cajas con medio RS con 50 pg/ml
de thiostreptona. Las cajas fuerdn incubadas a 29°C hasta tener completamente esporulados los
sectores.
* Para las colonias transformantes de la cepa TK64 con el plasmido silvestre, no se adiciono el
antibiotico (thiostreptona) a las cajas con medio rico RS,
2.- Se cosecharon las esporas con un asa estéril y se inocularon en tubos estériles con 2.5 ml de
medio Luria (LB) y 2.5 pl de thiostreptona, incubando con agitacion constante durante 3 dias a
29°C. _
3.- Se pasaron los diferentes cultivos a tubos eppendorf previamente etiquetados, los cuales se
centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min. Se eliminé todo el sobrenadante con una trampa de

vacio.
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4.- Se resuspendieron los “pellets” de micelio en 100 pl de buffer TE2SmM (Tris-Cl 25mM,
EDTA 25mM pH8) y la lisozima a una concentracion de 2mg/ml.
S.- Las muestras fueron incubadas por lo menos media hora a 37°C, hasta que el micelio se
apreciara visiblemente lisado, dando un aspecto translicido y viscoso.
6.- Se adicionaron 206 ul de una solucion fresca de NaOH 0.2N, SDS 1%, y se mezclaron bien
los tubos por inversion vigorosa, hasta observar una mezcla transparente, homogénea y viscosa.
Las muestras fueron incubadas durante 10 min en hielo.
7.- Se adicionaron 150 ul de acetato de potasio 3M pH4.8, mezclando bien por inversion, hasta
perder la viscosidad y apreciar un precipitado blanco. Se incubo durante 15 min en hielo.
8.- Se afladieron 400 ml de fenol/cloroformo (1:1), agitando 30 seg en vortex y centrifugando 2
min a 14,000 rpm., ' _ '
9.- Se paso la fase acuosa a otro tubo eppendorf limpio previamente etiquetado v se agreg6 1 ml
de etanol absoluto frio. Posteriormente se dejo precipitar § mm a temperatura ambiente.
10.- Se centrifugd 10 min a 14,000 pm, desechindose el sobrenadante con una trampa de vacio
 evitando llevarse la pastilla o “pellet”. o
11.- El pellet se resuspendio en 50 pl de buffer TE (Tris-HCl 10mM, EDTA ImM pHS),
adicionandose 150 pl de acetato de sodio 4M pH6, mezclando bien por inversién. Se incub6 una
hora a-20°C,
12.- Se centrifugd 10 min a 14,000 rpm en la microfuga; se paso el sobrenadante a un tubo
eppendorf limpio, al cual se agregaron 200 ul de isopropanol, dejando precipitar la muestra
durante 10 min en hielo. |
. 13.- Se centrifugd 10 min a 14,000 rpm en la microfuga, eliminando todo el sobrenadante con una
trampa de vacio. Se resuspendio el pellet en 45ul de buffer TEIOmM, se afladieron S pl de
acetato de sodio 3M pH6 y 125 pl de etanol absoluto frio; dejando precipitar la muestra por 10
min en hielo.
14.- Se centrifug a 14,000 rpm durante 10 min. Eliminando todo el sobrenadante con una trampa
de vacio. C
15.- El pellet fue secado y resuspendido en 25 pl de buffer TE 10mM.
16.-Se comprobd el patron de restriccion de cada una de las “minipreps”, empleandé las enzimas
adecuadas para cada caso en particular. ’
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* Para las colonias transformantes de la cepa TK64 con el plasmido silvestre (pJV1), se

inocularon en tubos con LB sin el antibiotico.

" Purificacién de fragmentos de DNA en geles de
agarosa de bajo punto de fusién (LMP),
l.- Después de efectuar 1a electroforesis de las muestras y teflir ¢l gel en una solucion de bromuro

de etidio 3ug/m, se iluminé con luz ultravioleta (uv) de onda larga y se corté la banda de interés. ’

2.- La rebanada de agarosa se colocé en un tubo eppendorf'y se fundi6 65-70° C durante 10 min.
3.- Se calculd el volumen de la agarosa fundida. y se agreg6 1/10 de volumen de NaCl SM,
mezclando perfectamente, dejando la muestra otros S min en el mismo baiio.

4.- Se puso la agarosa fundida 5 min en otro bafio a 37°C, al terminé de los cuaies se adicionaron
al tubo con el DNA 2/3 de volumen de fenol saturado con NaCl SM (precalentado a 37°C), se
aéifé de inmediato la muestra con el DNA y el fenol saturado en vortex durante 30 seg. -

5.- Se centrifug6 inmediatamente durante 5 min a 14,000 rpm, y se paso la fase acuosa a un tubo ,

eppendorf limpio previamente etiquetado.

- 6.~ Al fenol se le afladieron 45 pl de buffer TE (Tris-HCI 10mM, EDTA ImM pH8) y S pl de

NaCl 5M y se agit6 en vortex, .

7.~ Se centrifugo 2 min a 14,000 rpm y se mezcld la fase acuosa con la del paso 5.

8.- Se adicion6 un volumen de fenol/cloroformo (1:1) a la fase acuosa, se agito durante 15 seg en
el vortex y se centrifugd 2 min a 14,000 rpm,

9.- Se paso el sobrenadante a un tubo 'limpio y se repiti6 el paso anterior, pero solo con
cloroformo.

10.- Se pasé el sobrenadante a un tubo eppendorf limpio y se afiadieron 10 pg de tRNA y un

volumen de isopropanol (no se afiadio tRNA a los DNAs que serian desfosfatados, con fosfatasa

alcalina posteriormente), ‘

11.- Los DNAs se mantuvieron a -20° C por lo menos 2 hrs, ”

12.- Las m\iestras fuerén centriﬁxgédas en la microfuga, durante 10 nun a 14,000 rpm; se extrajo
todo el isopropanol con una micropipeta. ' .
13.- Se seco el pellet a 50°C durante 15 min.

14.- Se resuspendio la muestra en un volumen adecuado de buffer TE 10mM.
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Tratamiento con la fosfatasa alcalina.
- La reaccion de la fosfatasa alcalina se llevo a cabé en un volumen de 50 pl totales. Se utilizo el
buffer proporcionado por el proveedor de la enzima (Boehringer-Mannheim).
- 1 pl de la fosfatasa alcalina se agregé los primeros 20 min a la mezclaa 37°C.
- Se agreg6 otro pl de 1a fosfatasa alcalina a la mezcla y se dejo otros 20 mina 37°C.
- Para inactivar la fosfatasa alcalina, se ‘empleé la extraccion con fenol/cloroformo, como se

describe acontinuacion.

Extraccién con fenol/cloroformo, .
- En un eppendorf se agregé una mezcla de 50 pl de TE 10mM con el DNA del plismido, a la
cuél se adicionarén 50 pl de una solucion de fenol/cloroformo (1:1); el tubo fue pasado por
vortex durante 30 seg. '
- La muestra se centrifugd en la microfuga 3 min a 14,000 rpm. Se pasé la fase acuosa a otro
eppendorf y se agregaron 50 pl de fenol/cloroformo (1:1), el tubo fué pasado por vértex
durante 30 seg. ‘ C
- Al tubo inicial que queda con los 50 pl de fenol/cloroformo, se agregaron 50 pl de TEIOh\M, .
para extraer lo mas que se pueda de DNA, la muestra fue pasada por vortéx durante 30 seg.
- Los tubos se centrifugaron en la microfuga 3 min a 14,000 r;ﬁm.
- Se paso la fase acuosa del segundo tubo a un tecer tubo con 50 ! de cloroformo, dando
vortex 30 seg, mientras que la fase acuosa del primer tubo, se paso al segundo dando vortex 30
seg. '
- Ambos tubos se centrifugaron 3 min a 14,000 rpm.
-La fase acuosa del tercer tubo fue pasada a un cuarto tubo, mientras que I fase acuosa del -
segundo tubo se paso al tercer tubo, se aplico vortex 30 seg y nuevamente se centrifugo a
14,000 rpm durante 3 min,
- Se paso la fase acuosa del tercer tubo y se agregd con los 50 pl presentes en el cuarto
tubo. A los 100 pl totales se agregaron: 1 pl tRNA, 10 il acetato de sodio 3M y 100 pl de
isopropanol, mezclando por inversion el tubo.
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- La muestra se puso a precipitar en el congelador a -20" C por 2 hrs. Se centrifugd 10 minen la
microfuga a 14,000 rpm. .

- Se extrajo el sobrenadante con una punta estéril y el pellet fue resuspendido en 20 ul de TE
10mM a 50° C durante 15 min. »

» - Se corrié 1 ul de este volumen en un gel de agarosa de alto punto de fusion (1%), para saber

qué tanto DNA fue recuperado.

Cruzas genéticas,
Cruza control, | '
Se agregaron 20 pl de esporas concentradas de la cepa TK64 y.20 pl de esporas concentradas de
la cepa TK54, en una caja de medio RS con histidina y leucina. Se agregaron 200 pl de aguk para
facilitar el plateo de las esporas, las cuales se esparcieron sobre la caja con ﬁn asa de vidrio estéril,
Las cajaS fueron incubadas a 29° C durante 5 dias, al termino de los cuales las esporas de la cruza
fueron cosechadas y almacenadas en una solucion de glicerol@l 20% a una temperatura de -20°C.
Cruzas con los distintos derivados del pJV 1.
Se realizaron de la misma forma que la cruza control, solamente que una de las dos cepas

(normalmente la TK64) contenia alguno de los derivados del pJV1.

Diluciones de las esporas y cuantificacién de las mismas.

Las esporas de los Streptoinyces son resistentes a los cambios osméticos, por lo que las
diluciones fueron realizadas en agua desionizada estéril.
Se tomaron 10 pl de esporas concentradas y se diluyeron en 990 ul de agua estéril; siendo ésta la
dilucion 10%. Apartir de esta dilucion se realizaron diluciones seriadas hasta 10%, pasando por
vortex cada dilucién, para homogenizar las muestras. ) |
Para la cuantiﬁcdcfén de las colonias, las diferentes diluciones se agregaron en volumenes de 100
ul por duplicado, en cajas con medio RS con histidina y leucina. Las cajas fueron incubadas a

~ 29°C hasta poder contar las colonias bresent'es en cada dilucion, empleando un plumén indeleble.
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Cuantificacion de Ia transferencia de plismidos y de Ia movilizacion del cromosoma.

Para determinar la transferencia del plasmido se hicieron diluciones de las esporas
resultantes de las cruzas, hasta 10, Normalmente la cepa donadora fue la TK64 (Stm R) y la
receptora fue la TKS4 (Spc R). De esta forma, para conocer la frecuencia de transferencia se
dividio el nimero de colonias obtenidas en medio MMCY con espectinomicina y thiostreptona
entre el nimero de colonias obtenidas en el mismo medio pero unicamente con espectinomicina.
Para la cruza reciproca se utilizo estreptomicina en lugar de espectinomicina.

Para cuahtiﬁcar la movilizacion de marcadores cromosdmicos se dividio el nimero de colonias
obtenidas en medio minimo con espectinomicina y leucina (sin histidina) entre la suma de las -
colonias obtenidas en medio MMCY sin antibidticos. De esta forma se midi6 el paso del
marcador His+ de 1a cepa TK64 a la cepa TK54,

Determinacion de Ia capacidad de formacién de “ pocks ” .

La manera por la que se pudieron visualizar los “pocks” fue la siguiente. Se agregaron 10
pl del concentrado de esporas de la cepa TK64 con la dilucion 10 (200 pl) de la cepa TK64 con
el plasmido, en cajas con medio RS. Con un asa de vidrio se espatularon estas esporas por toda la
superficie de la caja y se incubaron a 29° C durante 5 dias, al termino de los cuales se apreciaron
los “pocks” en el crecimiento de tipo confluente. De esta forma se aislé el plasmido silvestre
(pIV1).

