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RESUMEN

En un trabajo previo se cloné y secuencio el gen de bipasa de Strepromyces albuy “G”
(Cruz 1993), en el cual se habian detectado tres marcos de lectura ORF1 (/ip), ORF2 y el ORF3.

El inicio del marce de lectura tres, se complet6 al secuenciar los fragmentos de 1.1 Kb ¥
parcialmente el fragmento de 3.25 Kb de Smal, obtenidos a partir de la clona pBG2. [l tamaiio
del ORF3 es de 2672 pares de bases y codifica para una proteina de 890 aminoacidos. Al mismo
tiempo se encontrd un nuevo marco de lectura denominado ORF4 hacia abajo del ORF3, que no
presenta similitud con ninguna proteina conocida de Strepromyces.

El producto del gen correspondiente al ORF3 es homélogo al activador transcripeional de
la lipasa de Streptomyces sp M11 (Pérez, 1993) y al activador transcripcional de la lipasa de
Strepromyces coelicalor A3(2) (Vialdez. O. 1995 comunicacidn personal).

Sin embargo, a pesar de todas las similitudes en secuencia con otros activadores no se ha
- determinado si la baja produccién de lipasa se deba a que el producto del ORF3 realmente no

este funcionando como activador transcripcional de la lipasa de Streptomyces albuy “G™.




INTRODUCCION.

El género bacteriano Streptomyces, pertenece a la familia Streptomycetaceae, del orden
de los Actinomicetes; sus miembros se caracterizan por ser eubacterias gram +, con un alto
contenido de G+C en su genoma, aproximadamente 73% mol {Wrigth er al; 1992). Son aérobios
estrictos y un componente importante en la poblacién bacteriana de muchos suelos, donde

participan en el reciclamiento de nutrimentos (Goodfellow e al; 1983).

La diferenciacion morfolégica-funcional que presentan es compleja. Su ciclo de vida
comprende dos etapas, una fase vegetativa miceliar colonizadora y otra fase reproductiva de
dispersion (Chater y Merrick, 1979). A partir de una espora se desarrolla una colonia con
crecimiento miceliar de hifas ramificadas cenociticas multinucleoidadas, que penetran en el
intersticio del sustrato, las cuales secretan enzimas hidroliticas extracelulares, tales como
celulasas, amilasas, proteasas v nucleasas, a partir de los productos de degradacién de estas
enzimas la colonia obtiene sus nutrimentos; una vez que estos se convierten en un factor
limitante, el micelio vegetativo presenta lisis, mientras que algunas zonas de la colonia
experimentan un proceso de diferenciacién, dando lugar a micelio aéreo; durante esta ctapa los
cambios tipicos en la colonia son la formacién de metabolitos secundarios, tales como
antibifticos y pigmentos asi como el almacenamiento de glucégeno (Chater er al. 1989;
Yoshitaka et al; 1992); la segmentacion de las hifas aéreas forma cadenas de células haploides
uninucleoidadas, que posteriormente se diferencian en esporas pigmentadas hidrofdbicas, las
cuales son dispersadas por varios factores como viento, lluvia, insectos, artropodos, etc. (Chater

et al; 1989, Schauer e/ al; 1988); ver figura 1.

La coordinacion de los mecanismos que controlan la interaccién entre el desarrollo
morfolégico y funcional aiin no se comprenden del todo, ya que en estos sistemnas la regulacién

se da a diferentes niveles (Chater., 1989).
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Algunas especies de Streptomyces coordinan la diferenciacién de una colonia por el uso
de feromonas, como lo es el factor “A”, sirviendo como sefales intercelulares en esta etapa.
Asimismo la serie de genes bld, de los cuales se conocen diez loci en Streptomyces coelicolor,
bldA. bldB, bldC, bldD, bldF, bldG, bldH, bldl, bldK y bld261; que participan directa o
indirectamente en el control de la sintesis de algunos antibidticos y de algunos genes de
esporulacién; un ejemplo es el gen Aldd, que codifica para un tRNA de leucina, el cual se
acumuia en la fase tardia de] crecimiento bacteriano, este se considera como un mecanismo
regulatorio traduccional para genes de esporulacién y para la produccion de antibioticos
(Hopwood y Chater, 1989); este gen a su vez parece estar regulado por otro gen denominado
bidl, el cual puede estar interfiriendo directa o indirectamente con la region promotora de hidA o
podria ser requerido para la expresion de un factor transcripcional (Chater, 1989; Leskiw, 1995).
El gen b/dB esta claramente involucrado en la represidn catabélica, el nivel de ARNm es bajo
durante el crecimiento vegetativo y se incrementa en la iniciacién del desarrolio y se ve
involucrado en su propia transcripcion ya que la proteina BIdB interactila directamente con su
propio promotor y presenta un motive de unién a ADN del tipo " hélice-vuelta-hélice en el
extremo carboxilo terminal. (Pope. M. ef af, 1998). El locus bldK consiste de cince marces de
lectura abiertos que son homélogos de transportadores de membrana de la familia de los
oligopéptido permeasa, los cuales son responsables del importe de sefiales extracelulares para la
iniciacién de la morfogénesis. El gen bldD es requerido para la produccion de antibidticos y
diferenciacion morfologica y ejerce sus efectos positivamente al nivel de transcripcion de esas
vias. La proteina BIdD presenta un motive de unién a ADN del tipo hélice-vuelta-hélice cerca
del extremo carboxilo terminal y al parecer regula negativamente su propio producto (ELLIOT,
M.. et al 1998). La diferenciacién es gobemada por una cascada jerdrquica de sefales
intercelulares v los genes d/d gobiernan indirecta o directamente la produccién de sehales

extracelulares.

Implicados en la fase de esporulacién se encuentran también los genes whi, de los cuales
se conocen nueve clase de mutantes whid, whiB, whiC, whiD, whiE, whiF, whiG, whif y whil.
Los mutantes whi se caracterizan por desarrollar un micelio aéreo blanco ya que fallan en

producir el pigmento gris que esta asociado con las esporas (Davis, N. y Chater K... 1992} como
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ejemplo whiG codifica para un factor sigma (6" el cual es necesario en la inictacion de la
esporulacion. El gen whiB codifica para una proteina similar a los factores de transeripeion
esencial para la esporulacion y whiE codifica para la pigmentacion normal de la espora (Yu Tin-

Wein y Hopwood, 1995).

En S coelicolor A3(2) también se han detectado cuatro genes hrdA, hrdB, hrdC, hrdD
que codifican factores o altamente homélogos a 6™ de E. coli, se ha demostrado que sélo firdB
es esencial para el crecimiento; genes homélogos de hrdd, hrdB y hrdD se encuentran en S.
aurcofuciens y se ha demostrado quc estos ultimos se requieren en diferentes etapas del
desarrollo, hrdB se expresa en todos los estados de desarrallo de la colonia, ArdD se expresa séio
durante 1a diferenciacion del micelio vegetativo adherido al sustrato y hrd4 se presenta durante la

formacién de micelio aéreo (Kormanec ef al; 1993).

Durante la fase del metabolismo secundario, se han reportado proteinas que poseen una
caracteristica regién hélice-vuelta-hélice que se une a un sitio especifico del ADN; como el gen
activador strR, el cual codifica para una proteina que regula la produccién de estrepiomicina en
3. griseus (Retziaff e al; 1995); también los antibidticos actinotrodina, undecilprodigiosina. asi
como la produccitn de factor “A” en Streplomyces coelicolor se encuentran regulados por el gen
afsR, el cual posee una similitud con estas proteinas reguladoras de uni6n a dcidos nucleicos; por
otra parte, el producto de afsR también presenta una secuencia consenso de unién a ATP tipo Ay

B, es decir también se encuentra sujeta a una regulacion por fosforitacion (Horinuchi er a/; 1990).

Un nivel de regulacién adicional ocurre a nivel transcripcional, debido a la existencia de
diferentes holoenzimas de la RNA polimerasa; la heterogeneidad existente en los promotores y la
evidencia de diferentes factores. Estas enzimas pueden reconocer diferencialmente secuencias
promotoras de genes en Streptomyces. Un ejemplo de esto es el gen de fa agarasa (dagd) de S
coelicolor A3(2), el cual presenta cuatro sitios de inicio de la transcripeion y al menos tres
diferentes holoenzimas de la RNA polimerasa que intervienen en el reconocimiento de estos

sitios; caracteristicas similares han sido encontrados para el gen de resistencia a neomicina (aph/)
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de S fradiae, (Janssen er al; 1989); y en el eperon de galactosa de S lividans (Fornwald et al;
1987).

A nivel traduccional aparentemente en Streplomyces no siempre se requiere de un sitio de
unién a ribosomas (Janssen ef af; 1989). En algunos genes el primer codén nucleotidico del RNA
mensajero actda como sitio de iniciacion traduccional, tal es el caso del gene afy el cual
interviene en la formacion del factor “A” de S, griseus (Horinuchi, ef al, 1989); un caso similar

se presenta con el gene aphl de S. fradie (Janssen et af; 1989).

La biosintesis de metabolitos secundarios es normalmente regulada a nivel transcripcional
por una rapida asimilacion de fosfatos. carbono y nitrogeno (Liras ef af; 1990); también muchas
enzimas involucradas en el metabolismo primario son estimuladas por fosfatos v asi proveen
grandes cantidades de precursores requeridos para la biosintesis de antibisticos (Asturias et al;

1990,

Durante la sintesis de antibidticos, se generan una serie de mecanismos de resistencia, los
cuales van desde la metilacion especifica de RNAs ribosomales (S az-ureus) para conferir
resistencia a eritromicina y tioestreptona, hasta la adquisicién de un transporte aclive como
alguna proteina de membrana, la cual se encarga de llevar a el antibidtico hacia el exterior {S.
eoelicolor, involucrado en la resistencia a metilenomicina), de esta manera se impide que los

antibioticos generados intoxiquen al microorganismo productor {Hopwood y Chater, 1989,

Los estreptomycetos presentan una serie de elementos extracromosomales, como son
plasmidos lineales y circulares conjugativos de alto y bajo nimero de copias, secuencias de
insercion, profagos y minicirculos, en los cuales pueden llevar genes de produccién y resistencia
a inhibidores como los antibicticos, tal es el caso de S. coelicolor €l cual presenta el plasmido
conjugative SCP1 el cual codifica para Ja metilenomicina (Hopwood & Chater, 1989). Asi como
una gran serie de mecanismos de reordenacién genémica, ya sea deleciones o amplificaciones
que no afectan el metabolismo primario de algunos Strepromyces en condiciones controladas,

(Altenbuchner y Cullum, 1985; Dyson y Schrempf. 1987). Ademas se ha considerado seriamente
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a S. lividans como un sistema de clonacion y expresion de genes de Streptomyces, asi como de
bacterias relacionadas con este género, ya que se ha demostrado que la RNA polimerasa de S.
lividans reconoce las seiiales de control transcripcional de E. eoli | Serratia marcescens, Bacillus
licheniformis y Mycobacterium bovis. La ausencia de un sistema medificacion-restriccion. la
presencia de una minima cantidad de enzimas proteoliticas que no degradarian el producto
secretado, y los vectores de clonacién derivados de Streptomyces hacen de este sistema un
recurso potencial para la investigacién basica y aplicada (Hopwood, D:A: ef af 1986; Henderson.

