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INTRODUCCION. 

Características generales del género Streptomyces. 

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

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

el suelo 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 diferenciación muy 

complejo, (Fig.» en donde el micelio vegetativo penetra y solubiliza la materia orgánica 

empleando enzimas hidroliticas, las cuales son secretadas al medio externo, como son proteasas, 

amilasas, basas, etc (Gusek y Kinsella, 1992). Una vez agotados los nutrientes se desarrolla un 

micelio aéreo, el cual posteriormente se fragmenta dando lugar a la formación de esporas. Se sabe 

que para la formación del micelio aéreo ocurre una Ibis 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 amplía variedad de antibióticos, vitaminas, enzimas y 

metabolitos secundarios de importancia industrial, médica, etc. Cerca de 6000 antibióticos de 

origen microbiano han sido caracterizados, de los cuales más 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 (Streptomyces 
venezuelae) empleado para el tratamiento de la tifoidea, la mitomicina (Streptomyces caespilosus) 
empleada para el tratamiento del cáncer, la neomicina (Streptomyces fradiae) para tratamientos 

intestinales y la tetraciclina (Streptomyces aureofaciens), la cual presenta amplias aplicaciones 

clínicas (Okanishi y Manome, 1980; Okanishi et al, 1980; Gusek y Kinsella, 1992). 

La mayor cantidad de genes de síntesis y resistencia, para la producción de antibióticos, se 

encuentran en los cromosomas de estas bacterias, salvo un caso muy particular como es el SCP1; 

este plásmido presenta los genes de síntesis y genes de resistencia para la producción del 

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

1991). 

La mayor parte de las especies estudiadas de Streptomyces, presentan un mapa genético 

circular. Por medio de geles de electroforesis de campos pulsados (empleados para la separación 

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: Streptomyces coelicolor y 

Streptomyces lividans (Chen et al, 1993b). 

El DNA cromosómico de Streptomyces lividans 66 presenta una estructura lineal con dos 

terminales libres idénticas, cada terminal (telómero) lleva una proteína unida covalentemente. 

Aparentemente este tipo de asociaciones entre proteínas y telómeros tienden a circularizar la 

molécula in vivo (Chen et al, 1993b). 

El DNA cromosómico de Streptomyces coelicolor A(3)2 presenta 8 Mb de DNA lineal, 

con la presencia de proteínas terminales en los extremos (Lin et al, 1993). La presencia de 

cromosomas lineales en otras especies de Streptomyces sugiere que la linearización del 

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

Plásnaidos de Streptomyces. 

Las bacterias, además del DNA cromosómico, presentan material genético 

extracromosómico, dentro del que destacan los plásmidos, se sabe que estos son pequeñas 

moléculas de DNA extracromosómico de tamaño variable, que generalmente son circulares 

aunque también se presentan los lineales. 

En los Streptomyces se han aislado y caracterizado una amplia variedad de plásmidos; • 

estos presentan un rango de tamaño de <4 a >200kb y el número de copias presente por célula, es 

desde una a más de cien. Todos los plásmidos físicamente caracterizados son moléculas de doble 

cadena de DNA; la mayor parte son moléculas de DNA covalentemente cerradas (ccc DNAs), sin 

embargo algunos son lineales. 

Propiedades de los plásmidos de Streptomyces. 

Númerosos plásmidos han sido aislados de los Streptomyces y analizados en detalle 

(Hopwood et al, 1986; Kataoka et al, 1991a; Kieser et al, 1982), etc. La mayoría de estos 

plásmidos presentan características en común. Una de las más significativas características es la 

presencia de genes involucrados en los eventos de transferencia intermicelial de plásmidos (genes 

Ira) y de diseminación de los mismos a lo largo del micelio receptor (genes spd del inglés 

"spread"). Estos genes son los únicos requeridos para la conjugación de estos organismos 
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(Kataoka et al, 1991a). Estos plásmidos presentan pocos genes involucrados en la transferencia a 

diferencia de las bacterias Gram-negativas como Escherichia coli, donde un mayor número de 

genes son los responsables de la transferencia. 

Como producto de las funciones de transferencia los plásmidos de los Sireptomyces 

presentan la capacidad de movilizar genes cromosómicos de la célula donadora, hacia la célula 

receptora del plásmido. Esto es llevado mediante eventos de recombinación genética entre el 

DNA del plásmido con regiones del cromosoma, pasando por conjugación este material genético 

a otra célula sin el plásmido (Holloway, 1979). En la célula hospedera el gen acarreado por el 

plásmido es incorporado en una región del nuevo cromosoma, mediante otro evento de 

recombinación. De esta manera el cromosoma tiene un nuevo gen funcional y el plásmido 

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

La mayoría de los plásmidos de Sireptomyces presentan la capacidad de formar "pocks", 

(Fig.2) fenómeno también conocido como zigozis letal (LTZ). Los "pocks" son zonas circulares, 

visibles a simple vista, de 1 a 4 mm de diámetro; estos son formados por la adquisición del 

plásmido. El plásmido adquirido por la cepa receptora provoca una inhibición del crecimiento y la 

esporulación 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 plásmidos de Sireptomyces presentan el sistema Kil-Kor, como producto de las 

funciones de transferencia del plásmido, el producto del gen kor desempeña dos funciones, ya que 

se autoregula y regula (a nivel transcripcional) la expresión de los productos formados por los 

genes kil (Stein et al, 1989). 

Replicación por el mecanismo del círculo rodante. 

Los plásmidos pequeños circulares de alto número de copias de Sireptomyces, 

normalmente se replican por circulo rodante (Fig.3). En este mecanismo participan 3 elementos 

principales, que son: el origen más (ori +), la proteína de replicación (Rep) y el origen menos 

(ori -). 

El mecanismo del círculo rodante comienza con la síntesis de la proteína de replicación 

(REP) codificada por el plásmido, la cual reconoce una secuencia específica del DNA a la que se 

le denomina el ori + (Koepsel et al, 1985; Novick, 1987, 1989; Thomas et al, 1990 y de la 
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Campana et al, 1990). En esta zona la proteína 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; Catas y Ehrlich, 1989). A medida que se desplaza la cadena externa de manera 

simultánea se da la sInteais de una copia de la misma, por medio de las DNA polimerasas 

celulares. La cadena externa o hebra positiva continúa desplázandose, al mismo tiempo que se 

¿enea una copia de la misma, hasta llegar al mismo sitio donde inició la replicación, en el cual la 

proteína Rep introduce un segundo corte y circulariza a la cadena positiva desplazada (del Solar 

et al, 1993; Gruss y Ehrlich, 1989), De esta forma se obtiene un plásmido de doble cadena y un 

intermediario de cadena sencilla, para obtener la síntesis de la cadena interna o negativa, esta es 

iniciada en una región diferente y específica del intermediario de cadena sencilla circularizado. A 

esta región se le ha denominado el ori (-), ésta zona es considerada como el sitio de iniciación 

para conversión 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, el cual es reconocido por la 

DNA polimerasas de la célula, comenzando la replicación de la cadena interna en dirección 5'-3', 

ésta continúa replicándose hasta completar la hebra interna y de esta manera obtener un segundo 

plásmido de cadena doble, y terminar un ciclo productivo de replicación. 

Los únicos elementos indispensables para que un plásmido pueda replicarse son la proteína 

Rep y el ori (+). Los plásmidos que carecen del ori (-) Ion fimcionales, aunque la replicación es 

menos eficiente y acumulan gran cantidad de intermediarios de cadena sencilla (Gruss y Ehrlich, 

1989). 

Munidos lineales: 

Este tipo de plásmidos presentan las siguientes características: 

En sus extremos se encuentran flanqueados por una serie de secuencias de nucleótidos 

denominadas secuencias terminales invertidas repetidas (TIRO. Los extremos terminales 5' llevan 

proteínas unidas covalentemente vía residuos de fosfato, mientras que los extremos terminales 3' 

presentan grupos OH libres. Los plásmidos lineales presentes en estas bacterias, son diferenciados 

por el tamaño en plásmidos pequeños (<4 a <30kb) y plásmidos gigantes (>100 a >300kb). 
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Plásmidos pequeños: 

Se han caracterizado plásmidos lineales como el pSLA2 formado por 12 Kb (Hayakawa et 

al, 1979a; Hayakawa et al, 1979b). 

El plásmido pSCL1, fue aislado originalmente de la cepa Streplomyces 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 característico 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 algún cambio o variación 

en esta región podría dañal el mecanismo de replicación. 

En los extremos terminales 5' de ambas cadenas, se han encontrado proteínas unidas 

covalentemente. 

De los 8 ORFs (marcos de lectura abiertos) predichos con base en la secuencia, solo dos 

presentan una similitud significativa y posible homologia con algunas de las proteínas conocidas 

para el plásmido pIJ101; éstas son las siguientes: 

La secuencia de aminoácidos encontrada para el producto del ORF-L (249 aminoácidos) 

del pSCL1, presenta un 45.5% de identidad en 231 aminoácidos a la secuencia de aminoácidos 

encontrada para la proteína KorA del pL1101, esta similitud también se manifiesta en el tamaño. 

Lo anterior sugiere que este plásmido presente posiblemente un sistema kil-kor y que el producto 

del ORF-L formé una proteína reguladora (represor). El producto formado por el ORF-L no solo 

muestra un alto grado de similitud con el producto del gene korA del plásmido pll101, sino 

también es similar a un número muy alto de proteínas reguladoras que presentan un motivo hélice-

vuelta-hélice (Wu y Roy, 1993). Se conoce que este sitio especificamente interactua con una 

región muy particular del DNA del plásmido (Brennan y Matthews, 1989). 

Por otra parte el ORF-4 formado por 327 aminoácidos, presenta un patrón de 

hidrofobicidad con 4 hélices transmembranales, esto es muy similar a lo conocido para la proteína 

SpdB del p11101 involucrada en la diseminación del plásmido, la cual contiene 3 fuertes dominios 

hidrofóbicos. Sin embargo poco es lo conocido sobre la formación de "pucks" del pSCL1 en 

Streptomyces clavuligerus y no se puede predecir si el ORF-4 esta involucrado en una función 

semejante a la diseminación del plásmido (Wu y Roy, 1993). 
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El pBLI es un plásmido conjugativo aislado de la cepa Sireptomyces bambergiensis, se 

encuentra formado por 43 kb y presenta la capacidad de formar "pocks". 

La región involucrada en la transferencia está comprendida en una secuencia de 5.7 kb. Al 

realizar el análisis sobre esta secuencia se encontrarón 6 posibles ORFs: El ORF-2 codifica para 

una proteína (338 aminoácidos) esencial de la transferencia, la cual esta regulada negativamente 

por el producto del ORF-6 (118 aminoácidos); estos productos son muy similares al patrón 

determinado para la transferencia del pSN22 como son: El gen principal de la transferencia 

intramicelial (traA) y el gen regulador del traA (traR) por (Kataoka et al, 1991a). Mutaciones 

realizadas en la secuencia del ORF-1, afectan la fomación de "pocks" y reducen la frecuencia de 

transferencia. La proteína formada por este ORF presenta 2 motivos hélice-vuelta-hélice (HTH) 

los cuales son muy semejantes a los encontrados para las proteínas reguladoras de tipo activador 

(Breennan y Matthews, 1989). 

Mutaciones en el ORF-5 provocan reducciones en el tamaño de los "pocks", así como en 

la frecuencia de transferencia, este producto ayuda a la diseminación del plásmido a lo largo de las 

Idas receptoras. 

Las proteínas encontradas para los dos genes "spreur del pU101 presentan muy poca 

homología con el producto del ORF5. Estos genes desempeñan funciones muy importantes en la 

diseminación y transferencia de este plásmido (pBLI). 

Al analizar el ORF-4 se encontró lo siguiente: Un contenido bajo de G+C en comparación 

al localizado en el DNA de los otros ORFs, así como la presencia de dos codones raros TTA 

(Zotchev et al, 1992). El ORF-4 se transcribe y su expresión puede estar regulada por el producto 

del gen bldA, del cual se conoce la codificación de un solo leucil-tRNA que reconoce codones 

UUA, ya que el gen bldA desempeña un papel muy importante en la regulación de la expresión de 

genes que contienen codones TTA, los cuales son raramente encontrados en los Streptomyces 

(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 plásmido. 

Al efectuar el análisis de la secuencia sobre el plásmido pBLI, muestra que al menos 5 

genes estan involucrados en las funciones de transferencia y la formación de "pocks" del 

plásmido. 
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El plásmido SLP2 fue aislado de la cepa de Streptomyces lividans 66, está formado por 50 

kb, se transfiere por conjugación y presenta la capacidad de formar "pocks". Por electroforesis de 

campos pulsantes se detectó esta molécula, al analizar la secuencia en sus extremos se 

encontrarón 44 pb terminales invertidas repetidas, donde las 12pb terminales de ambos extremos 

son idénticas a los encontrados para el pSLA2 y SC't 1 (Chen et al, 1993a). 

Munidos Gigantes: 

Son denominados así por su enorme tamaño, el SCP1 es un claro ejemplo de ello (Fig.4). 

Fue aislado originalmente de la cepa Streptomyces coelicolor M138, este plásmido se encuentra 

formado por 350 Kb (Kinashi y Murayama; 1991). 

Se analizarán las secuencias de nucleótidos de las terminales invertidas repetidas (TIRS) 

en ambos extremos determinándose el tamaño de ambas, el cual es de 81 Kb. En ambos extremos 

de las secuencias terminales 5' se encuentran proteínas unidas covalentemente, para evitar que el 

DNA sea degradado durante la replicación del plásmido (Kinashi et al, 1991). 

Se encontró una secuencia de inserción en la terminal invertida repetida de la región 

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 encontrarse libre en el citoplasma celular, teniendo una replicación autónoma. 

Puede encontrarse libre en el citoplasma celular, conteniendo un fragmento del cromosoma y 

replicarlo. 

- Puede encontrarse integrado en una región específica del cromosoma, replicándose cada que lo 

haga el cromosoma. 

Los Munidos circulares: 

Son los plásmidos más frecuentemente encontrados en los Streptomyces. Algunos se 

replican por el mecanismo del círculo rodante; todos son conjugativos y presentan la capacidad de 

movilizar marcadores cromosómicos (cma) durante el evento de transferencia. 

„Ir 

El ORF-S reduce el tamaño 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). 
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Estos plásmidos son divididos en base al número de copias que tienen por cromosoma en 

plásmidos con bajo número de copias y plásmidos con alto número de copias (multicopia), 

Plásmidos con bajo número de copias: 

El SCP2" (Fig.5) es un plásmido aislado de la cepa Streptomyces coelicolor A(3)2, el 

mapa fisico de este plásmido fue determinado por Lydiate et al, (1985). El SCP2• se encuentra 

formado por 31.4 kb. Por medio de mutaciones (deleciones), se analizó la región responsable de 

la transferencia. Se encontraron 5 genes involucrados en ésta: traA, traB, traC, traD y spd, 

localizados en una región de 9 kb y formando un operón. 

El gen traA es esencial para la transferencia principal del plásmido, así como para la 

movilización de marcadores cromosómicos (cma), dicho gen codifica para una proteína de 442aa. 

Mientras que el gen traB codifica una proteína de 137aa, mutaciones realizadas en este gen y en el 

gen traD reducen la frecuencia de transferencia y la movilización de marcadores cromosómicos 

(Brolle et al, 1993). 

Mutaciones en los genes spd, presentan un efecto similar al producido en los spd del 

p11101, con una clara reducción en el tamaño de los pocks, pero sin afectar la cma. El SCP2* se 

transfiere con una alta frecuencia (100%), además de presentar la capacidad de formar "pocks''. 

Plásmidos con alto número de copias: 

La región esencial de estos plásmidos comprende el origen de replicación (ori +) y la 

proteína Pep, como lo mínimo en requerimientos para que un plásrnido sea funcional. 

Los plásmidos de Streptomyces tienen además de la región esencial, genes involucrados en 

la transferencia (genes ira) y diseminación del plásmido (genes spread), estos genes son los 

responsables de la conjugación del plásmido entre cepas. El evento de conjugación bacteriana es 

un proceso de transferencia del material genético de una célula donadora del plásmido a otra 

célula receptora del mismo. 

Las regiones de transferencia ya han sido identificadas en algunos plásmidos multicopia de 

Streptomyces como son: 

El pIJ101 (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 plásmidos, También dichas regiones ya 
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han sido identificadas en plásmidos que se integran en sitios específicos del cromosoma, entre los 

que destaca el pSAM2 (Hagege et al, 1993b). 

El plásmido 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 característica ferotípica muy particular de los plásmidos de Streptomyces producto de 

las funciones de transferencia es la relacionada con la formación de "podes" o zigosis letal (LTZ) 

por Hopwood et al, 1983. Estos "pucks" no son otra cosa que zonas de inibición del crecimiento 

y esporulación en la cepa receptora causada por la adquisición del plásmido (Hopwood et al, 

1984). Se ha sugerido que la formación de "pocks", es una manifestación de la transferencia 

intramicelial del plásmido dentro del micelio de un cultivo receptor, después de la transferencia 

primaria o intermicelial del micelio donador (Hopwood y Wright, 1973; Hopwood et al, 1983; 

Hopwood et al, 1986). 

Existe un sistema identificado en los plásmidos de Streptomyces conocido como Kil-Kor, 

el cual se encuentra involucrado en la transferencia de los plásmidos, en donde los genes kil 

desempeñan funciones específicas en la letalidad, una vez que el plásmido pasa a la cepa 

receptora. Por otra parte el gen kor sintetiza productos que se hayan involucrados en el control 

de la expresión del fenotipo Kil siendo por tanto la proteína Kor un inibidor de la expresión de los 

productos formados por los genes kil (Kendall y Cohen, 1987). 

Los plásmidos con alto número de copias, son los plásmidos mas estudiados de los 

Streptomyces; en ellos destacan: Los plásmidos integrativos, los cuales se integran en regiones 

muy específicas del cromosoma como: el SLP1 (Brasch et al, 1993) y el pSAM2 (Boccard et al, 

1989a). Y los plásmidos que se encuentran en el citoplasma celular de la bacteria, denominados 

plásmidos libres como: el pIJ101 (Hopwood et al, 1981), el pSN22 (Kataoka et al, 1991a) Y el 

pJVI (Bailey et al, 1986). 

Plisznidos integrativos: 

Estos plásmidos tienen una región de nucleotidos muy conservada denominada (attP), la 

cual es homóloga a una región presente en el cromosoma denominada (att13); por 

entrecruzamiento estos dos sitios de reconocimiento se pueden unir. 
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Los genes int codifican proteínas, que le permiten al plásmido integrarse al cromosoma en estas 

regiones, de esta forma el plásmido queda incorporado en una región específica del cromosoma. 

Los plásmidos integrativos presentan genes que sintetizan productos para el mantenimiento del 

plásmido y para la liberación del mismo (genes xis). 

Características del plásmido SLPI. 

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

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

involucradas en los mecanismos de inserción y liberación del plásmido en el cromosoma 

bacteriano, demostraron la presencia de 2 ORFS contenidos en una región de 2.2 Kb. El ORF 

formado por el gen ini de 1.365 Kb, codifica una proteína básica de 50.6 kDa, esta proteína 

presenta una secuencia de aminoácidos similar a la familia de proteínas integrasas. El ORF6 

codifica para una proteína básica de 7.1 kDa, la secuencia de aminoácidos formada por esta 

proteína, es muy similar a las secuencias de aminoácidos encontradas para proteínas excisionasas 

presentes en otros sistemas de recombinación (Brash et al, 1993). El analisis funcional de estos 

genes presentan una alta similitud con la secuencia de aminoácidos derivada para las proteínas 

recombinasas. 

Los mecanismos de recombinación mediados por el SLP1, son el sitio attP (del plásmido) 

con el sitio attB (del cromosoma), los cuales comparten una región homóloga de 112 pb. El 

evento de integración forma dos nuevos sitios que son: el sitio de la izquierda (attL) y el sitio de 

la derecha (ata?), por Omer y Cohen, (1984, 1986). 

Características del plásmido pSAM2. 

El pSAM2 es un elemento originalmente aislado de Streptomyces ambofaciens 

ATCC23877, (Fig.7) presenta una longitud de 11 kb. Este plásmido presenta la capacidad de 

transferirse por conjugación y la capacidad de poder integrarse en sitios específicos del 

cromosoma de la cepa receptora (Smokvina et al, 1991). El pSAM2 puede mantenerse en dos 

formas diferentes en Streptomyces, 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 específico de 

integración fue localizado (Boccard et al, 1989a; Boccard et al, 1989b); el fragmento importante 
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Fig.6 Mapa físico del plásmido SI_P1, por Brash et al, 1993. 
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Fig.7 Mapa físico del plásmido pSAM2, por Smokvina et al, 191. 
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para el evento de integración, se encuentra contenido en 2.3 kb el cual contiene los genes de 

integración (int), que codifican para una proteína integrase, los genes (xis) que codifican para una 

proteína excisionasa y el sitio para el reconocimiento del plásmido (attP). Se conoce que el 

evento de recombinación ocurre a través de las 58 pb presentes en el sitio attP (pSAM2) y atiB 

del cromosoma (Streptomyces lividans). Este plásmido puede integrase también en sitios 

específicos del genoma de Strepto►nyces lividans y Streptanyces coelicolor. 

Cuando el pSAM2 se encuentra libre en el citoplasma se replica de manera autónoma, se 

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

forma "pocks". 

El mapa funcional de este plásmido fue determinado por Smokvina et al (1991); al 

analizar la secuencia, se encontraron 7 OREs los cuales son transcritos en la misma dirección y 

son los siguientes: 

El gen encargado de la transferencia principal del pSAM2 es traSA, el cual sintetiza Lula 

proteína de 306 aa; esta proteína tiene algo de similitud a nivel de secuencia de aminoácidos, con 

la proteína Tra del pIJ101. El producto de traSA es esencial para la transferencia intermicelial del 

plásmido y formación de "pocks". En el pSAM2 se identificarón cuatro ORFs: spdA (224aa), 

spdB (58aa), spdC (51aa) y spdD (104aa), los cuales son los encargados de la transferencia 

intramicelial. Los cuatro genes son leidos en la misma dirección; parece haber acoplamiento 

traduccional, ya que el codón de término de un gen y el codón de inicio del siguiente gen, están 

separados por pocos nucleótidos, de tal manera que las secuencias Shine-Dalgarno se encuentran 

muy cercanas al término del gen anterior. Mutaciones en los genes spread, influyen en el tamaño 

de los "pocks", en la eficiencia de la transferencia y son requeridos para una transferencia 

intramicelial (Hagege et al, 1993b). El sistema Kil-Kor también se encontró en este plásmido, ya 

que el producto del gen korSA, puede controlar la expresión de los productos del gen traSA 

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

Plásmidos libres: 

La mayor parte de este tip de plásmidos, caracterizados fisicamente, se replican por el 

mecanismo del círculo iodante y son plásmidos multicopia. Dentro del género ,S'ireptomyces son 

los plásmidos más estudiados, en la mayoria de los casos han sido desarrollados como vectores de 



donación, por ejemplo: el pU101 (Deng et al, 1988), el pSN22 (Kataoka et al, 1991) y el p1V1 

(Bailey et al, 1986). 

Características del plásmido pIJ101. 

El pU101 (Fig.8) es un plásmido circular, multicopia (300 copias por cromosoma), el cual 

fue aislado originalmente de la cepa de Sireploinyces lividans ISP 5434, este plásmido está 

formado por 8.830 Kb presentando una composición de G+C de 72.98%, lo cual es característico 

del DNA de Slreplomyces (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 plásmido y 

asociados con la presencia de "pocks". Además ciertos genes desempeñan funciones específicas 

en la letalidad de la cepa receptora del plásmido (genes kil), mientras que para otros su función 

radica en codificar productos que controlan la expresión del fenotipo kil (genes kor). Los 

productos formados por los genes kor regulan negativamente su propia expresión, así como a la 

expresión de los genes de tipo kil a nivel transcripcional (Kendall y Cohen, 1987; Stein et al, 

1989; Stein y Cohen, 1990). 

Al analizar la secuencia del PU101 se encontrarán 7 ORFS o marcos de lectura abiertos, 

los cuales se identificaron y correlacionarón con las propiedades fenotipicas específicas. Dos de 

los ORFS encontrados (korA-korB) codifican para proteínas represoras que controlan la expresión 

de varios promotores encontrados en otros genes en el plásmido. Las secuencias predichas de 

aminoácidos para estos ORFS no muestran regiones de homología con algunas otras proteínas 

represoras conocidas: aunque las secuencias de aminoácidos encontradas preséntan un motivo 

(hélice-vuelta-hélice), el cual es común para proteínas que se pegan a regiones específicas del 

DNA. 

En cuanto a las funciones de transferencia se localizaron cuatro ORFS: el primero codifica 

para una proteína Tra de 77 KDa, mutaciones hechas en regiones de este gen afectan la 

transferencia primaria del plásmido (Kendall y Cohen, 1988). Mediante inserciones se ha 

demostrado que los otros 3 ORFS (spdA, spdB y kilB) codifican proteínas involucradas en la 

diseminación del plásmido; éstas presentan tres fuertes dominios hidrofóbicos, lo que suguiere que 
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pueden estar asociadas a la membrana ayudando a la diseminación de los plásmidos a todo lo 

largo de las hifas. 

El pI3101 se transfiere con una alta frecuencia (100%) además de presentar la capacidad 

de movilizar marcadores cromosomales presentes en la cepa hospedera. 

El p13101 se replica por el mecanismo del círculo rodante, ya se identificarán las siguientes 

regiones: el ori (+), la proteína de replicación (450 aminoácidos) y el ori (-) por Kendall y Cohen, 

(1988) y Zaman et al, (1993). 

Características del pSN22. 

El pSN22 es un plásmido multicopia el cual se aisló originalmente de la cepa Slreplontyces 

nigrifaciens, (Fig.9) se encuentra constituido por 11 Kb (Kataoka et al, 1991a). Este plásmido ya 

fue secuenciado completamente, al realizar el analísis estructural y funcional sobre las regiones 

involucradas en la transferencia, se identificarán cinco genes, dos de los cuales se encuentran 

implicados en la transferencia (IraA y IraB) y otros en la formación de "pocks" (spd). La 

transferencia intennicelial se encuentra controlada por el gen traB de este plásmido, aumentando 

la fusión celular en la cual se da un contacto entre los micelios de la cepa donadora y receptora 

del plásmido favoreciendo la fusión entre células (Kataoka et al, 1991a). Por otra parte el gen 

traA promueve la transferencia intramicelial del plásmido una vez que el plásmido ha pasado al 

micelio receptor, además iraA es esencial para la formación 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 plásmido, manifestándose la existencia de zonas circulares de 

inhibición del crecimiento y% esporulación. 

Los genes responsables de la diseminación o spread (spdA y spdB) facilitan el movimiento 

de los plásmidos a todo lo largo del micelio receptor (Kataoka et al, 1991b). Las mutaciones 

efectuadas en estas zonas, afectan el tamaño de los "pocks". 

El gen IraR 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 IraR son 

letales para la célula, manifestandose de esta forma la expresión del fenotipo Kil. 
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El pSN22 se replica por el mecanismo del circulo rodante, la región esencial mínima para 

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

se localiza un gen para una proteína Rep y un ori(+) prácticamente idénticos a los del pIJ101. 

Características del pJVI. 

El pJVI es un plásmido 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 círculo rodante a través de intermediarios 

de cadena sencilla, es un plásmido multicopia (150 copias por célula) y presenta la capacidad de 

formar "pocks" (Bailey et al, 1986). 

El pJVI ya fue secuenciado completamente (Servín et al, 1994). El análisis de la secuencia 

ha demostrado que existe homología de las regiones Ira y spd con las del pSN22. El análisis 

hecho sobre la región esencial del pJV1 identificada por Bailey et al, (1986) reveló la presencia de 

un ORF que codifica la proteína (Rep), la cual está formada por 523 aminoácidos. Este análisis 

efectuado sobre la region esencial (Servín, 1993) mostró un modo de organización similar, al 

reportado para el plásmido p1J101 (Kendall y Cohen, 1988), encontrándose que las secuencias de 

aminoácidos que componen las proteínas (Rep), tienen una identidad del 30% aproximadamente. 

La proteína Rep del pJVI presenta un motivo muy conservado, que es muy similar al reportado 

para todas las proteínas (Rep), el cual contiene una tirosina involucrada en hacer un "nick" en el 

origen de replicación (ori +). El ori (+) también fue identificado, se encuentra comprendido entre 

3368pb-3438pb y se conoce también el sitio exacto para iniciar la replicación (Servín, 1993). Aún 

no se conoce la secuencia que forma el origen menos. 

Se encontraron ORFs equivalentes a los genes IraR, iraA, traB del pSN22. También existe 

homología significativa en la región de los genes spd. Con excepción de IraR, todos se encuentran 

alineados en la misma dirección y posiblemente están constituyendo un operón, al igual que en el 

pSN22. Curiosamente el pJVI parece carecer de un gene spdA que se encuentra en el pSN22. A 

pesar de que el pJVI y el pSN22 muestran gran similitud a nivel de los genes Ira y spd, la 

similitud de las proteínas Rep es mucho más baja, ya que la proteína Rep del pSN22 solo muestra 

un 30% de identidad con la del pJVI, pero un 98% con la del pIJ101. Esto perece ser un 

fenómeno muy similar al encontrado por otros plásmidos 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 parecería estar formado por un módulo de genes ira y spd similar al del pJV1 y 

un módulo Rep similar al del plJ101, (Servin et al, 1994). 

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

diseminación o (spread) del pJV1 codifican para proteínas muy similares a las del pSN22, además 

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

Aunque ya se tienen identificados por homología, los genes involucrados en la 

transferencia y diseminación 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 últimos puntos son el 

principal tema de estudio de este trabajo. 
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Objetivos. 

1. Caracterizar los genes de transferencia en el plásmido pArl de Streptomyces 

phaeocromogenes. 

2. Comprobar la localización y función de los genes de transferencia (ira) y diseminación (spd) 

del p.N1. 

3. Comprobar la localización y función de los genes responsables del fenotipo Kil-Kor del pNI. 

4. Demostrar la habilidad de recombinación cromosomal del pNl. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Preparación de esporas de Streptomyces. 