Manipulacion de DNA,
Deleciones con enzimas de restriccion.
- Con el empleo del mapa de restriccion y el andlisis de la secuencia del plasmido pIV1, se
planearon diversas deleciones con enzimas de restriccion para la localizacion y funcién de los
genes de transferen;:ia, los genes responsables de la diseminacion y los genes involucrados en la
manifestacion de! fenotipo Kil-Kor.
- Se comprobardn las digestiones enzimaticas en geles de agarosa al 1%/Buffer TBE teflidos con
bromwuro de etidio 3 pg/ml. ‘
- Se corrieron las digestiones en geles de agarosa 1% y geles de agarosa de bajo punto de fusion
0.6%, de estos ultimos se purificaron las bandas de interés con el método mencionado con

anterioridad.
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- Para los extremos no cohesivos, se hicieron extremos romos para lo cual se empled la enzima

- Kienow.

- Los plasmidos se ligaron con la enzima ligasa T4, a temperatura ambiente por lo menos 12 hrs.
- Los DNAs fueron almacenados en 25 ul de buffer TE 10mM a -20°C.

Medios y buffers,

. #) Medios de cultivo y soluciones.

Los diferentes medios de cultivo empleados en este trabajo, se esterilizaron en el autoclave
a120°Cy iS5 libras de presion, durante 20 minutos.

La esterilizacion de las soluciones de antibidticos, se hizo por filtracion, a través de filtros
millipore de 0.45 um de poro. '

MM (medio minimo) 100 m! agua desionizada por botella

0.1 ml elementos menores (estériles) por botella

1.5 g agar (por botella) '
Soluciones accesorias que se agregan al medio minimo después de esterilizarlas en el autoclave.

(NH4),80, 20% Iml
MgS0..7H;0 0.6% Iml
Glucosa 50% Iml
Na;HPOy/KH;PO; IM pH7.2-----rcmemm iml
Elementos menores 0.1ml
Elementos menores:
Zn80,.7H,0 0.1%
FeS04.7TH,O 0.1%
MnCl,.4H;O 0.1%
CaCl, 0.1%

MMCY  Sele afiaden ademas de lo anterior;
Casaminoacidos 20% iml
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Extracto de levadura 10%------seseeeevenas Iml

f ' R2YE Sacarosa 103g
i K280, 0.25g
il MgCh.6H,0 10.12g
Glucosa 10g -
Difco casaminoacidos-s---=-vee-r=== 0.1g
Agua desionizada 800ml
* Poner 2.2g de agar a cada una de las botellas.
* Agregar de medio 80 ml por botella.

** Soluciones que se agregan después de autoclavear,

£ KH,PO, 0.5% ' 1ml

.= CaCly HyO 3.68%wememmerreeneemenns $ml

. L-Prolina 20% [.5ml
TRIS-HCI 3% pH7.2 -n-rreeeeaene-- 10ml
Trazas R5 0.2ml
CuSO, 2mM 0.2ml ;
NaOH IN 0.2ml
Extracto de levadura 10%---=-ee---- Smi

* Agitar cada que se agrege una nueva solucion.

R5  (Medio sélido en el cual esporulan muy bien los Streptomyces ).

K.SO, 0.25g
MgCl,.6H,0 0.12g
[ [T S—— 108
Difco casaminocidoses----=-s==-= 0.1g
Trazas sin autoclavear-------------- 2ml




Difco extracto de levadura---------- Sg
Trisma Base 3g

»#2+  Aforara ! Lt con agua desionizada.
Ajustar el pH7.2 con HCI it
g Poner 100 ml de medio por botella,

Agregar a cada una de las botellas 1.5 g de agar.

o ** Soluciones que se agregan después de autoclavear:

KH,PO,. Iml

CaCL,.2H,0 0.4ml
L-Prolina 20%-=-=+--s==rmna=vaana-= 1.5ml
NaOH IN 0.2m|
CuS0, 2mM 0.2ml

* Agitar cada que se agregue una nueva substancia,

o | YEME (Medio empleado para crecimiento de micelio, cual fué usado para posteriores
s transformaciones).
* i | Extracto de levadurasse-m--sssz--= 0.3g
I8 Bacto-peptona-=-=-es-ssseesrunmnan 0.5g
Extracto de Maltawc-ree-see-eemme 0.3g
Dextrosa 10g
Sacarosa 34g

*  Aforar a 100 ml con agua desionizada.
* Después de esterilizar agregar la siguiente solucion. '
MgCl.6H;0 1Mecreeereemmeecnas 0.125m :
i Glicina 10% 0.625ml




Luria(LB)

" BACtO triplona-===r=-sseseannemacens 10g
Extracto de levadura-----e-~eeeoeue 5g
NaCl 10g

* Ajustar a pH 7 y aforar a | Lt con agua desionizada.
~* Acada una de las botellas agregar 1.5 g de agary 100 ml del medio.

LB con Sacarosa (para la extracion de los plasmidos).
_ Bactotripton P— : 1%
NaCl 1%

Extracto de levadura----==seee--ee  0.5%

~ Sacarosa : 30%
Ajustar el pH 7.2 y aforar a 100 ml con agua desionizada.

** Los tiempos para el secado en la campana de flujo laminar varian segin el medio de cultivo ;
empleado: el medio R2YE (para la transformacion de protoplastos de Streptomyces) se necesitan
de 3 a 4 hrs de secado; para los medios como el RS (para la espomhcién de los Streptomyces),

MM, MMCY «(para las cruzas genéticas) y LB (para la extraccion de los plasmidos), se emplean

de 15 a 20 min de sgcado.

Buffer P (empleado para .'_el mantenimiento osmético de los profoplgstos durante la

transformacion). ‘
| Sacarosa: ' 103§ -
MgCl,.6H;0 2.02g
K280, 0.125g

* Aforar a 400 ml cistribuir este volumen en botellas de 40 y 60 ml para esterilizarlas.
**Agregar después de esterilizar las siguientes soluciones. " -
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40ml 60 ml

Trazas RS - 100u 150l
KH,PO4 (0.5%) cosml 075ml.
CiCh2H0(368%) - . 50m  75ml
TrsHCI (3%, pH72) ~ ~ S5.0ml 75ml

* Todo el material (vasos de precipitados, probetas, etc.) debe estar Bien lirppio y enjuagado

varias veces con agua destilada y desionizada, para eliminar cualquier resto de detergente.

TABLA i. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS.

Cepa ‘ ‘Antibibtico Auxotrofias

Streptomyces lividans TK64  Estreptomicina®  pro-2
Streptomyces lividans TK54 Espectinomicina® his-2, leu-2

Plasmido Caracteristicas

pIvl (Silvestre formado por 11.14Kb de longitud). -

PB2  (Se encuentra formado por 10.5Kb, carece de los genes de diseminacion (spread) y -

presenta un origen hibrido).
PB53 (Se encuentra formado por 12.8Kb; al pB2 se !e mcorpomon los genes spread,
» provenientes del pJVI), ,
pB50 (El gene de tsr, se eh,cuentra insertado en el sitio umco de Bgm del pJV1).
PB57 (Fragmento de BamHI de 5.7Kb del pB50 recircularizado, sin genes tra y spread).
pBS8  (Delecion del fragmento de Neol del pBS0, eliminando los genes tra),

pB59 (Delecion del fragmento de BstXI del [SBSO, eliminando el final del gen traA y el .

principio del gen traB).

- pB75 (Insercion del gene tsr, en el sitio unico de Asp700 del pJV1, ¢on lo que se interrumpe

. el gen traB).
pB76 (El pB50 digerido con Bpul102I-EcoRl, la banda de mayor tamafio se traté con la
enzima “Klenow ”, con esta mutacion se quitaron los dos genes tra),
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Tabla I. Nos muestra las cepas de Streptomyces lividans que fuéron empleadas como cepas
hospederas para los experimentos de clonacion, asi como los distintos derivados del pJV1. La
cepa donadora de los plasmidos fué la TK64, mientras que la cepa empleada como receptora fué
la TK 54; con la excepcion de la cruza realizada al inverso, en donde los papeles se invirtieron,

*** Se ytilizo como control negativo, una cruza la cuai no contenia plismidos.

. Cruzas genéticas.
Las caracteristicas de los distintos derivados del pJV1 radicadas en la formacion de
“pocks”, en la eficiencia de transferencia y la movilizacion de genes cromosomales, fueron
llevadas acavo con las caracteristicas de las cepas empleadas y pldsmidos, lo cual se aprecia en la

tabla Nim.I, con esto se crearon las siguientes condiciones, selecciondndose en cada una de ellas
una caracteristica en particular.

TABLA 1L
Condicion Colonias que son capaces de crecer
MMCY Total de las colonias TK64-TKS54 con y sin plasmidos.
MMCY+thio Solo crecen las colonias que presentan el plismido con la resistencia al

antibiotico (thiostreptona).
MMCY+thio+Str Soio crecen las colonias de TK64 con plasmido.
MMCY+thio+Spc Solo crecen las colonias de TK54 con plasmido.
MMCY+Spe Crecimiento de todas las colonias de la cepa TK54 con y sin plasmido.
MMCY+Str Crecimiento de todas las colonias de la cepa TK64 con y sin plasmido.
MM+Spct+Leu Solo crecen colonias recombinantes, producto de la movilizacion de genes
' cromosomicos entre ambas cepas.

Tabla I1. Nos muestra las diferentes condiciones empleadas, para hacer los estudios cuantitativos
de los diferentes derivados del pJV1.
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RESULTADOS

DELECIONES E INSERCIONES DE LOS DERIVADOS DEL PJVIL
Con el empleo de! mapa de restriccion (Fig.11) y el analisis de la secuencia (Fig.12) del
pJV1, se planearon diversas mutaciones con enzimas de restriccion para determinar la localizacion

y funcion de los genes responsables de la transferencia, los genes encargados de la diseminacion,

- ast como los genes involucrados en la manifestacion del fenotipo Kil-Kor del pJV1.

Aislamiento del plismido silvestre.
El pJV1 fue introducido a Strepfomyces lividans (cepa TK64) por transformacion en cajas

con medio R2YE. Las cajas fueron incubadas a 29°C hasta observar los “pocks”. Se picaron con

palillos estériles las zonas centrales de los “pocks” y se sectorizaron en cajas con medio RS, las
cuales se incubaron a 29°C hasta que los sectores se encontraran bien esporulados. Las esporas
se rasparon con un asa estéril y se inocularon en tubos con 2.5 m! de LB con sacarosa, incubados
a29°'C 'por 3 dias. A las diferentes muestras se les realizaron minipreparaciones para la obtencion

del plasmido y se digirieron con la enzima BamHI. Esta enzima corta al pJV1 en 3 fragmentos

de diferente peso molécular: 4.6, 3.6 y 2.5 Kb.

Aisiamiento del plismido pBS0. ‘

Este plasmido presenta la insercion de un fragmento de Bc/I de l.il Kb que contiene el gen
de resistencia a thiostreptona (£sr) en el sitio unico de Bg/IT del pJV1 (Fig. 13), lo cual facilito la
cuantificacion de la presencia del plasmido por seleccién de colonias fesistentes al aniibiético.

El pB50 fue introducido a la cepa TK64 por transfomicibh en cajas con medio R2YE y
thio, las cuales se incubaron a 29°C hasta observaf una esporulacién' total de ias colonias
transformantes. Las colonias se cosecharon co'n‘palillos estériles y se sectorizaron en cajas con
medio R5 + thio. Las cajas se incubaron a 29°C hasta tener bien esporulados los sectores. Se
inocularon las esporas en tubos con 2.5 ml de LB y 2.5p! de thio, los cuales se incubaron a 29°C

durante 3 dias. Se realizaron minipreparaciones a las diferentes muestras y se digirieron con
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23 Mse I

1114 Kb

del
NdeT  NotI kpnI

Fig.1 Mapa fisico del pldsmido pJV1, por
Bailey et al, 1986.