G. et al 1987; Gusek, T.W ¢r al; Bibb y Cohen,1982)

La generacién de agentes terapéuticos como antibiéticos, anticancerigenos, enzimas de
aplicacion industrial (amilasas, lipasas. etc) y de uso en la investigacion (enzimas de restriccion)
hacen de los Streptomyces una fuente potencial de recurses de interés humano (Chater, 1989;

Rodicio et al, 1988), ver tabla 1.

Las lipasas (EC 3.1.1.3) sc encuentran distribuidas en una gran vartedad de organismos
vivos; en bacterias y en eucariontes {(hongos, plantas y animales). La presencia de actividad
lipolitica se describié desde 1901 en Serratia marcescens, Pscudomonas aeruginosa 'y
Pseudomonas fluorescens y hasta ahora han sido las bacterias productoras de lipasas mas
estudiadas. Otras fuentes a nivel industrial son Pseudomonas: Jragi, Alcaligenes sp.,
Chromobacteriyum viscosum, Rhizopus delemar, Aspergillus niger v Candidu cylindracea.
Dentro del género Strepromyces se han descrito varias cepas ¢on actividad lipolitica (Sztajer er

al; 1988; Hass er al; 1991; Pérez ef al, 1993; Cruz ef al; 1994).

Las lipasas son hidrolasas que actiian sobre los enlaces carboxil-ésteres, presentes en
ésteres acilgliceroles, para liberar los correspondientes dcidos grasos y glicerol. Su principal
sustrato son triacilgliceroles de cadena larga y su actividad depende de la presencia de una
interfase agua-aceite. Se clasifican en tres grupos de acuerdo a la especificidad de su sustrato; el
primero no muestra especificidad posicional respecto a la estructura quimica del dcido graso (S
aureus, Corynebacterium acnes 'y Chromobacterium viscosum); el segundo grupo solo degrada

enlaces ésteres primarios. es decir en la posicidn C1 y C3 del glicerol (P. fragi. P. flnorescens y



P. geniculata)y y el tercer grupo rompe cadenas de acidos grasos, como la lipasa B de Geotrichun

candidum. la cual es especifica para los dobles enlaces entre los carbonos C9y C10.

Estas enzimas presentan una amplia versatilidad biotecnologica; la mayor aplicacion s el
desarrollo de sabores artificiales en la industria alimenticia, en la industria de los detergentes. en
la hidrélisis de grasas y aceites, asi como su coniraparte, en las reacciones de sintesis; en estas
Ultimas Yas mas importantes son las transesterificaciones va sea glicerolisis ¢ alcoholisis, es decir
la transferencia de un grupo acilo de un triglicérido a un aleohol 6 un glicerol {Jaeger et al; 1994

Hass et al; 1991), ver figura 2, observar tablas 2 ¥ 3.

La actividad de 1a lipasa depende de 1a presencia de una interfase, ya que estudios sobre la
estructura tridimensional de estas proteinas revelan que el sitio activa de la lipasa se encuentra
cubierta por una cadena polipeptidica la cual provoca que el sitio activo sea inaccesible a
moléculas de sustrato monomeérico. Pero cuando la lipasa se encuentra en una interfase lipido
agua, hay un cambio conformacional que lleva a que la cadena poli-peptidica se aparte y ¢l sitio
activo sea accesible. De esta manera una enzima muestra activacion interfacial en la presencia de

triglicéridos de cadena larga (Jaeger, er al; 1994).

Las lipasas solo muestran actividad cuando e! limite de la solubilidad del sustrato es
excedido, es decir cuando se forma una emulsion. A diferencia las esterasas (carboxil-esterasas
Ee. 3.1.1.1) degradan 4cidos grasos de cadena corta y su actividad se encuentra en funcion de la
concentracion de sustrato, como la descrita por Ja cinética de Michaelis-Menten, en la cual la
formacién de una emulsién no cambia Ia velocidad de la reaccidn, ver figura 3 (Jaeger, er of.,

1994).

La cinética de las lipasas no puede ser descrita con el modelo de Michaelis-Menten, Ya
que esto seria valido en una fase homogénea para enzimas y sustratos solubles. La cinética de la
catalisis para las enzimas lipoliticas consiste de dos pasos:

1.- La absorcidn fisica de la enzima a la interfase. la cual puede incluir una activacién de la

misma enzima.

[PV
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2~ La formacién de un complejo enzima-sustrato, en la cual el sustrato es hidrolizado para

dar el producto y regenerar la enzima absorbida, ver figura 4 (Jaeger, et al., 1694),

Las lipasas extracelulares normalmente aparecen en el medio de cultivo cuando las
bacterias alcanzan el final de la fase de crecimiento logaritmico. De esta manera la regulacion
podria intervenir a nivel transcripcional, traduccional y en 1a subsecuente secrecion de la enzima

a traveés de fas membranas celulares (Jaeger et of; 1994),

-En 1997 Banchio y Gramajo describieron la primera caracterizacion del metabolismo de
lipidos en Streptomyces coelicolor A3(2). A partir de estudios in vivo de la B-oxidacién con dos
enzimas de esta via, la acil-CoA sintetasa y la acil-CoA deshidrogenasa, se llegd a la conclusion
de que la degradacién de los acidos £rasos en este organismo es constitutiva, sin la necesidad de
la induccion de cualquier tipo de dcido graso. Los estudios de cinética indican que para dcidos
grasos de cadena corta como el octanato ya sea ionizado o desionizado, la entrada a la cétula es
por difusion simple, para acidos grasos de cadena targa como el palmitato en su forma jonizada
la entrada a la célula es por un mecanismo de transporte activo y cuando 'a molécula esta

destonizada esta difunde 2 traves de la mermbrana celular.

En Strepromyees coelicolor A3(2) la expresion de varios genes involucrados en la
utilizacion de fuentes alternativas de carbone se ven reprimidos por el metabolito glucosa. Pero
los datos indican que fa via de la $-oxidacion en este microorganismo en lugar de ser reprimidos
por glucosa se ven estimulados, al menos para acidos grasos de cadenas largas. Esta estimulacion
puede ser en dos niveles; 1) por incrementar la importacion de los 4cidos grasos, afectando el
componente transmembranal que se encarga del paso de los dcidos grasos y 2) mcrementado los
niveles de al menos una de las enzimas del ciclo de la B-oxidacién de la acil- CoA sintetasa al
menos seis veces. Ellos concluyen que no pueden descartar la posibilidad de que parte del acil-
CoA formado sea para la sintesis d= fosfolipidos de membrana o de triacilgliceroles los cuales se

ha encontrado que son moiéculas de almacenamiento.
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Se han descrito 3 lipasas correspondientes al géncro Streptomyces. La primera fue
obtenida de Streptomyces sp M11 (Perez et al, 1993} v la segunda de S. albus “G”(Cruz ¢! al.
1994) las cuales presenian un 74.7 % de aminoacidos idénticos y de residuos similares de 6.9%
con todo y secuencia sefial, al prescindir de ésta Gltima la identidad aumenta a 82.1% v la
similitud disminuye a 5.7% (Cruz, 1993); en 5. sp M11 se ha demostrado que la produccion de
lipasa extracelular (gen /ip) esta regulado positivamente por otro gen denominado activador:
ademds estos dos genes podrian estarse transeribiendo de manera monocistronica ya que
secuencia abajo del gen fip de S sp M11 en su extremo 3° terminal presenta una estructura tallo-
asa con un AG® de -33.2 Keal/mol (Pérez er al, 1993). En S. albus “G” la produccion de lipasa es
MENor a comparacion con ia de S. sp M11: Cruz comprueba que la baja actividad lipolitica
presentada por la clona original pBG1, no se debe a el vector de clonacion utilizado {pldsmido
pB21 generado de la cointegracion del plasmido pJV1 y plJ486, éste dltimo derivado det
plasmido plJ101, Servin-Gonzilez, 1993), ya que vuelve a subclonar el fragmento de 7.8 Kb en
un vector de alto ndmcro de copias (plI486; Ward ef «f 1986) en el cual obtiene la misma baja
actividad lipolitica: Cruz argumenta que la secrecion de la lipasa podria deberse a factores
extrintecos e intrinsecos, como la ausencia de proteinas de exportacion y las caracteristicas del
péptido sefial. Valdez, O. 1995, clono y secuencio la lipasa y el activador de S. coelicolor A3(2).

estudios acerca de estos genes se encuentran en proceso.

En 1997 Sommer ef al; clond una lipasa extracelular de Streptomyces cinnamomens, la
cual presenta un marco de lectura abierto de 825 pb, correspondiente al gen lipA, codifica para
una proteina de 275 aminoacidos, presenta una secuencia sefial de 30 aminodcidos, con ug sitio
caracteristico de procesamiento que reconoce la peptidasa sefial, Ala-X-Ala; [a lipasa una vez
procesada presenta 245 aminoacidos. Presenta una alta similitud con el sitio catalitico propuesto
para otras lipasas, serina-G-(H)-$'"0)-G-. A un lado de lipA se presentan dos marcos de
lectura, uno corresponde a el ORFA el cual presenta similitud en secuencia con proteinas
transmembranales involucradas en el transporte de antibidticos, azticares ¥ protones. También
presenta un ORFB el cual muestra un motivoe de unién al dinucledtido flavin adenina ¥ un sitio

NAD.
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El gen lipA presenta un porcentaje de identidad de 29% y una similitud del 60% con tres
lipasas de Pseudomonas. El sitio activo de serina de las lipasas se encuentra también localizado
en [os primeros 104 aminodcidos de! extremo amino terminal, como lo demuestran los genes de

lipasas de Psendomonas giumae y P. cepacia,

La lipasa de S cinnamomens difiere de las dos lipasas de Streptomyces descritas
anteriormente, Sommer argumenta que quizds las propiedades bioguimicas de las dos lipasas
reportadas por Cruz v Pérez, difieran de Ia lipasa de S. cinnamomeus. Tampoco presenta

similitud con las esterasas de S. scabies y & diastetochromogenes.

Un estudio indica que lipA de S cinnamomens expresado en S. lividans puede estar
funcionando como un monémero activo de 27 kDa 4 que esta puede reasociarse “in vitro” para
formar un dimero activo de 50 kDa. Por otra parte la variabilidad de esta clase de enzimas puede

ser muche mads alto de o esperado en el grupo (Sommer ef af., 1997),

El conocimiento de los niveles de regulacion en la produccién de lipasas es

imprescindible para la explotacion de estos recursos biotecnoldgicos,
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Tabla 1. Productos que se obtienen 2 partir de las especies del género Streptomyces sp.

producto Organismo referencia
lipasas S, exfoliatus MI1 Pérez, 1993,
F S, albus “G” Cruz, 1993,

$. coelicalor A3{(2)

Valdéz, 1995.