Las cepas de Streptomyces lividans se purificaron realizando estrías sucesivas en cajas de 

Petri conteniendo el medio rico R5, de manera que se obtuvieran colonias aisladas después de 

varios días de incubación 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 pequeño (aproximadamente 0.5 ml) de agua 

desionizada estéril, el cual se distribuyó en la superficie de una o varias cajas de Petri de medio 

rico R5, a este último se le adicionaron además los requerimientos de cada cepa. De esta forma se 

obtuvo un crecimiento confluente, el cual después de varios días de incubación esporuló 

abundantemente. Las cepas utilizadas de Streptomyces lividans fuerón la TK64 (pro-2, str-6) y la 

cepa TK54 (his-2, leu-2, spc-1) por Bailey et al, (1986). 

Cosecha de las esporas. 

- Se agregaron 10 ml de agua desionizada estéril a cada caja de Petri y las esporas fueron raspadas 

con un asa estéril. La suspensión de esporas se tomó con una pipeta de 10 ml y se filtró a través 

de tubos con algodón 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 algodón. 

- Las esporas filtradas se colectaron por centrifugación en tubos estériles de tapón 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. 

Obtención de micelio para transformación. 

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 dispersión del micelio. Se 

colocaron en el matraz 25 ml de medio YEME con 34% de sacarosa, MgCl2 SmM y glicina 

0.5%, y se inoculó el medio con 0.2 ml de esporas concentradas. El cultivo se incubó con 

agitación vigorosa durante dos días a 29 ° C. Posteriormente el cultivo de cada matraz es vlrtido 
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en tubos de plástico estériles con capacidad de 40 ml, añadiendo 10 ml de una solución estéril de 

sacarosa al 10.3%, y el micelio fue cosechado por centrifugación a 5000 rpm durante 12 min. El 

sobrenadante se eliminó y el micelio se resuspendió 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 solución de sacarosa, el micelio se resuspendió en este volumen y 

se dividió en 3 tubos limpios y estériles a los cuales se les adicionaron 2 ml de la solución de 

sacarosa al 10.3% por tubo. Estos tubos se centrifugaron a 350Orpm 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. 

Transformación. 

Para la transformación bacteriana se preparó el buffer P como describen Hopwood et al, 

(1985), con la diferencia de que se dejó reposar 1 hora, después de añadir todos los componentes, 

y se filtró a través de un filtro Millipore de 0.45 µm 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 agregó una solución estéril de lisozima lmg/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 incubó a 29 " C, y cada 20 min se tomaron muestras para observarlas en un 

microscópio de contraste de fase, hasta que la mayor parte del micelio se hubiera transformado en 

protoplastos. 

- Posteriormente se tomó todo el volumen con la pipeta y se filtraron los protoplastos a través de 

algodón estéril, el cual se lavó con 5 ml de buffer P, para bajar la mayor cantidad de protoplastos 

que hubieran quedado atrapados en el filtro de algodón. 

- El volumen total fue pasado a un tubo estéril y los protoplatos fueron centrifugados a 3500 rpm 

durante 10 min. 

- El sobrenadante se decantó y los protoplastos se resuspendierón suavemente con los nudillos, se 

adicionaron 5 ml de buffer P para lavar y nuevamente se centrifugaron bajo las mismas 

condiciones. 
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- Nuevamente se decantó el sobrenadante y el "pellet" de protoplastos, se resuspendió 

suavemente. A los protoplastos resuspendidos se les adicionó el DNA en un volumen pequeño 

(generalmente 10 ml) e inmediatamente se añadió 0.5 ml de PEG 1000 al 25% (W/V) en buffer P. 

Se mezcló subiendo y bajando 4 ó 5 veces toda la mezcla con una pipeta Pasteur y posteriormente 

se adicionarán 5 ml de buffer P y se volvió a centrifugar bajo las condiciones mencionadas con 

anterioridad. 

- Se decantó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió suavemente con los nudillos, agregando 

500 gl del buffer P, realizándose diluciones hasta 10'2. 

- Los protoplastos, ya sea concentrados o diluidos se distribuyeron en cajas de medio rico R2YE, 

previamente deshidratado, con ayuda de agar suave de transformación (2.5 ml por caja). 

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

- El antibiótico fue agregado 18 hrs después del término de la transformación, para seleccionar las 

colonias transformantes. Con la excepción de las colonias que fueron transformadas con el 

plásmido silvestre, a las cuales no se les agregó el antibiótico. 

Extracción de DNA y confirmación de la estructura de los 

plásmidos 	minipreps "). 

1.- Cada una de las distintas colonias transformantes de la cepa TK64 (con los plásmidos) de 

Streptomyces liviclans, fueron crecidas en forma de sectores en cajas con medio R5 con 50 µg/mi 

de thiostreptona. Las cajas fuerón incubadas a 29 ° C hasta tener completamente esporulados los 

sectores. 

* Para las colonias transformantes de la cepa TK64 con el plásmido silvestre, no se adicionó el 

antibiótico (thiostreptona) a las cajas con medio rico R.5. 

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 ul de thiostreptona, incubando con agitación constante durante 3 días 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 eliminó todo el sobrenadante con una trampa de 

vacío. 
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4.- Se resuspendieron los "pellets" de micelio en 100 µ1 de buffer TE25mM (Tris-CI 25mM, 

EDTA 25mM pH8) y la lisozima a una concentración de 2mg/ml. 

5.- Las muestras fueron incubadas por lo menos media hora a 37 ° C, hasta que el micelio se 

apreciara visiblemente lisado, dando un aspecto translúcido y viscoso. 

6.- Se adicionaron 200 µI de una solución fresca de NaOH 0.2N, SDS 1%, y se mezclaron bien 

los tubos por inversión vigorosa, hasta observar una mezcla transparente, homogénea y viscosa. 

Las muestras fueron incubadas durante 10 min en hielo. 

7.- Se adicionaron 150 pl de acetato de potasio 3M pH4.8, mezclando bien por inversión, hasta 

perder la viscosidad y apreciar un precipitado blanco. Se incubó durante 15 min en hielo. 

8.- Se añadieron 400 ml de fenol/cloroformo (1:1), agitando 30 seg en vórtex y centrifugando 2 

min a 14,000 rpm., 

9.- Se pasó la fase acuosa a otro tubo eppendorf limpio previamente etiquetado y se agregó 1 ml 

de etanol absoluto frío. Posteriormente se dejó precipitar 5 min a temperatura ambiente. 

10,- Se centrifugó 10 min a 14,000 rpm, desechándose el sobrenadante con una trampa de vacío 

evitando llevarse la pastilla o "pellet". 

11.- El pellet se resuspendió en 50 al de buffer TE (Tris-HC1 10mM, EDTA 1mM pH8), 

adicionándose 150 pl de acetato de sodio 4M pH6, mezclando bien por inversión. Se incubó una 

hora a -20 ° C. 

12.- Se centrifugó 10 min a 14,000 rpm en la microfuga; se pasó el sobrenadante a un tubo 

eppendorf limpio, al cual se agregaron 200 µI de isopropanol, dejando precipitar la muestra 

durante 10 min en hielo. 

13.- Se centrifugó 10 min a 14,000 rpm en la microfuga; eliminando todo el sobrenadante con una 

trampa de vacío. Se resuspendió el pellet en 45p1 de buffer TElOmM, se añadieron 5 µI de 

acetato de sodio 3M pH6 y 125 pl de etanol absoluto frío; dejando precipitar la muestra por 10 

min en hielo. 

14.- Se centrifugó a 14,000 rpm durante 10 min. Eliminando todo el sobrenadante con una trampa 

de vacío. 

15.- El pellet fue secado y resuspendido en 25 µ1 de buffer TE lOmM. 

16.-Se comprobó el patrón de restricción de cada una de las "minipreps", empleando las enzimas 

adecuadas para cada caso en particular. 
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Para las colonias transformantes de la cepa TK64 con el plásmido silvestre (pJVI), se 

inocularon en tubos con LB sin el antibiótico. 

Purificación de fragmentos de DNA en geles de 

agarosa de bajo punto de fusión (LMP). 

1.- Después de efectuar la electroforesis de las muestras y teñir el gel en una solución de bromuro 

de etidio 3µg/ml, se iluminó con luz ultravioleta (uv) de onda larga y se cortó la banda de interés. 

2.- La rebanada de agarosa se colocó en un tubo eppendorf y se Midió 65-70 ° C durante 10 min. 

3.- Se calculó el volumen de la agarosa fundida y se agregó 1/10 de volumen de NaCI 5M, 

mezclando perfectamente, dejando la muestra otros 5 min en el mismo baño. 

4.- Se puso la agarosa fundida 5 min en otro baño a 37' C, al terminó de los cuales se adicionaron 

al tubo con el DNA 2/3 de volumen de fenol saturado con NaCI 5M (precalentado a 37 ° C), se 

agitó de inmediato la muestra con el DNA y el fenol saturado en vórtex durante 30 seg. 

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

eppendorf limpio previamente etiquetado. 

6.- Al fenol se le añadieron 45 µI de buffer TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM pH8) y 5 pl de 

NaCI 5M y se agitó en vórtex, 

7.- Se centrifugó 2 min a 14,000 rpm y se mezcló la fase acuosa con la del paso 1 

8.- Se adicionó un volumen de fenol/cloroformo (1:1) a la fase acuosa, se agitó durante 15 seg en 

el vórtex y se centrifugó 2 min a 14,000 rpm. 

9.- Se pasó el sobrenadante a un tubo limpio y se repitió el paso anterior, pero solo con 

cloroformo. 

10.- Se pasó el sobrenadante a un tubo eppendorf limpio y se añadieron 10 lig de tRNA y un 

volumen de isopropanol (no se añadio 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 muestras fiierón centrifugadas en la microfuga, durante 10 min a 14,000 rpm; se extrajo 

todo el isopropanol con una micropipeta. 

13.- Se secó el pellet a 50 °C durante 15 min. 

14.- Se resuspendió la muestra en un volumen adecuado de buffer TE 10mM. 
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Tratamiento con la fosfatasa alcalina. 

- La reacción de la fosfatasa alcalina se llevó a cabo en un volumen de 50 pl totales. Se utilizó el 

buffer proporcionado por el proveedor de la enzima (Boehringer-Mannheim). 

-1 pl de la fosfatasa alcalina se agregó los primeros 20 min a la mezcla a 37 ° C. 

- Se agregó otro pl de la fosfatasa alcalina a la mezcla y se dejó otros 20 min a 37 'C. 

- Para inactivar la fosfatasa alcalina, se empleó la extracción con fenoVcloroformo, como se 

describe acontinuación. 

Extracción con fenol/cloroformo. 

- En un eppendorf se agregó una mezcla de 50 µI de TE 10mM con el DNA del plásmido, a la 

cual se adicionarán 50 pl de una solución de fenol/cloroformo (1:1); el tubo fue pasado por 

vórtex durante 30 seg. 

- La muestra se centrifugó en la microfuga 3 min a 14,000 rpm. Se pasó la fase acuosa a otro 

eppendorf y se agregarón 50 pl de fenal/cloroformo (1:1), el tubo fué pasado por vórtex 

durante 30 seg. 

- Al tubo inicial que queda con los 50 pl de fenal/cloroformo, se agregaron 50 pl de TElOmM, 

para extraer lo más 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 rpm. 

- Se pasó la fase acuosa del segundo tubo a un tacar tubo con 50 pl de cloroformo, dando 

vártex 30 seg, mientras que la fase acuosa del primer tubo, se pasó al segundo dando vórtex 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 la fase acuosa del 

segundo tubo se pasó al tercer tubo, se aplicó vórtex 30 seg y nuevamente se centrifugó a 

14,000 rpm durante 3 min. 

- Se pasó la fase acuosa del tercer tubo y se agregó con los 50 pl presentes en el cuarto 

tubo. A los 100 pl totales se agregarón: 1 pl tRNA, 10 id acetato de sodio 3M y 100 pl de 

isopropanol, mezclando por inversión el tubo. 
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- La muestra se puso a precipitar en el congelador a -20 C por 2 hrs. Se centrifugó 10 min en la 

microfuga a 14,000 rpm. 

- Se extrajo el sobrenadante con una punta estéril y el pellet fue resuspendido en 20 µI de TE 

10mM a 50 ° C durante 15 min. 

- Se corrió 1 µI de este volumen en un gel de agarosa de alto punto de fusión (1%), para saber 

qué tanto DNA fue recuperado. 

Cruzas genéticas. 

Cruza control. 

Se agregaron 20 µI de esporas concentradas de la cepa TK64 y.20 pl de esporas concentradas de 

la cepa TK54, en una caja de medio R5 con histidina y leucina. Se agregaron 200 µI de agua para 

facilitar el plateo de las esporas, las cuales se esparcieron sobre la caja con un asa de vidrío estéril. 

Las cajas fueron incubadas a 29 ° C durante 5 días, al termino de los cuales las esporas de la cruza 

fueron cosechadas y almacenadas en una solución de glicerol al 209/6  a una temperatura de -20 ° C. 

Cruzas con los distintos derivados del pJVI. 

Se realizaron de la misma forma que la cruza control, solamente que una de las dos cepas 

(normalmente la TK64) contenía alguno de los derivados del pNI. 

Diluciones de las esporas y cuantificación de las mismas. 

Las esporas de los Strepto;nyces son resistentes a los cambios osmóticos, por lo que las 

diluciones fueron realizadas en agua desionizada estéril. 

Se tomaron 10 µI de esporas concentradas y se diluyeron en 990 µI de agua estéril; siendo ésta la 

dilución 10'2. Apartir de esta dilución se realizarón diluciones seriadas hasta 104, pasando por 

vórtex cada dilución, para homogenizar las muestras. 

Para la cuantificación de las colonias, las diferentes diluciones se agregaron en volumenes de 100 

µI por duplicado, en cajas con medio R5 con histidina y leucina. Las cajas fueron incubadas a 

29 ' C hasta poder contar las colonias presentes en cada dilución, empleando un plumón indeleble. 
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Cuantificación de la transferencia de plásmidos y de la movilización del cromosoma. 

Para determinar la transferencia del plásmido se hicieron diluciones de las esporas 

resultantes de las cruzas, hasta 104. Normalmente la cepa donadora fue la TK64 (Stm R) y la 

receptora fue la TK54 (Spc R). De esta forma, para conocer la frecuencia de transferencia se 

dividió el número de colonias obtenidas en medio MMCY con espectinomicina y thiostreptona 

entre el número de colonias obtenidas en el mismo medio pero únicamente con espectinomicina. 

Para la cruza recíproca se utilizó estreptomicina en lugar de espectinomicina. 

Pura cuantificar la movilización de marcadores cromosómicos se dividió el número de colonias 

obtenidas en medio mínimo con espectinomicina y leucina (sin histidina) entre la suma de las 

colonias obtenidas en medio MMCY sin antibióticos. De esta forma se midió el paso del 

marcador His+ de la cepa TK64 a la cepa TK54. 

Determinación de la capacidad de formación de" pocka " . 

La manera por la que se pudieron visualizar los "pocks" fue la siguiente. Se agregaron 10 

µI del concentrado de esporas de la cepa TK64 con la dilución 104  (200 µ1) de la cepa TK64 con 

el plásmido, en cajas con medio R5. Con un asa de vidrió se espatularon estas esporas por toda la 

superficie de la caja y se incubaron a 29 ° C durante 5 días, al termino de los cuales se apreciaron 

los "pocks" en el crecimiento de tipo confluente. De esta forma se aisló el plásmido silvestre 

(p.1V1). 

Manipulación de DNA. 

Deleciones con enzimas de restricción. 

- Con el empleo del mapa de restricción y el análisis de la secuencia del plásmido 111/1, se 

planearon diversas deleciones con enzimas de restricción para la localización y función de los 

genes de transferencia, los genes responsables de la diseminación y los genes involucrados en la 

manifestación del fenotipo Kil-Kor. 

- Se comprobaron las digestiones enzimáticas en geles de agarosa al 1%/Buffer TBE teñidos con 

bromuro de etidio 3 µg/ml. 

- Se corrieron las digestiones en geles de agarosa 1% y geles de agarosa de bajo punto de fusión 

0.6%, de estos últimos se purificaron las bandas de interés con el método mencionado con 

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

Klenow. 

Los plásmidos se ligaron con la enzima ligasa T4, a temperatura ambiente por lo menos 12 hrs. 

- Los DNAs fueron almacenados en 25 ül de buffer TE IOmM a -20° C. 

Medios y bullen. 

. a) Medios de cultivo y soluciones. 

Los diferentes medios de cultivo empleados en este trabajo, se esterilizaron en el autoclave 

a 120 'C y 15 libras de presión, durante 20 minutos. 

La esterilización de las soluciones de antibióticos, se hizo por filtración, a través de filtros 

millipore de 0.45 gm de poro. 

MM (medio mínimo) 	 100 ml 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 mínimo después de esterilizarlas en el autoclave. 

(NH4)2SO4  20% 	 lml 

MgSO4.71-120 0.6%- 	 lml 

Glucosa 50% 	inil 

Na2HPO4/KH2P041M pH7.2 	lml 

Elementos menores 	0.1m1 

Elementos menores: 

ZnSO4.7H20 	0.1% 

FeSO4.71120 	0.1% 

MnC12.4H20 	0.1% 

CaCl2 	0.1% 

MMCV Se le añaden además de lo anterior: 

Casaminoácidos 20%- 	  lml 
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Extracto de levadura 10% 	  1ml 

R2YE Sacarosa 	 

K2SO4—

MgC12.61420 

  

103g 

0.25g 

10.12g 

  

   

   

Glucosa---------------------- lOg 

Difco casaminoácidos- 	 0.1g 

Agua desionizada—   800m1 

* 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. 

KH2PO4 0.5%------- --------- 	lml 

CaC12.H20 3.68% 	  8m1 

L-Prolina 20% 	  1.5ml 

TRIS-HCI 3% pH7.2 	  10m1 

Trazas R5 	 0.2m1 

CuSO4  2mM 	  0,2m1 

NaOH 1N   0.2ml 

Extracto de levadura 10%---------- 5m1 

* Agitar cada que se agrega una nueva solución. 

R5 	( Medio sólido en el cual esporulan muy bien los Sireptomyces 

K2SO4   0.25g 

MgC12.6H20 	  0.12g 

Glucosa 	  lOg 

Difco casaminoácidos 	 0.1g 

Trazas sin autoclavear----- -------- 2m1 
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Difco extracto de levadura---- ----- 5g 

Trisma Base 	  3g 

Morar a 1 Lt con agua desionizada. 

Ajustar el pH7.2 con HCI 

Poner 100 ml de medio por botella. 

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

** Soluciones que se agregan después de autoclavear: 

KH2PO4. 	  Iml 

CaCL2.2H20 	  0.4m1 

L-Prolina 20% 	  1.5m1 

NaOH IN 	  0.2m1 

CuSO4  2mM 	  0.2m1 

* Agitar cada que se agregue una nueva substancia. 

VEME 	(Medio empleado para crecimiento de micelio, cual fué usado para posteriores 

transformaciones). 

Extracto de levadura 	0.3g 

Bacto-peptona 	  0.5g 

Extracto de Malta 	0.3g 

Dextrosa 	  1.0g 

Sacarosa 	 34g 

Aforar a 100 ml con agua desionizada. 

Después de esterilizar agregar la siguiente solución. 

MgC12.6H20 I M 

Glicina 10% 	 

  

0.125m1 

0.625m1 
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Luria(LB) 

./Bacto triptona 
	

lOg 

Extracto de levadura 
	

5g 

NaC1— 
	

10g 

* Ajustar a pH 7y aforar a 1 Lt con agua desionizada. 

* Acada una de las botellas agregar 1,5 g de agar y 100 ml del medio. 

LB con Sacarosa (para la extración de los plásmidos). 

Bactotriptona 	 

	

 	1% 

NaCI 	 - 1% 

Extracto de levadura 	 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 según el medio de cultivo 

empleado; el medio R2YE (para la transformación de protoplastos de Streptomyces) se necesitan 

de 3 a 4 hrs de secado; para los medios como el R5 (para la esporulación de los Streptomyces), 

MM, MMCY (para las cruzas genéticas) y LB (para la extracción de los plásmidos), se emplean 

de 15 a 20 min de secado. 

Buffer P (empleado para el mantenimiento osmótico de los protoplastos durante la 

transformación). 

Sacarosa 	 

	

 	103g 

MgC12.6H20 	  2.02g 

K2SO4 	  

	

 	0.125g 

* Aforar a 400 ml c!istribuir este volumen en botellas de 40 y 60 ml para esterilizarlas. 

**Agregar después de esterilizar las siguientes soluciones. 
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40 ml 	60 ml 

Trazas R5 	 • 100 pl 	150 pl 

KH2PO4(0.5%) 	0.5 ml 	0.75 ml 

CitC12.2H20 (3.68%) 	5.0 ml 	7.5 ml 

Tris,HC1 (3%, pH7.2) 	5.0 ml 	7.5 ml 

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

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

TABLA CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS. 

Cepa 	 'Antibiótico 	Auzotrollas 

Streptomyces lividans TK64 Estreptomicina" pro-2 

Streptomyces lividans TK54 Espectinomicinal his-2, leu-2 

Plásmido Características 

pJV I 	(Silvestre formado por 11.14Kb de longitud). 

PB2 	(Se encuentra formado por 10.SKb, carece de los genes de diseminación (spread) y 

presenta un origen híbrido). 

PB53 	(Se encuentra formado por 12.8Kb; al pB2 se le incorporaron los genes spread, 

provenientes del pJVI). 

pI350 	(El gene de tsr, se encuentra insertado en el sitio único de BglII del pJVI). 

PB57 	(Fragmento de BamHI de 5.7Kb del pB50 recircularizado, sin genes tra y spread). 

p1358 	(Deleción del fragmento de NcoI del pB50, eliminando los genes tra). 

pB59 	(Deleción, del fragmento de BstXI del pB50, eliminando el final del gen traA y el 

principio del gen traB). 

pB75 	(Inserción del gene tsr, en el sitio único de Asp700 del p.IV1, con lo que se interrumpe 

el gen traB). 

pB76 	(El pB50 digerido con Bpu11021-EcoRI, la banda de mayor tramarlo se trató con la 

enzima "Klenow ", con esta mutación se quitaron los dos genes tra). 
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Tabla 1. Nos muestra las cepas de Sirepiomyces lividans que fuéron empleadas como cepas 

hospederas para los experimentos de donación, así como los distintos derivados del pJVl. La 

cepa donadora de los plásmidos fié la TK64, mientras que la cepa empleada como receptora fué 

la TKS4; con la excepción de la cruza realizada al inverso, en donde los papeles se invirtieron. 

'o" Se utilizó como control negativo, una cruza la cual no contenía plásmidos. 

Cruzas genéticas. 

Las características de los distintos derivados del pJV1 radicadas en la formación de 

"pocks", en la eficiencia de transferencia y la movilización de genes cromosomales, fueron 

llevadas acavo con las características de las cepas empleadas y plásmidos, lo cual se aprecia en la 

tabla Númi, con esto se crearon las siguientes condiciones, seleccionándose en cada una de ellas 

una característica en particular. 

TABLA U. 

Condición 	Colonias que son capaces de crecer 

MMCY 	Total de las colonias TK64-TK54 con y sin plásmidos. 

MMCY+thio 	Solo crecen las colonias que presentan el plásmido con la resistencia al 

antibiótico (thiostreptona). 

MMCY+thio+Str Solo crecen las colonias de TK64 con plásmido. 

MMCY+thio+Spc Solo crecen las colonias de TK54 con plásmido. 

MMCY+Spc 	Crecimiento de todas las colonias de la cepa TKS4 con y sin plásmido. 

MMCY+Str 	Crecimiento de todas las colonias de la cepa TK64 con y sin plásmido. 

MM+Spc+Leu 	Solo crecen colonias recombinantes, producto de la movilización de genes 

cromosómicos entre ambas cepas. 

Tabla II. 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 PJVL 

Con el empleo del mapa de restricción (Fig.11) y el analisis de la secuencia (Fig.12) del 

p.IV i, se planearon diversas mutaciones con enzimas de restricción para determinar la localización 

y función de los genes responsables de la transferencia, los genes encargados de la diseminación, 

así como los gepes involucrados en la manifestacion del fenotipo Kil-Kor del pJV1. 

Aislamiento del plísmido silvestre. 

El pIV1 fue introducido a Streptomyces lividans (cepa TK64) por transformación en cajas 

con medio R2YE. Las cajas fuerón 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 R5, 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 ml de LB con sacarosa, incubados 

a 29' C por 3 días. A las diferentes muestras se les realizaron minipreparaciones para la obtención 

del plásmido y se digirieron con la enzima Bamill. Esta enzima corta al p.IV1 en 3 fragmentos 

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

Aislamiento del plísmido p850. 

Este plásmido presenta la inserción de un fragmento de Bc11 de 1.1 Kb que contiene el gen 

de resistencia a thiostreptona Osó en el sitio único de Bg11.1 del p.IVI (Fig.13), lo cual facilitó la 

cuantificación de la presencia del plásmido por selección de colonias resistentes al antibiótico. 

El pB50 fue introducido a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio R2YE y 

thio, las cuales se incubaron a 29 ° C hasta observar una esporulación total de las colonias 

transformantes. Las colonias se cosecharon con 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 2.5µI de thio, los cuales se incubaron a 29 °C 

durante 3 días. Se realizaron minipreparaciones a las diferentes muestras y se digirieron con 
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C7  

EcoRI 	. 

1 GAATTCCMCGTCAAGCGGCGTGTGAATCGOCCCGCACACCGGCCCGCACACGCCGCCGCACACCCCCCGCACACCCACCCCGCACAGCMGCGGGCCGA  

101 CCCGGAGGCMCCGGATCGGCCCAGACGACCACGGAGGAAACCCGTGAACGCCGAGCCCCAGTATCCCGCCCTCGGGCGCCAGATCACCGACGCCGAGCT 

DIN A E PQ Y PA L G R Q I T DAEL 

/pan—) 

201 CCTCGCCGCACTCCTGCCCGACACCGCCGCCGGCGCCGAGCCCACCGCCCCGGCCGCCGCCCCGGTCCCGGTCGCGCCCCCCGTCCTCGACGMCCGCG 

L AALLPDTAAGAEPTAPAAAPVPVAPPVLDVAA  

301 CTCCTGGAGCTGGCCCGCCGTCAGGGCGCTCTGGAGGCCACCGTCCAGGCCCAGGCCGCCCCGGTCCCGGCGGAAGACAAGTTGTCTTCCGGGCCGCTCT 

L LELARRQGAIEATVQAQAAPVPAEDKLSSG PL 

401 CTCCCCGGTGGGCCGCCGGTACCGCCGTGGCCGCCGTCGGCATCGGCGCCGGCACCCTGCTCMCGGCTGGOCGCTCGACCTCCTCGCCGCCGGAGCCGC 

S PRWAAGTAVAAVOI GAGTLIIOWALDILAAGA A  

501 CGCCGTCATGGCCGGGATC.AGCGCCGCCGCCCCGATGCTCATCGTCGGCGCCGTCCTGGTCGCMCCMCCTCGGCCGCCGCTCCAAGACCGGCAACGAC 

A VMAGIOAAAPM LI VGA VIVAAILGRRSS K T G N D 

601 GGGTTCGAGATCACGCAGACCATCACCCAGACCATCACCCAGACCGTCAAGGGCGGTGGCCGCCGOTGAAGMCGACACCCMCGCCAGGTGGCGCAGGC 

G FE I '2QT I T Q T I T Q'2 1/K GOGR REnd 

MI< L D T Q R Q V A Q A 

apanu—> 
701 GGAGCGCGTGCTCCAGCTCGTGTOGATCATCGTCTTCGGCGCCGTCGCCTTCTCGGTCCTCACGGTCACCCCGCTCGTGCACCGCMCACCCCGGACGAG 

E RN'LQ 1.V Vil IV E' G A yikE'S V L TSIT P L V Q R V T P D E• 

801 TGGGACTGGACCGCCTGGCTCCTCCCCGTCGTMCGACACCGCCGTC0TCATCGTCGTCCGAGTCGACTCGATCGTCGCCCGCCTCGACGGCCGCCCCG 

• D W T A I< L 1,/,  VI/S D T A VII I V yllyOS IV A R O. DOR E 

901 GCGOATGGCCCGCCTTCCTGCGCTGGCTCACCGGCGGCATGACCCTGCTCCTCAACGTGGGCGACTCGATGCTCAAGAACGACTGGGTCGGCGTCGGCGT 

G GWPAFLRWLTGGMT L L L N VGDSM L K NDW VGVGV 

1001 CCACGCGGTCGCCCCV3TGCTGCTCATCGTCACCGCCGAGGCCGCCCTCCGCTGGCGCCGCGCGATCACACAGGCGGTCGCCCGCATCGACCGTGAGCGG 

HA V A P V 11 1 V Y A EA AL G11R R A I T ClAyAR 1 0 R E R 

1101 OCCUAGAG CGCGAGCGGCAGGACCGTGAGCGGCAGGCCCGAGAGGAGCGCTCACGCGCCGAGCAGAAGGCCCGTCAGGAGGCCGAGCAGGCCGAGCGCG 

A E E R ER ODHERQAR E E it S R AEQK A R Q E A E Q A E R 

1201 AG 1:GT C AGGAGCMGC.T GGCCGAG GAGCGCGAGCGGAGGGCCGCCGC C,GAGCGTGAGCGGC AGCGT GAGCACCIAGGCCAAGCTCGCCCG AGAGGAGCGCGA 

E A Q E k L A E ERER R AA A E R E Ft Q0E11 E AK L A R E E RE 

1301 0TACGCCGCCCGCATCGAGCAGGAGeGGGCCGAGCGGGAGGCCGCCCGAGAGCAGGCCGCCCGCGAGGACGCCGCACGTCACCGCNAGGAAGAGCAGGAG 

Y A A k I F.QER AER EAAREQAAREOAARQR K E EQE 

1101 C.:GAGCCGACCGGCTCCGCCGTGAGCAGGACGAGAAAGCCGAGCGTGAGCGCAAGGACAAGGAGGCCGCCCAGGCCGCCGAGAGGGCCCGCAAGGCCOCCG 

R A DR 1, 11/1 E QOEK A E R E R K DK E A A O A A ER AR KAA 

1'101 Kia1CCGCCGTACGGCCCCGCCCGTGAGCGCCGCTGTGAGCACGCCCCGCCCGGCCGTGAGCGCCACCGTGAGCACCCCGCCTCCCGAGGCCGCTCACGA 

EARRTAPPVSAAVST P R P A VS ATV S T PAPAAEIO  E  

1601 CGTCCCGGACGCGAAGAAGAAGTTGCCCGTGGACAAGGCGCTCATGGTCCTGGCCGACGCACTCCCCGATGGCCGCTCACAGCGCCAGATCGTCGCGCTC 

✓ P DAK KK LPVDKALMVLADALRDGRSQRQOVAL 

1701 ACCGGCAGGAGCTCCGGCTGGGTCGCGAAGCACTGCCAGGCGCTCACGTCCGCCAAGAAGGCTGAGGAGGTCGCACCATGAGCACCGACGAACTGATCGC 

T G R S SG14 V ANIIC QALTS GKK A EE'V AAEnd 

EMS T ()E 1.1 A 

• • 	 1p-XII—> 

1001 CGCGCACGCCGAGGSGAAGGCCGAGATCGCCCGCACCCACTCCAAGACCGGTCTGCTTCTGGCCTTCGTGGGCGCCGTGATGGCCGGAGCCTGGACCACA 

AI1AEV NA E I Ali T DO K T G L L L A FVGAVI4 A 



1901 GCGAAGGACCTCCCGCTCACCCT CCCCGCGTAC CT C GT CGGCGGT GC T GGCCT CdCGCT CCT CCT GG TC GCCGCCGGGCT CGCGCT CCAGGCCGTCCGCC 