EcoRY . . . ' . . . . f .
1 GMT’l'CCCACGTCN\GCGGCGTGTGMTcGGCCCGCACACCGGCCCGCﬁCACGCCG':CGCa\CJ\CCCCCCGCACACCCACCCCGCI\CAGCN\GCGGGCCGA
—_— —— <

. . . . . . . . » .

fM N AE P QY PALGROQITDAEL

. . . . apdBl—> . . . . .

201 CCTCGCCGCACTCCTOCCCGACACCGCCGCCEGCGCCOAGCCEACCECCCCGGCCGECGCCCCEETCCEGETCGCGCCCCCEETCCTCGRCGTTRCCGEG
LAALLGPDTA AARMGA ATETPTAZPAAMAPVEVAPPVYVLDVAA

301 CTCCTGGAGCTGGCCCGCCET CAGGGCGCTCTGGAGGCCACCGTCCAGGCCCAGGCCGCCCCGGTCCCGGCGGARGACARGTTGTCTTCCGGGCCGCTCT
L LELAMRRGQGARALEA ATV QAQAAMPV?PAEDI KTLSSGZPIL
401 CTCCCCGETGGGCCGCCGGTACCGCCETAGCCECCE TCGGCATCGGCGLCGGCACCTTGCTCCTCGGCTGGGCGSTCGACCTCCTCGCCGCCGGAGCCGC L
S PRWAAMAGT AVAAYV GI GAGTULLULGWALUDLILAAMGAARA ;"
501 CGCCGTCATGGCCOGGATCAGCGCCGCCGCCCCGAT GCTCAT CGTCEGCGCCGTCCTGETCGCTGCCCTCCTCGECCGCCGCTCCARGACCGGCAARCGAC
AVMAGTI S AAAPMILIVGAVLVAALLGRIRSIKTSGHNDID

601 GGGTTCGAGATCACGCAGACCATCACCCAGACTAT CACCCAGACCGTCAAGGGCGGTGGCCECCGGTGAAGCTCGACACCCABCGCCAGGTGGCGCAGGC
6 FEITQTTITQTTITOQQTTV K GG G R REMd

f¥ K L DT QR Q V A QA

. . . . . . SHAII—> . . .

701 GGAGCGCGTGCTCCAGCTCGTGTGGATCATCGTCTTCGGCGCCGTCCCCTTCTCGGTCCTCACGGTCACCCCGCTCGTGCAGCGGGT CACCCCGGACGAG
E'RVLQLVWIIIVFGAVATFSVYVYLTVTPLVQRVTTZPIDE:

. . . . . . . . . .

B0l TGGGACTGGACCGCCTGGCTCCTLCCCGTCGTTTCCGACACCGCCATCGTCATCGTCGTCCGAGTCGACTCGATCGTCGCCCGCCTCGACGGCCGLCCCG
WDWTAWLTL®PVYSDTAVVIVVYRVYDSTIVARILDSGTRE

901 GCGGATGGCCCGCCT TLETCCGCT GGCTCACCGGCGGCATGACCCTGCTCCTCAACGTGGGCGACTCGATGCTCARGAACGACTGGGTCGGCGTCGGCGT

6 6 W PAFLRWILTGGMTLLLNVYVYGDUSMILIKINIDW®WYVGVGYVY

1001 CCACGLGGTCGCCCCTHTGCTGUTCATCGTCACCGCCGAGGCCGCCCTCGGCTGCCGCCGCGCGATCACACAGGCGGTCGCCCGCATCGACCGTGAGLGG
T AV APV LLIVTAEAMRARMLGWRARATITGQAVARTIUDRER

. . . . . . . . . .

1101 GCCGAAGAGCGCGAGCGGCAGGACCGTGAGCGICAGGCCCGAGAGGAGCGCTCACGGGCCGAGCAGARGGCCCGTCAGGAGGCCGAGCAGGE CGAGCGCG
A EE R ERQDURERAGQARETERSRAEU QKA ARIOQEA AEUGQATEHR
1201 AGCGTCAGGAGCGGCTGGUCGAGGAGCGCGAGCGGAGGGCCGCCGTIGAGCOTGAGCCGCAGCGTGAGCACGAGGCCAAGCTCGCCCGAGAGGAGCGCGA
E R QFERDLAETERERIRAAMABAETR RETR RTGEQREHEA BRI KTLARETETRTE
120} GTACGCCGUCCGCATCEAGCAGGAGCGGCCCCAGEGGGAGGCCGCCCGAGAGCAGGCCGLCCGCGAGGACGCCGCACGTCAGCGCAAGGAAGAGCAGGAG
f AA R1 EQERAEREA ARMAREIQAARTEDA AARARRUGOQRTIEKTETEQE
1401 CGRGCCGACCGECTCCGCCGTGAGCAGGACGAGRAAGCCEAGCETGAGCGCAAGGACAAGGAGGCCGCCCAGGCCGCCGAGAGGGCCCGCAAGGLCGLCE
R ADRILRREZGQDEU KA AERTERIEKTIDIEKTEA BAMAMAQAAR AMERA ARIEKAAR
1501 AGGCCCGCCGTACGGCCCCGCCCGTGAGCGCLGCTGTGAGCACGCCCCGLCCGGCCGTGAGCGCCACCGTGAGCACCCCGGCTCCCGAGGCCECTCACGA
E ARRTAPZPVSAAV ST PRZPAVSATVYVY STUPATPEA AR RHD
1601 CGTCCCGGACGCGAAGAAGAAGTTGCCCGTGGACAAGGCGETCATGGTCCTGGCCGACGCACTCCGCGATGGCCGCTCACAGCGCCAGATCGTCGCGETC
v P DAKIEKI KLPVDKALMYLADAaTLRDGH RS Q@RQETLI VAL

1701 ACCGGCAGGAGCTCCGGCTGGGTCGCGAAGCACTGCCAGGCGL TCACGTCCGECARGAAGGCTGAGGAGGT CGCAGCATGAGCACCGACGARCTGATCGE -
T GR 8 8 GWVAKUHCOQALTSGKI KA AETEV A AE f
M 5§ T D E L I A 3

) . . . . . . . pdBIIT—> , .
1801 CGCGCACGCCGAGGTGAAGGCCGAGATCGCCTCGCACCEATTCCARGACCGGTCT A TTCTGBCCTTCGTGGGCGCCGTGATGGCCGGAGCCTGGACCACA
Al AEVY KAETILIAERKTODSHKTGILULLATFVY GAVMATGATEWTT




f . . . . . . . . .

" 1901 GCGAAGGACCTCCCGCTCACCCTCCCCGCGTACCTCGTCGGCGGTGCTGGCCTCUCGCTCCTCCTAETCECCGCCGEGCTCECGCTCCAGGCCGTCCGCC
AKDL®P®LTLPAYLVYGGAGLALLLVYAAMGLALOQAVR

2001 CMCTCGGCGGCGGCCGCGGCTTCATCCTCTGGGCG}\CCC‘TCACCCCGCMCAGCTCGTCGCCACCMCGMACTCGCGACCTCGCCGCCGACATCGT

P NLGOGGURGTE FTIULWATLTPQQLVATTETARIDLAADTIV

2101 OGGCCTGGCCCGGATTGCCGTCGCCMGTTCGTGCTCL“I‘GCGCCGCGCGGTCG)\CCT CGTCCTCGCCGCCGGCGCCTTCCTCCTCGTCGCCGCCCTGATC
‘6 LARIAVAKT FVLLRRAYDLVYLAAGATFILILVARARLTI

2201 GTTCTCGGAGGTGCCCTGTGACCCGCCCCGGACAGARGCAGAACGGCTACGCGGGCCACCGGCCGCAGAGCAC ZGCCGACGRCCGCACCGGCAACARCGE

V L GG A LEnd

IMTRPGQKQNGYAGHRPQST}\DDRTGNN}\

. pdBIV—> . . . . TeE te eeevEeRteeNse  bEEEEICEbETANEIERY

2301 TCGGGGCCACGAGGCCCCCGACACCACCCGCAAGCCCAAGGGCCCCARGGECT CCTGNJCCGACACAGCCCCGOCGGATCCACCGGCGGGGCFCTC’“TCG

RGHEAPDTTREKEPEKGEPKASEM <

it
&
§

Crberbvebrsvr bbb rr e . . . . . BamHI B .

2401 GCCCTCCAAGTCACACCAGCCCCTCGCACAGTTCCTGGACTTTCTGGACCCCCTACGCGCGGGCGCGTGCGCACGACCCTCCGGCCCAC CGCGCAACGAA
. . . BglIl . . B . . .

250] CGCCCCCTTCGCCCCAGTTCGCCCAC .C"GTC}\CI\GATCTGGGCCGCGCGRCGTACTGCTACGTGMACCCCGCCGCCCGCCGC’I‘GACCJ\GCACGA

2601 AGGGACCGCAGATGGAACTCATGAGACCGCCCTACGCGCGCGEGGACCGGT GTARCGCCTGEGCCCGCCACTCCGTCCATACAGCGCCGAGAGAGGAGAC
2701 CGCACACGTGGCACAGCAGGCAGTCCGAGCAGGGGGAACARCCGCCCGCCAGCGCCCTACGCTCGGAGACGGCGCGEGGCCGACCCTCCARAGGAGGART

2801 GCCCCCGTGCGCCCAGTCGCTTCGLCCCGACCCACGLCCGACT TCCCCGGACTGT TGGTCTGCGCCGAACCCCCACGCGCLTTCTTCGCCTGCGCCTGEG . '_ S

. . . . . . . . . D

2901 GCPACTCGCGAGACGTCGCCGACCGCGCCCGTGTGGTCGAGCTGGTGACTCACCACCAGGAGCACGCCGACGTCTGCGTCCTGACGACCGGTGGGGCCTL
3001 TGAGGCATCCGCGUGGCGAGCCACGCATGAGGCGGGCGATGCAGCAGGATCTACCCGARCAACTCCAGAAARAGCGARACGGCCAGGGGTCCTARTCCCT

. . . . . . . . . .

3101 GACCGCTTCTGACGTCCACCCGGCTACCAACCARGGGACTCGTCTGTGTCCAGCGTARGGGACGCTTTGGCGTCCGCAACCCCCTCTTTGATCGGCGCGE

. AN eNRES sEREs Erhs bukash  HEbE ¥ Gke wE EREE €% b 4 & Avbbebe 44
3201 CGI\CTCI\GTCGCCCGCCCGCGTCCCCGCCGGCCCCCGTTGCCG\:TGCGGCGCCGCCCTCACGATCACCCCCGGCMGCGMCCMGGAGTTCTGCTCCG’\
TR e i > . > BEEEOE  WeRebEE b dk kEE ke e d

3301 GGCGTGCAAGARGCGGGCCGCECGGGCCCH! GAAGGCCGL.(.GACCGAGCCGCCG}\GGCCGCCCG‘I‘GAGACCGCCCCTGGCMMMGGAC CCTAGGTAAA
>

———

+ SEREEERNY Bok X IR T A T Y T R . . . . . .

3401 GGGTTGATAGAGTTTTCCCACCCCCCACTGACCAGCGACTTTGCGEAAGTGGCAGTCGTGGGAGGAAC GGG AGAGT CCGAGAGGGCGGCAGCCCTTTCGG

3501 ARCAGACCACAAGGLGCGCGGCBACCGCTGCCGTACG CCOCTACCAGGGCCGCARGGTGCTCAACCGGETCTCCGGBATCGACGCCTGCAGCEGGTECGE
’ fM L N RV 8 G I DACGGCG

2P~—>
3601 GUGGLGGETCCTCAACCCGGACACCGGCGT GATCTACGCGARGTCGAGCCOTGGGTACGTCGTCACGATCGGCCTGGTCCGCTGCGGGCGGATCTGGTTC
R RVLDEPDTGVYIYAKSSRGYVVYTTIGLVRCGRTIUMWTF
3701 TGCCCGOAGTGCTCCTCCGOGATCCGCCG TGGCCGGACCGAGGAGATCAAGACCGGTGCTCTGCGGCACCTCACCGCCGGCGGCACGCTCGCCGTTGTCG ¢
¢ FPECS 5SAIRRGSRTEETI KTG GALRUHELAAGGT TTLAVY 3

. . . . . . . . . .