S. cinnamomeus

Sommer, 1997,

csterasas 8. scabies Raymer, 1990,

S. diastatochromogenes Tesch, 1996.
chitinasa S lividans Miyashita, 1993
o-amilasa S limasus Virolle, 1988,
[Xilanasa 8. Hvidans Mondou, 1986,
manasa S. lividans Arcand, 1993,
celulasas S, lividans Shareck, 1987,
(agarasa S. coelicolor A3(2) Bibb, 1987,
actinorhodina S coelicolor A3(2) Wright, 1876,
{ metilenomicina . coelicolor A3(2) Kirby 1977,
kanamicina S. kanamyceticus Nakano, 1984,
tilosina S. fradie Brahimi-Hom, 1992,
letracenormicing S, glaucensces Martin, 1989.
Wromicina S. alboniger Martin, 1989.
undeciiprodigiosina 3. coelicolor A3(2) Malpartida, 1990,
doxorubicina 5. peucelicus Kauer, 1997.
daunarobicina S. peucelicus Kauer, 1997,
bialafos S. hygroscopicus Mantin, 1989,
estreptomicina 8. griseus Martin, 1989.
avermectina S. avermitilis Dutton, 1991,

g1



Tabla 2. Aplicaciones biotecnoldgicas de lipasas bacterianas

Tipo de reaccién

origen de la lipasa

producto (aplicacién)

Hidrélisis de grasas y aceites

Pseudomaonas

Glicerdlisis de grasas y aceites

Pseudomonas

Monoacilgliceroies (surfactantes)

Esterificacién a glicerol

Chromobacterium viscosum, Pseudomonas
JSluorescens

(Trans)esterificacion a glicerol | Chromobacterium viscosum

inmovilizado

Acilacién de alcoholes azucarados Chromobacterium viscosum Monoacilesteres azucarados (surfactantes).
Enriguecedor de PUFAs.

Acidglisis/Alcoholisis  de  aceites  de | Pseudomonas

pescado

Resolucidn de alcoholes/esteres racémicos

Arthrobacter, Pseudomonas cepacia

Construccion de bloques para insecticidag
drogas quirales

Politransesterificacion de diesteres
dioles

con

Chromabacterium, Pseudomonas

olipomeros, alquilos {intermediarios
poliester) lactonas macrociclicas

Transesterificacidén de monosacaridos

Pseudomonas cepacia

esteres  acrilados  (intermediatio
poliacrilatos)

de

Esterificacién intramolecular

Pseudomonas

lactonas macrociclicas

=1



Tabla 3. Lipasas usadas como aditivos en detergentes de uso doméstico

Origen de la lipasa

Nombre del producto

Compaiia, afic de introdnccion

Fungica, Humicola lanuginosa lipolasa NOVQ-Nordisk (Dinamarca) 1988
Bacteriana, Pseudomonas mendocina Lumafast Genencor (USA), 1992 ]
Pseudomonas alcaligenes Lipomax Gist-brocades (Nva. Zelanda), 1995

Pseudomonas glumae

Unilever (Nva. Zelanda)

Pseudomonas sp

Solvay (Bélgica)

Bacillus pumilus

Solvay (Bélgica)

41
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Objetivo general: Secuenciar y analizar el posible activador de la lipasa extracelular de

Streptomyces albus “G”,

Objetivos particulares: Obtencién de fragmentos de ADN para secuenciacion,
Andlisis de la secuencta nucleotidica y peptidica mediante el uso de
paquete de Software DNAMAN, PCGENE y la base de datos CDPROT?24.
Comparacion con otros activadores transcripeionales a nivel de secuencia

de ADN y proieinas,
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MATERIAL Y METODOS

TRANSFORMACION Y TRANSFECCION DE CELULAS COMPETENTES DE
Escherichia coli JM101. (Método modificado de Hanahan, Inoue, ¢t al; 1990).

Un paso central en los experimentos de clonacion es la introduccion de moléculas de
ADN recombinantes sintetizadas “in vitre” a células hospederas de Escherichia coli y la
posterior identificacidn de clonas recombinantes.

Existen dos estrategias para la introduccion de ADN recombinante en E coli:

a) Transformacion: si el ADN recombinante se basa en plasmido 6 transfeccién si el

ADN de interés se clona en un fago.

b} Empacamiento “in vitro” de ADN recombinante en particulas de fagos.

La estrategia para la seleccion de clonas recombinantes depende de los marcadores

genéticos del vector.

Algunos de los mas importates para plasmidos son:

a) resistencia a antibiéticos

b) bloqueo de la actividad B-galactosidasa (operon lac)

Para fapos de tipo M13:

a) bloqueo de la actividad B-galactosidasa (operon lac)

1.- A partir de una caja de medio minimo se obtuvieron varias colonias de £ coli de la
cepa JIM101 y se inocularon en un matraz de 1000 mi con 250 m! de medio SOB ¥ S€ crecieron a
una temperatura de 18°C hasta una densidad éptica de 0.6, con agitacion vigorosa (200-250
pm).

2.- Las células se colocaron en hielo y se centrifugaron a 3,000 rpm por 10 minutos a
4°C. El paquete de células se resuspendié en 80 ml de TB y se incubo en hielo por 10 minutos, se
centrifugé nuevamente. .

3.- Se resuspendié el paquete de células en 20 ml de TB y se le agregé DMSO

suavemente hasta una concentracién final de 7%.
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4.- Después de incubar en hielo por 10 minutos, la suspensién se distribuyo en alicuotas
de (.2 ml en tubos Eppendorf los cuales fueron inmediatamente congeladas por inmetrsion en un
bafio de hiclo seco/etanol y se almacenaron a -70°C.

5.- En el momento de la transfeccion 6 transformacién se descongelaron las células a
temperatura ambiente, se les afiadio e} ADN y se dejaron en hielo durarte 30 minutos.

6.- Transcurrido este tiempo se sometié a un cambio brusco de temperatura (42°C durante
40 sep.) ¥ se colocd nuevamente en hielo.

7.- En ¢l caso de transformacién con plasmidos se puso a crecer en medio SOC durante
30 minutos a 37°C, y se inocularon las células con espatula de vidrio sobre cajas de medio Luria
con carbenicilina (200 mg/ml); para transfecciones con ADN de fago se hicieron las diluciones
correspondientes y se plaqueron inmediatamente con 0.6 ml de un inéculo de células de £ coli
JM101 por cada 10 m! de LB suave a 42°C. En ambos casos s¢ indujo ¢! operon lac 7 para lograr
la “a-complementacién” con IPTG 0.1 mM y X-Gal 40 pg/ml (concentraciones finales).

8.- Se incubaron a 37°C para posteriormente tomar las placas incoloras. estas presentaron

el inserto de interés en ¢l sitio méltiple de clonacion.

PROTOCOLO PARA LA OBTENCION DE ADN PLASMIDICO Y DE FORMA
REPLICATIVA DE FAGO MI13 (“MINIPREPARACIONES”).

Las colonias transformantes de E. coli JM101 se crecieron con agitacion en 2 xﬁl de LB
con carbenicilina 200 pg/ml. Cuando se trabajs con fago, se picaron las placas blancas con
palillos estériles y se inocularon en 2 ml de medio LB con células de E. colfi IM101; ambas se
crecieron durante 5 horas a 37°C. A éste paso se le denomina amplificacién de ADN.

1.- El paquete de células se resuspendié en 100 pl de Tris-HCI pH8, EDTA pHS, 25 mM
cada uno.

2.-8e incubaron en hielo 5 minutos y posteriormente se les afadieron 200 pl de una
solucién fresca de NaOH 0.2N y SDS 1%. Se mezclé por inversion hasta homogeneizar, se
incubé 10 minutos en hielo.

3.~ Se afiadieron 150 pl de acetato de potasio 3M pH5.3 y se mezclé por inversion hasta

eliminar la viscosidad; se incubd 15 minutos en hielo.
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4.- Se¢ agreparon 400 pl de fenol/cloroformo, se apité 30 segundos en vértex y s¢
centrifugd 2 minutos en la microcentrifuga.

3.~ La fase acuosa se pas¢ a otro tubo y se dejé precipitzndo con | ml de etanol absoluto
frio, por 5 minutos a temperatura ambiente,

6.~ Se procedié a centrifugar 10 minutos en Ja microcentrifuga retirdndose todo el
sobrenadante.

7.- La pastilla se resuspendio en 50 pl de TE (Tris 160 mM y EDTA 0.1mM pH8), vy sc
anadieron 150 pl de acetato de sodio 4M pHS, se mezcl ¢ incubo una hora a -20°C.

8.- Se centrifugd la muestra 10 minutos a 14,000 rpny; el sobrenadante se colocd en un
tubo limpio y se afiadieron 200 | de isopropanol. Se precipitd 10 minutos en hielo.

9.- Nuevamente se centrifugd durante 10 minutos a 14,000 rpm, ¢l sobrenadante se
climiné, se resuspendio la pastilla en 45 w! de TE, posteriormente se precipitd con 5 mi de
acetato de sodio 3M pH6 y 125 ul de etanol absoluto frio, durante 10 minutos en hiclo,

10.- Sc centrifugd nuevamente, eliminindose ol sobrenadante, la pastilla se lavé con
etanol al 70%, despucs de secarlo se resuspendio en 25 plde TE. -

11.- Posteriormente se cuantific la concentracion de ADN plasmidico y de forma
replicativa de M13 (doble cadena de ADN) para someterlo a digestio.ncs con enzimas de
resiriccion y posteriormente visualizarlo en geles de agarosa.

12- Las “minipreparacioness” que contenian ¢l fragmento deseado en famafio y

orientacion en el vector, se utilizaron en posteriores subclonaciones.

DIGESTIONES DE ADN PLASMIDICO Y ADN DF FAGO MiI3 (FORMA
REPLICATIVA.

El ADN amplificado en E. eoli se sometié a digestiones con enzimas de restriccion, las
cuales reconocen secuencias determinadas en el ADN.

De esta manera se puede reconocer :

a) el nimero de sitios en los cuales actita 1a enzima de restriccion.

b) el tamafio del fragmento clonado.

¢) la orientacion del fragmento clonado en el vector.
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En un tubo Eppendorf se agregé wna décima parte de amortiguador del volumen total de
la reaccion especifica para cada enzima, el ADN disuelto en TE y la enzima de restriccion
correspondiente; para elimipar barridos en los geles de agarosa se afiadio RNAsa a una
toncentracidon de 10 pg/ml.

Se incubd de una a dos horas a la temperatura requerida para cada enzina.