• K DL P L T L P A Y L V GG A G L A L L L V A A G L A L O A VR 

2001 CCAA.CCTMGCGGCGGéCGCGGCT T CAT CCT CT GGGCGACCCT CAC CC CGCAGCAGCT CG T C GCCACCACCGAAACT CGCGACCT C GCCGCC GACAT C GT 

P NL 013 G R G F I L II A 1 L T P Q Q L V A T T E T R 01 AA DO V 

2101 CCACCTGGCCCGGATT GCCGT CGCCMG T TCGTGCT CCTGCGCCGCGCGGT CGAC CT CGT CCICGC CGCCGGCGCCT TCCTCCTCGTCGCCGCCCTGATC 

'0 L A R I A V A K F Vtal. R R A V D L V LA A G A F L I. VA A 1. I 

2201 GTTCTCGGAGGTGCCCTGTGACCCGCCCCGGACAGAAWAWACGGCTACGCMGCCACC0GCCGCAGAMAC:GCCGACGACCGCACCGGCAACAACGC 

✓ 1.  0 0 A LEnd 

DIT R 8 GOK QUO Y AGUR POS T A D D R T GliN A 

2301 TCGGGGCCACGAGGCCCCCGACACCAC CGCAAGCCCAAGGGCCCCAAGGCCTCCTGACC0GACACAGCCCCOCCGGATCCACCGGCGGGGCTCTCTTCG 

R CHE A 1' DT T R K P KGPK ASEnd 
	 > 	< 	  

BamHI 

2401 GC CCT CCAAGTCACACCAGCCC CT C GCACAGT T CCTWACT T T CT GGACCC CCTACGCGCGGGCGC GT GCGCACGACCCTCCGGC CCAC CGCdCAÁCGAA 

Bg111 

2501 CGCCCCCTTCGCCCCAMTCGCCCGGGGWACCGTCACAGATCTGGGCCGCCCGACGTACTGCTACGTGAGACCCCGCCGCCCGCCGCTGACCAGCACGA 

2601 AGGGAC CGCAGAT GGAACT CAT0AGAC C GC CCTACGCGCGCGCGGACCGGT GT AACGCCTGGGCCCGCCACTCCGTCCATACAGCGCCGAGAGAGGAGAC 

2,01 CGCACACGTGGCACAGCAGGCAZTCCGAGCAZGGGGAACAACCGCCCGCCAGCGCCCTACGCTCGGAGACMCGCGGGGCCGACCCTCCAAAGGAGGAAT 

2801 GCCCCCGT GCGCCCAGT CGCTTCGC C CCGACCCACGC CCGACT T CCCCGGACT GT T GGT CTGCGCC GAAC CC CCACGCGC CTT CT TCGCCTGCOCCTGCG 

2901 Gen= C GCGAGACGT CGCCGGCCGC GC C CGT GT GG T CGAGCT GG T GACT CAC CACCAGGAGCACGCC GACGT CT GCGT C CT GACGACCGGT G WOCCT U 

3001 TGAGGCATCCGCGCGGCGAGCCACGCGTGAGGCGGGCGATGCGGCAGGATCTACCCGRACAACTCCAGAAMAGCGMACGGCCAGGGGTCCUATCCCT 

3101 GACCGCTTCTGACGTCCACCCGGCTACCAACCAAGGGACTCGTCTGTGTCCAGCGTAAGGGACGCTTTGGCGTCCGCAACCCCCTCTTTGATCGGCGCGC 

• ..... 	 ir • 

3201 CGAC T CAGT C Ge C CGC CCGCGTC C CCGC C GGCC CCC GT T GC C GCT GC GGCGC CGCC CT CACGAT CAC C CC CGGCAAGCGAZGCAAGGAGT T CT GCT CCM 

.44 	 • *Ir 44, 4,11 

3301 GGCG C;CANIAAGC GGGC C GCGC GGGC C C GGAAGGC CGCC GAC C GAGC CGC CGAGGC CGCC C GT GAGAC CGCC CCTGGCAAMAGGGACGC CTAGGTAAP. 

.44. 4 	 .114 

3401 GGGTTG/VAGAGTT2E1CCACCCCCCACTGACCAGCGACTTTGCGGAAGTGGCAGTCGTGGGAGGMCGGGACJWTCCGAGAGGGCGGCAGCCCTTTCGG 

3501 PACAGACCACAAGGCGCGCGGCGACCGCTGCCGTACGCCGCTACCAGGGCCGCAAGGTGCTCAACCGGGTCTCCGGGATCGACGCCTCCGCCGGGACCG 

V 9 G IDA:COGCO 

ger") 

• • 	 • 

3601 GCGGC8GG C CT CG AC C CGGACAC CMCG GAT CTAC GC GAAG T C GAGC CGT GGGTAC GT CGT CACGAT C GGCCT GGTCCGCMCGGGCGGAT CT GG T T C 

R AV L D P OT G V I Y AK S ERG YVVT I G L V RCGR I N F 

3701 TGCCCGGAGIWTCCT CCGC GAT C C GC CGT GGCCGGACC GAGGAGAT CAAGACCGOTGC T CTGCGGCAC CT COC CGCCGGCGGCACGCT CGCC GT T GT CG 

• EC S 5 AI 9 9011  R G 	T 	 K T G A L R H LAAGGTLAVV 

3801 TCOT CAC C CC C CGGCATAAC CAGAZ CACC GAC CT C GACAGC C T GGT C3C CGC GCT CT GGGGCGGGCC TC TCC T GGAC GACAAGGGC GCCCCGGTC CT C GA 

✓ 1, T A R 1INQ T T 51081V A A L 8 0 0 P LL D DK G A 2 V 1. D 

3901 CC GGTCGGGCAAGC CCCGCCGC GCGCC CGGT GCCTACCMC GAT 0CT CACGGCCCC GGCCT T MAC GGCCGCCC T GAGGCCCGCCGCACCCGGAAGGAC 

R S GK PR R A P G A Y ORM L T A P A F Y G R PARRTRK  E 	D 

4001 GGAAC GCAG TACGT CC G T CC CGC T GAGGACMCAT CC GCCACC GGA r CGGCT ACAT CGGCAT GGT CCGC GC GGC T GA GGTCACCCGG T CCAAGAAGAACG 

G TQYVR PA E DGI R 1119 1 GY I GMV R AA E V T R S K K N 



4101 GTTACCACCCCCACCTCAACMGCTGGTCTTCCTCGGCGGCGAGCTCTCTGGCACCCCGGCCAAGGGTGACGTCGTCGGACACTTTGACCCCTCCGAGAC 

G YHE, 111.111.1.VFLOGELSGTúAK 0 DVVGHFEPSET 

4201 GGACCTGGGGGACTGGGAGGACTGGCTCCGGGAGATGTGGGCGGGCGCCCTCAAGCGGGCTGACCCCAAGTTCGAGCCCTCGACCGACTGCGACACC0CC 

D LGOWEOWLREMWAGALKRADPKFEPSTDCDTP 

4301 GGCTGCAAGTGCRAGGGCANIGGCCACGGCGTGATGOTCTCGATCGTCCGGTCAGCTGACGACGTCGCGCTGATCGAGTACCTCACCAAGAACCAGGACG 

G CKCKGKGHGVMVSIVR8ADDVALI5YLTKNQD 

4401 GGAAGCGAGAGCGGCCCGACTCCGTCGACCAGGACCTCGAAGCCGCCGGCGCAGCTGCGATGGAGACCGCCCGTCTGGACTCCAAGACCGGCCGGGG0CG 

G KRERPDSVDQDLEAAGAAAMETARLDSKTGR0R 

4501 GAMTCCATGACGCCGTTCCAGATCCTCTACCGACTGTGGGACATCGAMTC000000CTCGACCCCGACATGGCCGAGGGCTACGGCACGCCGAAGCAG 

K SMTPF0ILYRLWDIEVAOLDPDMAEGYOTPICQ 

4601 CTGCGCGCGTGGTGGGCCCAGTACGAGGAAGCCCTCGCCGGACGACGCGCGATCGAGTGGACCMAGGCCTGCGGCGGCACGTCGACCTCGACGGTGACG 

L AAWWAOYEEALAGRRAIEWTROLARHVDLDGD 

4701 ACGACGAGGAGACCGA0cTCCAGTACGTCTACGAGCCGGAGGCCGCGCCGCTCGACGGTGGCGTCGTCCTCACCTCCGAC0CGATGCGCCTGGTCGTCGG 

D DEETDLQYVYEPEAAPLDGGVVLTSOAMBLVVG 

4801 AGCCGACGCTGAACTCGACCTCGACGACGTCGTCCGCGCGGAGGCGTACTACTCCGCGGTTGACGT0GTCACCGGTCTC010AGGACGTGCGGATCACGTG 

ADAELDLDDVVRAEAYYSAVDVVTGLGGRADNV 

4901 CGG0TCGCTACCGCCGAGGAACTCGCWIAGGTGCAGGAGGTGCTMCGCGCGGACMAGGAACGCGCMAGGAGAGCAGGCGCCAGCGCCGAATCGCGa 

RYATAEELAEVQEVLFARTQERAECSRRQARIA 

5001 AGCACGAGGCCGAGCAGGCCGCCGC0CATCGGAAGCGGCAGGAGCTCGCGCGGTGCCTCGGGCTGCTCGTACGGCMCGCGGCGCCACGCAGGACGACTC 

E HEAEQAAAHRKRQELAROLGL . LWAGGTODDS 

5101 MCGGCGGACAACTTCGTCGCGCACATCCACGCGAACCGCTGACGACAACCCCCOGTTGTCGCCCCGACCGTCCCCGGTCGACGCCGAAAACCCCGGC0T 

AAONEVAHIHANREnd 	> < 	 

5201 0ACCGAGGCGGCGGGGCGTAACTGGTACCAGTTACCTATAACTCGCTITCGCTCCCTACTGCGAGAAGCCCCGOGGCCCGAGAGGTCGGCGGCCCACGAT 

5301 GAC0WCCGCTCGATCCGCTCCLIGGACCTCCACCCAGTCACCGTCCAGCGCGCGCTCGATCGCCGTCAGCCGACGCTTATCTCGCMGCGGATCTGGACA 

5401 TCCGOGCCTGCGCCGAGAGGGCGTCGTGCTGTGCTCATGG0GCCAGTCTTCCGTGCCGTGAAGGCGTACGGCTTCGCCGCCGACTTCGTCGTGACCTGAG 

5501 CGGTCACACCTCAGGCATCACGAATGCCCTCGGGTGCCGACGCCCCGCCGGAACCGTGGTCCAAGGCGTGCACACGTGCCCGTGCACACGCGTGCAMCG 

5601 AGCCGTATGGCCCCGGC0ATACCTTGGTACTTCCGGAGC0GTCGTACCGGTCGCAAGC9CGCCGCTCTGACCTG0TCGAGGTACATCTCGTGGAACTT0G 

5701 TGGAACCGTCCTACGCGCGCGCGTGCAACGGTTCCTCGCCGTGTGCTGTCGGCTCTCGTGAACGGCCGGTTCGTCGTGATGCATTGGT0TGGGCGATGA0 

ftlWAMS 

5501 TTCGAGCGCGTA=CCTOGTCGTCTTCGTGCTWATCGCGGCCGCGCTCGTTGGTCCGGGCATGAACGGCGACCAGGAGCACGAGCAGCCCACCGAOTTC 

SSAYSWSSSCSIAAALVGPOUNGDQEHEOPTEE 

5901 GCACAGATCGAAGCGCMATGATCCGGACTGCGCTCACCGACGAWAGTGGGCGGAGCTGATCGAGCACCGGCCOAGTCTGCCTGCCTCGCTCGCG000T 

AOTEARMIRTALTDEEWAELIEURPSLPASLAA 

6001 ACWAGC0GTGGGAWCWAGGTCGAW,CGAAGGCCGGGTGACGGTGGCCGCGCGLICACGTACTAAGGCGCGGCGCATTCTGGTGACCGTGCTCCTGGTCG 

YERWEAEVETKAGEnd 

6101 TCATCG0CGCCGGCGCCACCTCATCAGCGTCGCGGCCAMTCCGGCAGCTCGCWATCACGGCGACGACGTCSGAGCGCTCCGCCCGCAGGATCGCCGTG 

6201 ATGGCGACGG0GGTGATCGCCAGGATCGCGAGCCCGAGACCGCGAGCAGGGCAAGGGCGTACGGGTCGATGGGCATGGGTMCCTCCTGGTGGTCGAGA 



6301 AMAGTCCTCCCGCCCCGGACGGGCAGGGTGGTCCGTAGGTTGGAGGACCGGTTACTTAGGCCCGCAAGTCACGTCCTCCACCCCTTAGGCGGGGCTCGA 

6401 CCGGTCCGAGACAGTGAGAGGGGCTATCGCGCCCTCCGCTCCCCATATGGICGGATTGCAGCGGAACTCCCTAGACCATTTGCGGCGCGGTCGGGCTCGC 

6501 CCGGCGCGTCTGC.ACGGTCGGGCACACCGTCCGTACGGCCCGMGAGGGCTCACCAKGGGTTA(IGGAGTCGMTGCTCGGTCTGMCCAGGGATSGTTO 

6601 G;IPMACCGCTGGAGGGCGGGCAGCCGAGGTTTTGAGACTIITGGSACCGTCCTACGCGCGCGGGCSCGTGSGCGACCGGTCGGTGTCGTCATCGCGGCC 

6701 GGGCCGGCGGCGGAGCCGCGGGGCGGNIACAGGAGCGGGCCGCCGGCGGITGGGCCGCGGGCCCGGAGGGCCGCCTTGATSGAGTAGGGAAAGTTSTACC 

6801 GCGCCCCCTITGAGGGCCCCGAGGTCGTCGCCGATACGGTCGACCCATGACGTACGACACCCCCCGAGACGGCGAGGGCGACCCGCMGCGCGTGGTGC 

.ScaI 

6901 GCMGCCCGATGCAGCASCCCGCCACAGGCCGCCGCCGCGAGTACTGCCGCCGCTCCTGCCGCCMCGCGCCTACGAGGACMGCGCCTCGTGAGGCCC 

7001 AGCGCGAAGCGOTGGTAGCCGCTCTCGCCMGGCCGCTCTCCGCACTTCCGTTTCGUACGTGACGATCGCCCGACTCTICCGATTCCGTCACGTGACGA 
	 > 	 < 	  

. 	Badil 	 . 	 . 	 . 	
< 	. 	

. — —><- 

7101 MCGGTGCGCCTCCCGGATCCCCCAGCTAGTCGGCCGGTGGTGGTCCCCGTGGCGAAGGIGCCGGCGCCTCCGAAGGAACAGCCGCCGCGTC;GGCAGGGG 

7201 ATGGGGTIGTGGTGACGGC6GATCGCCGGACGCGTGCCCCGGGACGGCCCGCAGCGCIGGGATCAGCTCGACTGCCTTAGCCACATCGCGGTAGCAGCTG 

7301 CTCCCCCTCAGC1CCGAGACCGGCGGTGCCIGTCGCCT1CGCGCCCGTCTGGGTCGACGGCGGGGGTACGGCGCCCCGCCCCACTCCCGGGCCSCCAGACG 

7401 GCCGTTTAGCGCCCGTGACCCCACCCCTCCCGCCGTCAOCCGCCTMCCCGCCCGAGCCGCCCGCAGCCGCGCACCGGCCGTGCCACCGAGGATTACGG 

	

. 	 lico 	I 

7501 ACCTTGGC3CGCCCTCCCCTACSGTCGGAGASCGTGAASAAGCCCCCGCCACGGCCCGSCGGGGGCGGCGTATGTCAGGGSTGCAGGAAGOTCACTCGCCC 
> 	< 	 Ende g 

I. 
7601 ATGG6GACCCGGGCGCCGaiGGCGTAGACGTCCTCCCAGTACCCCAGTGCCCTCTCGTCGTCGTGGPAGGTCACGGTGGTGACCATGACGGCGACAGCCG 

	

miavr agp a y vde•u y g I a r eddh f t v t t vmv a v a a 
	

1' 

	

7701 AGTGGLIGCGGAGeGICGATCTCCAGCGCGGCCAGCTCGTCCTGSGAGGCCTGGCGTGCGTGGGCGGTCCTCIGGCCCTTCACGACCTCGCMCCGGTGCG 

	

1 
hppad1.01a al edgaaqr a ha t rqgk vv e r g t r 

	

7001 CTeGGTGTAGAGGTGGTCSAACIGCGCGACCATCCGCTCGTCCTGGCCGAGTTCCGGCACCGCGGCGACGGIGTGCGGGGGGTAGACGGAGACG9CGACG 
	 I 

t y) q d f q a vmr e d qg 1 e p v a a y t hppyliavg 

7901 GAGGAGCGCTTGTCGTCCTGACCIGAAGACGCGGATGCGGATCACGGCMCGTCGCCGGGCTCCAGGTCCAGCGCGGCGCAGACCTCCGGGTCGTAGACGG 

napa d d q r f y r1r1N.,  a.edgpe 1 d 1 a a c y e p d yva 

0001 AGCGCTGCATGACCCGGTGGCCGGAGGAGGTCTCTCCGGGTGCGTACCGCTTCCCGTTCMGCCATACGGTCGACCCOGTCCGCGCCGGTGATGACGAT 

r qiny r h g a a t e g p a y r k q n k a m r d 1 r da g t 1 y 1 

8101 CGGG(;ACTTCGCGACGACGGTGCCCAGCGCCCCGCGTGAGGTGACGAGTCCCACGCGCTTGAGCACAGCCAGAGCACGGCTCACGGTCTTGGCAGCGACG 

pa k a v v t g l a g r s t v 1g v r k 1 v a la r ay t k a a y 

• . 14841102I 

8201 TeGAACTGCTGGCGGATGTC0GTGACCGAGSGSAMCGTCGCCCGGCGCGAGTTCGCCGGCCTTGATGCGCGACCGGTAGTGCTCAGCGACCMTGCGT 

f ciq cid t v spl adqpa 1 e g a k i r a r y h e a v da y 

• • 	 • 

8301 ATCCCGCGCCCTGTGCCCTSTP.TGCCATGACTCCTCCTTGITTGTCGIATCPACCCGTCATGTCGAAGGTACATCAATGACCCTCCGAMGTACATCCTT 

cj a g q a r yam 

8401 GCCGTTGGITGGTTCCTCATGTACCTTCAGGACGTCWICAAGGTGCTITAAGTACCTAGTGGCGGACTGATGTGTACCTTCGTCCGAGASGTGAGTCATG 

f M 
• . 	 • 	 • 	 . 	 • 	 . 	trak--> 

0501 GCAACCAGGAATGTCCCCCCGCAGCAGGGCCAG!-.CCCGCAACACCACICGTGGCCAGAGCGCGCACGSCAACAAGTICGCGGATGCCGGTGCCTTCGCTG 

A T IIN V P P Q Q G Q T 111 T 'IR G Q S A H Gt4 K E' A 0 A G A FA 



0601 GCGOTCTCCTCGGCGCGATG0GCGGCAGCTTCGTCCCGCCGATCAACCICACGGTCAACTCGGGTOGCGGCCGGGGCGGTCAGTCCCC00CCGCCTCGCG 

G OI. 1.0 At4GG S F y P P 1 N L TI/ N S 0 G O 11 G G Q S P A AS 

8701 TACGCCC0ACTICATGCTGGGGGAGCC0ACGTTCGCCICGACCGATGACGTCCGCAACTACTGCARCGGCGTCCGCGCTCTGATGCTC0AGTGCGCGATC 

T P H FML G E P T F A 8 TDDV 	YO NYCN GV R A LM LOCA I 

BatXI 

0801 GAGÓTCGd0ATGGGCGCCARGATCCIGGAutiCeCGGCTCGCCMGCCCAGCCGCICCCGGACGACACCCCGATCCAGGCGAAGCTCCGCGCGATGAAGG 

E L AMG AK I 1, E A R L AQA Q 8 - 1. P.0 DT P I Q A'K L R AMK 

0901 TCGGCCGGAAGCTCAAGCGCG0CGCCGACGGCGCCACCGCCGCCGC0AAGAACGCGGTCGCCGCCTACGGCGCCTTCCA0CGTGAGTACGCGGACCTGAT 

✓ GRKLKRAADGATAAAKNAVAAYGAFQREYAOLH 

9001 GCGTCCGCGCCCCAAWAGCGTCCGGCCCAGACCACCCCGITCCAGT TCTGAGGAGGCMCGICATGGTGAGGAACACTCAGCAGCAGGACMCCTCCCC 

• PR PICOR P A Q T T P FQFEnd 	 IM VR N T Q 'QQ D G L 

9101 GCCGTCACCTCGTACGGCAGCACCTTCAAGGCGTG GGCCTGGCACGTCACCMGCCGTTCGTCCCGCCGT GGGCGGTCGCCGGTGTCACCGGTCTGGCCG 

AV T S YOS T F K A W A W H V T K P F V 1,  17  N AUYAGV T G L A 

9201 GCGGCGGCGCCAACCTCCTGIGGCAGGGCTCGCCCTGGGCOGGCGTCGGCCTCACCCTCGG0TCGGTCG0CCTCACCGGCGCCACCTGGGCGGCCGCGGT 

O 0 G A N L L W Q G S P W A G V G L T L 88 V A L T G A T W A A G V 

. 	Be tXI . 

9301 GAAGACCGGIYMGCAGCGCCGTCTCCACTCCGCC.ATCACCGTGGCGGCGGCCTCGGCCTGGACGACGGCGGCCGCGATCAGCGGGCCGCTCTCCGGCCCG 

K T GR QRR L H S A I T V A A A S A WT T AA A I S G P L S G P 

9401 CTCCCGGACCTCTACCTGATGGGCGOCGC8GTCCTCGCGCTCTCCTGGAACATCCGCCGCGTCCTCGCGGCCGGGATGGCCGAG8CGTCCGGCGAGTCGO,  

L P D4 Y LMG G A V L A L S W N IR R VL AA GM A E T S G E S 

9501 CGOACAAGGGCCICATGGI.GAAGGTCGGGCTGGCCCGCACCCTCCTCAAGAACGICAAGGICGAGCCGA8MAGGT0ACCGCCTCGTACGAGCTTCCGGC 

A OK G LMEK V GL A R T L L K N V K VE P N K V T AS YE L PA 

BamHI 

9601 GGGCGAGeTCACCAACGACUACCTGGGCAAGGCGCGGGACCGGATC00CTCCGCGCTCGACGTCCCCACCACGGCCATCCGGATCCAGCACGATCCGGAC 

G EL INDDL GK AR DR ZAS AL DVP T TAI R IQH DPD 

9701 TCG0CCC(WCGC00ACCAATCGTCATCGTCCCCGAGGACATGCTCAAUCGCCGACGATCTGOCCCGGCCCOTACGC00CGGGCGAGTCCGT0GAG8T CC 

• AR , R GRI V I V PE DMLK T PT I WPG P Y A P GE S VE V 

9001 CGCTGCGGAT CGGCGT CTACCACGACGGT G0CGACCTCGTCCTGCCGCTCCTGGCCGCCATCCÁCGT CCTGGTGATGGGCATGACCGMTCCGGCAAGAC 

P LR I GV Y 8 DGA DL V L 8 L L A A.IHYLVMGM T 88 GHT 

9901 CGAGGGCGCWITGACCTCCTOCT CGAACTCT TCACCCGCCGCGACGTCGTG8TCTGGCTCGCMACGCGGCCAAGA8CGGCCAGGACTICCAGCCGCTG 

E GLDLLLEL  A 	F T R RD.V V VW LAD A A K S GQD F Q P 

((col 

10001 0TCCeeq:CATMACTGGGCGGCGCTCGACACCCCGTCGGCCGCCGCGATGGTbOCCGCCGTCCAGGCCGICATCCCTGCCCGTACGGCCTGGCTGCGTG 

L EADWAALDT  M 	P S AAAMVAAVQAVX P A R T A W L R 

10101. A0CACGGCTACCGGGCCIGGGAGGCCGCCGCCGCCCGGCGCCAOACCAACCCGGCGOACTCCTGCCGCAAGGACCGC0GCGCCTGCGGCTOCGACGWAT 

O li G Y R AWE A A A A R R Q T N 1,  A H S C R K D G R ACGC DOM 

10201 MCCTACCTGCTCGCCTGOT TCGAGGAGGCCGCGAAGCTCCTGCGCGÁGCTGGGCGACGACGTGTICACCMCATCGCCCAGGAZGCCCGGTCCGCCGGC 

A Y L L AW FE E A A K,LLR E L G D DV F T G 	ÁQ E A R S A G 

10301 GTCTCGCTCGTCGTTICGATGCAGCGCGCCTCC000TACCAGCTC7CCACCGACACGA0GGCGAGCCTCCCGGCCGCCATGTGCTICGGAGTGAAGGGCG 

✓ S L V VSHQ R A8 G Y QL S T DT R AS L P A AMC FGV K G 

10401 80880GCCICGTTCGCGCTGCCGGAGGAGGTGCTCGACGCGGGCGCCGACCCGGCGGCCTGGGGCAACAAGCGCMG8GCTACGTGTACCT CGT CTCCGC 

D DASFALPEEVLDAGADPAAWGNKRFCOYVYLVSA 



1A6P700I . 

10501 CGAGGTGGACGAGGACCTGCACGCCACCCCGGCGCGCACCTTCTGGACCGCCCCGTCGGGCGAGTACGAGCGGATGGCGGAGTACGTGGTGAAGCAGTTC 

EVDEDLNAT PAR T FWT G P SGE Y ERMAE YV VKQ F 

10601 GCGMCGTCCGGGCCGCGCTGGACGCMTCACCGCCGGCGCCGCCGAGAAGGCCGTCOGGGAGTTCITCACCCGCCGCCGCGAGCGGGCCCTCGGCAACC 

ANVRALDAVAGAAE K A VGE FFTRRRERALGN 

10701 AGGCTGCMCGACCTCGCCGTCGGAACCGACCGGCGACCCGCTCCTCGATGGTCTCGCCGAGCAGGAGTCCGCCCAGGCGGTCGCCGCGCTCOTCGACGA 

Q AASTSASEPTGDPLIDGLAEQESQPVAALV DE 

. 10901 GGAGGACCAGGAGCTCGACGTCACCACCGACCTC0ACCCCGTCGAGACGGACATCGCTCTCCCGGCCGCCMGCCCAGCCCGGAGGAGGCCCGCGAGCTC 

EDQEL DV T T DLDPVET DIAL P AAK P S PEEAR E L 

10901 CTGGAGGACATGGTCGCGATGCTCGCCGGGGTCGGCCCCGGCACGGTCGCCIGTCMGGACCTCGGCCCGTACCTGGAGCAGCTCGGCCGGGACCGGAGCT 

LE DMV AM L A GV G P GTV AVKDL GPYLEQLGRDR S 

11001 GGGTCT0CAAGCAGATGTCCCGGATGGCCTCCGAGGGCCGCCTCGCCCCGACCGCCGAACASGGCGTCTACCGCCTOGTGCCCGTC0TCGCCGCGGCGTG 

W VSKQMSRMASEORLAPT AEPGV Y RL V P VL AA AEnd 

11101 ACCGCCCCGCACACCCGCACACCCCCGCACAGCCGCACAGCGC 

Fig 12. Secuencia de nucleótidos completa del plásmido p1VI. La secuencia está numerada a partir de la primera 
base del único sitio de reconocimiento para la enzima EcoRl. Se muestran las secuencias de aminoácidos de la 
proteína de replicación (Rep); así como las proteínas responsables de la transferencia (TraA y TraB); las 
proteínas responsables de la diseminación del plásmido (SpdBI, SpdBII, SpdBIII y SpdBIV), las proteínas 
involucradas en la manifestación del fenotipo Kil•Kor (TraA, TraB y TraR) y una proteína de función 
desconocida (codificada entre los nucleótidos 5787 y 6038) 
Se marcan en la secuencia de nucleótidos, los sitios de reconocimiento para las enzimas de restricción con las 
cuales se realizaron las mutaciones mencionadas en el texto. Las secuencias de reconocimiento para las enzimas 
se encuentran subrayadas. 
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BamHI para comprobar la presencia del plásmido. El patrón de bandas es similar al encontrado en 

el plásmido silvestre, solo que la banda de 4,6 Kb es de 5.7 Kb por la presencia del gen Isr. 

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

•1  En las diferentes cruzas hechas con este plásmido, se observó la formación de los "pocks". 

Aislamiento del plínmido pB2. 