3901 TCCTCACCCCCCGGCATAACCAGATCACCCACCTCEACAGCCTGGTCSCCGCGCTCTGEGGCAGGCCTCTCCTGGACGACAAGGGCGCCECGGTCCTCGA
VLTARHNQTTDLDSLVAALTU®EWGSGPTILLUDTUDTEKT GATPVLTD

B . D .

3901 CCGGTCGGGCAAGCCCCGCCGCECGCCCGGTGCCTACCAGCGGATUCT CACGECCCCEGCCT TCTACGGCCGCCCTGAGGCCCGCCGCACCCGGAAGGAC
RS G K PRRAPGAYQKMILTAZPATFYGRZ®PEARTRBRTTR RTIKSD

. . . . . . .

4001 GGAACGCAGTACGTCCGTCCCOCTGAGGACGGCATCCGCCACCEGATCGGCTACAT CGGCATGETCCGCGCAGCTGAGGTCACCCGGTCCAAGAAGAALG
G TQYVRPAEDGTIRUHRTIGYTOGMYRAAETVTRSIKTKN




4101

4201

4301

4401

4501

1601

4701

4801

4901

5001

5101

5201

5301

5401

5501

G501

5701

5601

5901

6001

6101

6201

GTTACCACCCCCACCTCAACCTGCTGGTCTTCCTCGRCGGCGAGCTCTCTGGCACCCCGGCCARGGGTGACG TCGTCGGACACT TTGAGCCCTCCGAGAC
G Y HPHLNLTILVYVTFLGGETLSGTS VA AKG GDV VGHFET®PSET

GGACCTGGGGGACTGGGAGGACTGGCTCCGEGAGATGTGGGCGGGCGICCTCARGCGGECTGACCCCARGTTCGAGCCCTCGACCGACTGCGACACCCCE
D L GDWET DUWTILU RKEMMWAGALIKTEKADZ®PKTFETPSTUDTCDTEP

. . . . . . . . . D

GGCTGCAAGTGCAAGGGCAALGGCCACGGCATGATGGTCTCGATCGTCCGGTCAGCTGACGACGTCGCGCTGATCGAGTACCTCACCARGAACCAGGACG
G C K CKGEKGHGV MV SIVRSADDVALTI ‘B YL TKWUNO QD
GGARGCGAGAGCGGCCCGACTCCGTCGACCAGGACCTCGAARCCGCCGGCGCAGCTGCGATGGAGACCGCCCGTCTGGACTCCAAGACCGGCCGGGGCCE
G KRERPDSVDQDLEA RARAGAAAMETARTLIDSIKTGRGHR
GAAGTCCATGACGCCGTTCCAGATCCTC TACCGACTGTGGGACATCGAGG T CGCCGEGCTCGACCCCGACATGGC CGAGGGCTACGGCACGCCGAAGCAG
K s MTPFQILYRILMWDIEVAGLDZPDMAEREGYGT?PKOQQ
CTGCGCGCGTGRTGEGCCCAGTACGAGGARGCCCTCGCCGGACGACGCGCGATCSAGTGGACCCGAGGCCTGCGGCGGCACGTCGACCTCGACGGTGACG
L RAWWAQYEEALAGRRATITEUWTRGLRRUHVY.DLDGHD
ACGACGAGGAGACCGACCTCCAGTACGTCTACGAGCCGGAGGCCGCGCCGCTCGACGGTGGCGTLGTCCTCACCTCCGACGCEATGCGCC TGGTCATCGE
D DEETDULQYVYEUZPEAAPLDGGVYVYVLTSDAMZPBRLUVVG
AGCCGACGCTGAACTCGACCTCGACGACGTCGTCCGCGCGGAGGCGTACTACTCCGCGGTTGACGT CGTCACCGGTCTCGGAGGACGTGCGGATCACGTG
A DAELODLDDVYVRAEA AYYSAVDVVTGLGGRADHV

» . . . . . . . . .

CGGGTCGCTACCGCCGAGGARCTCGCGGAGGTGCAGGAGGTGCTGT TCGCGCGGACGCAGGARCGCGCCCAG GAGAGCAGGCGCCAGCGCCGAATCGCGS.

R VATAEEILAEYQEVLFARTAOQERAETESRRUGQRRTIA
AGCACGAGGCCGABCAGGCCGCCGCGCAT CGGAAGCEGLAGGAGCTCGCGCGGTGCCTCOGGCTGCTCETACGGCAGCCCGGCGGCACGCAGGACGACTC
EHWEAEQAAAUHRIEKI RKROQEULARTCGCLGILLY R QRGGT QODODS
GGCGGCGGACAACTTCOTCOCGCATAT CCACGCGARCEGCTGACGACAACCCCCCHTTGTCGC CCCGACCGT CCCCGGTCGACGCCGARARCCCCGGCGT

A A DHNF VAL I HA N REM——> oo

. . . . . . . .

GACCGAGGCGGRGRGETGTARCTGETACCAGTTACCTATARCTCGCT TCCGCTCCCTACTGCGAGARGCCCCGEGGCCCGAGAGGTCGGCGGCCCACGAT

GACGGGECGCTUGATCCGCTCCHGGACCT CCACCCAGTCACCG TCCAGCG S GCGCTCGATCGCCGTCAGCCGACGCT TATCTCGCTCGCGGATCTGGACA
TCEGGGCETGCGCCGAGAGGHCOTCATGCTGTGCTCATGRCGCCAGTCTTCCGTOCCE TGARGGCOTACGECT TCGCCGCCGACTTCGTCATGACCTGAG
CGGTCACACCTCRGGCATCACGARTGCCC TCRGETGCCGACGCCCCGCCGGAACGGT GATCCARGGCOTGCACACGTGCCCATGCACACGCGTGCACEEE
AGCCGTATGECCCCGGCCATACCTTGGTACTTCCGGAGCCGTCGTACCGGT CGCAAGCECGECGCTCTGACCTGATCGAGGTACATCTCGTGGARCTTCG
TGGAACCGTCCTACGCGCGCGCETGCARCGET TCCTCACCOTGTGCTGTCGGCTCTCGTGARCGGCCGATTCGTCGTGATGCAT TG TGTGGGCGATSAG
™M W A M S
TTCGAGCGCGTALTECTGETCGTCT TCGTGCTCOATCRCGECCGCECTCOTTGGTCCGGGCATGARCGGCGACCAGGAGCACGAGCAGCCCACCGAGTTC
§ 5§ AY SWSSS CSTIAAALVYVGEPGMUNGDG QETHTET EPTEF
GCACAGATCGARGCGCGGATGATCCGGACTGCGCT CACCGACGAGGAGTGUG COGAGC TGATCGAGCACCGGCCOAGTCTGCCTGCCTCRUTCOOGGEET
A QI EARMIRTALTTDLETEWAETLTIEUHRG PSTLEPASTLA A
ACGPGCGGTGGGAGGCCGAGGTCOAGA COARGGCCEEGTGACGETGGCCGCGCGECACGTACT ARRGGIGCGGCGLATTCTGGTGACCGTGCTCCTGRTCG
Y ERWEAEVET KA GEnd
TCATCGGSGCCGGLGCCACCTCATCASCGT COCEGCTATCTCCGGCAGCT GOGEATCACGGCGACGACGTCGGAGCECTCCGCCCGCAGGATCGCEETS

. . . . . . . . .

ATGGCGACGGCGGTGATCGCCAGGATCGCGAGCCCGAGCACCGCGABCAGGGCAAGGGCGTACGGGTCGATGGGCATGGGTGTCCTCCTGGTGGTCGAGA

;
4




6301 AMAGTCCT(;CCGCCCCGG;\CGGGCAGGG';‘GGTCCGTAG&TTGG}\GG}\’.‘(.:GGTTACTTA(;GCCCGCAAG';'CACGTCCTC(’,‘ACCCCTTAG(';CGGGGCTCGI‘\
6401 CCGGTC CG}\(.SACAGTGAGA;GGGCTATCG&GCCCTCCGC’;‘CCCCATM‘ Gt.i"-CGG)\TTGC;\G‘CGGMCN(.:C‘I‘AGACCAT';‘TGCGGC(SCGC‘ETCGGGCT CGf;
65;01 CCGGCGCGT(:.‘TGCACGGTC;GGCACACCG’;‘CCGTABGGC(.:CGMG)\GGG‘CTCAéCMCG;GTTAGGGAG';'CGMTGCTC:SGTCTGCTCC;\GGGATGGTT;
6601 G.‘I‘AK'SGACGG(':TGGAGGGCG(.SGCAGCCGAGéTTTTGAGAC‘;"l"l‘TGGGABC(;TCC'I‘)\CGCG:ZGCGGchCG';‘GGGCGACCG;iTCGGTGTCG’;‘CATCGCGGCC'Z 3

. . . . . . . . . .

6701 GGGCCGGCGGCGGAGCCGCGGGGCGGAGACAGGAGCGEGCCGCCGGCGGTCGGGCCGCGGGLCCH CGCCTTGATGGAGTAGGGAAAGTTGTACC

6801 GCGCCCCCTTCGAGGGCCCCGAGGTCGTCGCCGATACGG TCGACCCATGACGTACGACACCCCCCGRGACGGCGAGGGCGACCCGCTGTGCGCGTGGT GC
. . . .Scal . . . . . .
6901 GGAGGCCCGATGCAGCAGCCCGCCACI\GGCCGCCGCCGCGAGTACTGCCGCCGCTCCTGCCGCCM.CGCGCCTACGAGGAC}\GGCGCCTCéGTGAGGCCC i3
. . . . . . B ' B . .

7001 AGCGCGARGCGGTGGTAGCCGCTCTCGCCAAGGCCGCTCTCCGCACTTCCGTTTCGTCACGTGACGATCGCCCGACTCCTCCGATTCCGTCACGTGACGA
' g > R e e

. BamHI . . . >< . .

7101 ARCGGTGCGCCTCCCGGAT CCCCCAGCTAGTCGGLCGGTGGTGGTCCCCGTGGCGARGGTGCCGGCGCCTCCGAAGGAACAGCCGCCGCGTGGGCAGREE

><

7201 ATGGGGTTGTGGTGACGGCGGATCGCCGEACHCGTGCCCCEGGACGGCCCGCAGCGCTGGGAT CAGCTCGACTGCCT TAGCCACATCGCGGTAGCAGETG
7301 CTCCCCCTCAGCCCGAGACGGECGGTRCIGTCGCCTCACGCGCCCGTCTGGGTCGACGGCGEEGGTACGGCGCCCCGCCCCACTCCCGGGCCGCCAGACG
7401 GCCGTTTAGCGCCCGTGACCCCACCCCTACCGCCGTCAGCCGCCTTTGCCCGCCCGAGCGGCCCGCAGCCGCGCACCGGCCGTGCCACGGAGGATTACGG 3
. . . . . . . . . Necol 2 :

75C1 ACCTTGAGCGCCCTCCCGTACGGTCGGAGAGCGTGAAGAAGCECCCGCCACES! CCCGGCGGGGGCGGCGTATGTCAGGGGTGCAGGARGGTCACTCGCLE
T e e < - -
Ende g s

7601 ATGGGGACCCGGGCGCCGGGEGCGTAGACGTCCTCCCAGTACCCCAGTGCCCTCTCGTCGTCATGGAAGGTCACGGTGGT GACCATGACGGCGACAGCGG”
mp v r agpayvdewy glareddh f¢tvttvmyvawvaas ,
7701 AGTGGGGCGGAGCGT CGATCTCCAGCGCGGCCAGC TCATCCT GGGRGGCCTEGCGTECGTGGGCGGTCCTCTGGCCCT TCACGACCTCGCGGCCEGTGCG
h ppadi el aal edgqgqasaqr ahatrqgqqgkvvyeragetr
7801 CTCGGTG’I‘I\GAGCTGGTCGMCTGCGCGACCI\TCCGC’!‘CGTCCTGGCCGI\GTTCCGGCACGGCGGCG)\CGG‘I‘GTGCGGGGGGTAGACGGAGACGFCGACG
erylqdfqnvmredqqlepvaavthppyvaqu
7301 GI\GGI\GGGC‘I"1'G‘l‘CGTCCTGI\CGGMGACGCGGI\TGCGGATCACGGCCTCGTCGCCGGGCTCC)\GGTOCAGCGCGGCGCAGACCTCCGGGTCGTI\GACGG
sspkddqrfvrirlva‘adqpaldlaacvepdyvs
8001 AGEGCTGCATGACCCGGTGGCCGGAGGRGGTCTCTCCGGGTGCGTACCGCT TCCCGT TCTTGGCCATACGGTCGAGCCEGTCCGCGCT GGTGATGACGAT
zq’mvrhgsstegpayrk'anamrdlrdaqtivi

8101 CGGGGACT’l‘CGCGI\CGACGG'I‘GCCCAGCGCCCCGCGTGAGGTGACGI\GTCCCAGGCGCTTGAGCACAGCCAGAGCACGGCTC}\CGGTCTTGGCAGCGACG
p s kavyvtglagrstv!igvrerkl1lvalaresvettckaayvw

. . . . . . . . Bpullozr .