Para verificar el patrén de restriccion, se toma una parte del volumen de [a reaccion y se
aplicé en un gel de aparosa 6 si se deseaba tener algin {ragmento en particular se aplicsd
do el volumen en un gel de agarosa de bajo punto de fusién para su posterior

purificacion,

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN POR ELECTROFORESIS EN GELES
DE AGAROSA DE BAJO PUNTO DE FUSION.

Los fragmentos obtenidos en las digestiones se purificaron a partir de geles de agarosa de

bajo punto de fusion.

I.- Las alicuotas de ADN digeridos se corrieron en geles de agarosa de bajo punta de
fusion al 0.6%.

2.- Los fragmentos de ADN se tifieron con bromuro de etidio a una concentracian final de
0.5 mg/ml; para obtener las bandas sc visualizaron coﬁ luz UV de onda larga. y se cortaron con
una navaja.

3~ Las rebanadas de agarosa se fundieron a 05-70°C, durante 10 minutos; se calculo el
volumen de la agarosa fundida v se le agrego 1/10 de! volumen de NaCl 5M, se mezcld bien v se
colocd en el bafio de 65-70°C cinco minutes mas.

4.- En un tubo Eppendorf se mezelaron 100 pul de NaCl 5M, 400 ul de agua y 500 pl de
fenol. Se procedié a centrifugar un minuto y se retiré la fase acuosa; el fenol se atempero a 37°C,

5.~ La agarosa fundida se coloco a 37°C.

6.- Al tubo con la agarosa se le agregaron 2/3 de volumen del fenol saturado ¥ se agito

rapidamente en vériex durante 30 segundos, evitando que la agarosa se gelificara.
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7.- Se centrifugd durante 5 minutos a 14,000 rpm ¥ se recuperé la fase acuosa
colocandola en un tubo limpio,

8.- Al fenol se le adadieron 45 pl de TE ¥ 3 ul de NaCl 5M, agitandose en vortex.

9.- Se centrifugd 2 minutos, la fase acuosa se mezcld con la anterior.

. 10.- A la fase acuosa se le afiadié un volumen de fenol/cloroformo y se agito 15 segundos

en vortex; se volvio a centrifugar 2 minutos a 14,000 rpm.

11.-Se recuperé la fase acuosa ¥ se procedid como en el paso anterior pero solamente con
cloroformo.

12.- La fasc acuosa se obtuvo nuevamente ¥ se precipité con un volumen de isopropanol.
Para aumentar la eantidad de ADN a recuperar se le puede agregar 10 pg de tRNA. siempre v
cuando da muestra no vaya a ser tratada con fosfatasa alcalina 0 cinasa: posteriorniente se
precipita al menos 2 horas,

i5.- El ADN se centrifugd durante 10 minutos a 14.000 rpm. eliminandose 1odo ¢l
alcohol, se tavo 1a pastilla con etanol al 70%. sc seco y resuspendid en un volumen adecuado e
TL pH 8 (Tris 10 mM y EDTA 0.1mM). '

Las bandas obtenidas se sometieron a posteriores subclonaciones. transformgeiones.

amplificaciones y purificaciones.

PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO POR ULTRACENTRIFUGACION EN
GRADIENTES DE CLORURO DE CESIO.

Otro método de purificacién de ADN es mediante un gradiente de CsCL asi sc puede
obtener ADN supetenrrollado libre de hebras de ADN rotas. de proteinas y de ARN total.

L-El ADN se resuspendié en 4.4 ml de amortiguador TE; vy se le agreparon 100 wul de
bromuro de etidio 10 peg/ul. '

2.- En un vaso de precipitados se pesaron 4.500 g de CsCl vy se disolvieron en los 4.5 mi
de la mezcla amterior.

3.- La solucidn se transfirid a un tubo “Quick-Seal” {(BECKMAN) de una capacidad de

4.5 ml. se equilibrd y posteriormente se sello,
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4.- La centrifugacion se rcalizd con el siguiente programa secuencial, 90 minutos a
93.000 rpm, 15 minutos a 87,000 rpm. 15 minutos a 83,000 pm, 30 minutos a 80.000 rpm
(20°C. rotor NVT99, Ultracentrifuga Beckman XL-90).

5.- Se recuperd con una Jeringa la banda inferior correspondiente al pldsmido circular
superenrollado

6.- EI ADN recuperade se colocé en un tubo Eppendor( y se procedio a eliminar el
bromuro de etidio, mediante extracciones con volimenes iguales de isopropanol saturadoe con
NaCl 5M.

7.~ Se agregaron 2 volimencs de H,0 desionizada y estéril y 6 voltimenes de etanol
absoluto frio, sc dejd precipitando al menos 1 h a -20°C.

8.- Sc centrifugd 10 minutos a 14,000 rpm y se eliming el sobrenadante. la pastilla se
resuspendid en 100 pl de amortiguador TE y se extrajo con un volumen de fenol/cloroformo 1:1,
se mezeld y centrifugs 10 minutos a 14.000 rpm.

9.- La fase acuosa se translirié a otro tubo, se le agregd 1725 de volumen de NaCl v un
volumen de etanol absoluto fijo, se precipitd a -20°C durantc 1 h.

10.- Las pastillas oblenidas de una cenirifugacion a 14,000 rpm. se resuspendicron en TE
¥ $€ someticron a una nueva ronda de precipitacion, centrifugacion y resuspensian.

11.- Se cuantificd la concentracién de ADN por absorbancia en UV a 260 nim.

PREPARACION DE TEMPLADOS DE CADENA SENCILLA PARA SECUENCIA EN
FAGO M13.

El fago M13 presenta la gran ventaja de poder obtener ADN de cadena sencilla & partir de
las particulas viricas que se localizan en el sobrenadante de las células de £ Coli que han sido
sometidas a transfeccion.

L.- En un tubo Eppendorf se colocaron 225 pl de PEG-8000 al 20% en NaCl 25M.

2.~ Las células de E. coli, se eliminaron del sobrenadante del cultivo recentrifugando a
14,000 rpm durante 10 minutos

3.- Del sobrenadante se tomaron 1.2 ml y se mezclaron con el PEG/NaCl se incubo

durante 30 minwtos en hielo.
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4.- Se centrifugd 10 minutos a 14,000 rpm. se elimind todo el sobrenadanic, la pastills s
resuspendid en 200 ul de TE.

5.- Se agregaron 100 pl de fenol saturado, agitindose durante 1 minuto en vértex
fuertemente, se afadicron otros 100 ut de fenol/cloroformo ¥ se vortexearon durante 1 minuto
nuevamente,

6.- Las muestras sc centrifugaron 5 minutos a 14.000 rin. obteniéndose la fase acuosa.

7.~ La fase recuperada se extrajo con 200 1d de fenol/cloroformo. Se centrifugd durante
10 minutos. a ia fase acuosa se le afadio 20 tl de acetato de sodio 3M pllo y 200 pl de
isopropanol, se mezeld y se dejaron precipitande al meros 1 ha -20°C.

8.- Se centrifugd a 14,000 rpm, eliminando todo ¢l etanol, la pastilla se resuspendio en 45
i de TL; posteriormente se afiadicron 5 ul de acetato de sodio 3M pHG v se precipitaron con 123
I de etanol absoluto, al menos durante § h a -20-C

9.- Se centrifugd durante 10 minutos. eliminando el aleohol ¥ s¢ dejo secar la pastilla,
ésta altima se resuspendio en 235 pl de Tris 10 mM v EDTA 0.1 mM, pH7.6.

10.- La concentracion de templado obtenido s¢ estimo con una muestra de 2 wlen un

minigel de agarosa al 0.8%.
ELABORACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA.

l.- S¢ prepararon los vidrios de secuencia, uno de ellos se siliconizo., separados 4 mm
entre si y se sellaron con cinta adhesiva a los lados y en la parte inferior.

2.- Se disolvieron 31.5 gr de Urea ultrapura en 18 il de H,O desionizada. y se agregaron
15 ml de TBE 53X v 12 ml de una solucion de acrilamida:bis-acrilamida (29:1): esta mezela se
aforé a 75 ml. La concentracion final de TBE fue de 1X, acrilamida 5% y Urea 7M.

3.- Se sometid a desgasificacién mediante vacio y se le hizo pasar a presion por un filtro
con un pora de (.45 mn.

4.- Se aiadieron 300 ul de persulfato de amonio al 25% v 20 ul de TEMED como
catalizador. inmediatamente se invectd la solucion entre los dos vidrios de secuencia; se
colocaron los peines lipo “diente de 1liburdn”™ en forma invertida en la parte superior

introduciéndolos aproximadamente 2 mun v presiondndose los vidrios con unas pinzas.
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5.- Cuando 1a acrilamida polimerizo, se retiraron las pinzas, elimindndose el exceso de
Ureay se montd en una camara vertical de electroforesis con amortiguador TBE [X.

6.- Se quitaron los peines v el ge! se precorrio 20 minutos a S0W constanics antes de
colocar los peines nuevamente.

7.- Antes de cargar las mucstras sc eliming el exceso de Urea presente en las carriles. pars

evitar bandas difusas.

SECUENCIACION DE ADN POR EL METODO ENZIMATICO (Sanger 7 af, 1977),

Los templados de cadena sencilla se secuenciaron como lo indican “Taguence 2.0 kit v
“Scquenase 2.9 kit” de USB. las reacciones se hicieron con dGTP y deaza-dGTP para resolver
posibles compresiones en jas bandas: se utilizé =S «S-dATP en ¢l marcaje radioactivo.

Se realizaron electroforesis largas {aproximodamente 5 horas) ¥ cortas (aprox. 2 horas) de
cada templado secuenciado: una vez terminadas estas los geles se fijaron con wa mezela de
metanol al 10% y dcido acético al 5% duranic 30 minutos. sc transtirieron a un papel Whatman

3MM. se secaron con calor v vacio, y sc obtuvieron autoradiografias de los geles para su

posterior lectura.

ANALISIS DE LA SECUENCIA DE ADN Y PROTEINICA.

Los paquetes de “software utilizados en el analisis de la secuencia fueron: PC/GENE
Versién 6.8 de Intelligenetics y DNAMAN versién 2 de Lynnon BioSeft. para analizar
secuencias de ADN y proteinas.

La secuencias de nucledtidos se ensamblaron utilizando el programa ASSEMGEL.

Para localizar los marcos de [ectura abiertos se utilizé el programa FRAME, (Bibh ¢s gf-
1984) v el programa COD_FICK.

El analisis esradistico de uso de codones se lievo a cabo con cl programa CDUSAGE.

En la bisqueda de estructuras tipo “tallo-asa™ se miilizo ei programa HAIRPIN.
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El programa REGULAT se utilizé en la prediccion de sitios de unién de proteinas a un
sitio especifico de ADN, de! tipo hélice-vuelta-hélice. Esta estructura se sometio a el andlisis de
los autores Dodd y Egan, 1990.

El analisis de restriccién y el mapa comrespondiente de Ja secuencia se muestran en los
resuliados (Programa RESTRI).