Este plásmido contiene un origen de replicación híbrido y fue generado in vivo al 

cointegrar al pJVI silvestre con el vector pIJ486 (derivado del pIJ101, Ward et al, 1986), en sus 

sitios únicos de EcoRI (Servin, 1993). El pB2 posee, por lo tanto, una parte proveniente del pJV1 

(comprendida entre el inicio de replicación y el sitio de EcoRI), que incluye los posibles genes Ira, 

y otra proveniente del p1.1486 (comprendida entre el sitio EcoRI hasta el origen de replicación), 

que incluye al gen Isr, la cual sustituye a los posibles genes spd del pJV1 (Fig.14). El pB2 fué 

introducido a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio R2YE + thio. Las cajas se 

incubarán a 29 ° C hasta tener una esporulación total. Las colonias transfonnantes fueron 

sectorizadas con palillos estériles en cajas con medio R5 4-  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 días en agitación 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 patrón de bandas es el siguiente: una banda de 8 y 2.5 Kb. 

En el p132 se realizó una cruza entre las cepas (TK64 y TK64 con el pB2), para la 

observación de los "pocks", pero no se observarán los "pocks". 

Aislamiento del Munido pB53. 

Al plásmido p1V1 se realizaron digestiones dobles con las enzimas BamHI y EcoRI, para 

la extracción del fragmento que contenía los genes spd, el patrón 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 

digestión 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 plásmido pB2 de igual manera se realizaron digestiones dobles, solo que las enzimas 

empleadas fueron EcoRI y BgIII. La inactivación de las enzimas fue por extracción con 
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Fig.14 Mapa físico del plásmido p B2, por Servín, 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 ligación se 

introdujo por transformación 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 R5 + thio a 29 *C hasta llegar a una esporulación total. Se 

cosecharon las esporas y fueron inoculadas en tubos con medio LB + thio a 29 °C durante 3 días. 

A las diferentes muestras se les realizarán minipreps y se digirierón con las siguientes 

endonucleasas para comprobar la estructura del plásmido: SstI, Bamill y PsiI. 

Al plásmido en el que el fragmento EcoRI-BamHI que contiene la región spd se había 

ligado con el fragmento EcoRI-BglII del pB2 se le llamó pB53 (Fig.15). 

* Se realizó una cruza entre las cepas (TK64 y TK64 con el pB53), para la observación de los 

"pocks" y sí se observaron. 

Aislamiento del plásmido pB57. 

El pB50 fue digerido con la enzima Bam Hl 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 región esencial del pB50 y lleva incluido el gen de resistencia a 

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

mezcla de ligación fue introducida a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio R2YE 

+ thio las cuales se incubaron bajo las mismas condiciones. Las colonias se tomaron con palillos 

estériles y se sectorizaron en cajas con medio R5 + 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 con BainHI. 

Al plásmido que tenía la estructura deseada (fragmento recircularizado), se le llamó pB57 

(Fig.16). 

Aislamiento del plásmido p0511. 

El plásmido pB50 fué digerido con la enzima Ncol, lo que genera una delación de 2.5 Kb 

que abarca los genes involucrados en la transferencia. La digestión total, se corrió en un gel LMP 

(12 volts, por 14hrs). Se aisló la banda de mayor tamaño (9 Kb) y dicho fragmento fue 
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recircularizado con la ligasa T4. La ligación se introdujo a la cepa TK64 por transformación en 

cajas con medio R2YE, las cuales se dejarán esporular a 29 ° C. Las esporas se cosecharon con 

palillos estériles y se inocularon en cajas sectorizadas con medio R5 + 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 

días. Se realizaron minipreps a las diferentes muestras, las cuales fuerón digeridas con BandlI. 

Al plásmido que contenía la deleción del fragmento NcoI de 2.5 Kb se le llamó pB58 

(Fig.17). 

Aislamiento del plásmido pB59. 

El plásmido pB50 fué digerido con la enzima BstXI, eliminando un fragmento de 500 pb 

que comprende parte del gen traA y el principio del gen traB. Se corrió la digestión total en un 

gel LMP 06% (12 volts, por 14hrs), se purificó y recirculariz.o la banda de mayor tambo, con la 

ligase T4. La ligación fue introducida a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio 

R2YF. + thio incubadas a 29 °C hasta obtener las colonias transformantes bien esporuladas. Las 

esporas fueron cosechadas e inoculadas en cajas sectorizadas con medio R5 + thio las cuales se 

incubarán a 29*C hasta obtener los sectores bien esporulados. Se cosecharon las esporas y se 

inocularon en tubos con LB + thio por 3 días. Se realizaron minipreps a todas las muestras y se 

digirierón con la enzima BamHI. 

Al plásmido que tenla la deleción del fragmento de BstXI se le llamó pB59 (Fig.18). 

Aislamiento del plásmido p815. 

El plásmido pJV1 fue digerido con la enzima Asp7001 (que deja extremos romos), la cual 

corta en un solo sitio dentro del gen traB. Por otro lado se obtuvo un fragmento de 1.1 Kb de 

Bel', que contiene el gen de tsr, del pIJ702, y se trató con la Klenow para hacer romos los 

extremos y permitir la ligación con el pJV 1 digerido con Asp700I. La ligación del pJV1 con el gen 

tsr fue introducida a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio R2YE + thio a 29°C 

hasta que las colonias se encontraron bien esporuladas. Las colonias de esporas se cosecharon e 

inocularon en cajas sectorizadas con medio R5 + thio a 29°C. Las esporas se cosecharón e 

inocularón en tubos con medio LB+thio por 3 días a 29°C. Se realizarán minipreps a todas las 

muestras y se digirierón con BamIII, encontrando el siguiente patrón: una banda de 2.5 y 2 

bandas de 4.6 Kb. 
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Al plásmido con esta inserción del gen tsr en traB se le llamó pB75 (Fig.19). 

Determinación de la existencia de un sistema Kil-Kor en el plásmido pJVI. 

Con base en la secuencia del plásmido pSN22, la cual es muy parecida a la del p1V1 en los 

genes tra, podría presentarse un sistema Kil-Kor similar al de dicho plásmido, en el cual el 

producto del gen traR provee la función Kor y los productos de los genes traA y traB las 

funciones Kil. 

La única enzima para la cual existe un sitio único dentro del gen traR en pJV1 es la enzima 

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

A) Eliminación del sitio Bpu11021. 
El pB50 fue digerido con la enzima Bpu11021, que interumpe el inicio del gen Ira& Se 

checo 1 pl de la digestión en un gel de agarosa 1%. El resto de la digestión fue corrida en un gel 

LMP 0.6% (14hrs a 12 volts). Se purificó la banda de mayor tamaño y fue recircularizada con la 

ligara a temperatura ambiente, después de eliminar los extremos cohesivos por medio de 

tratamiento con Klenow, lo cual genera una mutación al insertarse un aminoácido de más. Este 

plásmido fue incorporado al sistema de Streptomyces por transformación en cajas con medio 

R2YE y antibiótico (thio) incubadas a 29°C hasta obtener las colonias bien esporuladas. Las 

colonias transformantes se sectorizaron en cajas con R5 + thio a 29 °C hasta que se encuentren 

bien esporulados. Se cosecharon las esporas y fueron inoculadas en tubos con LB+thio durante 3 

días. A todas las muestras se les realizaron minipreps y fueron digeridas con la enzima BamHI, 

comparando el tamaño de los fragmentos con el marcador de peso molécular. 

Se observó que algunos plásmidos daban el patrón normal de bandas con BamHI, mientras 

que otros daban un patrón correspondiente a un plásmido más pequeño (Fig.20). Al chocarlos con 

Bpu1102I se observó que los que daban el patrón normal con BamHI si se digerían con 

Bpu11021, debido a que el tratamiento con Klenow no fue 100% eficiente, mientras que los más 

pequeños si habían perdido el sitio de Bpu11021 (Fig. 21). 
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Fig.20. Gel de agarosa de alto punto de fusión (1%), por electroforesis se corrieron las muestras 

con los plásmiclos mutados en el sitio de Bpu l 1021, los cuales fuerón digeridos con Bam1-11 y Ssil. 

Las muestras con el DNA en los carriles 1.6 fuerón digeridos con BamHl, en el carril 7 esta el 

marcador de peso molecular (1.P.s11) y finalmente los carriles 8-12 son las mismas muestras solo 

que digeridas con Sstl. Las muestras con el DNA en los carriles 5 y 6, digeridas con BantH1 dan 

el patrón normal de bandas (5.7, 3.6 y 2.5Kb); mientras que las muestras de los carriles 1-4 la 
banda de 2.5Kb disminuye de tamaño. La muestra de DNA en el carril 12 digerida con 5s11 da el 
patrón normal de bandas de un plásmido que no tienen mutado el sitio de Bpul 1021, mientras que 

las muestras de los carriles 8-11 la banda que contiene el sitio 13pul 1021 mutado es más pequeña. 
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Fig.21. En el gel de agarosa al 1%. por electroforesis se corrieron los plásmidos que llevan 
mutado el sitio Hm/ 111021; los cuales fuerón digeridos con la misma enzima para comprobar que 
realmente tienen mutado el sitio Las muestras con el DNA en los carriles 1-4 no fuerón digeridos 
con la enzima, por lo que estos plásmidos si perdierón el sitio de Bpsi11021, mientras que los 
DNAs en los carriles 6 y 7 si fuerón digeridos con la enzima, presentando una banda de 11.8 Kb 
en ambas muestras, por lo que estos plásmidos no perdierón el sitio de Bpul 1021. 
En el carril 5 se encuentra en marcador de peso molecular (XPsll). 
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B) Delación del intervalo Scal-Bpull011. 

Al plásmido pB50 se le realizó una digestión doble, empleando las enzimas Bpul 1021 y 

Scal, lo cual eliminaría el gen traR sin tocar traA y traB. Se chacó 1 µI de la digestión 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 tamaño, la cual fue ligada durante 10 hrs a temperatura ambiente, 

después de tratarla con Klenow. 

De la ligación total se transformarán 10µI en la cepa TK64 sobre cajas con medio R2YE + 

thio las cuales se incubarón a 29 ° C. Al analizar las minipreps de las colonias resultantes se 

observó que todas daban plásmidos de un tamaño menor a lo esperado, en los que se habla 

perdido espontáneamente traA y traB (Fig. 22). 

C) Deleción del intervalo Bpu11021-EcoRL 

Al plásmido p1350 se le realizó una digestión doble con las enzimas Jipo 11021 y Ecoltl, lo 

cual eliminaría los genes traA y traB y el inicio de ira& Se chacó 1 pl de la digestión en un gel de 

agarosa 1%. El resto de la digestión fue corrida en un gel LMP 0.6% (12 volts, por 14 hrs). Se 

'extrajo la banda de mayor tamaño, la cual fue ligada durante 12 hrs a temperatura ambiente, 

después de tratarla con Klenow. El plásmido con esta delación se llamó 0376 (Fig 23) Por 

transformación fue incorporado este plásmido a la cepa Tk64 sobre cajas con medio R2YE + thio 

incubadas a 29 ° C. Se observó que todas las colonias dieron plásmidos del tamaño esperado. 
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Fig.22. En el gel de agarosa al 1%, se corrieron por electroforesis las muestras que tienen los 
plasmidos mutados en los sitios 14ml 1021-Seat. 
- Las digestiones a la izquierda del marcador de peso molecular fuerón hechas con 1-1amill; 
mientras que las muestras de la derecha se trataron con Ssil. 
- Todas las muestras dieron tamaños menores a los esperados. 
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Fig.23 Mapa físico del plásmido pB76. 



DISCUSION. 

Nosotros reportamos aquí el analisis funcional y estructural de los genes involucrados en 

los mecanismos de transferencia y diseminación del plásmido pJVI mediante el empleo de 

mutaciones en diferentes regiones del plásmido. 

Los resultados obtenidos sobre las frecuencias de transferencia del plásmido y el paso de 

marcadores cromosómicos (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 plásmido. 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 plásmido 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 plásmido se transfiere con una alta 

eficiencia de una cepa hacia otra, por medio de la conjugación bacteriana. La alta eficiencia en la 

transferencia también ha sido encontrada en otros plásmidos libres con alto número de copias 

como son el pU101 (Kendall y Cohen, 1987, 1988) y el pSN22 (Kataoka et al, 1991a). En los 

plásmidos que se encuentran integrados en regiones especificas del cromosoma también se ha 

medido la frecuencia de transferencia, entre los que destaca el pSAM2 aislado de Streptomyces 

ambofaciens, del cual se sabe que cuando se encuentra libre en el citoplasma celular se replica de 

manera autonóma y se transfiere con una alta eficiencia de 100% al igual que lo hacen los 

plásmidos libres con alto número de copias. 

Los dos datos obtenidos sobre la frecuencia de transferencia del pB50 de 9.82 (82%) 

(TK54, receptora del plásmido) y 0.81 (81%) (TK64, receptora del plásmido) se encuentran muy 

cercanos al 100% obtenido para el plásmido silvestre, por lo que el p850 es un plásmido que se 

transfiere también con alta eficiencia; al parecer la inserción del gen tsr en el sitio único de BgIII 

del plV1 no afecta la transferencia del plásmido, ya que la inserción de este gen se encuentra en 

una región no codificadora para algún gen importante en el mantenimiento del plásmido o para la 

transferencia misma. La presencia del gen tsr en el pB50, tiene la ventaja de que permite 

seleccionar lai colonias que contienen el plásmido, mediante la resistencia al antibiótico. 
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El plásmido pB2 carece de una región de 2.3 Kb que contiene a los genes .spd, 

involucrados en la diseminacion del plásmido a lo largo del micelio receptor. El dato obtenido 

sobre la frecuencia de transferencia del pB2 fue de 9X104  , es decir 100 rail veces menor a los 

datos encontrados en los plásmidos mencionados con anterioridad; este resultado muestra una 

enorme baja en la transferencia del plásmido, lo cual posiblemente sea atribuido a la falta de los 

genes spd (spread) y a la presencia del origen híbrido. 

Al analizar el dato obtenido para el plásmido pB53, que es el pB2 con los genes spd 

reintroducidos, se observó 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 plásmido; aunque la transferencia no fue tan 

eficiente como en los plásmidos (pJVI y pB50) de alguna manera la presencia del origen híbrido 

del pB2 pudiera interferir, en que la transferencia no sea muy eficiente. 

La mayor parte de las deleciones fuerón realizadas en el plásmido pB50, por la presencia 

del gen tsr lo cual facilitó la expresión y selección de aquellas colonias que presentaran al 

plásmido con el gen de resistencia ante el antibiótico (thio). 

La deleción de 500 pb entre los dos sitios BstXI en el pB50, formando el plásmido 0359, 

interrumpió el final del gen traA y el principio del gen traB; el dato encontrado para la frecuencia 

de transferencia del pB59 es < 10'7, dicho valor se encuentra muy cercano a cero de transferencia. 

Aunque se sintetiza la mayor parte de la proteína TraA el producto formado por el gen traB no 

existe. Al parecer ésta es la proteína más importante para la transferencia intermicelial del 

plásmido durante el evento de conjugación bacteriana del pJVI. 

Una deleción mayor de 2.3 Kb fue llevada a cabo en el p850 para la interrupción de todo 

el sistema involucrado en la transferencia intermicelial, como son los genes traA, traB y traR. 

Este sistema se encuentra localizado entre los dos sitios Ncol-NcoI, el dato encontrado para el 

plásmido pB58 es <10'7, dicho valor es muy cercano a cero de transferencia, además de ser igual 

al encontrado para el pB59. 

Las deleciones de los fragmentos internos de BsIXI y NcoI han afectado claramente la 

transferencia de los derivados del pJVI; si comparamos los datos obtenidos para los plásmidos 

pJVI y p850 en los cuales la transferencia fue 100% y 82% respectivamente, mientras que en los 

plásmidos pB59 y pB58 diminuye a <104. 



La deleción de todo el sistema responsable de la transferencia y diseminación de las 

poblaciones de plásmidos, fue llevada en el pB50 formando el plásmido p1357 de 5.7 Kb, este 

pequeño vector se encuentra formado por la región esencial y el gen tsr, la frecuencia de 

transferencia encontrada en pB57 fue <104  este valor es nuevamente muy cercano al cero de 

transferencia, lo sorprendente es que el valor esperado para este caso en particular debió de ser 

cero absoluto; ya que el plásmido pB57 carece del operón involucrado en la transferencia y en la 

diseminación de las poblaciones de plásmidos. Por lo que las pocas colonias que aparecieron en 

los medios de selección seguramente fuerón colonias revertantes, estas colonias además de ser 

más pequeñas en comparación a las colonias normales, por alguna razón tienen la capacidad de 

revertir la mutación y pueden crecer en los medios de selección. 

En el plásmido pB75, el dato obtenido sobre la frecuencia de transferencia fue 7.3X104  

este valor es mayor al encontrado en las otras mutaciones realizadas en los genes Ira de los 

plásmidos pB57, 0358 y p1359 	104). El claro aumento que se presenta en la frecuencia de 

transferencia para este vector (pB75) posiblemente sea debido a una complementación de los 

productos formados por los genes Ira. Como-la mutación fue llevada al término del gen traB la 

mayor parte de la proteína TraB es sintetizada y su funcionalidad se encuentra complementada 

por el producto del gen traA, el cual sí se sintetiza completamente. El producto formado por el 

gen traA y la proteína TraB mutada en su parte final por la inserción del gen de tsr, provoca que 

se manifieste la transferencia, por pequeña que sea esta. 

Con todo lo anterior podemos mencionar que los genes involucrados en la transferencia 

intermicelial del 01/1  son traA y traB, la ausencia de ambos provoca una baja en la transferencia 

del plásmido p1V1. Al parecer el gen mas importante en la transferencia intermicelial del pJVI es 

traB, por el dato obtenido en el plásmido pB75; aunque se encuentra funcional el producto del 

gen traA y se sintetiza la mayor parte de la proteína TraB, es claro que esta última debe ser 

sintetizada completamente para que la transferencia aumente al 100%. Por lo que el producto del 

gen traA solo complementa al producto del gen traB. Para apoyar un poco mas estos 

fundamentos, lamentablemente no se pudo realizar una mutación sólo 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 plásmidos 

con alto número de copias, los genes involucrados en la transferencia intermicelial del plásmido no 
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deben estar mutados, como sucedió con los plásmidos pJV1 y pB50. Reportes muy similares se 

han descrito para los plásmidos pU101 (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 cuantificación de las colonias presentes en las diferentes condiciones de 

selección presentes en la tabla U, para el plásmido !UVI así como para los diferentes derivados del 

mismo, el número de colonias recuperado de la cepa TK54 fué mayor que el número de colonias 

encontrado para la cepa TK64, para lo cual fué necesario realizar una cruza al inverso empleando 

un plásmido que presenta una frecuencia de transferencia muy elevada, como lo es el pB50, con la 

finalidad de comprobar si la recuperación de un número mayor de colonias pertenecientes a la 

cepa TK54, es debido a la presencia del plásmido o a las características propias de la cepa de 

Streptomyces lividans. En la cruza inversa se encontró nuevamente un mayor número de colonias 

recuperado por parte de la cepa TK54 en las diferentes condiciones de selección, lo cual sugiere 

que esta cepa forma un mayor número de colonias que crecen y esporulan más rápido que las 

colonias formadas por la cepa TK64, la cual forma colonias que crecen y esporulan más 

lentamente. Los resultados demostraron que el mayor número de colonias encontrado de la cepa 

TK54, es debido a características particulares de la cepa. Por otra parte la frecuencia de 

transferencia obtenida en la cruza inversa con el pB50 fue 81%, este dato es similar al encontrado 

para el mismo plásmido en la cruza mencionada con anterioridad. 

Como producto de las funciones de transferencia existen plásmidos en los Streptomyces 

que presentan la capacidad de movilizar genes presentes en el cromosoma de le célula donadora 

hacia la célula receptora del plásmido. 

En cuanto a la frecuencia de recombinantes que refleja la capacidad del plásmido de 

movilizar al cromosoma (CMA), los datos se muestran en la tabla III. Para la determinación de 

esta característica se emplearon los fenotipos de las cepas de Stretopmyces lividans mostrados en 

la tabla I, en donde la cepa TK64 es Prof, StrR, mientras que la cepa TK54 es Hist-, Leti y SpcR. 

La frecuencia de recombinantes obtenida para el control negativo es de cero ya que esta 

cruza no contiene ningun plásmido. Todos los datos sobre la frecuencia de recombinación fueron 

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

para el plásmido pJV1 fue de 5.2X104  Este valor es aproximadamente la mitad del encontrado 
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para el pB50 (11.6X104), lo que refleja que ambos plásmidos presentan la capacidad de movilizar 

genes cromosómicos (cma), de la célula donadora (TK64) hacia la célula receptora (TK54) con 

eficiencia similar. Previos estudios mutacionales en las regiones de transferencia de los plásmidos 

pU101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et al, 1991a) y SCP2* (Brolle et al, 1993) 

demostraron que estos diferentes plásmidos presentan la habilidad de movilizar genes 

cromosómicos (cma). 

El plásmido pB2, aunque presentó una frecuencia de transferencia disminuida unas 100 

mil veces, en comparación a las frecuencias encontradas para los plásmidos p.IN/1 y 050; el valor 

obtenido sobre la frecuencia de recombinantes fue 4,4X104, el cual es muy similar al encontrado 

para los plásmidos pAll y pB50; por lo que la ausencia de los genes .spd no afecta la capacidad 

del pB2 sobre la movilización de genes cromosómicos. Reportes muy similares han sido descritos 

para los plásmidos pU101 (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 plásmidos mutados y al compararlas con los plásmidos silvestres, esta nó se 

encontraba afectada, En el plásmido pB53 la frecuencia de recombinación encontrada es 2.4X10-5, 

este valor es mayor al encontrado en los plásmidos mencionados en la tabla Uf, por lo que de 

alguna manera la presencia de todo el sistema spd nos muestra un pequeño aumento del cma. 

En el caso de los plásmidos pB57 y pB58 que presentan mutaciones en los genes Ira, el 

dato obtenido sobre la frecuencia de recombinantes fue <le en ambos plásmidos. Mutaciones 

realizadas en los sistemas Tra de los plásmidos pU101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka 

et al, 1991a) y SCP2*(Brolle et al, 1993) afectaron la capacidad de movilización del cromosoma, 

es decir estos plásmidos, al tener mutados los genes responsables de la transferencia primaria, no 

presentan la capacidad de movilización del cromosoma, por lo que los genes Ira tienen dos 

funciones: se encuentran involucrados en la transferencia primaria y son esenciales para la 

movilización del cromosoma (cma). El valor obtenido para ambos plásmidos (pB57 y pB58) debió 

de dar cero ya que los genes involucrados en la movilización del cromosoma no existen, 

seguramente las pocas colonias que se encontraron en las cajas de selección de recombinantes 

fueron revertantes. 

Como se aprecia el plásmido pB59 si presenta cma (1.04X10.6) aunque tiene mutados los 

genes Ira en diferentes regiones, la síntesis de la mayor parte de los productos de los IraA, 
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posiblemente son los responsables de la movilización del cromosoma. Lo mismo sucedió con el 

plásmido 075 aunque tiene mutado el gen traB en su parte final, presenta un valor de 1,20X116, 

la frecuencia de recombinación de este vector es mayor a la encontrada en pB59, la presencia de 

la proteína TraA y la mayor parte de la proteína TraB se encuentran involucradas en la 

movilización del cromosoma. 

En los plásmidos de Streptomyces se ha identificado una característica fenotípica como 

producto de las funciones de transferencia, denominada zigozis letal o formación de "pocks". Se 

han identificado y caracterizado a través de estudios genéticos los genes responsables de esta 

función denominados genes spd responsables de la diseminación y formación de los "pocks". Este 

fenotipo ha sido observado en los plásmidos p13101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et 

al, 1991b; Kataoka et al, 1994a), SCP2* (Brolle et al, 1993) y en los plásmidos 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 formación de los "pocks". En el caso de los plásmidos pIVI, pBSO y 

pB53 se observó la formación de "pocks", los cuales son visibles a simple vista, los "pocks" 

observados en estos plásmidos, son muy similares en tamaño, morfología y coloración. El 

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

la formación de "pocks". 

En los plásmidos con atto número de copias de los Streptoutyces se ha identificado un 

sistema de genes involucrado en la transferencia denominado Kil-Kor, en donde los genes kit 

desempeñan funciones específicas en la letalidad en ausencia del gen kor que forma la proteína 

represora de los 	El fenotipo Kil-Kor ha sido identificado en los plásmidos: 1,11101 (Kendall y 

Cohen, 1987; Stein et al, 1989; Stein y Cohen, 1990; Tai y Cohen, 1993, 1994), pSN22 (Kataoka 

et al, 1994a). En el plásmido pJV1 se comprobó la presencia de los genes involucrados en dicho 

sistema, a través de mutaciones en las regiones Tra del 0350. 

Los resultados demostraron que las cepas que adquirieron el plásmido 050 mutado con 

Bpul 1021, se encontraron colonias crecidas en las cajas con medio de selección. La mayoría 

conservaban el sitio Bpu11021 y correspondían al plásmido silvestre, mientras que las que carecían 

del sitio Bput1021 (y por lo tanto tenían mutaciones en traR) habían perdido parte de los genes 

lraA y traB espontáneamente, sugiriendo que un plásmido con traR mutado y traA y traB 

normales no es viable. 
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El plásmido mutado de EcoRI-Bpu1102I (deleción de los Ira), las colonias encontradas en 

el medio, pudierón hacerlo ya que sus plásmidos que adquirierón carecen de los genes 

responsables del fenotipo Kif Aunque estos plásmidos presentan un frecuencia de transferencia 

sumamente baja, las células que los adquieren presentan la capacidad de crecer. 

En el caso de la mutación del pB50 digerido con Bpu11021-Scal la eficiencia de 

transformación de estas colonias fue sumamente baja. Con esta mutación se deletó el gen traR 

dejando los 2 genes Ira (IraA y traB) que al parecer son los genes involucrados en la 

manifestación del fenotipo Kil. Esta baja en la frecuencia de transformación fue devida a la 

ausencia del gen traR (kor, que sintetiza la proteína reguladora de la expresión de los genes kil), 

de tal manera que la mayor parte de las colonias transformantes murieron por el plásmido 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 obtuvierón colonias en el medio, 

mientras que en el 050 sí se encontraron algunas, lo cual podría deverse a una serie de rearreglos 

que sufrió el plásmido, es decir que las colonias observadas contenían plásmidos sin el gen kor 
pero además perdierón ciertas porciones de los genes kil, lo cual permitió la sobrevivencia de.  

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

Esto fue confirmado por digestiones realizadas sobre las pocas colonias que aparecieron 

en el medio, los patrones de restricción se muestran en las fotograllas de los plásmidos. 

Con todo lo anterior, podemos mencionar que los genes involucrados en la expresión del 

fenotipo Kil-Kor presentes en el pJVI son: IraA y traB (kilA y kiffi), mientras que el gen traR 
(kor); el mismo patrón se genes fue encuentrado en el plásmido pSN22 por Kataoka et al, 

(1991a). 

La regulación de los genes Ira del pJV 1 y pSN22, es muy similar al que se presenta en los 

genes Ira del plásmido p11101. La función del producto del gen traR en los plásmidos pJVI y 

pSN22, es muy probablemente la misma a la del KorA en ol 0.1101, en donde su funcionalidad es 

autorepresora y represor del operón Tra. En el plásmido pSN22 son IraA, traB, .spdA ,spd13 
(spdB1, spdB2, spdB3 y spd4), por Kataoka et al, (1994a); en el plJ101 son Ira, spdA y spdf3, 
por Kendall y Cohen, (1988), finalmente en el pJVI son IraA, lraB, spd (spdf, .spdll„spdflf y 

.spdIV). No se ha encontrado en el p1V1 al igual que en el pSN22, el segundo sistema Kil-Kor 

analogo a los genes (kilB y korB) del p11101 (Tai y Cohen, 1994). 
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CONCLUSIONES. 

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

movilización cromosómica (cma), diseminación, formacion de "pocks" y el sistema Kil-Kor del 

plásmido OVI de Strepiomyces phaeochromogenes. 

2. Los plásmidos derivados del pJV1 fueron donados sin ningún problema, en las cepas de 

Streptomyces lividans. 

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

movilización de genes cromosómicos presentes en el pJV1 son: traA y traB. 

4. Los genes responsables de la transferencia secundaria o intramicelio (diseminación), así como 

encargados de la formación de los "pocks"- en el pJVI son: los spread (spdl, spdil, spdIII y 

spd1V). Este sistema de genes es muy similar al que se presenta en el plásmido pSN22. 

Curiosamente el pJV1 carece de un spd presente en el plásmido pSN22 (spdA). 

5. Al igual que otros plásmidos con alto número de copias, entre los que destacan el p1J101 y 

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

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

genes responsables de la transferencia del pJV1 afectan la transferencia y la movilización de 

genes cromosómicos (cma). 

7. La carencia de los genes spd (responsables de la diseminación del plásmido a lo largo del 

micelio receptor) en el p132 afecta la frecuencia de transferencia disminuyéndola hasta unas 

100,000 veces, sin afectar la capacidad de movilización del cromosoma (cma). Mientras que en 

el p1353, la transferencia aumentó hasta un 52% al reintegrar los genes spd. 
8. La presencia de mutaciones en los genes spd del pf V1 afectan la formación de los "pocks", 

pero no alteran la capacidad de movilización del cromosoma (cma); datos muy similares han 

sido en contrados en los plásmidos: SCP2*, pIJ101 y pSN22. 

9. Los genes responsables de la manifestación del fenotipo Kil-Kor presentes en el pJV1 son: kilA 
(traA) y kilB (traB), estos genes son seguramente regulados por el producto del gen traR 
(Kor), ya que ninguna célula es capaz de sobrevivir en ausencia del represor de los kil si éstos 

están presentes. Datos muy similares han sido reportados en los plásmidos pSN22 y pU101, 

por Kataoka et al, (1994) y Cohen et al, (1989). 
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10,Debido al parecido significativo del patrón de genes que determinan la replicación, 

transferencia, diseminación, formación de "pocks", cma y la manifestación del fenotipo Kil-

Kor, en los plásmidos pJV1, pSN22 y pU101, se ha propuesto que estos plásmidos presentan 

una organización modular. 
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INTRODUCCION. 