8201 TCGRACTGCTGGCGGATGTCGGTGACCGAGGGEAGTGCGTCGCCCGECACGAGTTCGCCGGCCT TGATGCGCGACCCGTAGTGCTCAGCGACGTCTGEGT

d fgqgrcri1d¢tvspl adgopaleqgack dizcosr y h e a v day

e A T

. . . . . . . . . .

8301 ATCCCGCGCCCTGTGCCCTGTATGCCATGAC TCCTCCTTGTT IGTCGGATCARCCCG TCATGTCGAAGGTACATCAATGACCCTCCGARGGT ACATCCTT
g agqarcyanm > >

i
;
5
;
¢
;
i
;
i

. | &—traR . . . . . . . .
8401 GCCGTTGGTTGGT TCCTCATGTACCTTCAGGACGTCGSCARGGTGE TTTARGTACCTAGTGGCGGACTGATGTGTACCT TCGTCCGAGAGGTGAGTCATG
<
< < ™ :
. . . . . . . . B trad—>

8501 GCMCCRGGAM‘GTCCCCCCGC}\GCAGGGCCAG:’-.CCCGCMC)\CC}.\CTCGTGGCCAG}\GCGCGCACGGCMCAAGTTCGCGGATGCCGGTGCCTTCGCTG
ATRNVPPQQGQTRNTTRGQ'SAHGNKF‘ADAGAFA




0 . . . . . . . . .

8601 GCGGTCTCCTCGGCGCGATGAGGCGGCAGCTTCGTCCCGCCGATCAACCTCACGGTCAACTCGGGTGGCGGCAGEGGCGGTCAGTCCCCCGCCGCCTCGLG
6 6 LLGAMG GS ST FVPEPINTLTVHNSGS GGRTGSGOQSU®PAASR
8701 TACGCCCCACTTCATGCTGGGGGAGCCGACGTTCGCCTCGACCGATGACGTCCGCAACT ACTGCAACGGCGT COGCGCTCTGAT GCTCCAGTGCGCGATE
T P HFMLGETPTT FASTDDVRNYCNGVRALMLGO QCGSCATI

’ . BstXl . . . R . . . .
8801 GAGCTCGCGATGGGCGCCAAGATCCTGRALGCICGGCTCGCCCAGGCCCAGCCGCTCCCGRACGACRCUCCGATCCAGGCGARGCTCCGCGCGATGAAG
ELAMGAKTILEARTLAQAQPLPDDTEPIQAKTLTRAMEK
8901 TCGGCCGGAAGCTCAAGCGRGACGCCGACGGCGCCACEGCCGCCGCGAAGARCGCGGTCGCCGCCTACGGCGCCTTCCAGCGTGAGTACGCGGACCTGAT
VGRKLEKRAADGA AT AAAKNAYAARYGATFQRE.YADLH

. 9001 GCGTCCGCGCCCCARGCAGCGTCCGGCCCAGACCACCCCGTTCCAGT TCTGAGGAGGCAGCGTCATGGT GAGGARCACTCAGCAGCAGGACGGCCTCCCT
R PRPKGQRTPAQTTETF Q FEnd ™M VR NTOQ'QQDGL P

' txan—>

9101 GCCGTCACCTCGTACGGCAGCACCT TCAAGGCGTGGGCCTGGCACGTGACCAAGCCGT TCETCCCGCCGTGGGCGGTCGCCGGTGT CACCGG TCTGGCCG
AV TS Y GS8TFKAWAMWMHRYVY T KZPTFVPPWAVI™Y™M GV TG L A
9201 GCGGCGGCGUCAACCTCCTGTGGCAGGGCTCGCCCTGGGCGGGCGTCGGCCTCACCCTCGGGTCGGTCGCCCTCACCGGCGCCACCTGGGCGGCCGGGGT
6 6 G ANTELLW QG S PWAGVGLTULGSVALTGATWAAGYV
- . . BstXI . . . . . . R
9301 GAAGACCGGTGGCAGCGCCGTCTCCACTCCGCCATCACCGTGGCGGCGGLCTCGGCCTGGACGACGGCGGECGCGATCAGCGGGCCGCTCTCCGGCCCE
KTGRQRRIULHSAITVARARASAMWTTA AAAR ARAISGEPLSGT®P
9401 CTCCCGOACCTCTACCTGATGGGCGGCGCGGTCCTCGCGCTCTCCTGGARCATCCGCCGCGTCCTCGCGGCCGGGATGGCCGAGACGTCCGGCCAGTCGG ~
LPDLYLMGGA AWV . L ALSWNTIRARYLAAGM®AMAETSSGTE S
. . . . . . . . . .
9501 COGACAAGGGCCTCATGGAGAAGGT CGGGCTGGCCCGCACCCTCCTCAAGAACGTCAAGGT CGAGCCGAACARGGTCACCGCCTCGTACGAGCTTCCGGE
ADKGLMEEKVYGLARTILLIEKNVYVIEKVETPNEKVTASTYETLTFPA
. ) . . . g . . +BamHI . .
9601 GGGCGAGCTCACCAACGACGACCTGGGCAAGGCGCGCGACCGGATCGCC TCCGCGCTCGACGTCCCCACCACGGCCATCCGGATCCAGCACGATCCGGAC
G ELTNUDDTLGE KA ARGDT RTIASALDVYV®PT®T TATIRI Q Hbeop

. . . . . . e . .

9701 TCOGLCCGGCGCGGACOGATCGTCATCGTCCCCGAGGACATGCTCAAGACGCCGACGATCTGECCCGGCCCGTACGE COCGGGCGAGTCCGTGGAGGTCA
S}‘\R'RGRIVIVPEDMLKT'P‘I‘IHPGPYAP‘GESVEV

9801 CGCTGCOGATCGGUGTCTACGACGACGGTGCCGACCTCGTCCTGCCGCTCCTGGCOGE CAMCGTCC‘I‘GGTGATGGGCATGACCGGCTCCGGCMGAC
P LRIGYYTECDGADLVYTLPLLAARIHVYLYVYVMGMTA GSGTI K™D

. . . . . . . D . .

9901 CGAGGGCGCCOTCGACCTCCTGCT CGARCTCT TCACCCGCCGCOACGTCETGGTCTGGCTCOCGGACGCGGCCAAGAGCOGCCAGGACTTCCAGECGETG
E 6 ALDLLLETLTFTRA ADNWVVHLADAAKSG GG QDTFEG QEP.L
Hcol . . . ' '

10001 CTCCCCGQCATGGAC“.‘GGGCGGCGC’I‘CGAC}\CCCCGTCGGCCGCCGCGATGGTbﬂCCGCCGTCCMGCCGTC}\TCCCTGCCCGTACGGCCTGGCTGCGTG
. PAMDWAATLDT PSS AAAMVYVAAVYQAVIPARTAMWTLR

. . . . .

~ .
. . . . .

10101, ACCACGGCTACCGEGCCTGEGAGECCGCCGCTGCCGACGCCAGRCCAACCCGGCGCACTCCTGCCGCAAGGACGECCGCGCOTGCGECTOOGACGGGAT
DK GYROAMWEA BRA AR AMARROQTNEPLPAHSCRIEKDGIRACGCGT CHDGHM

. . . . . . . 0 .

10201 GGCCTACCTGCTCGCCTGGTTCGAGGAGGCCGCGAAGETC CTGCGCGR&CTGGGCG}\CGACGTGTT CACCGGCATCGCCCAGGAGGCCCGGTCCGCCGGC
I\YLLAHE'EEAAK‘L'L'RELGDDVFTCIAQEARSAG

. . . . . . . . . .

10301 GTCTCGCTCGTCGTTTCGATGCAGCGCGCCTCCGGCTACCAGCTCTCCACCGACACGAGGGLGAGCCTCCCGGCCGCCATGTGCTTCGGAGTGAAGGGCS
V8§&LYVYSMQRASGYQLSTDTRASLTEPAAMTECTET GVEKSG

. . . . . . . ’ 0 .

10401 ACGACGCCTCGTTCGCGLTGCCGGAGGAGGTECTCGACGCEGECTCCGACCCGGCEGCC TGGGGCAACARGCGCARGLGCTACGTGTACCTCATCTCCGR
DDASFALPEEVLDAGAD’PJ\ANGN’KRKGYVYLVSA




. . . . . B . . WAsp700I

10501 CGAGGTGGACGAGGACCTGCACGCCACCCCGGCGCGCACCTTCTGGACCGGCCCGTCGGGCGAGTACGAGCGGATGGCGGAGTACGTGGTGAAGCAGTTC
EVODEDTLMWATZPARTT FWTG?PSGEVYERMAETYVVKOQTF

10601 GCGAACGTCCGGGCCGCGCTGGACGCLGTCACCGCCGGCGCCGCCGAGARGGCCGTCGGGGAGT TCTTCACCCGCCGCCGCGAGCGGGCCCTCGGCARCC
ANVRAALDAYV T AGAATEI KA AV GETFTFTRRREIRALGEGN

10701 AGGCTGCCTCHACCTCGGCGTCGGAACCGACCGGCGACCCGCTCCTCGATGGTCTCGCCGAGTAGGAGTCCGCCCAGGCGGTCGCCGCGCTCGTCGACGA
Q AAST S ASEPTGDU®PILLUDGLAEGQESAQAVAALVYVODE

) 10801 GGAGGACCAGGAGCTCGACGTCACCACCGACCTCGACCCCGTCGAGACGGACATCGCTCTCCCGGCGGCCAAGCCCAGCCCGGAGGAGGCCCGCGAGCTS
EDQEL DV TTODLODEPVET®DTIALUPA AAKTEPS®PETEARTEL

10901 CTGGAGGACATGGTCGCGATGCTCGCCGGGGTCGGCCCCGGCACGGTCGCGGTCARGGACCTCGGCCCGTACCTGGAGCAGCTCGGCCGGGACCGGAGCT
LEDMY AMLAGYGPGTVAVYVYKDILGPYULESG QLGRUD RS

11001 GGGTCTCCAAGCAGATGTCCCGGATGGCCTCCGAGGGCCGCCTCGCCCCGACCGCCGRACAGGGCGTCTACCGCCTGGTGCCCGTCCTCGCCGCGGCGTG

WV S KQMSRMASEGRILAPTA AEQGVYVYYRLVYPVLAAAEM

11101 ACCGCCCCGCACACCCGCACACCCCCGCACAGCCGTACAGCGE

Fig 12. Secuencia de nuclettidos completa del plasmido pJV1. La secuencia ests numerada a partir de la primera
base del unico sitio de reconocimiento para la enzima EcoRI. Se muestran las secuencias de aminoacidos de la
proteina de replicacion (Rep); asi como las proteinas responsables de la transferencia (TraA y TraB), las
proteinas responsables de la diseminacion del plismido (SpdBl, SpdBII, SpdBIIl y SpdBIV), las proteinas
involucradas en la manifestacion del fenotipo Kil-Kor (TraA, TraB y TraR) y una proteina de funcion
desconocida (codificada entre los nucledtidos 5787 y 6038)

Se marcan en la secuencia de nucledtidos, los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion con las
cuales se realizaron {as mutaciones mencionadas en ef texto. Las secuencias de reconocimiento para las enzimas
se encuentran subrayadas.
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BamHI para comprobar la presencia del plasmido. El patron de bandas es similar al encontrado en
¢l plasmido silvestre, solo que la banda de 4.6 Kb es de 5.7 Kb por la presencia del gen #sr.