Con ¢l programa TRANSL se obtuvo la secuencia y composicién de aminoacidos.

Para la comparacion de secuencias de proteinas se utilizaron los programas
PCOMPARE, PALIGN, CLUSTAL y DOTPLOT.

Se hicieron apalists de hidrofibicidad e hidrofilicidad con los programas SQAP, los
porcentajes de hidrofobicidad ¢ hidrofilicidad que se muestran en las tablas se realizaron de
acuerdo a la clasificacion de Jos aminodcidos hecha por Kyte y Doolittle, 1982 y Hopp y Woods,
1981 (DNAMAN version 2 de Lynnon BioSoft).
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Figura 5. Metodologia utilizada para la obtencién y andlisis de la secuencia del posible activador

de la lipasa de Strepromyces albus “G”.
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RESULTADOS Y DISCUCION

Secuenciacién de Ja region contigua al gen de lipasa de S. albus G.

En un trabajo previo Cruz (1993) obtuvo una regién de ADN del cromosoma de
Streptomyces albus “G” en la que se localizaba el gen de la lipasa extracelular de esta especie. La
secuencia de un fragmento de Sall de 2,5 kb demostré que dicho fragmento contenia al gen de la
lipasa, y contiguos a este gen sc localizaban dos marcos de lectura abiertos, denominados ORF2
y ORF3, el ORF3 presentaba el inicio de un marco de lectura que codifica una proteina similar al
activador transcripcional del gen de lipasa de S. sp M11. Con el fin de determinar si este gen
codifica en realidad una proteina homéloga al activador transcripcional del gen de lipasa de S. sp
M1l se decidié secuenciar la regidn de ADN contigua 2l fragmento de Sall de 2.5 kb, como se
muestra en la figura 6; el plasmido pBG2 contiene esta regi6n de dos fragmentos de Smal, uno de
los cuales sobrelapa 336 pares de bases con el fragmento de Safl de 2.5 kb. Estos fragmentos se
subclonaron en el sitio EcoRV del plasmido pB72 (Servin, 1995). Los pldsmidos asi obtenidos se
purificaron mediante gradientes de CsCl, y a partir de ellos se hicieron diferentes construcciones
utilizando enzimas que cortan internamente dichos fragmentos, en los fagos M13mpl8.

MI3mpl9 y M13BM21. La estrategia de clonacion se muestra en la figura 7.

Andlisis de Ia secuencia de ADN,

La secuencia completa del fragmento obtenido por Cruz ef al., 1993, aunada a la
secuencia obtenida de este trabajo se encuentra en la figura 8. La blisqueda de marcos de lectura
abiertos mediante el andlisis de FRAME (Figura 9) revelé que el marco de lectura identificado
por Cruz (1993) hacia abajo del gen de lipasa comienza en el nucledtido 1771 con un codon de
inicio ATG y termina hasta la base 4443, con un marco de lectura abierto de 2672 nt. Este marco
de lectura abierto codifica para una proteina de 890 aminoscidos, no presenta ningin sitio
potencial de unién a ribosemas como lo describié anteriormente Cruz, R. 1993, este ORF se

transcribiria en la misma direccién que el gen de lipasa, figura 7.
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El marco de lectura localizado hacia abajo del gen de lipasa, presenta un alto porcentaje
de G+C en la tercera posicion de los codones, sesgo caracteristico en el genoma de los
Streptomicetos, (Bibb er af 1984). En la primera y segunda posicion de este gen se observan
valores por arriba de los 1edricos {datos abtenidos a partir d= una tabla de uso de codones para
Streptomyces sp., utilizando el programa GCG Codon frequency. 1995), siendo ¢ promedio total
en G+Cs mucho mis alto en este marco de lectura. que en el gen de Ja lipasa, (tabla 4) mostrando
variaciones existentes en el uso de codones en genes diferentes de un mismo organismo. {Wrigth,
et al.,, 1992). En la tabla 5 se puede observar el use de codones para el posible activador. ver

figura 9.

Hacia abajo del posible activador de la lipasa de S albus “G” se encuentra un marco de
lectura abierto, ¢l cual comicnza en la posicion 4581, no presenta un probable sitio de unién a
ribosomas cerea dei codon de inicio (Figura 8). Este ORF se comparé con los marcos de Jectura
abicrios que se encueentran hacia abajo de los activadores de las lipas;as de S coclicolor (Valdéz.
com. per.) y Streplomyces sp M1 (Pérez, 1993); basadous en el método de Needleman y Wunsch
1970, se encontrd un indice de 0.3 desviaciones estindar muy por abajo del valor tedrico de 3.0
D.S., el cual indicaria alguna similitud entre estas proteinas; asi mismo se compard en Ia base de
datos CDPROT24 y no se encontrd similitud significativa con alguna otra proteina conocida de
Streptomyees, lo cual indica que es un gen totalmente diferente a los encantrados debajo de los

activadores transcripeionales tanto de S coelicolor A3(2)y S spM11.
Posibles terminadores transcripcionales.

Se buscaron estructuras tipo “tallo-asa” las cuales podrian ser potencialmente estables en
solucidn acuosa y que pudieran verse involucradas en la terminacion trapscripcional del gen que
cedifica el posible activador de la lipasa; se encontraron varias secuencias invertidas repetidas
{IRs) con AG® menores a —10 Keal/mol. la mis signtficativa posee un AG® de -28 Kcal/mal
(2145-2175nt), esta se encuentra hacia el extremo 3° terminal del gen (Figura 10); esta estructura

no representaria en este caso 1na estructura de terminacion ya que se encuentra interno en el cen.
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a 374 nucledtidos del codon del inicio. Esto solo demuestra que la zona presenta una alta
estructra secundaria. es muy probable que la complejidad de la zona no se vea involucrada en
una baja transcripcion del gen activador ¥y por lo tanto no seria un factor determinante cn la buja

produccion de la lipasa, ver figura 11,

La clona pB13 aislada por Pérez en 1993 de la cepa de S sp M11, presenta arriba del gen
fip una estructura invertida repetida que forma una estructura “tallo-asa” con un valor de AG" de
=33.2 keal/mol (68-109 nt) v rio abajo se localiza una regidn que también presenma un sitio
potencial de estructura secundaria con un AG® de —27.6 Keal/mol {1272-1309 n1). Probablemente
el gen fip y su activador se transcriben de manera monocistrénica (Pérez et wl. 1993} Ver figura

11

Las regiones intergénicas en la clona obtenida por Cruz son pequeiias. la region entre el
ORF2 v el ORF1 (/ip) presentz 153 nt. v enre el ORFL y el ORF3 (posible activador) presenta
72 at.. el autar describe que ne encontrd ninguna region promotora localizada arriba del gen fipy
al final de este no presenta estructuras tipo “tallo-asa”. Al analizar la region que se encuentra
entre ¢l gen del posible activador de /ip y el gen del cual solo se tiene su inicio {ORF4} con el
programa HAIRPIN, no sc encontraron secuencias invertidas repetidas (IRs) que representen una
zona potencial de terminacién transcripcional. Este hecho junto con [a orientacién de los genes

podria sugerir que sc estuvicran transcribiendo de manera policistrdnica. (Cruz, 1993).

Es muy probable gue al caminar sobre el cromosoma y completar el ORF2 se localize un
promoter que permiita la transeripeién normal de estos genes. Por otra parte la actividad lipolitica
de cada una de las cepas en un principio fue remarcable porque S. sp M11 muestra mayor
actividad lipolitica que la cepa de S. albus “G™; ademas, Cruz comprueba que al clonar la region
que comprende a la lipasa y al postble activador en el vector plJ486 {vector de alto nimero de
copias en el cual anteriormente se habia clonado y logrado producir a la lipasa de S. sp M11) 1a
actividad lipolitica no se ve incrementada. Entonces sugirio que algunos factores extrinsccos

como [a falta de algunas proteinas ¥ genes involucrados en la exportacién de la lipasa v factores
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intrinsecos como su péptido sefial pudieran estar afectando Ja produccién de esta proteina,

(Cruz,1993).

Valdez O. en 1995 (comunicacion personal) aislé una clona con actividad lipolitica a
partir de 8. coelicolor A3(2); al comparar las regiones intergénicas en la clona sc ebserva que
presentan estructuras “tatlo-asa”, una de las cuales se localiza arriba del gen de lipasa con un AG"
de -11.2 Kcal/mol, la segunda estructura se presenta adentro del marco de lectura del gen de
lipasa hacia el extremo 5” terminal a 52 pares de bases después del codon de inicio (911-930 nt)
con un valor de AG” de —11.2 Kcal/mol, otra se localiza a 26 pb del codon de inicio del gen
activador (2117-2138 nt) con un AG® de -20 Kcal/mol, los cuales pueden considerarse como
posibles terminadores transcripcionales. Por ltimo en la region que comprende a el gen que se
encuentra hacia abajo del activador, se localiza otra estructura con un AG® de -20.4 Kcal/mol
(5977-5995 nt), Valdéz, 1995. No existe una similitud en cuanto a las regiones intergénicas. ya
que S, sp M11 presenta regiones mucho mds grandes y estructuras tallo-asa bien definidas. S,
coelicolor presenta regiones mucho més pequefias con estructuras tallo-asa arregladas en zonas
intragénicas e intergénicas y por tiltimo S, albus en la que se presenta un potencial “tallo-asa™ en
una region intragénica con valores altos de energia libre de activacién. Esto lleva implicito una
regulacion transcripcional diferente en cada una de las tres cepas de Streptomyces descritas, S,
coelicolor A3(2) ¥ S. sp M1 podrian transcribi; sus genes de manera monocistronica, mientras

que S. albus “G” 1o haria policistronicamente. ver figura 11.

Anilisis de la secuencia peptidica.

Con el programa TRANSL se dedujo la secuencia de aminoacidos a partir del gen que
codifica el posible activador de la lipasa de S. a/bus “G”. Al realizar el alineamiento de las
secuencias aminoacidicas con ¢l programa “Clustal” v el programa PALIGN de la proteina del
posible activador de la lipasa de . albus “G™ con el activador de la lipasa de S. coelicolor A3(2)
(Valdéz, 1995), muestra un porcentaje de Identidad de 59.21% y una Similitud de 7.19%,
también el activador de la lipasa de §. sp M1 (Pérez, er al., 1993) respecto al activador de §.

athus *G” presenta un valor de Identidad menor que es de 46.63% v una Similitud de 7.3%. El
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mismo analisis se realizé para los tres activadores en conjunto, mostrando una Identidad que fue

de 34.5% y Ja Similitud de 29.6%, (tabla 6).