Características generales del género Streptomyces. 

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

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

el suelo 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 diferenciación muy 

complejo, (Fig.» en donde el micelio vegetativo penetra y solubiliza la materia orgánica 

empleando enzimas hidroliticas, las cuales son secretadas al medio externo, como son proteasas, 

amilasas, basas, etc (Gusek y Kinsella, 1992). Una vez agotados los nutrientes se desarrolla un 

micelio aéreo, el cual posteriormente se fragmenta dando lugar a la formación de esporas. Se sabe 

que para la formación del micelio aéreo ocurre una Ibis 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 amplía variedad de antibióticos, vitaminas, enzimas y 

metabolitos secundarios de importancia industrial, médica, etc. Cerca de 6000 antibióticos de 

origen microbiano han sido caracterizados, de los cuales más 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 (Streptomyces 
venezuelae) empleado para el tratamiento de la tifoidea, la mitomicina (Streptomyces caespilosus) 
empleada para el tratamiento del cáncer, la neomicina (Streptomyces fradiae) para tratamientos 

intestinales y la tetraciclina (Streptomyces aureofaciens), la cual presenta amplias aplicaciones 

clínicas (Okanishi y Manome, 1980; Okanishi et al, 1980; Gusek y Kinsella, 1992). 

La mayor cantidad de genes de síntesis y resistencia, para la producción de antibióticos, se 

encuentran en los cromosomas de estas bacterias, salvo un caso muy particular como es el SCP1; 

este plásmido presenta los genes de síntesis y genes de resistencia para la producción del 

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

1991). 

La mayor parte de las especies estudiadas de Streptomyces, presentan un mapa genético 

circular. Por medio de geles de electroforesis de campos pulsados (empleados para la separación 

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: Streptomyces coelicolor y 

Streptomyces lividans (Chen et al, 1993b). 

El DNA cromosómico de Streptomyces lividans 66 presenta una estructura lineal con dos 

terminales libres idénticas, cada terminal (telómero) lleva una proteína unida covalentemente. 

Aparentemente este tipo de asociaciones entre proteínas y telómeros tienden a circularizar la 

molécula in vivo (Chen et al, 1993b). 

El DNA cromosómico de Streptomyces coelicolor A(3)2 presenta 8 Mb de DNA lineal, 

con la presencia de proteínas terminales en los extremos (Lin et al, 1993). La presencia de 

cromosomas lineales en otras especies de Streptomyces sugiere que la linearización del 

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

Plásnaidos de Streptomyces. 

Las bacterias, además del DNA cromosómico, presentan material genético 

extracromosómico, dentro del que destacan los plásmidos, se sabe que estos son pequeñas 

moléculas de DNA extracromosómico de tamaño variable, que generalmente son circulares 

aunque también se presentan los lineales. 

En los Streptomyces se han aislado y caracterizado una amplia variedad de plásmidos; • 

estos presentan un rango de tamaño de <4 a >200kb y el número de copias presente por célula, es 

desde una a más de cien. Todos los plásmidos físicamente caracterizados son moléculas de doble 

cadena de DNA; la mayor parte son moléculas de DNA covalentemente cerradas (ccc DNAs), sin 

embargo algunos son lineales. 

Propiedades de los plásmidos de Streptomyces. 

Númerosos plásmidos han sido aislados de los Streptomyces y analizados en detalle 

(Hopwood et al, 1986; Kataoka et al, 1991a; Kieser et al, 1982), etc. La mayoría de estos 

plásmidos presentan características en común. Una de las más significativas características es la 

presencia de genes involucrados en los eventos de transferencia intermicelial de plásmidos (genes 

Ira) y de diseminación de los mismos a lo largo del micelio receptor (genes spd del inglés 

"spread"). Estos genes son los únicos requeridos para la conjugación de estos organismos 
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(Kataoka et al, 1991a). Estos plásmidos presentan pocos genes involucrados en la transferencia a 

diferencia de las bacterias Gram-negativas como Escherichia coli, donde un mayor número de 

genes son los responsables de la transferencia. 

Como producto de las funciones de transferencia los plásmidos de los Sireptomyces 

presentan la capacidad de movilizar genes cromosómicos de la célula donadora, hacia la célula 

receptora del plásmido. Esto es llevado mediante eventos de recombinación genética entre el 

DNA del plásmido con regiones del cromosoma, pasando por conjugación este material genético 

a otra célula sin el plásmido (Holloway, 1979). En la célula hospedera el gen acarreado por el 

plásmido es incorporado en una región del nuevo cromosoma, mediante otro evento de 

recombinación. De esta manera el cromosoma tiene un nuevo gen funcional y el plásmido 

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

La mayoría de los plásmidos de Sireptomyces presentan la capacidad de formar "pocks", 

(Fig.2) fenómeno también conocido como zigozis letal (LTZ). Los "pocks" son zonas circulares, 

visibles a simple vista, de 1 a 4 mm de diámetro; estos son formados por la adquisición del 

plásmido. El plásmido adquirido por la cepa receptora provoca una inhibición del crecimiento y la 

esporulación 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 plásmidos de Sireptomyces presentan el sistema Kil-Kor, como producto de las 

funciones de transferencia del plásmido, el producto del gen kor desempeña dos funciones, ya que 

se autoregula y regula (a nivel transcripcional) la expresión de los productos formados por los 

genes kil (Stein et al, 1989). 

Replicación por el mecanismo del círculo rodante. 

Los plásmidos pequeños circulares de alto número de copias de Sireptomyces, 

normalmente se replican por circulo rodante (Fig.3). En este mecanismo participan 3 elementos 

principales, que son: el origen más (ori +), la proteína de replicación (Rep) y el origen menos 

(ori -). 

El mecanismo del círculo rodante comienza con la síntesis de la proteína de replicación 

(REP) codificada por el plásmido, la cual reconoce una secuencia específica del DNA a la que se 

le denomina el ori + (Koepsel et al, 1985; Novick, 1987, 1989; Thomas et al, 1990 y de la 
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Campana et al, 1990). En esta zona la proteína 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; Catas y Ehrlich, 1989). A medida que se desplaza la cadena externa de manera 

simultánea se da la sInteais de una copia de la misma, por medio de las DNA polimerasas 

celulares. La cadena externa o hebra positiva continúa desplázandose, al mismo tiempo que se 

¿enea una copia de la misma, hasta llegar al mismo sitio donde inició la replicación, en el cual la 

proteína Rep introduce un segundo corte y circulariza a la cadena positiva desplazada (del Solar 

et al, 1993; Gruss y Ehrlich, 1989), De esta forma se obtiene un plásmido de doble cadena y un 

intermediario de cadena sencilla, para obtener la síntesis de la cadena interna o negativa, esta es 

iniciada en una región diferente y específica del intermediario de cadena sencilla circularizado. A 

esta región se le ha denominado el ori (-), ésta zona es considerada como el sitio de iniciación 

para conversión 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, el cual es reconocido por la 

DNA polimerasas de la célula, comenzando la replicación de la cadena interna en dirección 5'-3', 

ésta continúa replicándose hasta completar la hebra interna y de esta manera obtener un segundo 

plásmido de cadena doble, y terminar un ciclo productivo de replicación. 

Los únicos elementos indispensables para que un plásmido pueda replicarse son la proteína 

Rep y el ori (+). Los plásmidos que carecen del ori (-) Ion fimcionales, aunque la replicación es 

menos eficiente y acumulan gran cantidad de intermediarios de cadena sencilla (Gruss y Ehrlich, 

1989). 

Munidos lineales: 

Este tipo de plásmidos presentan las siguientes características: 

En sus extremos se encuentran flanqueados por una serie de secuencias de nucleótidos 

denominadas secuencias terminales invertidas repetidas (TIRO. Los extremos terminales 5' llevan 

proteínas unidas covalentemente vía residuos de fosfato, mientras que los extremos terminales 3' 

presentan grupos OH libres. Los plásmidos lineales presentes en estas bacterias, son diferenciados 

por el tamaño en plásmidos pequeños (<4 a <30kb) y plásmidos gigantes (>100 a >300kb). 
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Plásmidos pequeños: 

Se han caracterizado plásmidos lineales como el pSLA2 formado por 12 Kb (Hayakawa et 

al, 1979a; Hayakawa et al, 1979b). 

El plásmido pSCL1, fue aislado originalmente de la cepa Streplomyces 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 característico 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 algún cambio o variación 

en esta región podría dañal el mecanismo de replicación. 

En los extremos terminales 5' de ambas cadenas, se han encontrado proteínas unidas 

covalentemente. 

De los 8 ORFs (marcos de lectura abiertos) predichos con base en la secuencia, solo dos 

presentan una similitud significativa y posible homologia con algunas de las proteínas conocidas 

para el plásmido pIJ101; éstas son las siguientes: 

La secuencia de aminoácidos encontrada para el producto del ORF-L (249 aminoácidos) 

del pSCL1, presenta un 45.5% de identidad en 231 aminoácidos a la secuencia de aminoácidos 

encontrada para la proteína KorA del pL1101, esta similitud también se manifiesta en el tamaño. 

Lo anterior sugiere que este plásmido presente posiblemente un sistema kil-kor y que el producto 

del ORF-L formé una proteína reguladora (represor). El producto formado por el ORF-L no solo 

muestra un alto grado de similitud con el producto del gene korA del plásmido pll101, sino 

también es similar a un número muy alto de proteínas reguladoras que presentan un motivo hélice-

vuelta-hélice (Wu y Roy, 1993). Se conoce que este sitio especificamente interactua con una 

región muy particular del DNA del plásmido (Brennan y Matthews, 1989). 

Por otra parte el ORF-4 formado por 327 aminoácidos, presenta un patrón de 

hidrofobicidad con 4 hélices transmembranales, esto es muy similar a lo conocido para la proteína 

SpdB del p11101 involucrada en la diseminación del plásmido, la cual contiene 3 fuertes dominios 

hidrofóbicos. Sin embargo poco es lo conocido sobre la formación de "pucks" del pSCL1 en 

Streptomyces clavuligerus y no se puede predecir si el ORF-4 esta involucrado en una función 

semejante a la diseminación del plásmido (Wu y Roy, 1993). 
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El pBLI es un plásmido conjugativo aislado de la cepa Sireptomyces bambergiensis, se 

encuentra formado por 43 kb y presenta la capacidad de formar "pocks". 

La región involucrada en la transferencia está comprendida en una secuencia de 5.7 kb. Al 

realizar el análisis sobre esta secuencia se encontrarón 6 posibles ORFs: El ORF-2 codifica para 

una proteína (338 aminoácidos) esencial de la transferencia, la cual esta regulada negativamente 

por el producto del ORF-6 (118 aminoácidos); estos productos son muy similares al patrón 

determinado para la transferencia del pSN22 como son: El gen principal de la transferencia 

intramicelial (traA) y el gen regulador del traA (traR) por (Kataoka et al, 1991a). Mutaciones 

realizadas en la secuencia del ORF-1, afectan la fomación de "pocks" y reducen la frecuencia de 

transferencia. La proteína formada por este ORF presenta 2 motivos hélice-vuelta-hélice (HTH) 

los cuales son muy semejantes a los encontrados para las proteínas reguladoras de tipo activador 

(Breennan y Matthews, 1989). 

Mutaciones en el ORF-5 provocan reducciones en el tamaño de los "pocks", así como en 

la frecuencia de transferencia, este producto ayuda a la diseminación del plásmido a lo largo de las 

Idas receptoras. 

Las proteínas encontradas para los dos genes "spreur del pU101 presentan muy poca 

homología con el producto del ORF5. Estos genes desempeñan funciones muy importantes en la 

diseminación y transferencia de este plásmido (pBLI). 

Al analizar el ORF-4 se encontró lo siguiente: Un contenido bajo de G+C en comparación 

al localizado en el DNA de los otros ORFs, así como la presencia de dos codones raros TTA 

(Zotchev et al, 1992). El ORF-4 se transcribe y su expresión puede estar regulada por el producto 

del gen bldA, del cual se conoce la codificación de un solo leucil-tRNA que reconoce codones 

UUA, ya que el gen bldA desempeña un papel muy importante en la regulación de la expresión de 

genes que contienen codones TTA, los cuales son raramente encontrados en los Streptomyces 

(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 plásmido. 

Al efectuar el análisis de la secuencia sobre el plásmido pBLI, muestra que al menos 5 

genes estan involucrados en las funciones de transferencia y la formación de "pocks" del 

plásmido. 
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El plásmido SLP2 fue aislado de la cepa de Streptomyces lividans 66, está formado por 50 

kb, se transfiere por conjugación y presenta la capacidad de formar "pocks". Por electroforesis de 

campos pulsantes se detectó esta molécula, al analizar la secuencia en sus extremos se 

encontrarón 44 pb terminales invertidas repetidas, donde las 12pb terminales de ambos extremos 

son idénticas a los encontrados para el pSLA2 y SC't 1 (Chen et al, 1993a). 

Munidos Gigantes: 

Son denominados así por su enorme tamaño, el SCP1 es un claro ejemplo de ello (Fig.4). 

Fue aislado originalmente de la cepa Streptomyces coelicolor M138, este plásmido se encuentra 

formado por 350 Kb (Kinashi y Murayama; 1991). 

Se analizarán las secuencias de nucleótidos de las terminales invertidas repetidas (TIRS) 

en ambos extremos determinándose el tamaño de ambas, el cual es de 81 Kb. En ambos extremos 

de las secuencias terminales 5' se encuentran proteínas unidas covalentemente, para evitar que el 

DNA sea degradado durante la replicación del plásmido (Kinashi et al, 1991). 

Se encontró una secuencia de inserción en la terminal invertida repetida de la región 

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 encontrarse libre en el citoplasma celular, teniendo una replicación autónoma. 

Puede encontrarse libre en el citoplasma celular, conteniendo un fragmento del cromosoma y 

replicarlo. 

- Puede encontrarse integrado en una región específica del cromosoma, replicándose cada que lo 

haga el cromosoma. 

Los Munidos circulares: 

Son los plásmidos más frecuentemente encontrados en los Streptomyces. Algunos se 

replican por el mecanismo del círculo rodante; todos son conjugativos y presentan la capacidad de 

movilizar marcadores cromosómicos (cma) durante el evento de transferencia. 

„Ir 

El ORF-S reduce el tamaño 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). 
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Estos plásmidos son divididos en base al número de copias que tienen por cromosoma en 

plásmidos con bajo número de copias y plásmidos con alto número de copias (multicopia), 

Plásmidos con bajo número de copias: 

El SCP2" (Fig.5) es un plásmido aislado de la cepa Streptomyces coelicolor A(3)2, el 

mapa fisico de este plásmido fue determinado por Lydiate et al, (1985). El SCP2• se encuentra 

formado por 31.4 kb. Por medio de mutaciones (deleciones), se analizó la región responsable de 

la transferencia. Se encontraron 5 genes involucrados en ésta: traA, traB, traC, traD y spd, 

localizados en una región de 9 kb y formando un operón. 

El gen traA es esencial para la transferencia principal del plásmido, así como para la 

movilización de marcadores cromosómicos (cma), dicho gen codifica para una proteína de 442aa. 

Mientras que el gen traB codifica una proteína de 137aa, mutaciones realizadas en este gen y en el 

gen traD reducen la frecuencia de transferencia y la movilización de marcadores cromosómicos 

(Brolle et al, 1993). 

Mutaciones en los genes spd, presentan un efecto similar al producido en los spd del 

p11101, con una clara reducción en el tamaño de los pocks, pero sin afectar la cma. El SCP2* se 

transfiere con una alta frecuencia (100%), además de presentar la capacidad de formar "pocks''. 

Plásmidos con alto número de copias: 

La región esencial de estos plásmidos comprende el origen de replicación (ori +) y la 

proteína Pep, como lo mínimo en requerimientos para que un plásrnido sea funcional. 

Los plásmidos de Streptomyces tienen además de la región esencial, genes involucrados en 

la transferencia (genes ira) y diseminación del plásmido (genes spread), estos genes son los 

responsables de la conjugación del plásmido entre cepas. El evento de conjugación bacteriana es 

un proceso de transferencia del material genético de una célula donadora del plásmido a otra 

célula receptora del mismo. 

Las regiones de transferencia ya han sido identificadas en algunos plásmidos multicopia de 

Streptomyces como son: 

El pIJ101 (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 plásmidos, También dichas regiones ya 
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han sido identificadas en plásmidos que se integran en sitios específicos del cromosoma, entre los 

que destaca el pSAM2 (Hagege et al, 1993b). 

El plásmido 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 característica ferotípica muy particular de los plásmidos de Streptomyces producto de 

las funciones de transferencia es la relacionada con la formación de "podes" o zigosis letal (LTZ) 

por Hopwood et al, 1983. Estos "pucks" no son otra cosa que zonas de inibición del crecimiento 

y esporulación en la cepa receptora causada por la adquisición del plásmido (Hopwood et al, 

1984). Se ha sugerido que la formación de "pocks", es una manifestación de la transferencia 

intramicelial del plásmido dentro del micelio de un cultivo receptor, después de la transferencia 

primaria o intermicelial del micelio donador (Hopwood y Wright, 1973; Hopwood et al, 1983; 

Hopwood et al, 1986). 

Existe un sistema identificado en los plásmidos de Streptomyces conocido como Kil-Kor, 

el cual se encuentra involucrado en la transferencia de los plásmidos, en donde los genes kil 

desempeñan funciones específicas en la letalidad, una vez que el plásmido pasa a la cepa 

receptora. Por otra parte el gen kor sintetiza productos que se hayan involucrados en el control 

de la expresión del fenotipo Kil siendo por tanto la proteína Kor un inibidor de la expresión de los 

productos formados por los genes kil (Kendall y Cohen, 1987). 

Los plásmidos con alto número de copias, son los plásmidos mas estudiados de los 

Streptomyces; en ellos destacan: Los plásmidos integrativos, los cuales se integran en regiones 

muy específicas del cromosoma como: el SLP1 (Brasch et al, 1993) y el pSAM2 (Boccard et al, 

1989a). Y los plásmidos que se encuentran en el citoplasma celular de la bacteria, denominados 

plásmidos libres como: el pIJ101 (Hopwood et al, 1981), el pSN22 (Kataoka et al, 1991a) Y el 

pJVI (Bailey et al, 1986). 

Plisznidos integrativos: 

Estos plásmidos tienen una región de nucleotidos muy conservada denominada (attP), la 

cual es homóloga a una región presente en el cromosoma denominada (att13); por 

entrecruzamiento estos dos sitios de reconocimiento se pueden unir. 
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Los genes int codifican proteínas, que le permiten al plásmido integrarse al cromosoma en estas 

regiones, de esta forma el plásmido queda incorporado en una región específica del cromosoma. 

Los plásmidos integrativos presentan genes que sintetizan productos para el mantenimiento del 

plásmido y para la liberación del mismo (genes xis). 

Características del plásmido SLPI. 

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

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

involucradas en los mecanismos de inserción y liberación del plásmido en el cromosoma 

bacteriano, demostraron la presencia de 2 ORFS contenidos en una región de 2.2 Kb. El ORF 

formado por el gen ini de 1.365 Kb, codifica una proteína básica de 50.6 kDa, esta proteína 

presenta una secuencia de aminoácidos similar a la familia de proteínas integrasas. El ORF6 

codifica para una proteína básica de 7.1 kDa, la secuencia de aminoácidos formada por esta 

proteína, es muy similar a las secuencias de aminoácidos encontradas para proteínas excisionasas 

presentes en otros sistemas de recombinación (Brash et al, 1993). El analisis funcional de estos 

genes presentan una alta similitud con la secuencia de aminoácidos derivada para las proteínas 

recombinasas. 

Los mecanismos de recombinación mediados por el SLP1, son el sitio attP (del plásmido) 

con el sitio attB (del cromosoma), los cuales comparten una región homóloga de 112 pb. El 

evento de integración forma dos nuevos sitios que son: el sitio de la izquierda (attL) y el sitio de 

la derecha (ata?), por Omer y Cohen, (1984, 1986). 

Características del plásmido pSAM2. 

El pSAM2 es un elemento originalmente aislado de Streptomyces ambofaciens 

ATCC23877, (Fig.7) presenta una longitud de 11 kb. Este plásmido presenta la capacidad de 

transferirse por conjugación y la capacidad de poder integrarse en sitios específicos del 

cromosoma de la cepa receptora (Smokvina et al, 1991). El pSAM2 puede mantenerse en dos 

formas diferentes en Streptomyces, 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 específico de 

integración fue localizado (Boccard et al, 1989a; Boccard et al, 1989b); el fragmento importante 
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para el evento de integración, se encuentra contenido en 2.3 kb el cual contiene los genes de 

integración (int), que codifican para una proteína integrase, los genes (xis) que codifican para una 

proteína excisionasa y el sitio para el reconocimiento del plásmido (attP). Se conoce que el 

evento de recombinación ocurre a través de las 58 pb presentes en el sitio attP (pSAM2) y atiB 

del cromosoma (Streptomyces lividans). Este plásmido puede integrase también en sitios 

específicos del genoma de Strepto►nyces lividans y Streptanyces coelicolor. 

Cuando el pSAM2 se encuentra libre en el citoplasma se replica de manera autónoma, se 

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

forma "pocks". 

El mapa funcional de este plásmido fue determinado por Smokvina et al (1991); al 

analizar la secuencia, se encontraron 7 OREs los cuales son transcritos en la misma dirección y 

son los siguientes: 

El gen encargado de la transferencia principal del pSAM2 es traSA, el cual sintetiza Lula 

proteína de 306 aa; esta proteína tiene algo de similitud a nivel de secuencia de aminoácidos, con 

la proteína Tra del pIJ101. El producto de traSA es esencial para la transferencia intermicelial del 

plásmido y formación de "pocks". En el pSAM2 se identificarón cuatro ORFs: spdA (224aa), 

spdB (58aa), spdC (51aa) y spdD (104aa), los cuales son los encargados de la transferencia 

intramicelial. Los cuatro genes son leidos en la misma dirección; parece haber acoplamiento 

traduccional, ya que el codón de término de un gen y el codón de inicio del siguiente gen, están 

separados por pocos nucleótidos, de tal manera que las secuencias Shine-Dalgarno se encuentran 

muy cercanas al término del gen anterior. Mutaciones en los genes spread, influyen en el tamaño 

de los "pocks", en la eficiencia de la transferencia y son requeridos para una transferencia 

intramicelial (Hagege et al, 1993b). El sistema Kil-Kor también se encontró en este plásmido, ya 

que el producto del gen korSA, puede controlar la expresión de los productos del gen traSA 

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

Plásmidos libres: 

La mayor parte de este tip de plásmidos, caracterizados fisicamente, se replican por el 

mecanismo del círculo iodante y son plásmidos multicopia. Dentro del género ,S'ireptomyces son 

los plásmidos más estudiados, en la mayoria de los casos han sido desarrollados como vectores de 



donación, por ejemplo: el pU101 (Deng et al, 1988), el pSN22 (Kataoka et al, 1991) y el p1V1 

(Bailey et al, 1986). 

Características del plásmido pIJ101. 

El pU101 (Fig.8) es un plásmido circular, multicopia (300 copias por cromosoma), el cual 

fue aislado originalmente de la cepa de Sireploinyces lividans ISP 5434, este plásmido está 

formado por 8.830 Kb presentando una composición de G+C de 72.98%, lo cual es característico 

del DNA de Slreplomyces (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 plásmido y 

asociados con la presencia de "pocks". Además ciertos genes desempeñan funciones específicas 

en la letalidad de la cepa receptora del plásmido (genes kil), mientras que para otros su función 

radica en codificar productos que controlan la expresión del fenotipo kil (genes kor). Los 

productos formados por los genes kor regulan negativamente su propia expresión, así como a la 

expresión de los genes de tipo kil a nivel transcripcional (Kendall y Cohen, 1987; Stein et al, 

1989; Stein y Cohen, 1990). 

Al analizar la secuencia del PU101 se encontrarán 7 ORFS o marcos de lectura abiertos, 

los cuales se identificaron y correlacionarón con las propiedades fenotipicas específicas. Dos de 

los ORFS encontrados (korA-korB) codifican para proteínas represoras que controlan la expresión 

de varios promotores encontrados en otros genes en el plásmido. Las secuencias predichas de 

aminoácidos para estos ORFS no muestran regiones de homología con algunas otras proteínas 

represoras conocidas: aunque las secuencias de aminoácidos encontradas preséntan un motivo 

(hélice-vuelta-hélice), el cual es común para proteínas que se pegan a regiones específicas del 

DNA. 

En cuanto a las funciones de transferencia se localizaron cuatro ORFS: el primero codifica 

para una proteína Tra de 77 KDa, mutaciones hechas en regiones de este gen afectan la 

transferencia primaria del plásmido (Kendall y Cohen, 1988). Mediante inserciones se ha 

demostrado que los otros 3 ORFS (spdA, spdB y kilB) codifican proteínas involucradas en la 

diseminación del plásmido; éstas presentan tres fuertes dominios hidrofóbicos, lo que suguiere que 
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pueden estar asociadas a la membrana ayudando a la diseminación de los plásmidos a todo lo 

largo de las hifas. 

El pI3101 se transfiere con una alta frecuencia (100%) además de presentar la capacidad 

de movilizar marcadores cromosomales presentes en la cepa hospedera. 

El p13101 se replica por el mecanismo del círculo rodante, ya se identificarán las siguientes 

regiones: el ori (+), la proteína de replicación (450 aminoácidos) y el ori (-) por Kendall y Cohen, 

(1988) y Zaman et al, (1993). 

Características del pSN22. 

El pSN22 es un plásmido multicopia el cual se aisló originalmente de la cepa Slreplontyces 

nigrifaciens, (Fig.9) se encuentra constituido por 11 Kb (Kataoka et al, 1991a). Este plásmido ya 

fue secuenciado completamente, al realizar el analísis estructural y funcional sobre las regiones 

involucradas en la transferencia, se identificarán cinco genes, dos de los cuales se encuentran 

implicados en la transferencia (IraA y IraB) y otros en la formación de "pocks" (spd). La 

transferencia intennicelial se encuentra controlada por el gen traB de este plásmido, aumentando 

la fusión celular en la cual se da un contacto entre los micelios de la cepa donadora y receptora 

del plásmido favoreciendo la fusión entre células (Kataoka et al, 1991a). Por otra parte el gen 

traA promueve la transferencia intramicelial del plásmido una vez que el plásmido ha pasado al 

micelio receptor, además iraA es esencial para la formación 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 plásmido, manifestándose la existencia de zonas circulares de 

inhibición del crecimiento y% esporulación. 

Los genes responsables de la diseminación o spread (spdA y spdB) facilitan el movimiento 

de los plásmidos a todo lo largo del micelio receptor (Kataoka et al, 1991b). Las mutaciones 

efectuadas en estas zonas, afectan el tamaño de los "pocks". 

El gen IraR 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 IraR son 

letales para la célula, manifestandose de esta forma la expresión del fenotipo Kil. 
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El pSN22 se replica por el mecanismo del circulo rodante, la región esencial mínima para 

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

se localiza un gen para una proteína Rep y un ori(+) prácticamente idénticos a los del pIJ101. 

Características del pJVI. 

El pJVI es un plásmido 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 círculo rodante a través de intermediarios 

de cadena sencilla, es un plásmido multicopia (150 copias por célula) y presenta la capacidad de 

formar "pocks" (Bailey et al, 1986). 

El pJVI ya fue secuenciado completamente (Servín et al, 1994). El análisis de la secuencia 

ha demostrado que existe homología de las regiones Ira y spd con las del pSN22. El análisis 

hecho sobre la región esencial del pJV1 identificada por Bailey et al, (1986) reveló la presencia de 

un ORF que codifica la proteína (Rep), la cual está formada por 523 aminoácidos. Este análisis 

efectuado sobre la region esencial (Servín, 1993) mostró un modo de organización similar, al 

reportado para el plásmido p1J101 (Kendall y Cohen, 1988), encontrándose que las secuencias de 

aminoácidos que componen las proteínas (Rep), tienen una identidad del 30% aproximadamente. 

La proteína Rep del pJVI presenta un motivo muy conservado, que es muy similar al reportado 

para todas las proteínas (Rep), el cual contiene una tirosina involucrada en hacer un "nick" en el 

origen de replicación (ori +). El ori (+) también fue identificado, se encuentra comprendido entre 

3368pb-3438pb y se conoce también el sitio exacto para iniciar la replicación (Servín, 1993). Aún 

no se conoce la secuencia que forma el origen menos. 

Se encontraron ORFs equivalentes a los genes IraR, iraA, traB del pSN22. También existe 

homología significativa en la región de los genes spd. Con excepción de IraR, todos se encuentran 

alineados en la misma dirección y posiblemente están constituyendo un operón, al igual que en el 

pSN22. Curiosamente el pJVI parece carecer de un gene spdA que se encuentra en el pSN22. A 

pesar de que el pJVI y el pSN22 muestran gran similitud a nivel de los genes Ira y spd, la 

similitud de las proteínas Rep es mucho más baja, ya que la proteína Rep del pSN22 solo muestra 

un 30% de identidad con la del pJVI, pero un 98% con la del pIJ101. Esto perece ser un 

fenómeno muy similar al encontrado por otros plásmidos 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 parecería estar formado por un módulo de genes ira y spd similar al del pJV1 y 

un módulo Rep similar al del plJ101, (Servin et al, 1994). 

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

diseminación o (spread) del pJV1 codifican para proteínas muy similares a las del pSN22, además 

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

Aunque ya se tienen identificados por homología, los genes involucrados en la 

transferencia y diseminación 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 últimos puntos son el 

principal tema de estudio de este trabajo. 
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Objetivos. 

1. Caracterizar los genes de transferencia en el plásmido pArl de Streptomyces 

phaeocromogenes. 

2. Comprobar la localización y función de los genes de transferencia (ira) y diseminación (spd) 

del p.N1. 

3. Comprobar la localización y función de los genes responsables del fenotipo Kil-Kor del pNI. 

4. Demostrar la habilidad de recombinación cromosomal del pNl. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Preparación de esporas de Streptomyces. 