* El pB50 también se introdujo-por transformacion a la cepa TK54.

** En las diferentes cruzas hechas con este plasmido, se observé la formacion de los “pocks”.

Aislamiento del pldsmido pB2.
Este plasmido contiene un origen de replicacion hibrido y fue generado in vivo al -
~ cointegrar al pJV1 silvestre con el vector plJ486 (derivado del pIJ101, Ward et al, 1986), en sus
sitios unicos de EcoRI (Servin, 1993). El pB2 posee, por lo tanto, una parte proveniente del pJV|
(comprendida entre el inicio de replicacion y el sitio de FcoRI), que incluye los posibles genes #a,
y otra proveniente del plJ486 (comprendida entre el sitio EcoRI hasta el origen de replicacion),
que incluye al gen #s7, la cual sustituye a los posibles genes spd del pJV1 (Fig.14). El pB2 fué
introducido a la cepa TK64 por transformacion en cajas con medio R2YE + thio. Las cajas se
incubarén a 29°C hasta tener una esporulacién total. Las colonias transformantes fueron
sectorizadas con palillos estériles en cajas con medio RS + thio incubadas a 29 ° C hasta tener los -
sectores bien esporulados, Las distintas muestras se inocularon en tubos con medio LB + thio,
incubados a 29°C durante 3 dias en agitacion constante. A las diferentes muestras se les
realizaron minipreps, las cuales se digirieron con BamHI, ya que el pB2 presenta dos sitios de
reconocimiento para ésta enzima, el patron de bandas es el siguiente: una banda de 8y 2.5 Kb.
En el pB2 se realizo una cruza entre las cepas (TK64 y TK64 con el pBZ) para la
observacion de los “pocks”, pero no se observarén los “pocks”.

Aislamiento del plismido pB53.

Al plasmido pJV1 se realizaron digestiones dobles con las enzimas BamHI y EcoRl, para
la extraccion del fragmento que contenia los genes spd, el patron de estas digestiones es el
siguiente, son 4 bandas de diferente peso molécular: una banda 4.65, 2.5, 2.3 y 1.35 Kb. La
digestion total fue corrida en un gel de agarosa LMP 0.6% (12 volts, por 14 hrs), para separar y
aislar la banda de 2.3 Kb que contiene los genes spd.

Al plasmido pB2 de igual manera se realizaron digestiones dobles, solo que las enzimas
empleadas fueron LcoRI y Bglll. La inactivacion de las enzimas fue por extraccion con
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Fig.14 Mapa fisico del pldsmido pB2, por Servin, 1993,
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fenol/cloroformo. Los extremos que dejan estas enzimas no son compatibles, por lo que se
esperaba que casi todo el fragmento se ligara con la banda de 2.3 Kb. La mezcla de ligacion se
introdujo por transformacion a la cepa TK64 en cajas con medio R2YE + thio las cuales se
incubaron a 29°C hasta tener bien esporuladas las colonias. Se cosecharon las esporas y se
inocularon en cajas con medio RS + thio a 29°C hasta llegar a una esporulacion total. Se
cosecheron las esporas y fueron inoculadas en tubos con medio LB -+ thio a 29°C durante 3 dias.
A las diferentes muestras se les realizaron minipreps y se digirieron con las siguientes
endonucleasas para comprobar la estructura del plasmido: Ssfl, BamH1 y Pstl.

Al plasmido en el que el fragmento EcoRI-BamHI que contiene la region spd se habia
ligado con el fragmento EcoRI-BgllI del pB2 se le llamo6 pBS3 (Fig.15).
* Se realizo una cruza entre las cepas (TK64 y TK64 con el pB53), para la observacion de los
“pocks” y si se observaron. '

Aislamiento del plismido pBS7.
El pB50 fue digerido con la enzima BamH1 y la digetion total fué corrida en un gel LMP
(12 volts, por 14 hrs), para el aislamiento de la banda de mayor peso molécular (5.7 Kb). La
banda aislada corresponde a la region esencial del pB50 y lleva incluido el gen de resistencia a

“thio. La banda se purifico y se ligaron los extremos cohesivos para circularizar el fragmento. La

mezcla de ligacion fue introducida a la cepa TK64 por transformacion en cajas con medio R2YE
+ thio las cuales se incubar6n bajo las mismas condiciones, Las colonias se tomaron con palillos
estériles y se sectorizaron en cajas con medio RS + thio incubadas bajo las mismas condiciones.
Las esporas se cosecharon con un asa estéril y se inocularon en tubos con medio LB + thio. Se
realizaron minipreps a todas las muestras y fueron digeridas éon BamH1. _

Al plasmido que tenia la estructura deseada (fragmento tecirculariudo), se le llamé pBS7
(Fig.16).

_ Aislamiento del plismido pBS8.
El plasmido pB50 fué digerido con la enzima Ncol, lo que genera una delecion de 2.5 Kb
que abarca los genes involucrados en la transferencia. La digestion total, se corri en un gel LMP

. (12 volts, por 14hrs). Se aisié la banda de mayor tamafio (9 Kb) y dicho fragmento fue
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recircularizado con la ligasa T4, La ligacion se introdujo a la cepa TK64 por transformacion en
cajes con medio R2YE, las cuales se dejaron esporular a 29°C. Las esporas se cosecharon con
palillos estériles y se inocularon en cajas sectorizadas con medio RS + thio a una temperatura de
29°C. Las esporas se cosecharon con un asa estéril y se inocularon en tubos con LB + thio por 3
dias. Se realizaron minipreps a las diferentes muestras, las cuales fueron digeridas con BamHI.

Al plasmido que contenia la delecion del fragmento Ncol de 2.5 Kb se le llamd pB58
(Fig.17).

Aislamiento del plismido pBS59.
El plasmido pB50 fué digerido con la enzima BstXI, eliminando un fragmento de 500 pb

que comprende parte del gen rad y el principio del gen traB. Se corri6 1a digestion total en un

gel LMP 0.6% (12 volts, por 14hrs), se purifico y recircularizo la banda de mayor tamafio, con la
ligasa T4, La ligacion fue introducida a la cepa TK64 por transformacion en cajas con medio

* R2YE + thio incubadas a 29°C hasta obtener las colonias transformantes bien esporuladas. Las

esporas fueron cosechadas e inoculadas en cajas sectorizadas con medio RS + thio las cuales se
incubarn a 29°C hasta obtener los sectores bien esporulados. Se cosecharon las esporas y se
inocularon en tubos con LB + thio por 3 dias. Se realizaron minipreps a todas las muestras y se
digirierén con la enzima BamHI. . ‘

Al plasmido que tenia la delecion del fragmento de BstXI se le llam6 pB59 (Fig. 18).

Aislamiento del plismido pB7S.

El plasmido pJV1 fue digerido con la enzima Asp700I (que deja extremos romos), Ia cual
corta en un solo sitio dentro del gen #raB. Por otro lado se obtuvo un fragmento de 1.1 Kb de
Bell, que contiene el gen de tsr, del plJ702, y se traté con la Klenow para hacer romos los
extrenos y permitir la ligacion con el pJV1 digeﬁdd con Asp7001. La ligacién del pJV1 con el gen
tsr fue introducida a la cepa TK64 por transformacion en cajas con medio RZYE + thio a 29°C
hasta que las colonias se encontraron bien esporuladas. Las colonias de espom se cosecharon e
inocularon en cajas sectorizadas con medio RS + thio a 29°C. Las esporas se cosecharon e
inocularén en tubos con medio LB+hio por 3 dlas 8 29°C. Se realizar6n minipreps a todas las

* muestras y se"digirierén con BamHI, encontrando el siguiente patron: una banda de 2.5 y 2
" bandas de 4.6 Kb,
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Fig.18 Mapa tfsico del pldsmido pB59.
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Fig.19 Mapa fisico del pldsmido PB7S.
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Al plasmido con esta insercion del gen /s en traB se le llamé pB75 (Fig.19).

Determinacion de la existencia de un sistema Kil-Kor en el plismido pJV1.
Conbaseenla secuencia del plasmido pSN22, la cual es muy parecida ala del pJV1 en los
genes fra, podria presentarse un sistema Kil-Kor similar al de dicho plasmido, en el cual el
prodhcto del gen traR provee la funcién Kor y los productos de los genes fraA y traB las
funciones Kil.
La tinica enzima para la cual existe un sitio Gnico dentro del gen #7aR en pJV1 es la enzima

Bpu11021, por lo tanto se siguieron tres estrategias basindose en dicha enzima.

A) Eliminacién del sitio Bpu11021
El pB50 fue digerido con la enzima Bpul1102I, que interumpe el inicio del gen traR. Se
checd 1l de la digestion en un gel de agarosa 1%. El resto de la digestion fue corrida en un gel

' LMP 0.6% (14hrs a 12 volts). Se purificé la banda de mayor tamafio y fue recircularizada con la
ligasa a temperatura ambiente, después de eliminar los extremos cohesivos por medio de

tratamiento con Klenow, lo cual genera una mutacion al insertarse un aminoécido de més. Este
plasmido fue incorporado a'al sistema de Streptomyces por transformacion en cajas con medio
R2YE y antibiético (thio) incubadas a 29°C hasta obtener las colonias bien esporuladas. Las
colonias transformantes se sectorizaron en cajas con RS + thio a 29°C hasta qhe se encuentren
bien esporulados. Se cosecharon las espora§ y fueron inoculadas en tubos con LB+thio durante 3
dias. A todas las muestras se les realizaron minipreps y fueron digeridas con la enzima BamHl,
comparando el témaﬂo de los fragmentos con el marcador de peso molécular.

Se observé que algunos pldsmidos daban el patrén normal de bandas con BamHI, mientras
que otros daban un patron correspondiente a un plasmido més pequefio (Fig.20). Al checarlos con
Bpul102I se observé que los que daban el patron normal con BamHI si se digerian con
Bpu11021, debido a que el tratamiento con Klenow no fue 100% eficiente, mientras que los mas
pequeilos si habian perdido el sitio de Bpu1102I (Fig. 21).
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Fig.20, Gel de agarosa de alto punto de fusion (1%), por electroforesis se corrieron las muestras
con los plasmidos mutados en el sitio de Bpu 11021, los cuales fueron digeridos con BumHI y Ssil.
Las muestras con el DNA en los carriles 1-6 fueron digeridos con BamHl, en el carril 7 esta el
marcador de peso molecular (APstl) y finalmente los carriles 8-12 son las mismas muestras solo
que digeridas con Ssrl. Las muestras con el DNA en los carriles 5 y 6, digeridas con BamHi dan
H el patron normal de bandas (5.7, 3.6 y 2.5Kb); mientras que las muestras de los carriles 1-4 la
panda de 2.5Kb disminuye de tamafio. La muestra de DNA en el carril 12 digerida con Ss/ da el
patron normal de bandas de un plasmido que no tienen mutado el sitio de Bpu 11021, mientras que
las muestras de los carriles 8-11 la banda que contiene el sitio Bpu 11021 mutado es mas pequefia.