El andlisis de PCOMPARE realizado con un maxinto estadistico, nos muestra un indice
muy alto de significancia para S. albus “G” de 66.193 con el activador de S, coelicolor, y un
valor mucho menor para S. sp Mi1 con el activador en estudio que es de 44.976. Como puede
observarse en el alineamiento aminoacidico {Figura 12), existe una mayor homologia a lo largo
de los tres activadores hacia el extremo carboxilo terminal; los alineamientos de las secuencias
de aminodcidos y el dendograma de la figura 13, nos muestra que el activador de la lipasa de S,
albus “G” y el de 8. coelicolor A3{(2) muestran mayor homologia entre si que con €l activador
transcripcional del gen lip de Ssp MI11. La relacién filogenética entre ellas se muestra
claramente en el dendograma. La similitud existente entre ias proteinas se muestra en los Dot-

plots (Figura 14).
Motivos de unién a ADN,

En la bisqueda de regiones reguladoras (REGULAT), se encontré que el posible
activador de la lipasa de S. albus “G”, presenta una regidn reguladora positiva en 1a posicion
845-864 con un valor porcentual de 20.95 (Figura 15, tabla 7); este sitio muestra homologia con
la regién reguladora de S. coelicofor A3(2) y con unma de las dos regiones presentes en
Streptomyces sp. M11 (871-890 aa.); estas tres regiones se encuentran hacia el extrerno carboxilo

terminal de sus péptidos correspondientes.
Alineamiento con otros posibles activadores.

Para saber si la posible secuencia activadora presentaba alguna homologia con otras
proteinas que fueran activadores potenciales, se realizé una bisqueda en el GENBANK. Se
encontraron varias, la mds representativa fue cho-orf3 de Streptomyces sp. SA_CO0 descritas
por MOLNAR en 1993; ellos anteriormente habfan clonado y secuenciado el gen de una

colesterol oxidasa y al realizar la ruptura de la regién en la que se encuentran cho-orf3 junto con
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ofros genes homoélogos a este (cho-orfd y cho-orf1), la produccion de colesterol oxidasa decrecia:
lo cual indicaba que estaba regulando de alguna manera a esta tltima. Ellos describen que estos
genes presentan similitudes con genes reguladores como UhpA y Fixl; el primero es un activador
transcripcional del sistema de transporte de azicares y el segundo es una protefna que participa
en la regulacidén de Ia fijacién del nitrégeno, ambas de E coli. Las proteinas descubiertas por
MOLNAR presentan regiones muy conservadas entre ellas, estc hecho hace sugerir que ¢l
parecido que presentan estas proteinas se debe a gue sus genes experimentaron un proceso de
amplificacion y que esto representa un primer paso hacia una evolucién divergente (MOLNAR.

1993), ver el dendograma de la figura 13.

El alineamiento de los activadores de las lipasas y de las proteinas activadoras
encontradas por MOLNAR se muestra en In fipura 12, la region de la homologia es la
correspondiente a el motivo hélice-vuelta-hélice, al realizar el andlisis de PCOMPARE con el
posible activador de S. albus “G” y los genes descritos por MOLNAR se encontrd que el tnico
gen con el que mucstra un valor significativo es con el denominado cho-orf3, el cual posee un
valor de 7.858 desviaciones estandar, para cho-orf1 presenta un valor de 4.25 D. S ¥ para cho-
orf4 un valor de 1.103 D. S. En la figura 13 se muestra el dendograma en el que sc puede
observar la relacion filogenética de los diferentes activadores de S albus “G”, S. coelicolor
A3(2yy S sp M11 vy con los genes reguladores descritos por MOLNAR. Estos s¢ ramifican en

dos grupos debido a la diferencia de tamafio en las secuencias vy alos genes a los cuales regulan.

Los proteinas activadoras descritas anteriormente, se caracterizan por tener una similitud
estructural que permite a estas proteinas interactuar con el ADN, los motivos hélice-vuelta-
hélice, generalmente contienen una secuencia de 20 aminoacidos semejantes, (Pabo, 1984); de

los cuales incluyen el invariable patron

Posicion
5 9 15 18
Ala Gly Val Leu
Gly Ser Ile Ala

Ser Asn Trp
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Lys Cys ile
Leu
His
Glu
Las hélices « poseen un patrén caracteristico de residuos no polares con un Gly
conservada en la posicién nimero 9, pero se ha visto que no s¢ requiere de esta y que puede ser

sustituido por otto aminoacidoe con caracteristicas polares semejantes; tal es el case del posible

activador de S. albus “G”, en fa que la Gly es sustituido por una serina.

Dodd y Egan en 1990 propusieron un método estadistico con Ia que se pucde determinar
la probabilidad de que la secuencia de nucledtidos forme un motivo helice-vuelta-hélice, en las
distintas proteinas reguladoras. Otras secuencias reguladoras fueron comparadas y analizadas con
este método, entre ellas se encuentran los activadores transcripcionales fuxR de V. fischeri y SdiA

de £. coli. ver figura 16,

La sccuencia nucleotidica que corresponde a la regién reguladora del posible activador de
S albus *G” mostré poscer un valor de 3.6 D. S. con una probabilidad de que la sccuencia forme
una estructura hélice-vuelta-hélice del 73%, estos valores son menores que los obtenidos para las
regiones reguladoras de S. coelicolor A3(2), el cual es de 3.7 D. S. con una probabilidad de
formar una hélice-vuelta-hélice del 75 %, para S sp M11 de 4.1 D. S. con un 92 % de formar H-
V-H y para el activador transcripcional de SdiA de E. coli, con una D. S. de 3.7 y una
probabilidad de formar H-V-H del 75 %. Dodd y Egan indican que un valor por debajo de 2.5 D.
3. no son valores significativos de formacién de H-V-H. Para el posible activador transcripcional
de la lipasa extracelular de Streptomyces albus “G” se presenta un valor Optimo, sin embargo
factores en “cis” como la secuencia misma del activador, la falta de un promotor caracteristico ¢
factores en “trans™ como proteinas de exportacion pueden estar interfiriendo con la produccicn

de la lipasa

Anilisis de aminodcidos.

En la tabla 8 se observa que la composicion de aminoacidos del posible activador de .

albus “G”.
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La composicién de aminoacidos de los tres activadores tabla 9, nos muestra que ¢l
activador de S. albus “G” es una proteina que posee un valor porcentual de aminodcidos polares
de 56; 12.49% mas polar que el activador de S. coelicolor A3(2) y 24.30% mas hidrofilica que el
activador de M11. Al aralizar la secuencia peptidica con el programa SOAP, és'e indica una
proteina de tipo periférica para el posible activador de la lipasa de S albus “G” con un valor

Gravy de -5.165491,

Se realizaron andlisis de hidrofobicidad e hidrofilicidad del activador de S albus <G,

mostrando una ligera tendencia hacia la hidrofilicidad, ver figura 17.
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GTUCO{}C’FOCACU(}CCUOGCALI‘OCAUTTGAUCCUTUTCCGCOCCI‘GGTGGCACCAGCC{I
VRLHGRAPQLSRVRAWWHQP

CCﬁGCCCACL'ﬂCACCGCCC’TmTGGCCGGGGAGCCOGQCCTCGGCCGCAmTG
PAHRTALLVAOEPGLORTAV

CT(}CGGTOQ{]CGGCGCUTGTCCI'GGGCGCG(}GCAGCACCGGCCACCTGGTGGCGGGACCC
L RWAAMZPERVILGAG § T gH L VvV A g P
Apal Smal
GECACCAReCCOCACCACCAGIAGTAFACCCCCUAGACCCTACTAO, ACQCCATARAGAGC
GAOPRHQEWTPOTLLHAVES

{}GCGA(}GGCA(KJGTCCCGGCGC[‘(]GTUTGCGCGGAC(}ACGCOGACCGGTOGCCXJCCCUCC
GEGRVPALVC‘ADDADRWPPA

GCCCGGOGGCFcCFCGGGGAGGCGGCCCAGCGGCTGICOGAGGCGOGTGGOGGCCfCC’PG
ARRLLGEAAQRLSEAGGQLL
Smal
LTCACCGCCGCCACCCALCGWCGCYGCC(X}GGOMMGCGCTGOCCQ&GTCCAC
L T A A THR PLP G E L A A L P AV H
ST
CTx GGACE‘CUCFGGCGCCCCAGGAGGCCGCGGCCCTGCTGGOGGAGGOGOCACGGGAG ACC
LDPLAPQ‘EAAALLAEAA‘RET

GTGGAGCCGTCCUTGGCCUCCGAGTPGAT(I}CGGAGGOCGAUGGCMOCCOOCCCTGCT 4]
VEPSVAAEL]AEGEGNPALL

CGCGC CCTRATCCACCACCTATCCCCEUOGA0ACTGCAOGUACICACTTICACT! FOCCORC
R#\LVHHLSPAALRGRAPLPR
Apal
&KWAWA&ITWAOGGWCCCGMACOGUCCACG AT
PLADAATLARVAGPALTGHD
SaclT
CCCCHIACTICAACACTAICEATICTAT TGACCACAAGCACOCAACCARCCAATACCUAS
PRTAALAVL‘JAAOTEPAGAD
Sal
CX}CGTCGACACCCGCLTGQCCLTQCGCQCCLTGMCCGG_TCGTWCGCCCO
RVDTRLALRALNRLVPGARP

GACOCCGCGTGOJCAOCCGCCCTGCTCCACGACGCCQGCGACACCCICGGCITCOGCAGC
DI‘ACPPALLH‘DAQDTLOFRS

Apal
L A T CIIGC U T TU TAC U C B GO ST O OO CCURICH OGO GRCCUCUCAC
P L LGR ALY AAGAGSTPARTRTEARATH
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COOOCACTOOCCR AR AT ACGO KOGACHOGC ACCHRICTC ACCACCCTOCTACALCRS
EA L AEE Y A AD HRETULTATLTLTHTE

TCCTGOTCOGCGGLGGACTECACAICEIACOICEEACTCOCGIACCOCCTGGCCGCCTAG
S W § A A DG AAD A GL ADZER L AAE

GCCACGOCA0CCGOACH A AGTAGCCOCCCOCCC OO TTCCCTGOCCTACGCCRaCaCT
AT A AG A KE PP ALR S L ACAT R A

GCC GTCCTCOUCOGUCCABCACCCOAGATCACCOCCGACAGACCCATGCCOCCRAACTC
AVLA{]PGPESAGRQTRAAEL
Apat :
UCCCTOACOCGKIG A GO A GO C O T T OO0 CCE TCOCCOAGCAL
A L DA AD AHEARTLTLUAALATYTPEH

CTCCTROCOTTCHGIACCGAGACACCCOMCCCICATATGCGICCTAQCACICTCATAIAT
LE L PF GTOU APRPRTURPGT L V D

OGO O KIG A A O A SO T TGO O A GO T T ALGOCCGECHE
4 P A G D A HHALAURR §P L HATERR

BaEll
CCCCOAACGGUCCUAGICCOCECACTCOCCOCCICCOACOCCACCTAG0CCOCCAITIAS
PR T 0O R GRP L A A AD A A WAAG D

Smal
K K R T O T L AT OO T SO O AT A YK R OO COO A AL CORIA GG
L A A CL TSL GPDT P G 6 PE PE A&
anell Apal

CCOACTIACCACCKKICCTTOA T GAGCCCTACTCGAAGICCOATTCGACCCGOCAGCS
PG D QR & ¢ M A L LE &R F QP A A
CGG(‘MG(WMTACGGGAGCAGG(}CACCACCAC(}CC(K}CTJGCGCCGGN}ACWTFG
R RLAG@ERE VEE QQ @TTT P A APE T L