Las cepas de Streptomyces lividans se purificaron realizando estrías sucesivas en cajas de 

Petri conteniendo el medio rico R5, de manera que se obtuvieran colonias aisladas después de 

varios días de incubación 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 pequeño (aproximadamente 0.5 ml) de agua 

desionizada estéril, el cual se distribuyó en la superficie de una o varias cajas de Petri de medio 

rico R5, a este último se le adicionaron además los requerimientos de cada cepa. De esta forma se 

obtuvo un crecimiento confluente, el cual después de varios días de incubación esporuló 

abundantemente. Las cepas utilizadas de Streptomyces lividans fuerón la TK64 (pro-2, str-6) y la 

cepa TK54 (his-2, leu-2, spc-1) por Bailey et al, (1986). 

Cosecha de las esporas. 

- Se agregaron 10 ml de agua desionizada estéril a cada caja de Petri y las esporas fueron raspadas 

con un asa estéril. La suspensión de esporas se tomó con una pipeta de 10 ml y se filtró a través 

de tubos con algodón 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 algodón. 

- Las esporas filtradas se colectaron por centrifugación en tubos estériles de tapón 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. 

Obtención de micelio para transformación. 

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 dispersión del micelio. Se 

colocaron en el matraz 25 ml de medio YEME con 34% de sacarosa, MgCl2 SmM y glicina 

0.5%, y se inoculó el medio con 0.2 ml de esporas concentradas. El cultivo se incubó con 

agitación vigorosa durante dos días a 29 ° C. Posteriormente el cultivo de cada matraz es vlrtido 
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en tubos de plástico estériles con capacidad de 40 ml, añadiendo 10 ml de una solución estéril de 

sacarosa al 10.3%, y el micelio fue cosechado por centrifugación a 5000 rpm durante 12 min. El 

sobrenadante se eliminó y el micelio se resuspendió 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 solución de sacarosa, el micelio se resuspendió en este volumen y 

se dividió en 3 tubos limpios y estériles a los cuales se les adicionaron 2 ml de la solución de 

sacarosa al 10.3% por tubo. Estos tubos se centrifugaron a 350Orpm 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. 

Transformación. 

Para la transformación bacteriana se preparó el buffer P como describen Hopwood et al, 

(1985), con la diferencia de que se dejó reposar 1 hora, después de añadir todos los componentes, 

y se filtró a través de un filtro Millipore de 0.45 µm 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 agregó una solución estéril de lisozima lmg/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 incubó a 29 " C, y cada 20 min se tomaron muestras para observarlas en un 

microscópio de contraste de fase, hasta que la mayor parte del micelio se hubiera transformado en 

protoplastos. 

- Posteriormente se tomó todo el volumen con la pipeta y se filtraron los protoplastos a través de 

algodón estéril, el cual se lavó con 5 ml de buffer P, para bajar la mayor cantidad de protoplastos 

que hubieran quedado atrapados en el filtro de algodón. 

- El volumen total fue pasado a un tubo estéril y los protoplatos fueron centrifugados a 3500 rpm 

durante 10 min. 

- El sobrenadante se decantó y los protoplastos se resuspendierón suavemente con los nudillos, se 

adicionaron 5 ml de buffer P para lavar y nuevamente se centrifugaron bajo las mismas 

condiciones. 

20 



- Nuevamente se decantó el sobrenadante y el "pellet" de protoplastos, se resuspendió 

suavemente. A los protoplastos resuspendidos se les adicionó el DNA en un volumen pequeño 

(generalmente 10 ml) e inmediatamente se añadió 0.5 ml de PEG 1000 al 25% (W/V) en buffer P. 

Se mezcló subiendo y bajando 4 ó 5 veces toda la mezcla con una pipeta Pasteur y posteriormente 

se adicionarán 5 ml de buffer P y se volvió a centrifugar bajo las condiciones mencionadas con 

anterioridad. 

- Se decantó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió suavemente con los nudillos, agregando 

500 gl del buffer P, realizándose diluciones hasta 10'2. 

- Los protoplastos, ya sea concentrados o diluidos se distribuyeron en cajas de medio rico R2YE, 

previamente deshidratado, con ayuda de agar suave de transformación (2.5 ml por caja). 

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

- El antibiótico fue agregado 18 hrs después del término de la transformación, para seleccionar las 

colonias transformantes. Con la excepción de las colonias que fueron transformadas con el 

plásmido silvestre, a las cuales no se les agregó el antibiótico. 

Extracción de DNA y confirmación de la estructura de los 

plásmidos 	minipreps "). 

1.- Cada una de las distintas colonias transformantes de la cepa TK64 (con los plásmidos) de 

Streptomyces liviclans, fueron crecidas en forma de sectores en cajas con medio R5 con 50 µg/mi 

de thiostreptona. Las cajas fuerón incubadas a 29 ° C hasta tener completamente esporulados los 

sectores. 

* Para las colonias transformantes de la cepa TK64 con el plásmido silvestre, no se adicionó el 

antibiótico (thiostreptona) a las cajas con medio rico R.5. 

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 ul de thiostreptona, incubando con agitación constante durante 3 días 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 eliminó todo el sobrenadante con una trampa de 

vacío. 
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4.- Se resuspendieron los "pellets" de micelio en 100 µ1 de buffer TE25mM (Tris-CI 25mM, 

EDTA 25mM pH8) y la lisozima a una concentración de 2mg/ml. 

5.- Las muestras fueron incubadas por lo menos media hora a 37 ° C, hasta que el micelio se 

apreciara visiblemente lisado, dando un aspecto translúcido y viscoso. 

6.- Se adicionaron 200 µI de una solución fresca de NaOH 0.2N, SDS 1%, y se mezclaron bien 

los tubos por inversión vigorosa, hasta observar una mezcla transparente, homogénea y viscosa. 

Las muestras fueron incubadas durante 10 min en hielo. 

7.- Se adicionaron 150 pl de acetato de potasio 3M pH4.8, mezclando bien por inversión, hasta 

perder la viscosidad y apreciar un precipitado blanco. Se incubó durante 15 min en hielo. 

8.- Se añadieron 400 ml de fenol/cloroformo (1:1), agitando 30 seg en vórtex y centrifugando 2 

min a 14,000 rpm., 

9.- Se pasó la fase acuosa a otro tubo eppendorf limpio previamente etiquetado y se agregó 1 ml 

de etanol absoluto frío. Posteriormente se dejó precipitar 5 min a temperatura ambiente. 

10,- Se centrifugó 10 min a 14,000 rpm, desechándose el sobrenadante con una trampa de vacío 

evitando llevarse la pastilla o "pellet". 

11.- El pellet se resuspendió en 50 al de buffer TE (Tris-HC1 10mM, EDTA 1mM pH8), 

adicionándose 150 pl de acetato de sodio 4M pH6, mezclando bien por inversión. Se incubó una 

hora a -20 ° C. 

12.- Se centrifugó 10 min a 14,000 rpm en la microfuga; se pasó el sobrenadante a un tubo 

eppendorf limpio, al cual se agregaron 200 µI de isopropanol, dejando precipitar la muestra 

durante 10 min en hielo. 

13.- Se centrifugó 10 min a 14,000 rpm en la microfuga; eliminando todo el sobrenadante con una 

trampa de vacío. Se resuspendió el pellet en 45p1 de buffer TElOmM, se añadieron 5 µI de 

acetato de sodio 3M pH6 y 125 pl de etanol absoluto frío; dejando precipitar la muestra por 10 

min en hielo. 

14.- Se centrifugó a 14,000 rpm durante 10 min. Eliminando todo el sobrenadante con una trampa 

de vacío. 

15.- El pellet fue secado y resuspendido en 25 µ1 de buffer TE lOmM. 

16.-Se comprobó el patrón de restricción de cada una de las "minipreps", empleando las enzimas 

adecuadas para cada caso en particular. 
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Para las colonias transformantes de la cepa TK64 con el plásmido silvestre (pJVI), se 

inocularon en tubos con LB sin el antibiótico. 

Purificación de fragmentos de DNA en geles de 

agarosa de bajo punto de fusión (LMP). 

1.- Después de efectuar la electroforesis de las muestras y teñir el gel en una solución de bromuro 

de etidio 3µg/ml, se iluminó con luz ultravioleta (uv) de onda larga y se cortó la banda de interés. 

2.- La rebanada de agarosa se colocó en un tubo eppendorf y se Midió 65-70 ° C durante 10 min. 

3.- Se calculó el volumen de la agarosa fundida y se agregó 1/10 de volumen de NaCI 5M, 

mezclando perfectamente, dejando la muestra otros 5 min en el mismo baño. 

4.- Se puso la agarosa fundida 5 min en otro baño a 37' C, al terminó de los cuales se adicionaron 

al tubo con el DNA 2/3 de volumen de fenol saturado con NaCI 5M (precalentado a 37 ° C), se 

agitó de inmediato la muestra con el DNA y el fenol saturado en vórtex durante 30 seg. 

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

eppendorf limpio previamente etiquetado. 

6.- Al fenol se le añadieron 45 µI de buffer TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM pH8) y 5 pl de 

NaCI 5M y se agitó en vórtex, 

7.- Se centrifugó 2 min a 14,000 rpm y se mezcló la fase acuosa con la del paso 1 

8.- Se adicionó un volumen de fenol/cloroformo (1:1) a la fase acuosa, se agitó durante 15 seg en 

el vórtex y se centrifugó 2 min a 14,000 rpm. 

9.- Se pasó el sobrenadante a un tubo limpio y se repitió el paso anterior, pero solo con 

cloroformo. 

10.- Se pasó el sobrenadante a un tubo eppendorf limpio y se añadieron 10 lig de tRNA y un 

volumen de isopropanol (no se añadio 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 muestras fiierón centrifugadas en la microfuga, durante 10 min a 14,000 rpm; se extrajo 

todo el isopropanol con una micropipeta. 

13.- Se secó el pellet a 50 °C durante 15 min. 

14.- Se resuspendió la muestra en un volumen adecuado de buffer TE 10mM. 
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Tratamiento con la fosfatasa alcalina. 

- La reacción de la fosfatasa alcalina se llevó a cabo en un volumen de 50 pl totales. Se utilizó el 

buffer proporcionado por el proveedor de la enzima (Boehringer-Mannheim). 

-1 pl de la fosfatasa alcalina se agregó los primeros 20 min a la mezcla a 37 ° C. 

- Se agregó otro pl de la fosfatasa alcalina a la mezcla y se dejó otros 20 min a 37 'C. 

- Para inactivar la fosfatasa alcalina, se empleó la extracción con fenoVcloroformo, como se 

describe acontinuación. 

Extracción con fenol/cloroformo. 

- En un eppendorf se agregó una mezcla de 50 µI de TE 10mM con el DNA del plásmido, a la 

cual se adicionarán 50 pl de una solución de fenol/cloroformo (1:1); el tubo fue pasado por 

vórtex durante 30 seg. 

- La muestra se centrifugó en la microfuga 3 min a 14,000 rpm. Se pasó la fase acuosa a otro 

eppendorf y se agregarón 50 pl de fenal/cloroformo (1:1), el tubo fué pasado por vórtex 

durante 30 seg. 

- Al tubo inicial que queda con los 50 pl de fenal/cloroformo, se agregaron 50 pl de TElOmM, 

para extraer lo más 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 rpm. 

- Se pasó la fase acuosa del segundo tubo a un tacar tubo con 50 pl de cloroformo, dando 

vártex 30 seg, mientras que la fase acuosa del primer tubo, se pasó al segundo dando vórtex 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 la fase acuosa del 

segundo tubo se pasó al tercer tubo, se aplicó vórtex 30 seg y nuevamente se centrifugó a 

14,000 rpm durante 3 min. 

- Se pasó la fase acuosa del tercer tubo y se agregó con los 50 pl presentes en el cuarto 

tubo. A los 100 pl totales se agregarón: 1 pl tRNA, 10 id acetato de sodio 3M y 100 pl de 

isopropanol, mezclando por inversión el tubo. 
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- La muestra se puso a precipitar en el congelador a -20 C por 2 hrs. Se centrifugó 10 min en la 

microfuga a 14,000 rpm. 

- Se extrajo el sobrenadante con una punta estéril y el pellet fue resuspendido en 20 µI de TE 

10mM a 50 ° C durante 15 min. 

- Se corrió 1 µI de este volumen en un gel de agarosa de alto punto de fusión (1%), para saber 

qué tanto DNA fue recuperado. 

Cruzas genéticas. 

Cruza control. 

Se agregaron 20 µI de esporas concentradas de la cepa TK64 y.20 pl de esporas concentradas de 

la cepa TK54, en una caja de medio R5 con histidina y leucina. Se agregaron 200 µI de agua para 

facilitar el plateo de las esporas, las cuales se esparcieron sobre la caja con un asa de vidrío estéril. 

Las cajas fueron incubadas a 29 ° C durante 5 días, al termino de los cuales las esporas de la cruza 

fueron cosechadas y almacenadas en una solución de glicerol al 209/6  a una temperatura de -20 ° C. 

Cruzas con los distintos derivados del pJVI. 

Se realizaron de la misma forma que la cruza control, solamente que una de las dos cepas 

(normalmente la TK64) contenía alguno de los derivados del pNI. 

Diluciones de las esporas y cuantificación de las mismas. 

Las esporas de los Strepto;nyces son resistentes a los cambios osmóticos, por lo que las 

diluciones fueron realizadas en agua desionizada estéril. 

Se tomaron 10 µI de esporas concentradas y se diluyeron en 990 µI de agua estéril; siendo ésta la 

dilución 10'2. Apartir de esta dilución se realizarón diluciones seriadas hasta 104, pasando por 

vórtex cada dilución, para homogenizar las muestras. 

Para la cuantificación de las colonias, las diferentes diluciones se agregaron en volumenes de 100 

µI por duplicado, en cajas con medio R5 con histidina y leucina. Las cajas fueron incubadas a 

29 ' C hasta poder contar las colonias presentes en cada dilución, empleando un plumón indeleble. 
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Cuantificación de la transferencia de plásmidos y de la movilización del cromosoma. 

Para determinar la transferencia del plásmido se hicieron diluciones de las esporas 

resultantes de las cruzas, hasta 104. Normalmente la cepa donadora fue la TK64 (Stm R) y la 

receptora fue la TK54 (Spc R). De esta forma, para conocer la frecuencia de transferencia se 

dividió el número de colonias obtenidas en medio MMCY con espectinomicina y thiostreptona 

entre el número de colonias obtenidas en el mismo medio pero únicamente con espectinomicina. 

Para la cruza recíproca se utilizó estreptomicina en lugar de espectinomicina. 

Pura cuantificar la movilización de marcadores cromosómicos se dividió el número de colonias 

obtenidas en medio mínimo con espectinomicina y leucina (sin histidina) entre la suma de las 

colonias obtenidas en medio MMCY sin antibióticos. De esta forma se midió el paso del 

marcador His+ de la cepa TK64 a la cepa TK54. 

Determinación de la capacidad de formación de" pocka " . 

La manera por la que se pudieron visualizar los "pocks" fue la siguiente. Se agregaron 10 

µI del concentrado de esporas de la cepa TK64 con la dilución 104  (200 µ1) de la cepa TK64 con 

el plásmido, en cajas con medio R5. Con un asa de vidrió se espatularon estas esporas por toda la 

superficie de la caja y se incubaron a 29 ° C durante 5 días, al termino de los cuales se apreciaron 

los "pocks" en el crecimiento de tipo confluente. De esta forma se aisló el plásmido silvestre 

(p.1V1). 

Manipulación de DNA. 

Deleciones con enzimas de restricción. 

- Con el empleo del mapa de restricción y el análisis de la secuencia del plásmido 111/1, se 

planearon diversas deleciones con enzimas de restricción para la localización y función de los 

genes de transferencia, los genes responsables de la diseminación y los genes involucrados en la 

manifestación del fenotipo Kil-Kor. 

- Se comprobaron las digestiones enzimáticas en geles de agarosa al 1%/Buffer TBE teñidos con 

bromuro de etidio 3 µg/ml. 

- Se corrieron las digestiones en geles de agarosa 1% y geles de agarosa de bajo punto de fusión 

0.6%, de estos últimos se purificaron las bandas de interés con el método mencionado con 

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

Klenow. 

Los plásmidos se ligaron con la enzima ligasa T4, a temperatura ambiente por lo menos 12 hrs. 

- Los DNAs fueron almacenados en 25 ül de buffer TE IOmM a -20° C. 

Medios y bullen. 

. a) Medios de cultivo y soluciones. 

Los diferentes medios de cultivo empleados en este trabajo, se esterilizaron en el autoclave 

a 120 'C y 15 libras de presión, durante 20 minutos. 

La esterilización de las soluciones de antibióticos, se hizo por filtración, a través de filtros 

millipore de 0.45 gm de poro. 

MM (medio mínimo) 	 100 ml 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 mínimo después de esterilizarlas en el autoclave. 

(NH4)2SO4  20% 	 lml 

MgSO4.71-120 0.6%- 	 lml 

Glucosa 50% 	inil 

Na2HPO4/KH2P041M pH7.2 	lml 

Elementos menores 	0.1m1 

Elementos menores: 

ZnSO4.7H20 	0.1% 

FeSO4.71120 	0.1% 

MnC12.4H20 	0.1% 

CaCl2 	0.1% 

MMCV Se le añaden además de lo anterior: 

Casaminoácidos 20%- 	  lml 
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Extracto de levadura 10% 	  1ml 

R2YE Sacarosa 	 

K2SO4—

MgC12.61420 

  

103g 

0.25g 

10.12g 

  

   

   

Glucosa---------------------- lOg 

Difco casaminoácidos- 	 0.1g 

Agua desionizada—   800m1 

* 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. 

KH2PO4 0.5%------- --------- 	lml 

CaC12.H20 3.68% 	  8m1 

L-Prolina 20% 	  1.5ml 

TRIS-HCI 3% pH7.2 	  10m1 

Trazas R5 	 0.2m1 

CuSO4  2mM 	  0,2m1 

NaOH 1N   0.2ml 

Extracto de levadura 10%---------- 5m1 

* Agitar cada que se agrega una nueva solución. 

R5 	( Medio sólido en el cual esporulan muy bien los Sireptomyces 

K2SO4   0.25g 

MgC12.6H20 	  0.12g 

Glucosa 	  lOg 

Difco casaminoácidos 	 0.1g 

Trazas sin autoclavear----- -------- 2m1 
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Difco extracto de levadura---- ----- 5g 

Trisma Base 	  3g 

Morar a 1 Lt con agua desionizada. 

Ajustar el pH7.2 con HCI 

Poner 100 ml de medio por botella. 

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

** Soluciones que se agregan después de autoclavear: 

KH2PO4. 	  Iml 

CaCL2.2H20 	  0.4m1 

L-Prolina 20% 	  1.5m1 

NaOH IN 	  0.2m1 

CuSO4  2mM 	  0.2m1 

* Agitar cada que se agregue una nueva substancia. 

VEME 	(Medio empleado para crecimiento de micelio, cual fué usado para posteriores 

transformaciones). 

Extracto de levadura 	0.3g 

Bacto-peptona 	  0.5g 

Extracto de Malta 	0.3g 

Dextrosa 	  1.0g 

Sacarosa 	 34g 

Aforar a 100 ml con agua desionizada. 

Después de esterilizar agregar la siguiente solución. 

MgC12.6H20 I M 

Glicina 10% 	 

  

0.125m1 

0.625m1 
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Luria(LB) 

./Bacto triptona 
	

lOg 

Extracto de levadura 
	

5g 

NaC1— 
	

10g 

* Ajustar a pH 7y aforar a 1 Lt con agua desionizada. 

* Acada una de las botellas agregar 1,5 g de agar y 100 ml del medio. 

LB con Sacarosa (para la extración de los plásmidos). 

Bactotriptona 	 

	

 	1% 

NaCI 	 - 1% 

Extracto de levadura 	 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 según el medio de cultivo 

empleado; el medio R2YE (para la transformación de protoplastos de Streptomyces) se necesitan 

de 3 a 4 hrs de secado; para los medios como el R5 (para la esporulación de los Streptomyces), 

MM, MMCY (para las cruzas genéticas) y LB (para la extracción de los plásmidos), se emplean 

de 15 a 20 min de secado. 

Buffer P (empleado para el mantenimiento osmótico de los protoplastos durante la 

transformación). 

Sacarosa 	 

	

 	103g 

MgC12.6H20 	  2.02g 

K2SO4 	  

	

 	0.125g 

* Aforar a 400 ml c!istribuir este volumen en botellas de 40 y 60 ml para esterilizarlas. 

**Agregar después de esterilizar las siguientes soluciones. 
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40 ml 	60 ml 

Trazas R5 	 • 100 pl 	150 pl 

KH2PO4(0.5%) 	0.5 ml 	0.75 ml 

CitC12.2H20 (3.68%) 	5.0 ml 	7.5 ml 

Tris,HC1 (3%, pH7.2) 	5.0 ml 	7.5 ml 

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

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

TABLA CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS. 

Cepa 	 'Antibiótico 	Auzotrollas 

Streptomyces lividans TK64 Estreptomicina" pro-2 

Streptomyces lividans TK54 Espectinomicinal his-2, leu-2 

Plásmido Características 

pJV I 	(Silvestre formado por 11.14Kb de longitud). 

PB2 	(Se encuentra formado por 10.SKb, carece de los genes de diseminación (spread) y 

presenta un origen híbrido). 

PB53 	(Se encuentra formado por 12.8Kb; al pB2 se le incorporaron los genes spread, 

provenientes del pJVI). 

pI350 	(El gene de tsr, se encuentra insertado en el sitio único de BglII del pJVI). 

PB57 	(Fragmento de BamHI de 5.7Kb del pB50 recircularizado, sin genes tra y spread). 

p1358 	(Deleción del fragmento de NcoI del pB50, eliminando los genes tra). 

pB59 	(Deleción, del fragmento de BstXI del pB50, eliminando el final del gen traA y el 

principio del gen traB). 

pB75 	(Inserción del gene tsr, en el sitio único de Asp700 del p.IV1, con lo que se interrumpe 

el gen traB). 

pB76 	(El pB50 digerido con Bpu11021-EcoRI, la banda de mayor tramarlo se trató con la 

enzima "Klenow ", con esta mutación se quitaron los dos genes tra). 
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Tabla 1. Nos muestra las cepas de Sirepiomyces lividans que fuéron empleadas como cepas 

hospederas para los experimentos de donación, así como los distintos derivados del pJVl. La 

cepa donadora de los plásmidos fié la TK64, mientras que la cepa empleada como receptora fué 

la TKS4; con la excepción de la cruza realizada al inverso, en donde los papeles se invirtieron. 

'o" Se utilizó como control negativo, una cruza la cual no contenía plásmidos. 

Cruzas genéticas. 

Las características de los distintos derivados del pJV1 radicadas en la formación de 

"pocks", en la eficiencia de transferencia y la movilización de genes cromosomales, fueron 

llevadas acavo con las características de las cepas empleadas y plásmidos, lo cual se aprecia en la 

tabla Númi, con esto se crearon las siguientes condiciones, seleccionándose en cada una de ellas 

una característica en particular. 

TABLA U. 

Condición 	Colonias que son capaces de crecer 

MMCY 	Total de las colonias TK64-TK54 con y sin plásmidos. 

MMCY+thio 	Solo crecen las colonias que presentan el plásmido con la resistencia al 

antibiótico (thiostreptona). 

MMCY+thio+Str Solo crecen las colonias de TK64 con plásmido. 

MMCY+thio+Spc Solo crecen las colonias de TK54 con plásmido. 

MMCY+Spc 	Crecimiento de todas las colonias de la cepa TKS4 con y sin plásmido. 

MMCY+Str 	Crecimiento de todas las colonias de la cepa TK64 con y sin plásmido. 

MM+Spc+Leu 	Solo crecen colonias recombinantes, producto de la movilización de genes 

cromosómicos entre ambas cepas. 

Tabla II. 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 PJVL 

Con el empleo del mapa de restricción (Fig.11) y el analisis de la secuencia (Fig.12) del 

p.IV i, se planearon diversas mutaciones con enzimas de restricción para determinar la localización 

y función de los genes responsables de la transferencia, los genes encargados de la diseminación, 

así como los gepes involucrados en la manifestacion del fenotipo Kil-Kor del pJV1. 

Aislamiento del plísmido silvestre. 

El pIV1 fue introducido a Streptomyces lividans (cepa TK64) por transformación en cajas 

con medio R2YE. Las cajas fuerón 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 R5, 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 ml de LB con sacarosa, incubados 

a 29' C por 3 días. A las diferentes muestras se les realizaron minipreparaciones para la obtención 

del plásmido y se digirieron con la enzima Bamill. Esta enzima corta al p.IV1 en 3 fragmentos 

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

Aislamiento del plísmido p850. 

Este plásmido presenta la inserción de un fragmento de Bc11 de 1.1 Kb que contiene el gen 

de resistencia a thiostreptona Osó en el sitio único de Bg11.1 del p.IVI (Fig.13), lo cual facilitó la 

cuantificación de la presencia del plásmido por selección de colonias resistentes al antibiótico. 

El pB50 fue introducido a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio R2YE y 

thio, las cuales se incubaron a 29 ° C hasta observar una esporulación total de las colonias 

transformantes. Las colonias se cosecharon con 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 2.5µI de thio, los cuales se incubaron a 29 °C 

durante 3 días. Se realizaron minipreparaciones a las diferentes muestras y se digirieron con 
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Bailey et al, 1986. 



C7  

EcoRI 	. 

1 GAATTCCMCGTCAAGCGGCGTGTGAATCGOCCCGCACACCGGCCCGCACACGCCGCCGCACACCCCCCGCACACCCACCCCGCACAGCMGCGGGCCGA  

101 CCCGGAGGCMCCGGATCGGCCCAGACGACCACGGAGGAAACCCGTGAACGCCGAGCCCCAGTATCCCGCCCTCGGGCGCCAGATCACCGACGCCGAGCT 

DIN A E PQ Y PA L G R Q I T DAEL 

/pan—) 

201 CCTCGCCGCACTCCTGCCCGACACCGCCGCCGGCGCCGAGCCCACCGCCCCGGCCGCCGCCCCGGTCCCGGTCGCGCCCCCCGTCCTCGACGMCCGCG 

L AALLPDTAAGAEPTAPAAAPVPVAPPVLDVAA  

301 CTCCTGGAGCTGGCCCGCCGTCAGGGCGCTCTGGAGGCCACCGTCCAGGCCCAGGCCGCCCCGGTCCCGGCGGAAGACAAGTTGTCTTCCGGGCCGCTCT 

L LELARRQGAIEATVQAQAAPVPAEDKLSSG PL 

401 CTCCCCGGTGGGCCGCCGGTACCGCCGTGGCCGCCGTCGGCATCGGCGCCGGCACCCTGCTCMCGGCTGGOCGCTCGACCTCCTCGCCGCCGGAGCCGC 

S PRWAAGTAVAAVOI GAGTLIIOWALDILAAGA A  

501 CGCCGTCATGGCCGGGATC.AGCGCCGCCGCCCCGATGCTCATCGTCGGCGCCGTCCTGGTCGCMCCMCCTCGGCCGCCGCTCCAAGACCGGCAACGAC 

A VMAGIOAAAPM LI VGA VIVAAILGRRSS K T G N D 

601 GGGTTCGAGATCACGCAGACCATCACCCAGACCATCACCCAGACCGTCAAGGGCGGTGGCCGCCGOTGAAGMCGACACCCMCGCCAGGTGGCGCAGGC 

G FE I '2QT I T Q T I T Q'2 1/K GOGR REnd 

MI< L D T Q R Q V A Q A 

apanu—> 
701 GGAGCGCGTGCTCCAGCTCGTGTOGATCATCGTCTTCGGCGCCGTCGCCTTCTCGGTCCTCACGGTCACCCCGCTCGTGCACCGCMCACCCCGGACGAG 

E RN'LQ 1.V Vil IV E' G A yikE'S V L TSIT P L V Q R V T P D E• 

801 TGGGACTGGACCGCCTGGCTCCTCCCCGTCGTMCGACACCGCCGTC0TCATCGTCGTCCGAGTCGACTCGATCGTCGCCCGCCTCGACGGCCGCCCCG 

• D W T A I< L 1,/,  VI/S D T A VII I V yllyOS IV A R O. DOR E 

901 GCGOATGGCCCGCCTTCCTGCGCTGGCTCACCGGCGGCATGACCCTGCTCCTCAACGTGGGCGACTCGATGCTCAAGAACGACTGGGTCGGCGTCGGCGT 

G GWPAFLRWLTGGMT L L L N VGDSM L K NDW VGVGV 

1001 CCACGCGGTCGCCCCV3TGCTGCTCATCGTCACCGCCGAGGCCGCCCTCCGCTGGCGCCGCGCGATCACACAGGCGGTCGCCCGCATCGACCGTGAGCGG 

HA V A P V 11 1 V Y A EA AL G11R R A I T ClAyAR 1 0 R E R 

1101 OCCUAGAG CGCGAGCGGCAGGACCGTGAGCGGCAGGCCCGAGAGGAGCGCTCACGCGCCGAGCAGAAGGCCCGTCAGGAGGCCGAGCAGGCCGAGCGCG 

A E E R ER ODHERQAR E E it S R AEQK A R Q E A E Q A E R 

1201 AG 1:GT C AGGAGCMGC.T GGCCGAG GAGCGCGAGCGGAGGGCCGCCGC C,GAGCGTGAGCGGC AGCGT GAGCACCIAGGCCAAGCTCGCCCG AGAGGAGCGCGA 

E A Q E k L A E ERER R AA A E R E Ft Q0E11 E AK L A R E E RE 

1301 0TACGCCGCCCGCATCGAGCAGGAGeGGGCCGAGCGGGAGGCCGCCCGAGAGCAGGCCGCCCGCGAGGACGCCGCACGTCACCGCNAGGAAGAGCAGGAG 

Y A A k I F.QER AER EAAREQAAREOAARQR K E EQE 

1101 C.:GAGCCGACCGGCTCCGCCGTGAGCAGGACGAGAAAGCCGAGCGTGAGCGCAAGGACAAGGAGGCCGCCCAGGCCGCCGAGAGGGCCCGCAAGGCCOCCG 

R A DR 1, 11/1 E QOEK A E R E R K DK E A A O A A ER AR KAA 

1'101 Kia1CCGCCGTACGGCCCCGCCCGTGAGCGCCGCTGTGAGCACGCCCCGCCCGGCCGTGAGCGCCACCGTGAGCACCCCGCCTCCCGAGGCCGCTCACGA 

EARRTAPPVSAAVST P R P A VS ATV S T PAPAAEIO  E  

1601 CGTCCCGGACGCGAAGAAGAAGTTGCCCGTGGACAAGGCGCTCATGGTCCTGGCCGACGCACTCCCCGATGGCCGCTCACAGCGCCAGATCGTCGCGCTC 

✓ P DAK KK LPVDKALMVLADALRDGRSQRQOVAL 

1701 ACCGGCAGGAGCTCCGGCTGGGTCGCGAAGCACTGCCAGGCGCTCACGTCCGCCAAGAAGGCTGAGGAGGTCGCACCATGAGCACCGACGAACTGATCGC 

T G R S SG14 V ANIIC QALTS GKK A EE'V AAEnd 

EMS T ()E 1.1 A 

• • 	 1p-XII—> 

1001 CGCGCACGCCGAGGSGAAGGCCGAGATCGCCCGCACCCACTCCAAGACCGGTCTGCTTCTGGCCTTCGTGGGCGCCGTGATGGCCGGAGCCTGGACCACA 

AI1AEV NA E I Ali T DO K T G L L L A FVGAVI4 A 



1901 GCGAAGGACCTCCCGCTCACCCT CCCCGCGTAC CT C GT CGGCGGT GC T GGCCT CdCGCT CCT CCT GG TC GCCGCCGGGCT CGCGCT CCAGGCCGTCCGCC 