1
'
i
{
}
§
i




i

I
i
i
i

1 2 34 5 67

plasmidos
no
digeridos

APstt

Fig.21. En ¢l gel de agarosa al [%. por electroforesis se corrieron los plasmidos que llevan
mutado el sitio Bpri11021; los cuales fueron digeridos con la misma enzima para comprobar que
realmente tienen mutado el sitio. Las muestras con el DNA en los carriles 1-4 no fuerdn digeridos
con la enzima, por lo que estos plasmidos si perdieron el sitio de Bpr1102], mientras que los
DNAs en los carriles 6 y 7 si fueron digeridos con la enzima, presentando una banda de 11.8 Kb
en ambas muestras, por lo que estos plasmidos no perdieron el sitio de Bpu1 1021,

En el carril § se encuentra en marcador de peso molecular (APsrl).




B) Delecion del intervalo Scal-Bpu11011.
Al plasmido pBSO se le realizo una digestion doble, empleando las enzimas Bpu1102I y

Scal, lo cual eliminaria el gen #raR sin tocar traA 'y traB. Se checd 1 pl de la digestion total en un
gel de agarosa 1%, el resto de la muestra fué corrida en un gel LMP (12 volts por 14 hrs). Se
extrajo la banda de mayor tamafio, la cual fue hgada durante 10 hrs a temperatura ambiente,

después de tratarla con Klenow.
De la ligacion total se transformaron 10pien la cepa TK64 sobre cajas con medio .RZYE +

thio las cuales se incubarén a 29°C. Al analizar las minipreps de las colonias resultantes se
observo que todas daban plasmidos de un tamailo menior 3 lo esperado, en los que se habia
perdldo esponta’meamente traA y traB (Fig. 22) '

C) Delecion del intervalo BpullOZl-EcoRI.

Al plasmido pBSO0 se le realiz una digestion doble con las enzimas Bpul 1021 y EcoRl, lo |

cual eliminaria los genes fraA y fraB y‘el inicio de fraR. Se checd 1 ul de la digestion en un gel de
agarosa 1%. El resto de la digestion fue corrida en un gel LMP 0.6% (12 Volts, por 14 hrs). Se
‘extrajo la banda de mayor tamaflo, la cual fue ligada durante 12 hrs a temperatura ambiente,
después de tratarla con Klenow. El pldsmido con esta delecion se llam6 pB76 (Fig.23). Por
transformacion fue incorporado este pl&smido a la cepa Tk64 sobre cajas con medio R2YE + thio
incubadas a 29" C. Se observo que todas las colonias dieron plasmidos del tamafio espérado.
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Fig.23 Mapa fisico del pldsmido pB76.
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DISCUSION.

Nosotros reportamos aqui el analisis funcional y estructural de los genes involucrados en
los mecanismos de transferencia y diseminacion del plasmido pJV1 mediante el empleo de
mutaciones en diferentes regiones del plasmido.

Los resultados obtenidos sobre las frecuencias de transferencia del plasmido y el paso de
marcadores cromosémicos (frecuencia de recombinantes) se observan en la tabla III. El dato
obtenido sobre la frecuencia de transferencia del control negativo fue cero, lo cual era esperado ya
que estas cepas carecen de cualquier plasmido. Todos los datos obtenidos de las mutaciones en

los diferentes genes involucrados en los mecanismos descritos con anterioridad se compararon

con el dato control.

El plasmido silvestre (pJV1) presenta una frecuencia de transferencia a la cepa receptora
de 100%, lo que es igual a una frecuencia de 1, por lo que este plasmido se transfiere con una alta
eficiencia de una cepa hacia otra, por medio de la conjugacion bacteriana. La alta eficiencia en la
transferencia también ha sido encontrada en otros plasmidos libres con alto nimero de copias
como son el plJ101 (Kendall y Cohen, 1987, 1988) y el pSN22 (Kataoka et al, 1991a). En los
plasmidos que se encuentran integrados en regiones especificas del cromosoma también se ha
medido la frecuencia de transferencia, entre los que destaca €l pSAM2 aislado de Streptomyces
ambofaciens, del cual se sabe que cuando se encuentra libre en el citoplasma celular se replica de
manera autondma y se transfiere con una alta eficiencia de 100% al igual que lo hacen los
plésmidos libres con alto nt’unerb de copias.

Los dos datos obtenidos sobre la frecuencia de transferencia del pBSO dc .82 (82%)
(TK54, receptora del plasmido) y 0.81 (81%) (TK64, receptora del plasmido) se encuentran muy
cercanos al 100% obtenido para el plasmido silvestre, por lo que el pBS0 es un plasmido que se
transfiere también con alta eficiencia; al parecer la insercion del gen /57 en el sitio Gnico de Bg/l
del pJV1 no afecta la transferencia del plasmido, ya que la insercion de este gen se encuentra en
una region no codificadora para algin gen importante en el mantenimiento del pldsmido o para la
transferencia misma. La presencia del gen fsr en el pBSO, tiene la ventaja de que permite
seleccionar las colonias que contienen el plasmido, mediante Ia resistencia al antibiotico.
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El plasmido pB2 carece de una region de 2.3 Kb que contiene a los genes spd,
involucrados en la diseminacion del plasmido a lo largo del micelio receptor. El dato obtenido
sobre la frecuencia de transferencia del pB2 fue de 9X10*, es decir 100 mil veces menor a los
datos encontrados en los plasmidos mencionados con anterioridad; este resultado muestra una
enorme baja en la transferencia del plasmido, lo cual posiblemente sea atribuido a la falta de los
genes spd (spread) y a la presencia del origen hibrido.

Al analizar el dato obtenido para el plasmido pBS3, .que es el pB2 con los genes spd
reintroducidos, se observd que la frecuencia de transferencia aumento a 0.52 (52%). Al
incorporar los genes spd nuevamente en el pB2 se pudo demostrar que la ausencia de ellos
ocasiona una enorme baja en la transferencia del pldsmido; aunque la transferencia no fue tan
eficiente como en los plasmidos (pJV1 y pB50) de alguna manera la presencia del origen hibrido
del pB2 pudiera interferir, en que la transferencia no sea muy eficiente.

La mayor parte de las deleciones fuerén realizadas en el plasmido pBSO0, por la presencia
del gen 57 lo cual facilitd la expresién y seleccion de aquellas colonias que presentaran al
plasmido con el gen de resistencia ante el antibidtico (thio).

La delecion de 500 pb entre los dos sitios BstX1I en el pB50, formando el plasmido pB59,
interrumpio el final del gen traA y el principiv del gen traB,; el dato encontrado para la frecuencia
de transferencia del pB59 es < 107, dicho valor se encuentra muy cercano a cero de transferencia.
Aunque se sintetiza la mayor parte de la proteina TraA el producto formado por el gen traB no
existe. Al parecer ésta es la proteina mas importante para la transferencia intermicelial del
plasmido durante el evento de conjugacion bacteriana del pJV1.

Una delecién mayor de 2.3 Kb fue llevada a cabo en el pB50 para la interrupcion de todo
el sistema involucrado en la transferencia intermicelial, como son los genes f7aA, traB y fraR.
Este sistema se encuentra localizado entre los dos sitios Neol-Ncol, el dato encontrado para el
plasmido pB58 es <107, dicho valor es muy cercano a cero de transferencia, ademas de ser igu
al encontrado para el pB59. '

Las deleciones de los fragmentos internos de BstXI y Ncol han afectado claramente la
transferencia de los derivados del pJV1; si comparamos los datos obtenidos para los plasmidos
pJV1y pB50 en los cuales la transferencia fue 100% y 82% respectivamente, mientras que en los
plasmidos pBS9 y pB58 diminuye a <107,
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La delecion de todo e! sistema responsable de la transferencia y diseminacion de las
poblaciones de plasmidos, fue llevada en el pBSO formando el plasmido pB57 de 5.7 Kb, este
pequefio vector se encuentra formado por la region esencial y el gen /57, la frecuencia de
transferencia encontrada en pB57 fue <107 este valor es nuevamente muy cercano al cero de
transferencia, lo sorprendente es que el valor esperado para este caso en particular debié de ser
cero absoluto; ya que el plasmido pBS7 carece del operén involucrado en la transferencia y en la
diseminacion de las poblaciones de plasmidos, Por lo que las pocas colonias que aparecieron en
los medios de seleccion seguramente fuerén colonias revertantes, estas colonias ademds de ser
més pequefias en comparacion a las colonias normales, por alguna razon tienen la capacidad de
revertir la mutacion y pueden crecer en los medios de seleccion. ‘

En el plasmido pB7S, el dato obtenido sobre la frecuencia de transferencia fue 7.3X10°
este valor es mayor al encontrado en las otras mutaciones realizadas en los genes tra de los
pléasmidos pB57, pB58 y pB59 (< 107). El claro aumento que se presenta en la frecuencia de
transferencia para este vector (pB75) posiblemente sea debido a una complementacién de los
productos formados por los genes fra. Como la mutacion fue llevada al término del gen traB la
mayor parte de la proteina TraB es sintetizada y su funcionalidad se encuentra complementada
por ¢l producto del gen fraA, el cual si se sintetiza completamente, El producto formado por el
gen fraA y la proteina TraB mutada en su parte final por la insercion del gen de /sr, provoca que
se manifieste la transferencia, por pequefia que sea esta.

Con todo lo anterior podemos mencionar que los genes involucrados en la transferencia
intermicclial del pJV1 son traA 'y 1raB, la ausencia de ambos provoca una baja en la transferencia
del plasmido pJV1. Al parecer el gen mas Importante en la transferencia intermicelial del pJV1 es
truB, por el dato obtenido en el plasmido pB75; aunque se encuentra funcional el producto del
gen 1raA y se sintetiza la mayor parte de la proteina TraB, es claro que esta Ultima debe ser
sintetizada completamente para que |a transferencia aumente al 100%. Por lo que el producto del
gen fraA solo complementa al producto del gen fraB. Para apoyar un poco mas estos
fundamentos, lamentablemente no se pudo realizar una mutacion sélo en el gen traA, para
comprobar qué tan importante es su producto en la transferencia del pJV1,

Para que se pueda obtener una frecuencia de transferencia muy eficiente en los plasmidos
con alto nismero de copias, lcs genes involucrados en la transferencia intermicelial del plasmido no
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deben estar mutados, como sucedio con los plasmidos pJV1 y pB50. Reportes muy similares se

" han descrito para los plasmidos pI3101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et al, 1991a),

SCP2* (Brolle et al, 1993) y pSAM2 (Smokvina et al, 1991), en donde la frecuencia de
transferencia encontrada fue de 100%. : .

Durante la cuantificacion de las colonias presentes en las diferentes condiciones de
seleccion presentes en la tabla il para el plasmido pJV1 asi como para los diferentes derivados del
mismo, el nimero de colonias recuperado de la cepa TK54 fué mayor que el nimero de colonias
encontrado pars: la cepa TK64, para lo cual fué necesario realizar una cruza al inverso empleando
un plasmido que presenta una frecuencia de transferencia muy elevada, como lo es el pB50, con la
finalidad de comprobar <i la recuperacion de un nimero mayor de colonias pertenecientes a la
cepa TK54, es debido a la presencia del plismido o a las caracteristicas propias de la cepa de
Streptomyces lividans. En la cruza inversa sc encontré nuevamente un mayor nimero de colonias
recuperado por parte de la cepa TKS4 en las diferentes condiciones de seleccion, lo cual sugiere
que esta cepa forma un mayor nimero de colonias que crecen y esporulﬁn més répido que las
colonias formadas por la cepa TK64, la cual forma colonias que crecen y esporulan maés
lentamente. Los resultados demostraron que el mayor nimero de colonias encontrado de la cepa
TK54, es debido a caracteristicas particulares de la cepa. Por otra parte la frecuencia de

transferencia obtenida en la cruza inversa con el pBSO fue 81%, este dato es similar al encontrado
para el mismo plasmido en la cruza mencionada con anterioridad.