CTQCOCTCCOCCACCOCCOCOCTOCTOCTGOOCQAGATHRAGTCUHGCCE GOCGIACTTTC
LR S ATAA L LLGEVEAAZRTET @
Apal
GCACGIICCCTOGCCHIAGCLCAGCAGRATACTORICOOGCT OO TACOCCGOICOCTR
A B A L AT MR Q E @ 8 A AL V B R A L

GAGTACCTCOCCTACOCCAAITTOCACACCAGACACCACGCCIAGUCACTOGCGCACGCT
E YL A Y AE L R AU R HAE ARAUH &

OAGIAAGGGCTRCCOOCOCCCTACHH TCO I CAUCOCAACACOOC U ACC ACCAC
E E G L R A A L R 8§ 3G Q EN T A & H H H

GCCATCCTIGCGLTCACCACCTCCATCRAGIACEAGCCOCACOTGATCRAGRAACATITC
AV L AL AA SI EDEPH V V E EH V

GAGGCCACCTACOCCACOOCCCGCAGCCACHIACTOGCNCAGG TGUTCALCCTOGCCCAD
EAACATARSHGLAQVLTLAQ
Saclt
THIGCOACGATCCRGECCAACCTCORICOCIGCCHCCCOCTACAGGCCAOCGACCOICTC
W A A 0 R ADLOGR &% R P LEAADR L

Apal
R K T CC T OO GGG R K ICC AT T A KITG TN GUCTOGCIGTG
@ L L VvV L PG@ P RR @ HF A V WR L A V

COCTGCTTCATURAGACAICCOTCOCCGCCOIACACICTICOTIAGIHACOTACIGCTOCTS
P CF V E & A V P A ¢ B A A E AR TL L
Notf
CACGAGGGCACCOGCTHIGCAAGCTTCHICOC GO ACCCCCAGQCOOCOCCLAACTOHCC
D E G A @ WA 8F @ ADP Q A A A Q L A

COCTACCAGGUCCTOCTRACCCOACCUARIAGOCCIACTCCCTCTACCQACTIGCCCTA
R CQ AL L DPTETEADATILTYURL AL
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4021 L}ACC‘.{}GCACGC(R?C(}GC(K}OCGGCG{}Cj‘rCGAGCACGC(‘ﬂ}TACCAC(}CTG-L"[‘[JCA&}GC
751 DRHAAAGGGFEHARTTLLHG

4083 MATGG‘O‘GCOACGGCGCCGCCGGCCCCGCGAGGCACGCGACAGGCTCGGCOCCOCCGTC
77IKWLERRRRPREARDRLGAAV

Apal
4t 41 GCCG(}CW('J}CCFGCFG{ITGOGCCGGCGTUTGGGCCCGTCA GOCCCATAACTIAGCTGK?
TQIAGFARCGAGVWARQARDELR

4201 TCOCTAATCACGCCGC COTCCCCOCCIACCTCACCOCCCTATCCTCTCTCACCCCGCAT
EHSLVTPPSPPDLTALSSLTPQ

4261 CA(‘rCG(“.CGCATCMWﬂWmTWmeWMCGAGAmmCC

SﬂlQRRIARFVARGATNRElﬁLA
Sal Xholl

4321 CTCT CCGTCAGOGTCUGCACCHT COACTACCACCTGCOCCOGATCTT CACQUCCCTCBEC

851LSVSVRTVDYHLRR[FAALG

4381 GT(‘.‘C(‘;‘[TCCCG(‘:C'[‘GGAAC?FGOCGC&}(H.‘FGGTGGACGAGGCGGAGC&GT‘COGCC(}GAG(}G

BTIVRSRLELARLVDEAEQSAG@
Apal

4441 TAAGGICACCACCCOCGCCGAGCECACACGATCTT CACACCCCGTOCCCAOCCTICACGCT

89I - N

4501 ('}GATCGCTATGGCGAAACCMCACA(‘K:LITCCOGTA(WTCAGTTO’:FCAGAGGGMCGTT
Neaf

4501 mchmAGTCCATGGmMCCmmmCAOmCACmGCAGm

i M N RR § L PA VYV 5 L AV

4621 CCGCCGCGCTGGUACTGTCCGCCT GCGOGAGCHIGAACIGAAAGTCCOATGAGOACGACA
lSAAALALSACGGGDGKSGEDD

4681 AOATCGCGGGG{]CCGACGGCGQCG{}CGGTFCGAGCGCCGCGCCGGAGCCCGOTGCDTCGC
JSK[AQADGGGGSSAAPEPGAS

4741 CCOAGLCCOAGCHCCCCOCGATCAAGCTACCAACGUACA TGAAGAACGTCTTCOAGGGCG
SSPEAERPAIKLPTDMKNVFEG

Bnl]
4801 GCOGCACGGOTGACCCOGTQO@GAGGCCQTOCTTGOUGGACAOCQAGGCK}COQA
TJGGTGDPVAEAVLAGQRGA

Fig. 8 Secuencia de nucledtidos del fragmento Sall de 2.5Kbelonado ¥ secuenciado por
Cruz en 1993, aunada a esta se presenta la secuencia del fragmento de Smal de 1.1 Kb v 1a
secuencia parcial del fragmento de 3.25 Kb de Smal obtenidos a partir del pldsmido pBG?2
(Cruz, 1993}, La secuencia muestra 46 pb arriba del sitio BstEll en la posicidn 4809, _
Sitio de unién a ribosomas, 11 punto de procesamiento del péptido sefial, 2= region
hidrof6bica que rodea al sitio de procesamiento del péptido sefial, » marcan el €rmino de
un ORF, la secuencia que forma el motivo hélice-vuelta-hélice se encuentra enmarcado.
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Fig. 9 Andlisis de la secuencia de nucledtidos con el programa FRAME (Bibb et al., 1984)
el cual determina }a cantidad de G+C de las posiciones de los nucledtidos en cada codén,
Cruz demostré la presencia de tres ORFs uno correspondtiente a el gen Jip (ORF{), un
ORF2 y el inicio del ORF3. En este trabajo se completa el ORF3 (posibie activador) y el
inicio de un nuevo ORF4. La flecha horizontal indica la posicién en la que se transcribe
cada gen. En la parte superior se encuentran indicados ios posibles codones de inicio -ATG
¥ GTG- y los codones de término en cada una de las tres posiciones. -N1, N2, N3- en
ambos sentidos a lo largo de las dos hebras de ADN.
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Fig. 10 Estructura invertida repetida (IR) en la regién 5° del gen de! posible activador de la lipasa
de Streptomyces albus “ G,
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Fig. i1 Estructuras invertidas repetidas (IRs) localizados en las re
S, albus “G”, 8. sp M11 y §. caelicolor A3(2).
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Fig. 12 Alineamiento de la secuencia de residuos de aminoacidos del posible actisvador de)
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pende lalipasa de S /by “G7 v fos activadores transeripeionales de ta lipasa de &

coelicolor A3(2) (Vildez . 0. 1993). 5. 5p MIT { Pérez. 1993) v los productos de los senes

cho_orf3. cho_orfd y cho_orfl. de Streptomees sp. SA-Coo (MOLNAR. 1993), Los
asteriscos {(*) muestran los aminodcidos yue son idénticos ¥ [os puntos (.} los que son

similares.
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Fig. 13 Dendograma obtenido a partir del alineamiento de los aminoacidos de los activadores de S albus G758 coelicolor A3(2)y S

sp MI1, asi como los productos de los genes reguladores cho-orfl, cha-orf3 y cho_orf4, de la colesterol oxidasa de Streptomyces sp
SA Coo.
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Fig.14 Dot-plots en los que se muestran la similitud del posible activador de §. wituy ~(-
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Fig 15 Grafica en la que se muestran los valores de la secuencia de aminoacidos del posible

activador de Ja lipasa, la regién reguladora positiva esté representada por el pico
sobresaliente,
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HTH_SCOELI
HTH_SPM11
ECOLIUHPA
REMILFIXJ
ECOLIFIMZ
VFISCHLUXR
ECOLISDIA
CHO_ORF3
CHO” ORF4
CHO_ORF1

Dodd y Egan %H-V-H

NRETALALSVSVRTVDYHLR 1258
NREVALTLGVSTRTVDYHLR 1327
NREVALRLSLSPRTVDHHLR 1459
VKEIAAELGLSPKTVHVHRA 1243
NKSIAYDLDISPRTVEVHRA 5072
NKEIADKLLLSNKTVSAHKS 1248
SWDISKILGCSERTVTFHLT 1125
SAEIAMILSISENTVNFHQK 1343
MANRATAAELQVTLRTVLHLT
VSNKKIAEALFITTRTVELHLT
ARANKDIAEQLDVSSRAVEKHLT
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73%
5%
92%
68.9%
68.9%
50%
75%
50%

Fig. 16 Alineamiento de los motivos hélice-vuelta-hélice del posible activador de ia lipasa de Streptomyces albus “G” con diferentes
proteinas reguladoras, los valores de Jos motivos fueron comparados individualmente con la matriz generada por Dodd y Egan, 1990.
Un valor estadistico por debajo de 2.5 desviaciones estdndar no representa un valor significativo patra Ja formacion de H-V-H.
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FIG. 17 Anilisis de la 3) hidrofobicidad y b} hidrofilicidad del posible activadoc

transcripcional del gen de la lipasa de S. albus *G”, (DNAMAN, Lynnon Biosoft).
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Tabla 4. Porcentaje de G+C en las tres posiciones de codones de los marcos de lectura
abiertos de la lipasa y su activador en S, albus “G”.

% G+C en codones
Posicion la. 2a., 3a. Total
Valor tedrico 74.7 51.4 89.1 71.7
Act. Salbus 85.7 62.5 93.6 80.6
Lip. Salbus 162.7 58.1 97.3 72.7
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Tabla 5. Uso de codones del posible activador del gen /ip de Streptomyces albus “G.

Coddn Aa

TTT
TTC
TTA
TTG

CTT
CTC
CTA

CTG
ATT
ATC
ATA
ATG
GTT
GTC
GTA
GTG

Phe
Phe
Leu
Leu

Len
Leu
Len

Len
Ile
Ile
Ite
MET
Val
Val
Vaj
Val

Uso

Coddn Aa.