• K DL P L T L P A Y L V GG A G L A L L L V A A G L A L O A VR 

2001 CCAA.CCTMGCGGCGGéCGCGGCT T CAT CCT CT GGGCGACCCT CAC CC CGCAGCAGCT CG T C GCCACCACCGAAACT CGCGACCT C GCCGCC GACAT C GT 

P NL 013 G R G F I L II A 1 L T P Q Q L V A T T E T R 01 AA DO V 

2101 CCACCTGGCCCGGATT GCCGT CGCCMG T TCGTGCT CCTGCGCCGCGCGGT CGAC CT CGT CCICGC CGCCGGCGCCT TCCTCCTCGTCGCCGCCCTGATC 

'0 L A R I A V A K F Vtal. R R A V D L V LA A G A F L I. VA A 1. I 

2201 GTTCTCGGAGGTGCCCTGTGACCCGCCCCGGACAGAAWAWACGGCTACGCMGCCACC0GCCGCAGAMAC:GCCGACGACCGCACCGGCAACAACGC 

✓ 1.  0 0 A LEnd 

DIT R 8 GOK QUO Y AGUR POS T A D D R T GliN A 

2301 TCGGGGCCACGAGGCCCCCGACACCAC CGCAAGCCCAAGGGCCCCAAGGCCTCCTGACC0GACACAGCCCCOCCGGATCCACCGGCGGGGCTCTCTTCG 

R CHE A 1' DT T R K P KGPK ASEnd 
	 > 	< 	  

BamHI 

2401 GC CCT CCAAGTCACACCAGCCC CT C GCACAGT T CCTWACT T T CT GGACCC CCTACGCGCGGGCGC GT GCGCACGACCCTCCGGC CCAC CGCdCAÁCGAA 

Bg111 

2501 CGCCCCCTTCGCCCCAMTCGCCCGGGGWACCGTCACAGATCTGGGCCGCCCGACGTACTGCTACGTGAGACCCCGCCGCCCGCCGCTGACCAGCACGA 

2601 AGGGAC CGCAGAT GGAACT CAT0AGAC C GC CCTACGCGCGCGCGGACCGGT GT AACGCCTGGGCCCGCCACTCCGTCCATACAGCGCCGAGAGAGGAGAC 

2,01 CGCACACGTGGCACAGCAGGCAZTCCGAGCAZGGGGAACAACCGCCCGCCAGCGCCCTACGCTCGGAGACMCGCGGGGCCGACCCTCCAAAGGAGGAAT 

2801 GCCCCCGT GCGCCCAGT CGCTTCGC C CCGACCCACGC CCGACT T CCCCGGACT GT T GGT CTGCGCC GAAC CC CCACGCGC CTT CT TCGCCTGCOCCTGCG 

2901 Gen= C GCGAGACGT CGCCGGCCGC GC C CGT GT GG T CGAGCT GG T GACT CAC CACCAGGAGCACGCC GACGT CT GCGT C CT GACGACCGGT G WOCCT U 

3001 TGAGGCATCCGCGCGGCGAGCCACGCGTGAGGCGGGCGATGCGGCAGGATCTACCCGRACAACTCCAGAAMAGCGMACGGCCAGGGGTCCUATCCCT 

3101 GACCGCTTCTGACGTCCACCCGGCTACCAACCAAGGGACTCGTCTGTGTCCAGCGTAAGGGACGCTTTGGCGTCCGCAACCCCCTCTTTGATCGGCGCGC 

• ..... 	 ir • 

3201 CGAC T CAGT C Ge C CGC CCGCGTC C CCGC C GGCC CCC GT T GC C GCT GC GGCGC CGCC CT CACGAT CAC C CC CGGCAAGCGAZGCAAGGAGT T CT GCT CCM 

.44 	 • *Ir 44, 4,11 

3301 GGCG C;CANIAAGC GGGC C GCGC GGGC C C GGAAGGC CGCC GAC C GAGC CGC CGAGGC CGCC C GT GAGAC CGCC CCTGGCAAMAGGGACGC CTAGGTAAP. 

.44. 4 	 .114 

3401 GGGTTG/VAGAGTT2E1CCACCCCCCACTGACCAGCGACTTTGCGGAAGTGGCAGTCGTGGGAGGMCGGGACJWTCCGAGAGGGCGGCAGCCCTTTCGG 

3501 PACAGACCACAAGGCGCGCGGCGACCGCTGCCGTACGCCGCTACCAGGGCCGCAAGGTGCTCAACCGGGTCTCCGGGATCGACGCCTCCGCCGGGACCG 

V 9 G IDA:COGCO 

ger") 

• • 	 • 

3601 GCGGC8GG C CT CG AC C CGGACAC CMCG GAT CTAC GC GAAG T C GAGC CGT GGGTAC GT CGT CACGAT C GGCCT GGTCCGCMCGGGCGGAT CT GG T T C 

R AV L D P OT G V I Y AK S ERG YVVT I G L V RCGR I N F 

3701 TGCCCGGAGIWTCCT CCGC GAT C C GC CGT GGCCGGACC GAGGAGAT CAAGACCGOTGC T CTGCGGCAC CT COC CGCCGGCGGCACGCT CGCC GT T GT CG 

• EC S 5 AI 9 9011  R G 	T 	 K T G A L R H LAAGGTLAVV 

3801 TCOT CAC C CC C CGGCATAAC CAGAZ CACC GAC CT C GACAGC C T GGT C3C CGC GCT CT GGGGCGGGCC TC TCC T GGAC GACAAGGGC GCCCCGGTC CT C GA 

✓ 1, T A R 1INQ T T 51081V A A L 8 0 0 P LL D DK G A 2 V 1. D 

3901 CC GGTCGGGCAAGC CCCGCCGC GCGCC CGGT GCCTACCMC GAT 0CT CACGGCCCC GGCCT T MAC GGCCGCCC T GAGGCCCGCCGCACCCGGAAGGAC 

R S GK PR R A P G A Y ORM L T A P A F Y G R PARRTRK  E 	D 

4001 GGAAC GCAG TACGT CC G T CC CGC T GAGGACMCAT CC GCCACC GGA r CGGCT ACAT CGGCAT GGT CCGC GC GGC T GA GGTCACCCGG T CCAAGAAGAACG 

G TQYVR PA E DGI R 1119 1 GY I GMV R AA E V T R S K K N 



4101 GTTACCACCCCCACCTCAACMGCTGGTCTTCCTCGGCGGCGAGCTCTCTGGCACCCCGGCCAAGGGTGACGTCGTCGGACACTTTGACCCCTCCGAGAC 

G YHE, 111.111.1.VFLOGELSGTúAK 0 DVVGHFEPSET 

4201 GGACCTGGGGGACTGGGAGGACTGGCTCCGGGAGATGTGGGCGGGCGCCCTCAAGCGGGCTGACCCCAAGTTCGAGCCCTCGACCGACTGCGACACC0CC 

D LGOWEOWLREMWAGALKRADPKFEPSTDCDTP 

4301 GGCTGCAAGTGCRAGGGCANIGGCCACGGCGTGATGOTCTCGATCGTCCGGTCAGCTGACGACGTCGCGCTGATCGAGTACCTCACCAAGAACCAGGACG 

G CKCKGKGHGVMVSIVR8ADDVALI5YLTKNQD 

4401 GGAAGCGAGAGCGGCCCGACTCCGTCGACCAGGACCTCGAAGCCGCCGGCGCAGCTGCGATGGAGACCGCCCGTCTGGACTCCAAGACCGGCCGGGG0CG 

G KRERPDSVDQDLEAAGAAAMETARLDSKTGR0R 

4501 GAMTCCATGACGCCGTTCCAGATCCTCTACCGACTGTGGGACATCGAMTC000000CTCGACCCCGACATGGCCGAGGGCTACGGCACGCCGAAGCAG 

K SMTPF0ILYRLWDIEVAOLDPDMAEGYOTPICQ 

4601 CTGCGCGCGTGGTGGGCCCAGTACGAGGAAGCCCTCGCCGGACGACGCGCGATCGAGTGGACCMAGGCCTGCGGCGGCACGTCGACCTCGACGGTGACG 

L AAWWAOYEEALAGRRAIEWTROLARHVDLDGD 

4701 ACGACGAGGAGACCGA0cTCCAGTACGTCTACGAGCCGGAGGCCGCGCCGCTCGACGGTGGCGTCGTCCTCACCTCCGAC0CGATGCGCCTGGTCGTCGG 

D DEETDLQYVYEPEAAPLDGGVVLTSOAMBLVVG 

4801 AGCCGACGCTGAACTCGACCTCGACGACGTCGTCCGCGCGGAGGCGTACTACTCCGCGGTTGACGT0GTCACCGGTCTC010AGGACGTGCGGATCACGTG 

ADAELDLDDVVRAEAYYSAVDVVTGLGGRADNV 

4901 CGG0TCGCTACCGCCGAGGAACTCGCWIAGGTGCAGGAGGTGCTMCGCGCGGACMAGGAACGCGCMAGGAGAGCAGGCGCCAGCGCCGAATCGCGa 

RYATAEELAEVQEVLFARTQERAECSRRQARIA 

5001 AGCACGAGGCCGAGCAGGCCGCCGC0CATCGGAAGCGGCAGGAGCTCGCGCGGTGCCTCGGGCTGCTCGTACGGCMCGCGGCGCCACGCAGGACGACTC 

E HEAEQAAAHRKRQELAROLGL . LWAGGTODDS 

5101 MCGGCGGACAACTTCGTCGCGCACATCCACGCGAACCGCTGACGACAACCCCCOGTTGTCGCCCCGACCGTCCCCGGTCGACGCCGAAAACCCCGGC0T 

AAONEVAHIHANREnd 	> < 	 

5201 0ACCGAGGCGGCGGGGCGTAACTGGTACCAGTTACCTATAACTCGCTITCGCTCCCTACTGCGAGAAGCCCCGOGGCCCGAGAGGTCGGCGGCCCACGAT 

5301 GAC0WCCGCTCGATCCGCTCCLIGGACCTCCACCCAGTCACCGTCCAGCGCGCGCTCGATCGCCGTCAGCCGACGCTTATCTCGCMGCGGATCTGGACA 

5401 TCCGOGCCTGCGCCGAGAGGGCGTCGTGCTGTGCTCATGG0GCCAGTCTTCCGTGCCGTGAAGGCGTACGGCTTCGCCGCCGACTTCGTCGTGACCTGAG 

5501 CGGTCACACCTCAGGCATCACGAATGCCCTCGGGTGCCGACGCCCCGCCGGAACCGTGGTCCAAGGCGTGCACACGTGCCCGTGCACACGCGTGCAMCG 

5601 AGCCGTATGGCCCCGGC0ATACCTTGGTACTTCCGGAGC0GTCGTACCGGTCGCAAGC9CGCCGCTCTGACCTG0TCGAGGTACATCTCGTGGAACTT0G 

5701 TGGAACCGTCCTACGCGCGCGCGTGCAACGGTTCCTCGCCGTGTGCTGTCGGCTCTCGTGAACGGCCGGTTCGTCGTGATGCATTGGT0TGGGCGATGA0 

ftlWAMS 

5501 TTCGAGCGCGTA=CCTOGTCGTCTTCGTGCTWATCGCGGCCGCGCTCGTTGGTCCGGGCATGAACGGCGACCAGGAGCACGAGCAGCCCACCGAOTTC 

SSAYSWSSSCSIAAALVGPOUNGDQEHEOPTEE 

5901 GCACAGATCGAAGCGCMATGATCCGGACTGCGCTCACCGACGAWAGTGGGCGGAGCTGATCGAGCACCGGCCOAGTCTGCCTGCCTCGCTCGCG000T 

AOTEARMIRTALTDEEWAELIEURPSLPASLAA 

6001 ACWAGC0GTGGGAWCWAGGTCGAW,CGAAGGCCGGGTGACGGTGGCCGCGCGLICACGTACTAAGGCGCGGCGCATTCTGGTGACCGTGCTCCTGGTCG 

YERWEAEVETKAGEnd 

6101 TCATCG0CGCCGGCGCCACCTCATCAGCGTCGCGGCCAMTCCGGCAGCTCGCWATCACGGCGACGACGTCSGAGCGCTCCGCCCGCAGGATCGCCGTG 

6201 ATGGCGACGG0GGTGATCGCCAGGATCGCGAGCCCGAGACCGCGAGCAGGGCAAGGGCGTACGGGTCGATGGGCATGGGTMCCTCCTGGTGGTCGAGA 



6301 AMAGTCCTCCCGCCCCGGACGGGCAGGGTGGTCCGTAGGTTGGAGGACCGGTTACTTAGGCCCGCAAGTCACGTCCTCCACCCCTTAGGCGGGGCTCGA 

6401 CCGGTCCGAGACAGTGAGAGGGGCTATCGCGCCCTCCGCTCCCCATATGGICGGATTGCAGCGGAACTCCCTAGACCATTTGCGGCGCGGTCGGGCTCGC 

6501 CCGGCGCGTCTGC.ACGGTCGGGCACACCGTCCGTACGGCCCGMGAGGGCTCACCAKGGGTTA(IGGAGTCGMTGCTCGGTCTGMCCAGGGATSGTTO 

6601 G;IPMACCGCTGGAGGGCGGGCAGCCGAGGTTTTGAGACTIITGGSACCGTCCTACGCGCGCGGGCSCGTGSGCGACCGGTCGGTGTCGTCATCGCGGCC 

6701 GGGCCGGCGGCGGAGCCGCGGGGCGGNIACAGGAGCGGGCCGCCGGCGGITGGGCCGCGGGCCCGGAGGGCCGCCTTGATSGAGTAGGGAAAGTTSTACC 

6801 GCGCCCCCTITGAGGGCCCCGAGGTCGTCGCCGATACGGTCGACCCATGACGTACGACACCCCCCGAGACGGCGAGGGCGACCCGCMGCGCGTGGTGC 

.ScaI 

6901 GCMGCCCGATGCAGCASCCCGCCACAGGCCGCCGCCGCGAGTACTGCCGCCGCTCCTGCCGCCMCGCGCCTACGAGGACMGCGCCTCGTGAGGCCC 

7001 AGCGCGAAGCGOTGGTAGCCGCTCTCGCCMGGCCGCTCTCCGCACTTCCGTTTCGUACGTGACGATCGCCCGACTCTICCGATTCCGTCACGTGACGA 
	 > 	 < 	  

. 	Badil 	 . 	 . 	 . 	
< 	. 	

. — —><- 

7101 MCGGTGCGCCTCCCGGATCCCCCAGCTAGTCGGCCGGTGGTGGTCCCCGTGGCGAAGGIGCCGGCGCCTCCGAAGGAACAGCCGCCGCGTC;GGCAGGGG 

7201 ATGGGGTIGTGGTGACGGC6GATCGCCGGACGCGTGCCCCGGGACGGCCCGCAGCGCIGGGATCAGCTCGACTGCCTTAGCCACATCGCGGTAGCAGCTG 

7301 CTCCCCCTCAGC1CCGAGACCGGCGGTGCCIGTCGCCT1CGCGCCCGTCTGGGTCGACGGCGGGGGTACGGCGCCCCGCCCCACTCCCGGGCCSCCAGACG 

7401 GCCGTTTAGCGCCCGTGACCCCACCCCTCCCGCCGTCAOCCGCCTMCCCGCCCGAGCCGCCCGCAGCCGCGCACCGGCCGTGCCACCGAGGATTACGG 

	

. 	 lico 	I 

7501 ACCTTGGC3CGCCCTCCCCTACSGTCGGAGASCGTGAASAAGCCCCCGCCACGGCCCGSCGGGGGCGGCGTATGTCAGGGSTGCAGGAAGOTCACTCGCCC 
> 	< 	 Ende g 

I. 
7601 ATGG6GACCCGGGCGCCGaiGGCGTAGACGTCCTCCCAGTACCCCAGTGCCCTCTCGTCGTCGTGGPAGGTCACGGTGGTGACCATGACGGCGACAGCCG 

	

miavr agp a y vde•u y g I a r eddh f t v t t vmv a v a a 
	

1' 

	

7701 AGTGGLIGCGGAGeGICGATCTCCAGCGCGGCCAGCTCGTCCTGSGAGGCCTGGCGTGCGTGGGCGGTCCTCIGGCCCTTCACGACCTCGCMCCGGTGCG 

	

1 
hppad1.01a al edgaaqr a ha t rqgk vv e r g t r 

	

7001 CTeGGTGTAGAGGTGGTCSAACIGCGCGACCATCCGCTCGTCCTGGCCGAGTTCCGGCACCGCGGCGACGGIGTGCGGGGGGTAGACGGAGACG9CGACG 
	 I 

t y) q d f q a vmr e d qg 1 e p v a a y t hppyliavg 

7901 GAGGAGCGCTTGTCGTCCTGACCIGAAGACGCGGATGCGGATCACGGCMCGTCGCCGGGCTCCAGGTCCAGCGCGGCGCAGACCTCCGGGTCGTAGACGG 

napa d d q r f y r1r1N.,  a.edgpe 1 d 1 a a c y e p d yva 

0001 AGCGCTGCATGACCCGGTGGCCGGAGGAGGTCTCTCCGGGTGCGTACCGCTTCCCGTTCMGCCATACGGTCGACCCOGTCCGCGCCGGTGATGACGAT 

r qiny r h g a a t e g p a y r k q n k a m r d 1 r da g t 1 y 1 

8101 CGGG(;ACTTCGCGACGACGGTGCCCAGCGCCCCGCGTGAGGTGACGAGTCCCACGCGCTTGAGCACAGCCAGAGCACGGCTCACGGTCTTGGCAGCGACG 

pa k a v v t g l a g r s t v 1g v r k 1 v a la r ay t k a a y 

• . 14841102I 

8201 TeGAACTGCTGGCGGATGTC0GTGACCGAGSGSAMCGTCGCCCGGCGCGAGTTCGCCGGCCTTGATGCGCGACCGGTAGTGCTCAGCGACCMTGCGT 

f ciq cid t v spl adqpa 1 e g a k i r a r y h e a v da y 

• • 	 • 

8301 ATCCCGCGCCCTGTGCCCTSTP.TGCCATGACTCCTCCTTGITTGTCGIATCPACCCGTCATGTCGAAGGTACATCAATGACCCTCCGAMGTACATCCTT 

cj a g q a r yam 

8401 GCCGTTGGITGGTTCCTCATGTACCTTCAGGACGTCWICAAGGTGCTITAAGTACCTAGTGGCGGACTGATGTGTACCTTCGTCCGAGASGTGAGTCATG 

f M 
• . 	 • 	 • 	 . 	 • 	 . 	trak--> 

0501 GCAACCAGGAATGTCCCCCCGCAGCAGGGCCAG!-.CCCGCAACACCACICGTGGCCAGAGCGCGCACGSCAACAAGTICGCGGATGCCGGTGCCTTCGCTG 

A T IIN V P P Q Q G Q T 111 T 'IR G Q S A H Gt4 K E' A 0 A G A FA 



0601 GCGOTCTCCTCGGCGCGATG0GCGGCAGCTTCGTCCCGCCGATCAACCICACGGTCAACTCGGGTOGCGGCCGGGGCGGTCAGTCCCC00CCGCCTCGCG 

G OI. 1.0 At4GG S F y P P 1 N L TI/ N S 0 G O 11 G G Q S P A AS 

8701 TACGCCC0ACTICATGCTGGGGGAGCC0ACGTTCGCCICGACCGATGACGTCCGCAACTACTGCARCGGCGTCCGCGCTCTGATGCTC0AGTGCGCGATC 

T P H FML G E P T F A 8 TDDV 	YO NYCN GV R A LM LOCA I 

BatXI 

0801 GAGÓTCGd0ATGGGCGCCARGATCCIGGAutiCeCGGCTCGCCMGCCCAGCCGCICCCGGACGACACCCCGATCCAGGCGAAGCTCCGCGCGATGAAGG 

E L AMG AK I 1, E A R L AQA Q 8 - 1. P.0 DT P I Q A'K L R AMK 

0901 TCGGCCGGAAGCTCAAGCGCG0CGCCGACGGCGCCACCGCCGCCGC0AAGAACGCGGTCGCCGCCTACGGCGCCTTCCA0CGTGAGTACGCGGACCTGAT 

✓ GRKLKRAADGATAAAKNAVAAYGAFQREYAOLH 

9001 GCGTCCGCGCCCCAAWAGCGTCCGGCCCAGACCACCCCGITCCAGT TCTGAGGAGGCMCGICATGGTGAGGAACACTCAGCAGCAGGACMCCTCCCC 

• PR PICOR P A Q T T P FQFEnd 	 IM VR N T Q 'QQ D G L 

9101 GCCGTCACCTCGTACGGCAGCACCTTCAAGGCGTG GGCCTGGCACGTCACCMGCCGTTCGTCCCGCCGT GGGCGGTCGCCGGTGTCACCGGTCTGGCCG 

AV T S YOS T F K A W A W H V T K P F V 1,  17  N AUYAGV T G L A 

9201 GCGGCGGCGCCAACCTCCTGIGGCAGGGCTCGCCCTGGGCOGGCGTCGGCCTCACCCTCGG0TCGGTCG0CCTCACCGGCGCCACCTGGGCGGCCGCGGT 

O 0 G A N L L W Q G S P W A G V G L T L 88 V A L T G A T W A A G V 

. 	Be tXI . 

9301 GAAGACCGGIYMGCAGCGCCGTCTCCACTCCGCC.ATCACCGTGGCGGCGGCCTCGGCCTGGACGACGGCGGCCGCGATCAGCGGGCCGCTCTCCGGCCCG 

K T GR QRR L H S A I T V A A A S A WT T AA A I S G P L S G P 

9401 CTCCCGGACCTCTACCTGATGGGCGOCGC8GTCCTCGCGCTCTCCTGGAACATCCGCCGCGTCCTCGCGGCCGGGATGGCCGAG8CGTCCGGCGAGTCGO,  

L P D4 Y LMG G A V L A L S W N IR R VL AA GM A E T S G E S 

9501 CGOACAAGGGCCICATGGI.GAAGGTCGGGCTGGCCCGCACCCTCCTCAAGAACGICAAGGICGAGCCGA8MAGGT0ACCGCCTCGTACGAGCTTCCGGC 

A OK G LMEK V GL A R T L L K N V K VE P N K V T AS YE L PA 

BamHI 

9601 GGGCGAGeTCACCAACGACUACCTGGGCAAGGCGCGGGACCGGATC00CTCCGCGCTCGACGTCCCCACCACGGCCATCCGGATCCAGCACGATCCGGAC 

G EL INDDL GK AR DR ZAS AL DVP T TAI R IQH DPD 

9701 TCG0CCC(WCGC00ACCAATCGTCATCGTCCCCGAGGACATGCTCAAUCGCCGACGATCTGOCCCGGCCCOTACGC00CGGGCGAGTCCGT0GAG8T CC 

• AR , R GRI V I V PE DMLK T PT I WPG P Y A P GE S VE V 

9001 CGCTGCGGAT CGGCGT CTACCACGACGGT G0CGACCTCGTCCTGCCGCTCCTGGCCGCCATCCÁCGT CCTGGTGATGGGCATGACCGMTCCGGCAAGAC 

P LR I GV Y 8 DGA DL V L 8 L L A A.IHYLVMGM T 88 GHT 

9901 CGAGGGCGCWITGACCTCCTOCT CGAACTCT TCACCCGCCGCGACGTCGTG8TCTGGCTCGCMACGCGGCCAAGA8CGGCCAGGACTICCAGCCGCTG 

E GLDLLLEL  A 	F T R RD.V V VW LAD A A K S GQD F Q P 

((col 

10001 0TCCeeq:CATMACTGGGCGGCGCTCGACACCCCGTCGGCCGCCGCGATGGTbOCCGCCGTCCAGGCCGICATCCCTGCCCGTACGGCCTGGCTGCGTG 

L EADWAALDT  M 	P S AAAMVAAVQAVX P A R T A W L R 

10101. A0CACGGCTACCGGGCCIGGGAGGCCGCCGCCGCCCGGCGCCAOACCAACCCGGCGOACTCCTGCCGCAAGGACCGC0GCGCCTGCGGCTOCGACGWAT 

O li G Y R AWE A A A A R R Q T N 1,  A H S C R K D G R ACGC DOM 

10201 MCCTACCTGCTCGCCTGOT TCGAGGAGGCCGCGAAGCTCCTGCGCGÁGCTGGGCGACGACGTGTICACCMCATCGCCCAGGAZGCCCGGTCCGCCGGC 

A Y L L AW FE E A A K,LLR E L G D DV F T G 	ÁQ E A R S A G 

10301 GTCTCGCTCGTCGTTICGATGCAGCGCGCCTCC000TACCAGCTC7CCACCGACACGA0GGCGAGCCTCCCGGCCGCCATGTGCTICGGAGTGAAGGGCG 

✓ S L V VSHQ R A8 G Y QL S T DT R AS L P A AMC FGV K G 

10401 80880GCCICGTTCGCGCTGCCGGAGGAGGTGCTCGACGCGGGCGCCGACCCGGCGGCCTGGGGCAACAAGCGCMG8GCTACGTGTACCT CGT CTCCGC 

D DASFALPEEVLDAGADPAAWGNKRFCOYVYLVSA 



1A6P700I . 

10501 CGAGGTGGACGAGGACCTGCACGCCACCCCGGCGCGCACCTTCTGGACCGCCCCGTCGGGCGAGTACGAGCGGATGGCGGAGTACGTGGTGAAGCAGTTC 

EVDEDLNAT PAR T FWT G P SGE Y ERMAE YV VKQ F 

10601 GCGMCGTCCGGGCCGCGCTGGACGCMTCACCGCCGGCGCCGCCGAGAAGGCCGTCOGGGAGTTCITCACCCGCCGCCGCGAGCGGGCCCTCGGCAACC 

ANVRALDAVAGAAE K A VGE FFTRRRERALGN 

10701 AGGCTGCMCGACCTCGCCGTCGGAACCGACCGGCGACCCGCTCCTCGATGGTCTCGCCGAGCAGGAGTCCGCCCAGGCGGTCGCCGCGCTCOTCGACGA 

Q AASTSASEPTGDPLIDGLAEQESQPVAALV DE 

. 10901 GGAGGACCAGGAGCTCGACGTCACCACCGACCTC0ACCCCGTCGAGACGGACATCGCTCTCCCGGCCGCCMGCCCAGCCCGGAGGAGGCCCGCGAGCTC 

EDQEL DV T T DLDPVET DIAL P AAK P S PEEAR E L 

10901 CTGGAGGACATGGTCGCGATGCTCGCCGGGGTCGGCCCCGGCACGGTCGCCIGTCMGGACCTCGGCCCGTACCTGGAGCAGCTCGGCCGGGACCGGAGCT 

LE DMV AM L A GV G P GTV AVKDL GPYLEQLGRDR S 

11001 GGGTCT0CAAGCAGATGTCCCGGATGGCCTCCGAGGGCCGCCTCGCCCCGACCGCCGAACASGGCGTCTACCGCCTOGTGCCCGTC0TCGCCGCGGCGTG 

W VSKQMSRMASEORLAPT AEPGV Y RL V P VL AA AEnd 

11101 ACCGCCCCGCACACCCGCACACCCCCGCACAGCCGCACAGCGC 

Fig 12. Secuencia de nucleótidos completa del plásmido p1VI. La secuencia está numerada a partir de la primera 
base del único sitio de reconocimiento para la enzima EcoRl. Se muestran las secuencias de aminoácidos de la 
proteína de replicación (Rep); así como las proteínas responsables de la transferencia (TraA y TraB); las 
proteínas responsables de la diseminación del plásmido (SpdBI, SpdBII, SpdBIII y SpdBIV), las proteínas 
involucradas en la manifestación del fenotipo Kil•Kor (TraA, TraB y TraR) y una proteína de función 
desconocida (codificada entre los nucleótidos 5787 y 6038) 
Se marcan en la secuencia de nucleótidos, los sitios de reconocimiento para las enzimas de restricción con las 
cuales se realizaron las mutaciones mencionadas en el texto. Las secuencias de reconocimiento para las enzimas 
se encuentran subrayadas. 
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BamHI para comprobar la presencia del plásmido. El patrón de bandas es similar al encontrado en 

el plásmido silvestre, solo que la banda de 4,6 Kb es de 5.7 Kb por la presencia del gen Isr. 

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

•1  En las diferentes cruzas hechas con este plásmido, se observó la formación de los "pocks". 

Aislamiento del plínmido pB2. 