Comd producto de las funciones de transferencia existen plasmidos en los Streptomyces
que presentan la capacidad de movilizar genes presentes en el cromosoma de la célula donadora
hacia la célula receptora del plasmido. / ‘

En cuanto a la frecuencia de recombinantes que refleja la capacidad del plasmido de
movilizar al cromosoma (CMA), los datos se muestran en la tabla III. Para la determinacion de
esta caracteristica se emplearon los fenotipos de las cepas de Stretopmyces lividans mostrados en
la tabla I, en donde la cepa TK64 es Prol', Str*, mientras que la cepa TK54 es Hist', Leu’ y Spc®.

La frecuencia de recombinantes obtenida para el control negativo es de cero ya que esta
cruza no contiene ningun plasmido. Todos los datos sobre 1a frecuencia de recombinacion fueron

* comparados con el control. Los datos obtenidos sobre la frecuencia de recombinacién (CMA),

para el plasmido pJV1 fue de 5.2X10°. Este valor es aproximadamente la mitad del encontrado

42

e




o

para ¢l pB50 (11.6X10%), lo que refleja que ambos plasmidos presentan la capacidad de movilizar
genes cromosdmicos (cma), de la célula donadora (TK64) hacia la célula receptora (TK54) con
eficiencia similar. Previos estudios mutacionales en las regiones de transferencia de los plasmidos
plJ101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et al, 1991a) y SCP2* (Brolle et al, 1993)
demostraron que estos diferentes plasmidos presentan la habilidad de movilizar genes
cromosdmicos (¢ma). '

El plasmido pB2, aunque present6 una frecuencia de transferencia disminuida unas 100
mil veces, en comparacion a las frecuencias encontradas para los plismidos pJV1 y pBS50, el valor
obtenido sobre Ia frecuencia de recombinantes fue 4.4X10, el cual es muy similar al encontrado
para los plasmidos pJV1 y pB50; por lo que la ausencia de los genes spd no afecta la capacidad
del pB2 sobre la movilizacion de genes cromosomicos. Reportes muy similares han sido descritos
para los plasmidos pIJ101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et al, 1991a) y SCP2*
(Brolle et al, 1993) donde se mutagenizaron los genes spd. Al obtener las frecuencias de
recombinantes de los plasmidos mutados y al compararlas con los plasmidos silvestres, esta no se
encontraba afectada. En el plasmido pBS3 la frecuencia de recombinacion encontrada es 2.4X10°,
este valor es mayor al encontrado en los plasmidos mencionados en la tabla 11I, por lo que de
alguna manera la presencia de todo el sistema spd nos muestra un pequefio aumento del cma.

En el caso de los plasmidos pBS7 y pBS58 que presentan mutaciones en los genes fra, el
dato obtenido sobre la frecuencia de recombinantes fue <107 en ambos plasmidos. Mutaciones
realizadas en los sistemas Tra de los plasmidos plJ101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka
et al, 1991a) y SCP2*(Brolle et al, 1993) afectaron la capacidad de movilizacion del cromosoma,
es decir estos plasmidos, al tener mutados los genes responsables de la transferencia primaria, no
presentan la capacidad de movilizacion del cromosoma, por lo que los genes #ra tienen dos
funciones: se encuentran involucrados en la transferencia primaria y son esenciales para la
movilizacion del cromosoma (¢ma). El valor obtenido para ambos plasmidos (pB57 y pB58) debio
de dar cero ya que los genes involucrados en la movilizacion del cromosoma no existen,
seguramente las pocas colonias que se encontraron en las cajas de seleccion de recombinantes
fueron revertantes.

Como se aprecia el plasmido pBS9 si presenta cma (1.04X10%) aunque tiene mutados los
genes fra en diferentes regiones, la sintesis de la mayor parte de los productos de los traA,
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posiblemente son fos responsables de fa movilizacion del cromosoma. Lo mismo sucedio con el
plasmido pB75 aunque tiene mutado el gen 1raB en su parte final, presenta un valor de 1.20X10%,
la frecuencia de recombinacion de este vector es mayor a la encontrada en pB59, la presencia de
la proteina TraA y la mayor parte de la proteina TraB se encuentran involucradas en la
movilizacion del cromosoma.

En los plasmidos de Streptomyces se ha identificado una caracteristica fenotipica como
producto de las funciones de transferencia, denominada zigozis letal o formacion de “pocks”. Se
han identificado y caracterizado a través de estudios genéticos los genes responsables de esta
funcién denomiﬁados genes spd responsables de la diseminacion y formacion de los “pocks”. Este
fenotipo ha sido observado en los plasmidos piJ101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et
al, 1991b; Kataoka et al, 1994a), SCP2* (Brolle et al, 1993) y en los plismidos integrativos como
el pSAM2 (Smokvina et al, 1991, Hagege et al, 1993b), en los cuales ya se han sido identificado
los genes involucrados en la formacion de los “pocks”. En ei caso de los plésmidos pJV1, pBS5O y
pB53 se observd la formacion de “pocks”, los cuales son visibles a simple vista, los “pocks”
observados en estos plasmidos, son muy similares en tamafio, morfologia y coloracion. El

plasmido pB2 no forma "pocks” ya que no presenta los genes spd los cuales estan involucrados en

la fomiacién de “pocks”.

En los plasmidos con alto numero de copias de los Strepromyces se ha identificado un
sistema de genes involucrado en la transferencia denominado Kil-Kor, en donde los genes kil
desempefian funciones especificas en la letalidad en ausencia del gen kor que forma la proteina
represora de los &il. El fenotipo Kil-Kor ha sido identificado en los plasmidos: pIJ101 (Kendall y
Cohen, 1987, Stein et al, 1989, Stein y Cohen, 1990; Tai y Cohen, 1993, 1994), pSN22 (Kataoka
et al, 1994a). En el plasmido pJV1 se comprobé la presencia de los genes involucrados en dicho
sistema, a través de mutaciones en las regiones Tra del pBSO0.

Los resultados demostraron que fas cepas que adquirieron el plasmido pBSO mutado con
Bpu11021, se encontrarén colonias crecidas en las cajas con medio de seleccion. La mayoria
conservaban el sitio Bpul 1021 y correspondian al pldsmido silvestre, mientras que las que carecian
del sitio Bpu 11021 (y por lo tanto tenian mutaciones en traR) habian perdido parte de los genes

traA y traB espontaneamente, sugiriendo que un plismido con fraR mutado y #aA y raB
normales no es viable.
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El plasmido mutado de EcoRI-Bpu11021 (delecion de los fra), las colonias encontradas en
el medio, pudieron hacerlo ya que sus plasmidos que adquirieron carecen de los genes
resporisables del fenotipo Kil. Aunque estos plasmidos presentan un frecuencia de transferencia
sumamente baja, las células que los adquieren presentan la capacidad de crecer.

En el caso de la mutacién del pB50 digerido con "Bpul102I-Scal la eficiencia de
transformacion de estas colonias fue sumamente baja. Con esta mutacion se deleté el gen sraR
dejando los 2 genes fra (fraA y traB) que al parecer son los genes involucrados en la
manifestacion del fenotipo Kil. Esta baja en la frecuencia de transformacion fue devida a la
ausencia del gen traR (kor, que sintetiza la proteina reguladora de la éxpresién de los genes kil),
de tal manera que la mayor parte de las colonias transformantes murieron por el plismido que
obtuvieron. Resultados muy similares han sido demostrados en los vectores que carecén del gen
kor, solo que en la eficiencia.de colonias transformantes no obtuvierén colonias en el medio,
mientras que en el pB50 si se encontraron algunas, lo cual podria deverse a una serie de rearreglos
que suftié el plasmido, es decir que las colonias observadas contenian plésmidos sin el gen kor

pero ademds perdieron ciertas porciones de los genes kil, lo cual permitid la sobrevivencia de”

colonias que no presentan genes kor, pero tampoco genes kil.

Esto fue confirmado por digestioneﬁ realizadas sobre las pocas colonias que aparecieron
en el medio, los patrories de restriccién se muestran en las fotografias de los plasmidos.

Con todo lo anterior, podemos mencionar que los genes involucrados en la expresion del
fenotipo Kil-Kor presentes en el pJV1 son: fraA y traB (Ki/A y kilB), mientras que el gen traR
(kor), el mismo patron se genes fue encuentrado en el pldsmido pSN22 por Kataoka et al,
(1991a). - '

La regulacion de los genes fra del pJV1 y pSN22, es muy similar al que se presenta en los
genes fra del plismido plJ101. La funcién del producto del gen traR en'los plasmidos pJVI y
pSN22, es muy probablemente la misma a la del KorA en 2! plJ101, en donde su funcionalidad es
autorepresora y represor del operon Tra. En el plismido pSN22 son traA, traB, spdA | spdB
(spdBl, spdB2, spdB3 y spdd), por Kataoka et al, (1994a); en el plJ10! son fra, spidA 'y spdB,
por Kendall y Cohen, (1988), finalmente en el pJV1 son traA, traB, spd (spdl, spdil, spdlll y

spdiV). No se ha encontrado en el pJV1 al igual que en el pSN22, el segundo sistema Kil-Kor
’ analogo a los genes (kilB y korB) del plJ101 (Tai y Cohen, 1994).
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CONCLUSIONES.

. Se identificaron y analizaron los genes responsables de los mecanismos de transferencia,

movilizacién cromosémica (cma), diseminacion, formacion de “pocks” y el sistema Kil-Kor del
plismido pJV1 de Streptomyces phaeochromogenes. ‘

. Los plasmidos derivados del pJV1 fueron clonados sin ningiin problema, en las cepas de
_ Streptomyces lividans.

. Los genes responsables de la transferencia primaria o intermicelial, asi como encargados de la

movilizacion de genes cromosomicos presentes en el pJV1 son: traA y traB.

. Los genes responsables de la transferencia secundaria o intramicelio (dnsemmactbn), asi como

encargados de la formacion de los “pocks™ en el pJV1 son: los spread (spd, spdil, spdlll y

spdlV). Este sistema de genes es muy similar al que se presenta en el plasmido pSN22.
"Curiosamente el pJV| carece de un spd presente en el plasmido pSN22 (spdA).
. Al igual que otros plismidos con alto nimero de copias, entre los que destacan el plJ101 y

pSN22, el pJV1 presenta una frecuencia de transferencia muy eficiente (100%).

. La presencia de mutaciones (deleciones e inserciones) en las regiones codificadoras de los

genes responsables de la transferencia de] pJV | afectan la transferencia y la movilizacion de
genes cromosdmicos (cma).

. La carencia de los genes spd (responsables de la diseminacion del plasmido a lo largo del

micelio receptor) en el pB2 afecta la frecuencia de transferencia disminuyéndola hasta unas
100,000 veces, sin afectar la capacidad de movilizacion del cromosoma (cma), Mientras que en
el pB53, la transferencia aumentd hasta un 52% al reintegrar los genes spd.

. La presencia de mutaciones en los genes spd del pJV1 afectan la formacion de los “pocks”,

pero no alteran la capacidad de movilizacion del cromosoma (cma); datos muy similares han
sido en contrados en los plasmidos: SCP2*, plJ101 y pSN22.

- Los genes responsables de la manifestacion del fenotipo Kil-Kor presentes en el pJV1 son: ki/A

(traA) y kilB (traB), estos genes son seguramente regulados por el producto del gen raR

» (Kor), ya que ninguna célula es capaz de sobrevivir en ausencia del represor de los kil si éstos

estan presentes. Datos muy similares han sido reportados en los pldsmidos pSN22 y pU lOl
por Kataoka et al, (1994) y Cohen et al, (1989).
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10.Debido al parecido significativo del patrén de genes que determinan la replicacion,
transferencia, diseminacion, formacion de “pocks”, cma y la manifestacion del fenotipo Kil-

Kor, en los plasmidos pYV1, pSN22 y pIJ101, se ha propuesto que estos plasmidos presentan
. una organizacién modular.
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