TCT
TCC
TCA
TCG

cCT
CCC
CCA

CCG
ACT
ACC
ACA
ACG
GCT
GCC
GCA
GCG

Ser
Ser
Ser
Ser

Pro
Pro
Pro

Pro
Thr
Thr
Thr
Thr
Ala
Ala
Ala
Ala

133
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Codén Aa

TAC
TAT
TAA
TAG

CAT
CAC
CAA

CAG

Asp
Asp
Glu
Glu

Uso

—

Coddn Aa.

TGT
TGC
TGA
TGG

CGT
CGC
CGA

CGG
AGT
AGC
AGA
AGG
GGT
GGC
GGA
GGG

Cys
Cys

Trp

Arg
Arg
Arg

Arg
Ser
Ser
Arg
Arg
Gly
Gly
Gly
Gly
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Tabla 6. Porcentajes de Similitud e Identidad cntre el activador de S albus “G” con los
activadores de S. coelicolor A3(2)y 8. sp M1,

Origen de los activadores
S. albus “G” S. albus “G” S albus “G”

S. coelicolor S sp M1 S. coelicolor
S. sp M11
IDENTIDAD 59.21 % 46.63 % 34.5%

SIMILITUD 719 % 730 % 29.6 %
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Tabla 7. Comparacion de las regiones reguladoras positivas de los tres activadores de
lipasa en diferentes cepas del género Streptomyces.

Origen del Activador Indice % |Posicién Secuencia

S. albus “G” 20.95 845-863 NRETALALSVSVRTVDYHLR
S. coelicolor A3(2) 22.92 876-895 NREVALTLGVSTRTVDYHLR
S.sp M11 23 871-890 NREVALRLSLSPRTVDHHLR

2s
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Tabla 8. Andlisis de la composicién aminoacidica (AACOMP) de los activadores de las
diferentes lipasas de Streptomyces y del activador cho_orf3. Se muestran los valores absolutos y
porcentuales de los 20 a.a. en cada péptido.

Amino éactivador? Origen de los activadores
Acido S. albus “G” S. coelicolor S sp Mt S. sp SA_Coo cho-orf3
Ala 202 202 218 172
% 22.73 22.6 24.53 19.4
Arg 109 109 98 98
% 11.93 12.2 11 11
Asn 4 4 4 4
% 0.4 0.4 04 0.4
Asp 36 59 47 41
% 4.0 6.3 5.0 4.6
Cys 8 3 13 10
% 0.9 0.5 1.4 1.1
Gin 19 27 20 23
% 2.1 2.9 2.1 2.6
Glu 54 43 44 56
Y% 6.1 4.6 47 6.3
Gly 85 86 97 68
% 9.6 9.1 10.4 ENi
His 33 31 28 ' 25
% 3.7 33 3.0 2.8
Ile 4 2 4 9
% 0.4 0.2 0.4 1
Leu 120 128 122 133
% 135 I5.6 13.1 15
Lys 2 3 0 5
% 02 0.3 0 : 0.5
Met 2 5 4 12
% 6.2 0.5 0.4 1.3
Phe 10 11 12 6
% 1.1 1.2 1.3 0.6
Pro 69 62 80 71
% 7.8 6.6 8.6 8
Ser 28 27 37 29
% 31 2.9 40 - 32
Thr 44 39 46 42
% 49 4.1 49 47
Trp 12 9 6 15
% 1.3 1.0 0.6 1.6
Tyr 6 7 14 7
% 0.7 0.7 1.5 0.7
Val 43 52 40 57

% 4.8 5.5 43 6.4



Tabla 9. Porcentaje global de los residuos de aminoacidos de las proteinas de acuerdo a
los grupos R del posible activador de la lipasa de S. albus “G”, los activadores de lipasas
de S. coelicolor A3(2), S. sp M11 y del activador de la colesterol-oxidasa cho_orf3 de S.

sp SA_Coo.

Composicién aminoacidica del posible activador y los proteinas de la proteinas

activadoras

carga de los grupos R

Hidrofébicos

polares sin carga

Positivos

Negativos

S. albus “G”
462 (51.9%)
194 (21.79%)
144 (16.17%)
90 (10.11%)

Origen del activador

S coelicolor
471 (51.7%)
195 (21.4%)
143 (15.7%)
102 (11.1%)

S. sp M1
486 (52%)
231 (24.7%)
126 (13.49)
91 (9.74%)

cho-orf3

475 (53.79%)

183 (20.72%)

128 (14.49%)
97 (10.98%)

09
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CONCLUSIONES

El ORF3 comienza en el nucleétido 1771 y términa en €l nuclebtido 4443, codifica
para una proteina de 890 aminoacidos.

Los residuos de aminodcidos demuestran que es una protelna altamente polar, los
andlisis de hidrofilicidad e hidrofobicidad indican que es una proteina de tipo periférica.

La secuencia demuestra que si existen estructuras tallo-asa, pero estas pudieran no
estar involucradas en la terminacién transcripcional del gen del posible activador de la
lipasa extracelular de Streptomyces albus “G”, y los correspondientes ORF2 y ORF4, o
cual sugiere que se transcriben policistrénicamente.

La diferencia en el reamreglo intergénico de los ORFs de la lipasas y activadores en
cada una de las cepas de Strepromyces puede representar una forma diferencial de
regulacion transcripcional.

El posible activador transcripcional de la lipasa de Streptomyces albus “G” presenta
una mayor homologia con el activador transcripcional de la lipasa de Streptomyces
coelicolor A3(2) que con el activador de Streptomyces sp M11. Esta homologia se ve
incrementada hacia el extremo carboxilo terminal; en este extremo del posible activader de
Streptomyces albus “G”, se presenta un motivo hélice-vuelta-hélice con una probabilidad
de formacién del 73%.

El motivo de unidn a el ADN se comparo con otros motivos hélice-vuelta-hélice de
proteinas que son reguladoras y se encontrd una gran similitud con una proteina activadora
de la colesterol oxidasa de Streptomyces sp SA-COO, codificada por el gen cho-orf3.

Las evidencias estructurales mostradas anteriormente indican que el posible
activador de la lipasa de Streptomyces albus “G™ ¢s una proteina activadora semejante 2 la
que se encuentra activando al gen de lipasa de Streptomyces coelicolor A3(2) y al gen lip
de Streptomyces sp M11. Sin embargo las pruebas experimentales no son reveladoras en
cuanto a esta actividad por parte de la posible proteina activadora de Strepromyces albus
i(G"I.

Mas evidencias experimentales se necesitan ya que es necesario completar el QRF?2
y encontrar una regién promotora hacia el extremo amino terminal de la secuencia que se
vea involucrada en el proceso transcripcional de los genes de ORF2, ORF] (lipasa), ORF3
y ORF4.



Abreviaturas [

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Ac,ido ribonueleico

ARNm:'Acido ribonucleico mensajero
ARNt: Acido ribonucleico de transferencia
dNTP: desorribonucledtidos fosfato
DMSO: Dimetilsulfoxido

EDTA: Etilendiamino-tetraacetato

HVH: Hélice-vuelta-hélice

IPTG: Isopropil-p -tiogalactdsido

IR: secuencia invertida repetida

Kb: Kilobase

Kcal: kilocalorias

Lb: Medio Luria Bertoni

lip: lipasa

Hg: microgramo

pl: microlitro

mg: miligramo

mM: milimolar

M: molaridad

ng: nanogramo

nt: nucledtidos

ORF: Open Reading Frame (marco de lectura abierto)
pb: pares de bases

PEG: Polietilenglicol

SDS: duodecilsulfato de sodio

SMC: Sitio Multiple de Clonacion
TEMED: Amortiguador Tris-boratos-EDTA
TBE: Tris-boratos-EDTA

Tris: Tris-hidroximetil-aminometano

Ufp: unidades formadoras de placas
X-GAL: 3-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactésido
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Abreviaturas II

SIMBOLOS DE LOS AMINOACIDOS. Voet y Voet, 1992,

63

Ala Alanina

Cys Cisteina

Asp Acido aspirtico
Glu Acido glutdmico
Phe Fenilalanina
Gly Glicina

His Histidina

Ile Isoleucina

Lys Lisina

Leu Leucina

Met Metionina

Asn Asparagina

Pro Prolina

Gln Glutamina

Arg Arginina

Ser Serina

Thr Treonina

Val Valina

Tp Triftofano

Tyr Tirosina




GLOSARIO

Cis: configuracidn, se refiere a dos sitios sobre la misma molécula de ADN,

Laoci: plural de locus.

Locus: se refiere a la posicion fija de un gen sobre un cromosoma. El locus puede ser ocupado
por cualquiera de los alelos para el gen.

Posicion fija ocupada en un cromosoma por un determinado gene o por uno de sus alelos

Trans: configuracién, es la que se refiere a dos sitios presentes sobre dos moléculas diferentes de
ADN o de proteinas.

64



65
SOLUCIONES AMORTIGUADORAS Y MEDIOS DE CULTIVO.

Buffer TBE 5X

{Maniatis et af.,1982)

Para 1000 m!

Trizma base 540¢g
Acido bérico 27.5g
EDTA-Na.0.5 M pH§ 20 mi

se afora con agua desionizada y se esteriliza en autoclave.

Buffer TE (10: ImM)
{(Maniatis ef af.,1982)

Para 100 mi
Tris-HCI 1M pH8 1.0 ml
EDTA-Na 0.5M pHS$ 0.2ml

se afora con agua desionizada y se esteriliza en autoclave,

Buffer TE 25 mM
{Maniatis ez a/.,1982)

Para 100 m}
Tnis-C) 1M pH8 2.5mi
EDTA-Na 0.5M pH8 5.0ml

se afora con agua desionizada y se esteriliza en autoclave.

Buffer TB para transformacién,
(Inoue, 1996)

PIPES 10 mM
MnCl 35mM
Ca(l 15 mM

KCl 250 mM
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Se mezclan todos los componentes excepto el MnC} y se ajusta con KOH a pH 6.7. Et MnCl se

esteriliza por filtracién (0.45mM) y se almacena 2 4 C.
MEDIOS DE CULTIVO.

Medio LB (Luria Broth)

(Maniatis er a/.,1982)

Para 100 m];

Bacto-triptana (Difco) 10g
Extracto de levadura (Difco) 0.5 g

NaCl 05g

Para el medio LB s6lido, agregar:

Bacto-agar (Difco) lig

El medio sélido, se vacia en cajas Petri y se secan en ¢campana de flujo laminar durante 30
minutos.

Para el agar suave, agregar:

Bacto-agar (Difco) 075¢

Se utiliza en ¢! plagueo de fagos

Medio YT2X

(Maniatis er al.,1982)

Para 100 m);

Bactotriptona (Difco) lég
Extracto de¢ levadura 10g

NaCl 05¢g




Medio SOB

(Hanahan, 1986)

Bacto-triptona 2%
Extracto de levadura 0.5%

NaCl 10 mM
KCl1 2.5mM
MgCl 10 mM
MgSO 10 mM

El medio SOC es idéntico a ¢l SOB pero el primero contiene 20mM de glucosa.
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