Este plásmido contiene un origen de replicación híbrido y fue generado in vivo al 

cointegrar al pJVI silvestre con el vector pIJ486 (derivado del pIJ101, Ward et al, 1986), en sus 

sitios únicos de EcoRI (Servin, 1993). El pB2 posee, por lo tanto, una parte proveniente del pJV1 

(comprendida entre el inicio de replicación y el sitio de EcoRI), que incluye los posibles genes Ira, 

y otra proveniente del p1.1486 (comprendida entre el sitio EcoRI hasta el origen de replicación), 

que incluye al gen Isr, la cual sustituye a los posibles genes spd del pJV1 (Fig.14). El pB2 fué 

introducido a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio R2YE + thio. Las cajas se 

incubarán a 29 ° C hasta tener una esporulación total. Las colonias transfonnantes fueron 

sectorizadas con palillos estériles en cajas con medio R5 4-  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 días en agitación 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 patrón de bandas es el siguiente: una banda de 8 y 2.5 Kb. 

En el p132 se realizó una cruza entre las cepas (TK64 y TK64 con el pB2), para la 

observación de los "pocks", pero no se observarán los "pocks". 

Aislamiento del Munido pB53. 

Al plásmido p1V1 se realizaron digestiones dobles con las enzimas BamHI y EcoRI, para 

la extracción del fragmento que contenía los genes spd, el patrón 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 

digestión 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 plásmido pB2 de igual manera se realizaron digestiones dobles, solo que las enzimas 

empleadas fueron EcoRI y BgIII. La inactivación de las enzimas fue por extracción con 
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Fig.14 Mapa físico del plásmido p B2, por Servín, 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 ligación se 

introdujo por transformación 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 R5 + thio a 29 *C hasta llegar a una esporulación total. Se 

cosecharon las esporas y fueron inoculadas en tubos con medio LB + thio a 29 °C durante 3 días. 

A las diferentes muestras se les realizarán minipreps y se digirierón con las siguientes 

endonucleasas para comprobar la estructura del plásmido: SstI, Bamill y PsiI. 

Al plásmido en el que el fragmento EcoRI-BamHI que contiene la región spd se había 

ligado con el fragmento EcoRI-BglII del pB2 se le llamó pB53 (Fig.15). 

* Se realizó una cruza entre las cepas (TK64 y TK64 con el pB53), para la observación de los 

"pocks" y sí se observaron. 

Aislamiento del plásmido pB57. 

El pB50 fue digerido con la enzima Bam Hl 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 región esencial del pB50 y lleva incluido el gen de resistencia a 

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

mezcla de ligación fue introducida a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio R2YE 

+ thio las cuales se incubaron bajo las mismas condiciones. Las colonias se tomaron con palillos 

estériles y se sectorizaron en cajas con medio R5 + 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 con BainHI. 

Al plásmido que tenía la estructura deseada (fragmento recircularizado), se le llamó pB57 

(Fig.16). 

Aislamiento del plásmido p0511. 

El plásmido pB50 fué digerido con la enzima Ncol, lo que genera una delación de 2.5 Kb 

que abarca los genes involucrados en la transferencia. La digestión total, se corrió en un gel LMP 

(12 volts, por 14hrs). Se aisló la banda de mayor tamaño (9 Kb) y dicho fragmento fue 
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recircularizado con la ligasa T4. La ligación se introdujo a la cepa TK64 por transformación en 

cajas con medio R2YE, las cuales se dejarán esporular a 29 ° C. Las esporas se cosecharon con 

palillos estériles y se inocularon en cajas sectorizadas con medio R5 + 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 

días. Se realizaron minipreps a las diferentes muestras, las cuales fuerón digeridas con BandlI. 

Al plásmido que contenía la deleción del fragmento NcoI de 2.5 Kb se le llamó pB58 

(Fig.17). 

Aislamiento del plásmido pB59. 

El plásmido pB50 fué digerido con la enzima BstXI, eliminando un fragmento de 500 pb 

que comprende parte del gen traA y el principio del gen traB. Se corrió la digestión total en un 

gel LMP 06% (12 volts, por 14hrs), se purificó y recirculariz.o la banda de mayor tambo, con la 

ligase T4. La ligación fue introducida a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio 

R2YF. + thio incubadas a 29 °C hasta obtener las colonias transformantes bien esporuladas. Las 

esporas fueron cosechadas e inoculadas en cajas sectorizadas con medio R5 + thio las cuales se 

incubarán a 29*C hasta obtener los sectores bien esporulados. Se cosecharon las esporas y se 

inocularon en tubos con LB + thio por 3 días. Se realizaron minipreps a todas las muestras y se 

digirierón con la enzima BamHI. 

Al plásmido que tenla la deleción del fragmento de BstXI se le llamó pB59 (Fig.18). 

Aislamiento del plásmido p815. 

El plásmido pJV1 fue digerido con la enzima Asp7001 (que deja extremos romos), la cual 

corta en un solo sitio dentro del gen traB. Por otro lado se obtuvo un fragmento de 1.1 Kb de 

Bel', que contiene el gen de tsr, del pIJ702, y se trató con la Klenow para hacer romos los 

extremos y permitir la ligación con el pJV 1 digerido con Asp700I. La ligación del pJV1 con el gen 

tsr fue introducida a la cepa TK64 por transformación en cajas con medio R2YE + thio a 29°C 

hasta que las colonias se encontraron bien esporuladas. Las colonias de esporas se cosecharon e 

inocularon en cajas sectorizadas con medio R5 + thio a 29°C. Las esporas se cosecharón e 

inocularón en tubos con medio LB+thio por 3 días a 29°C. Se realizarán minipreps a todas las 

muestras y se digirierón con BamIII, encontrando el siguiente patrón: una banda de 2.5 y 2 

bandas de 4.6 Kb. 
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Al plásmido con esta inserción del gen tsr en traB se le llamó pB75 (Fig.19). 

Determinación de la existencia de un sistema Kil-Kor en el plásmido pJVI. 

Con base en la secuencia del plásmido pSN22, la cual es muy parecida a la del p1V1 en los 

genes tra, podría presentarse un sistema Kil-Kor similar al de dicho plásmido, en el cual el 

producto del gen traR provee la función Kor y los productos de los genes traA y traB las 

funciones Kil. 

La única enzima para la cual existe un sitio único dentro del gen traR en pJV1 es la enzima 

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

A) Eliminación del sitio Bpu11021. 
El pB50 fue digerido con la enzima Bpu11021, que interumpe el inicio del gen Ira& Se 

checo 1 pl de la digestión en un gel de agarosa 1%. El resto de la digestión fue corrida en un gel 

LMP 0.6% (14hrs a 12 volts). Se purificó la banda de mayor tamaño y fue recircularizada con la 

ligara a temperatura ambiente, después de eliminar los extremos cohesivos por medio de 

tratamiento con Klenow, lo cual genera una mutación al insertarse un aminoácido de más. Este 

plásmido fue incorporado al sistema de Streptomyces por transformación en cajas con medio 

R2YE y antibiótico (thio) incubadas a 29°C hasta obtener las colonias bien esporuladas. Las 

colonias transformantes se sectorizaron en cajas con R5 + thio a 29 °C hasta que se encuentren 

bien esporulados. Se cosecharon las esporas y fueron inoculadas en tubos con LB+thio durante 3 

días. A todas las muestras se les realizaron minipreps y fueron digeridas con la enzima BamHI, 

comparando el tamaño de los fragmentos con el marcador de peso molécular. 

Se observó que algunos plásmidos daban el patrón normal de bandas con BamHI, mientras 

que otros daban un patrón correspondiente a un plásmido más pequeño (Fig.20). Al chocarlos con 

Bpu1102I se observó que los que daban el patrón normal con BamHI si se digerían con 

Bpu11021, debido a que el tratamiento con Klenow no fue 100% eficiente, mientras que los más 

pequeños si habían perdido el sitio de Bpu11021 (Fig. 21). 
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Fig.20. Gel de agarosa de alto punto de fusión (1%), por electroforesis se corrieron las muestras 

con los plásmiclos mutados en el sitio de Bpu l 1021, los cuales fuerón digeridos con Bam1-11 y Ssil. 

Las muestras con el DNA en los carriles 1.6 fuerón digeridos con BamHl, en el carril 7 esta el 

marcador de peso molecular (1.P.s11) y finalmente los carriles 8-12 son las mismas muestras solo 

que digeridas con Sstl. Las muestras con el DNA en los carriles 5 y 6, digeridas con BantH1 dan 

el patrón normal de bandas (5.7, 3.6 y 2.5Kb); mientras que las muestras de los carriles 1-4 la 
banda de 2.5Kb disminuye de tamaño. La muestra de DNA en el carril 12 digerida con 5s11 da el 
patrón normal de bandas de un plásmido que no tienen mutado el sitio de Bpul 1021, mientras que 

las muestras de los carriles 8-11 la banda que contiene el sitio 13pul 1021 mutado es más pequeña. 
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Fig.21. En el gel de agarosa al 1%. por electroforesis se corrieron los plásmidos que llevan 
mutado el sitio Hm/ 111021; los cuales fuerón digeridos con la misma enzima para comprobar que 
realmente tienen mutado el sitio Las muestras con el DNA en los carriles 1-4 no fuerón digeridos 
con la enzima, por lo que estos plásmidos si perdierón el sitio de Bpsi11021, mientras que los 
DNAs en los carriles 6 y 7 si fuerón digeridos con la enzima, presentando una banda de 11.8 Kb 
en ambas muestras, por lo que estos plásmidos no perdierón el sitio de Bpul 1021. 
En el carril 5 se encuentra en marcador de peso molecular (XPsll). 
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B) Delación del intervalo Scal-Bpull011. 

Al plásmido pB50 se le realizó una digestión doble, empleando las enzimas Bpul 1021 y 

Scal, lo cual eliminaría el gen traR sin tocar traA y traB. Se chacó 1 µI de la digestión 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 tamaño, la cual fue ligada durante 10 hrs a temperatura ambiente, 

después de tratarla con Klenow. 

De la ligación total se transformarán 10µI en la cepa TK64 sobre cajas con medio R2YE + 

thio las cuales se incubarón a 29 ° C. Al analizar las minipreps de las colonias resultantes se 

observó que todas daban plásmidos de un tamaño menor a lo esperado, en los que se habla 

perdido espontáneamente traA y traB (Fig. 22). 

C) Deleción del intervalo Bpu11021-EcoRL 

Al plásmido p1350 se le realizó una digestión doble con las enzimas Jipo 11021 y Ecoltl, lo 

cual eliminaría los genes traA y traB y el inicio de ira& Se chacó 1 pl de la digestión en un gel de 

agarosa 1%. El resto de la digestión fue corrida en un gel LMP 0.6% (12 volts, por 14 hrs). Se 

'extrajo la banda de mayor tamaño, la cual fue ligada durante 12 hrs a temperatura ambiente, 

después de tratarla con Klenow. El plásmido con esta delación se llamó 0376 (Fig 23) Por 

transformación fue incorporado este plásmido a la cepa Tk64 sobre cajas con medio R2YE + thio 

incubadas a 29 ° C. Se observó que todas las colonias dieron plásmidos del tamaño esperado. 
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Fig.22. En el gel de agarosa al 1%, se corrieron por electroforesis las muestras que tienen los 
plasmidos mutados en los sitios 14ml 1021-Seat. 
- Las digestiones a la izquierda del marcador de peso molecular fuerón hechas con 1-1amill; 
mientras que las muestras de la derecha se trataron con Ssil. 
- Todas las muestras dieron tamaños menores a los esperados. 
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Fig.23 Mapa físico del plásmido pB76. 



DISCUSION. 

Nosotros reportamos aquí el analisis funcional y estructural de los genes involucrados en 

los mecanismos de transferencia y diseminación del plásmido pJVI mediante el empleo de 

mutaciones en diferentes regiones del plásmido. 

Los resultados obtenidos sobre las frecuencias de transferencia del plásmido y el paso de 

marcadores cromosómicos (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 plásmido. 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 plásmido 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 plásmido se transfiere con una alta 

eficiencia de una cepa hacia otra, por medio de la conjugación bacteriana. La alta eficiencia en la 

transferencia también ha sido encontrada en otros plásmidos libres con alto número de copias 

como son el pU101 (Kendall y Cohen, 1987, 1988) y el pSN22 (Kataoka et al, 1991a). En los 

plásmidos que se encuentran integrados en regiones especificas del cromosoma también se ha 

medido la frecuencia de transferencia, entre los que destaca el pSAM2 aislado de Streptomyces 

ambofaciens, del cual se sabe que cuando se encuentra libre en el citoplasma celular se replica de 

manera autonóma y se transfiere con una alta eficiencia de 100% al igual que lo hacen los 

plásmidos libres con alto número de copias. 

Los dos datos obtenidos sobre la frecuencia de transferencia del pB50 de 9.82 (82%) 

(TK54, receptora del plásmido) y 0.81 (81%) (TK64, receptora del plásmido) se encuentran muy 

cercanos al 100% obtenido para el plásmido silvestre, por lo que el p850 es un plásmido que se 

transfiere también con alta eficiencia; al parecer la inserción del gen tsr en el sitio único de BgIII 

del plV1 no afecta la transferencia del plásmido, ya que la inserción de este gen se encuentra en 

una región no codificadora para algún gen importante en el mantenimiento del plásmido o para la 

transferencia misma. La presencia del gen tsr en el pB50, tiene la ventaja de que permite 

seleccionar lai colonias que contienen el plásmido, mediante la resistencia al antibiótico. 
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El plásmido pB2 carece de una región de 2.3 Kb que contiene a los genes .spd, 

involucrados en la diseminacion del plásmido a lo largo del micelio receptor. El dato obtenido 

sobre la frecuencia de transferencia del pB2 fue de 9X104  , es decir 100 rail veces menor a los 

datos encontrados en los plásmidos mencionados con anterioridad; este resultado muestra una 

enorme baja en la transferencia del plásmido, lo cual posiblemente sea atribuido a la falta de los 

genes spd (spread) y a la presencia del origen híbrido. 

Al analizar el dato obtenido para el plásmido pB53, que es el pB2 con los genes spd 

reintroducidos, se observó 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 plásmido; aunque la transferencia no fue tan 

eficiente como en los plásmidos (pJVI y pB50) de alguna manera la presencia del origen híbrido 

del pB2 pudiera interferir, en que la transferencia no sea muy eficiente. 

La mayor parte de las deleciones fuerón realizadas en el plásmido pB50, por la presencia 

del gen tsr lo cual facilitó la expresión y selección de aquellas colonias que presentaran al 

plásmido con el gen de resistencia ante el antibiótico (thio). 

La deleción de 500 pb entre los dos sitios BstXI en el pB50, formando el plásmido 0359, 

interrumpió el final del gen traA y el principio del gen traB; el dato encontrado para la frecuencia 

de transferencia del pB59 es < 10'7, dicho valor se encuentra muy cercano a cero de transferencia. 

Aunque se sintetiza la mayor parte de la proteína TraA el producto formado por el gen traB no 

existe. Al parecer ésta es la proteína más importante para la transferencia intermicelial del 

plásmido durante el evento de conjugación bacteriana del pJVI. 

Una deleción mayor de 2.3 Kb fue llevada a cabo en el p850 para la interrupción de todo 

el sistema involucrado en la transferencia intermicelial, como son los genes traA, traB y traR. 

Este sistema se encuentra localizado entre los dos sitios Ncol-NcoI, el dato encontrado para el 

plásmido pB58 es <10'7, dicho valor es muy cercano a cero de transferencia, además de ser igual 

al encontrado para el pB59. 

Las deleciones de los fragmentos internos de BsIXI y NcoI han afectado claramente la 

transferencia de los derivados del pJVI; si comparamos los datos obtenidos para los plásmidos 

pJVI y p850 en los cuales la transferencia fue 100% y 82% respectivamente, mientras que en los 

plásmidos pB59 y pB58 diminuye a <104. 



La deleción de todo el sistema responsable de la transferencia y diseminación de las 

poblaciones de plásmidos, fue llevada en el pB50 formando el plásmido p1357 de 5.7 Kb, este 

pequeño vector se encuentra formado por la región esencial y el gen tsr, la frecuencia de 

transferencia encontrada en pB57 fue <104  este valor es nuevamente muy cercano al cero de 

transferencia, lo sorprendente es que el valor esperado para este caso en particular debió de ser 

cero absoluto; ya que el plásmido pB57 carece del operón involucrado en la transferencia y en la 

diseminación de las poblaciones de plásmidos. Por lo que las pocas colonias que aparecieron en 

los medios de selección seguramente fuerón colonias revertantes, estas colonias además de ser 

más pequeñas en comparación a las colonias normales, por alguna razón tienen la capacidad de 

revertir la mutación y pueden crecer en los medios de selección. 

En el plásmido pB75, el dato obtenido sobre la frecuencia de transferencia fue 7.3X104  

este valor es mayor al encontrado en las otras mutaciones realizadas en los genes Ira de los 

plásmidos pB57, 0358 y p1359 	104). El claro aumento que se presenta en la frecuencia de 

transferencia para este vector (pB75) posiblemente sea debido a una complementación de los 

productos formados por los genes Ira. Como-la mutación fue llevada al término del gen traB la 

mayor parte de la proteína TraB es sintetizada y su funcionalidad se encuentra complementada 

por el producto del gen traA, el cual sí se sintetiza completamente. El producto formado por el 

gen traA y la proteína TraB mutada en su parte final por la inserción del gen de tsr, provoca que 

se manifieste la transferencia, por pequeña que sea esta. 

Con todo lo anterior podemos mencionar que los genes involucrados en la transferencia 

intermicelial del 01/1  son traA y traB, la ausencia de ambos provoca una baja en la transferencia 

del plásmido p1V1. Al parecer el gen mas importante en la transferencia intermicelial del pJVI es 

traB, por el dato obtenido en el plásmido pB75; aunque se encuentra funcional el producto del 

gen traA y se sintetiza la mayor parte de la proteína TraB, es claro que esta última debe ser 

sintetizada completamente para que la transferencia aumente al 100%. Por lo que el producto del 

gen traA solo complementa al producto del gen traB. Para apoyar un poco mas estos 

fundamentos, lamentablemente no se pudo realizar una mutación sólo 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 plásmidos 

con alto número de copias, los genes involucrados en la transferencia intermicelial del plásmido no 
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deben estar mutados, como sucedió con los plásmidos pJV1 y pB50. Reportes muy similares se 

han descrito para los plásmidos pU101 (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 cuantificación de las colonias presentes en las diferentes condiciones de 

selección presentes en la tabla U, para el plásmido !UVI así como para los diferentes derivados del 

mismo, el número de colonias recuperado de la cepa TK54 fué mayor que el número de colonias 

encontrado para la cepa TK64, para lo cual fué necesario realizar una cruza al inverso empleando 

un plásmido que presenta una frecuencia de transferencia muy elevada, como lo es el pB50, con la 

finalidad de comprobar si la recuperación de un número mayor de colonias pertenecientes a la 

cepa TK54, es debido a la presencia del plásmido o a las características propias de la cepa de 

Streptomyces lividans. En la cruza inversa se encontró nuevamente un mayor número de colonias 

recuperado por parte de la cepa TK54 en las diferentes condiciones de selección, lo cual sugiere 

que esta cepa forma un mayor número de colonias que crecen y esporulan más rápido que las 

colonias formadas por la cepa TK64, la cual forma colonias que crecen y esporulan más 

lentamente. Los resultados demostraron que el mayor número de colonias encontrado de la cepa 

TK54, es debido a características particulares de la cepa. Por otra parte la frecuencia de 

transferencia obtenida en la cruza inversa con el pB50 fue 81%, este dato es similar al encontrado 

para el mismo plásmido en la cruza mencionada con anterioridad. 

Como producto de las funciones de transferencia existen plásmidos en los Streptomyces 

que presentan la capacidad de movilizar genes presentes en el cromosoma de le célula donadora 

hacia la célula receptora del plásmido. 

En cuanto a la frecuencia de recombinantes que refleja la capacidad del plásmido de 

movilizar al cromosoma (CMA), los datos se muestran en la tabla III. Para la determinación de 

esta característica se emplearon los fenotipos de las cepas de Stretopmyces lividans mostrados en 

la tabla I, en donde la cepa TK64 es Prof, StrR, mientras que la cepa TK54 es Hist-, Leti y SpcR. 

La frecuencia de recombinantes obtenida para el control negativo es de cero ya que esta 

cruza no contiene ningun plásmido. Todos los datos sobre la frecuencia de recombinación fueron 

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

para el plásmido pJV1 fue de 5.2X104  Este valor es aproximadamente la mitad del encontrado 
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para el pB50 (11.6X104), lo que refleja que ambos plásmidos presentan la capacidad de movilizar 

genes cromosómicos (cma), de la célula donadora (TK64) hacia la célula receptora (TK54) con 

eficiencia similar. Previos estudios mutacionales en las regiones de transferencia de los plásmidos 

pU101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et al, 1991a) y SCP2* (Brolle et al, 1993) 

demostraron que estos diferentes plásmidos presentan la habilidad de movilizar genes 

cromosómicos (cma). 

El plásmido pB2, aunque presentó una frecuencia de transferencia disminuida unas 100 

mil veces, en comparación a las frecuencias encontradas para los plásmidos p.IN/1 y 050; el valor 

obtenido sobre la frecuencia de recombinantes fue 4,4X104, el cual es muy similar al encontrado 

para los plásmidos pAll y pB50; por lo que la ausencia de los genes .spd no afecta la capacidad 

del pB2 sobre la movilización de genes cromosómicos. Reportes muy similares han sido descritos 

para los plásmidos pU101 (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 plásmidos mutados y al compararlas con los plásmidos silvestres, esta nó se 

encontraba afectada, En el plásmido pB53 la frecuencia de recombinación encontrada es 2.4X10-5, 

este valor es mayor al encontrado en los plásmidos mencionados en la tabla Uf, por lo que de 

alguna manera la presencia de todo el sistema spd nos muestra un pequeño aumento del cma. 

En el caso de los plásmidos pB57 y pB58 que presentan mutaciones en los genes Ira, el 

dato obtenido sobre la frecuencia de recombinantes fue <le en ambos plásmidos. Mutaciones 

realizadas en los sistemas Tra de los plásmidos pU101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka 

et al, 1991a) y SCP2*(Brolle et al, 1993) afectaron la capacidad de movilización del cromosoma, 

es decir estos plásmidos, al tener mutados los genes responsables de la transferencia primaria, no 

presentan la capacidad de movilización del cromosoma, por lo que los genes Ira tienen dos 

funciones: se encuentran involucrados en la transferencia primaria y son esenciales para la 

movilización del cromosoma (cma). El valor obtenido para ambos plásmidos (pB57 y pB58) debió 

de dar cero ya que los genes involucrados en la movilización del cromosoma no existen, 

seguramente las pocas colonias que se encontraron en las cajas de selección de recombinantes 

fueron revertantes. 

Como se aprecia el plásmido pB59 si presenta cma (1.04X10.6) aunque tiene mutados los 

genes Ira en diferentes regiones, la síntesis de la mayor parte de los productos de los IraA, 
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posiblemente son los responsables de la movilización del cromosoma. Lo mismo sucedió con el 

plásmido 075 aunque tiene mutado el gen traB en su parte final, presenta un valor de 1,20X116, 

la frecuencia de recombinación de este vector es mayor a la encontrada en pB59, la presencia de 

la proteína TraA y la mayor parte de la proteína TraB se encuentran involucradas en la 

movilización del cromosoma. 

En los plásmidos de Streptomyces se ha identificado una característica fenotípica como 

producto de las funciones de transferencia, denominada zigozis letal o formación de "pocks". Se 

han identificado y caracterizado a través de estudios genéticos los genes responsables de esta 

función denominados genes spd responsables de la diseminación y formación de los "pocks". Este 

fenotipo ha sido observado en los plásmidos p13101 (Kendall y Cohen, 1988), pSN22 (Kataoka et 

al, 1991b; Kataoka et al, 1994a), SCP2* (Brolle et al, 1993) y en los plásmidos 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 formación de los "pocks". En el caso de los plásmidos pIVI, pBSO y 

pB53 se observó la formación de "pocks", los cuales son visibles a simple vista, los "pocks" 

observados en estos plásmidos, son muy similares en tamaño, morfología y coloración. El 

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

la formación de "pocks". 

En los plásmidos con atto número de copias de los Streptoutyces se ha identificado un 

sistema de genes involucrado en la transferencia denominado Kil-Kor, en donde los genes kit 

desempeñan funciones específicas en la letalidad en ausencia del gen kor que forma la proteína 

represora de los 	El fenotipo Kil-Kor ha sido identificado en los plásmidos: 1,11101 (Kendall y 

Cohen, 1987; Stein et al, 1989; Stein y Cohen, 1990; Tai y Cohen, 1993, 1994), pSN22 (Kataoka 

et al, 1994a). En el plásmido pJV1 se comprobó la presencia de los genes involucrados en dicho 

sistema, a través de mutaciones en las regiones Tra del 0350. 

Los resultados demostraron que las cepas que adquirieron el plásmido 050 mutado con 

Bpul 1021, se encontraron colonias crecidas en las cajas con medio de selección. La mayoría 

conservaban el sitio Bpu11021 y correspondían al plásmido silvestre, mientras que las que carecían 

del sitio Bput1021 (y por lo tanto tenían mutaciones en traR) habían perdido parte de los genes 

lraA y traB espontáneamente, sugiriendo que un plásmido con traR mutado y traA y traB 

normales no es viable. 
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El plásmido mutado de EcoRI-Bpu1102I (deleción de los Ira), las colonias encontradas en 

el medio, pudierón hacerlo ya que sus plásmidos que adquirierón carecen de los genes 

responsables del fenotipo Kif Aunque estos plásmidos presentan un frecuencia de transferencia 

sumamente baja, las células que los adquieren presentan la capacidad de crecer. 

En el caso de la mutación del pB50 digerido con Bpu11021-Scal la eficiencia de 

transformación de estas colonias fue sumamente baja. Con esta mutación se deletó el gen traR 

dejando los 2 genes Ira (IraA y traB) que al parecer son los genes involucrados en la 

manifestación del fenotipo Kil. Esta baja en la frecuencia de transformación fue devida a la 

ausencia del gen traR (kor, que sintetiza la proteína reguladora de la expresión de los genes kil), 

de tal manera que la mayor parte de las colonias transformantes murieron por el plásmido 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 obtuvierón colonias en el medio, 

mientras que en el 050 sí se encontraron algunas, lo cual podría deverse a una serie de rearreglos 

que sufrió el plásmido, es decir que las colonias observadas contenían plásmidos sin el gen kor 
pero además perdierón ciertas porciones de los genes kil, lo cual permitió la sobrevivencia de.  

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

Esto fue confirmado por digestiones realizadas sobre las pocas colonias que aparecieron 

en el medio, los patrones de restricción se muestran en las fotograllas de los plásmidos. 

Con todo lo anterior, podemos mencionar que los genes involucrados en la expresión del 

fenotipo Kil-Kor presentes en el pJVI son: IraA y traB (kilA y kiffi), mientras que el gen traR 
(kor); el mismo patrón se genes fue encuentrado en el plásmido pSN22 por Kataoka et al, 

(1991a). 

La regulación de los genes Ira del pJV 1 y pSN22, es muy similar al que se presenta en los 

genes Ira del plásmido p11101. La función del producto del gen traR en los plásmidos pJVI y 

pSN22, es muy probablemente la misma a la del KorA en ol 0.1101, en donde su funcionalidad es 

autorepresora y represor del operón Tra. En el plásmido pSN22 son IraA, traB, .spdA ,spd13 
(spdB1, spdB2, spdB3 y spd4), por Kataoka et al, (1994a); en el plJ101 son Ira, spdA y spdf3, 
por Kendall y Cohen, (1988), finalmente en el pJVI son IraA, lraB, spd (spdf, .spdll„spdflf y 

.spdIV). No se ha encontrado en el p1V1 al igual que en el pSN22, el segundo sistema Kil-Kor 

analogo a los genes (kilB y korB) del p11101 (Tai y Cohen, 1994). 
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CONCLUSIONES. 

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

movilización cromosómica (cma), diseminación, formacion de "pocks" y el sistema Kil-Kor del 

plásmido OVI de Strepiomyces phaeochromogenes. 

2. Los plásmidos derivados del pJV1 fueron donados sin ningún problema, en las cepas de 

Streptomyces lividans. 

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

movilización de genes cromosómicos presentes en el pJV1 son: traA y traB. 

4. Los genes responsables de la transferencia secundaria o intramicelio (diseminación), así como 

encargados de la formación de los "pocks"- en el pJVI son: los spread (spdl, spdil, spdIII y 

spd1V). Este sistema de genes es muy similar al que se presenta en el plásmido pSN22. 

Curiosamente el pJV1 carece de un spd presente en el plásmido pSN22 (spdA). 

5. Al igual que otros plásmidos con alto número de copias, entre los que destacan el p1J101 y 

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

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

genes responsables de la transferencia del pJV1 afectan la transferencia y la movilización de 

genes cromosómicos (cma). 

7. La carencia de los genes spd (responsables de la diseminación del plásmido a lo largo del 

micelio receptor) en el p132 afecta la frecuencia de transferencia disminuyéndola hasta unas 

100,000 veces, sin afectar la capacidad de movilización del cromosoma (cma). Mientras que en 

el p1353, la transferencia aumentó hasta un 52% al reintegrar los genes spd. 
8. La presencia de mutaciones en los genes spd del pf V1 afectan la formación de los "pocks", 

pero no alteran la capacidad de movilización del cromosoma (cma); datos muy similares han 

sido en contrados en los plásmidos: SCP2*, pIJ101 y pSN22. 

9. Los genes responsables de la manifestación del fenotipo Kil-Kor presentes en el pJV1 son: kilA 
(traA) y kilB (traB), estos genes son seguramente regulados por el producto del gen traR 
(Kor), ya que ninguna célula es capaz de sobrevivir en ausencia del represor de los kil si éstos 

están presentes. Datos muy similares han sido reportados en los plásmidos pSN22 y pU101, 

por Kataoka et al, (1994) y Cohen et al, (1989). 
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10,Debido al parecido significativo del patrón de genes que determinan la replicación, 

transferencia, diseminación, formación de "pocks", cma y la manifestación del fenotipo Kil-

Kor, en los plásmidos pJV1, pSN22 y pU101, se ha propuesto que estos plásmidos presentan 

una organización modular. 
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