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RESUMEN 

En un trabajo previé se cloné y secuencio el gen de Hpasa de Streptomyces albus ~G" 

(Cruz 1993), en el cual se habian detectado tres marcos de lectura ORF1 (lip), ORF2 y el ORF3. 

El inicio del marce de lectura tres, se completé al secuenciar los fragmentos de 1.1 Kb y 

parcialmente el fragmento de 3.25 Kb de Smal, obtenidos a partir de la clona pBG2. El tamatio 

del ORF3 es de 2672 pares de bases y codifica para una proteina de 890 aminodcidos. Al mismo 

tiempo se encontré un nuevo marco de lectura denominado ORF4 hacia abajo del ORF3, que no 

presenta similitud con ninguna proteina conacida de Streptomyces. 

El producto del gen correspondiente al ORF3 es homélogo al activador transcripcional de 

la lipasa de Streptomyces sp M11 (Pérez, 1993) y al activador transcripcional de la lipasa de 

Streptomyces coelicolor A3(2) (Valdez. O. 1995 comunicacién 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 albus “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 et al; 1992). Son aérobios 

estrictos y un componente importante en la poblacién bacteriana de muchos suelos, donde 

participan en el reciclamiento de nutrimentos (Goodfellow et al, 1983). 

La diferenciacién morfolégica-funcional que presentan es compleja. Su ciclo de vida 

comprende dos etapas, una fase vegetativa miceliar colonizadora y otra fase reproductiva de 

dispersi6n (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 y 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 etapa los 

cambios tipicos en la colonia son la formacién de metabolitos secundarios, tales como 

antibidticos y pigmentos asi como el almacenamiento de glucégeno (Chater ef al: 1989; 

Yoshitaka ef al; 1992); la segmentacion de las hifas aéreas forma cadenas de células haploides 

uninucleoidadas, que posteriormente se diferencian en esporas pigmentadas hidrofébicas, las 

cuales son dispersadas por varios factores como viento, Iluvia, insectos, artrépodos, etc. (Chater 

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

La coordinacién de los mecanismos que controlan la interaccién entre el desarrollo 

morfoldgico y funcional ain no se comprenden del todo, ya que en estos sistemas 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”, sirvieado como sefiales intercelulares en esta etapa. 

Asimismo la serie de genes b/d, de Jos cuales se conocen diez loci en Streptomyces coelicolor; 

bldA, bldB, bldC, bldD, bldF, bldG, bldH, bldl, bldK y bid261; que participan directa o 

indirectamente en el centrol de la sintesis de algunos antibiticas y de algunos genes de 

esporulacién; un ejemplo es el gen b/d, que codifica para un tRNA de leucina, el cual se 

acumula en la fase tardia del crecimiento bacteriano, este se considera como un mecanismo 

tegulatorio traduccional para genes de esporulacién y para la produccién de antibidticos 

(Hopwood y Chater, 1989); este gen a su vez parece estar regulado por otro gen denominado 

bidi, el cual puede estar interfiriendo directa o indirectamente con la regién promotora de 4/dA o 

podria ser requerido para la expresién de un factor transcripcional (Chater, 1989; Leskiw, 1995). 

El gen d5/dB esta claramente involucrado en la represidn catabdlica, el nivel de ARNm es bajo 

durante el crecimiento vegetative y se incrementa en la iniciacién del desarrollo y se ve 

involucrado en su propia transcripcion ya que la proteina BIdB interactita directamente con su 

propio promotor y presenta un motivo de unién a ADN del tipo “hélice-vuelta-hélice en el 

extremo carboxilo terminal. (Pope. M. ef a/, 1998). El locus 5/dK consiste de cinco marcos de 

lectura abiertos que son homédlogos 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 b/dD es requerido para la produccién de antibidticos y 

diferenciacién morfoldgica y ejerce sus efectos positivamente al nivel de transcripcién de esas 

vias. La proteina BldD presenta un motivo de unién a ADN del tipo hélice-vuelta-hélice cerca 

del extremo carboxilo terminal y al parecer regula negativamente su propio producto (ELLIOT, 

M.. ef al 1998), La diferenciacién es gobernada por una cascada jerarquica de sefiales 

intercelulares y los genes b/d gobiernan indirecta o directamente la produccién de sefales 

extracelulares. 

Implicados en la fase de esporulacién se encuentran también los genes whi, de los cuales 

se conocen nueve clase de mutantes whiA, whiB, whiC, whiD, whiE, whiF, whiG, whill 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 (oY?!) el cual es necesario en la iniciacién de la 
esporulacién. El gen whiB codifica para una proteina similar a los factores de transcripcién 
esencial para la esporulacion y whiE codifica para la pigmentacién normal de la espora (Yu Tin- 

Wein y Hopwood, 1995). 

En S. coelicolor A3(2) también se han detectado cuatro genes ArdA, hrdB, hrdC, hrdD 

que codifican factores o altamente homédlogos a o” de E. coli, se ha demostrado que sélo firdB 

es esencial para el crecimiento; genes homélogos de hrd4, hrdB y hrdD se encuentran en S. 
aureofaciens y se ha demostrado que estos tltimos se requieren en diferentes etapas del 

desarrollo, rdB se expresa en todos los estados de desarrallo de la colonia, ArdD se expresa sélo 
durante la diferenciacion del micelio vegetativo adherido al sustrato y ArdA se presenta durante la 

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

Durante la fase del metabolisrno 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 s¢rR, el cual codifica para una proteina que regula la produccién de estreptomicina en 

S. griseus (Retzlaff et al; 1995); también los antibidticos actinorrodina, undecilprodigiosina. asi 

como la produccién de factor “A” en Streptomyces coelicolor se encuentran regulados por el gen 

afsR, el cual posee una similitud con estas proteinas reguladoras de unién a dcidos nucleicos; por 

otra parte, e] producto de afsR también presenta una secuencia consenso de union a ATP tipo A y 

B, es decir también se encuentra sujeta a una regulacién por fosforilacion (Horinuchi e¢ al; 1990). 

Un nivel de regulacién adicional ocurre a nivel transcripcional, debido a la existencia de 

diferentes holoenzimas de la RNA polimerasa; !a heterogeneidad existente en los promotores yla 

evidencia de diferentes factores. Estas enzimas pueden reconocer diferencialmente secuencias 

promotoras de genes en Streptomyces. Un ejemplo de esto es el gen de la agarasa (dagd) de S. 

coelicolor A3(2), el cual presenta cuatro sitios de inicio de la transcripcién 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 (aphf)
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de S. fradiae, (Janssen et al; 1989); y en el operén de galactosa de S. lividans (Fornwald et at. 

1987). 

A nivel traduccional aparentemente en Streptomyces no siempre se requiere de un sitio de 

union a ribosomas (Janssen ef al: 1989). En algunos genes el primer codén nucleotidico del RNA 

Mensajero actta como sitio de iniciacién traduccional, tal es el caso del gene afs el cual 

interviene en la formacién del factor “A” de S. griseus (Horinuchi, ef al, 1989); un caso similar 

Se presenta con el gene «phi de S. fradie (Janssen et al; 1989). 

La biosintesis de metabolitos secundarios es normalmente regulada a nivel transcripcional 

por una rapida asimilacién de fosfatos. carbono y nitrégeno (Liras et al, 1990); también muchas 

enzimas involucradas en ef metabolismo primario son estimuladas por fasfates y asf proveen 

grandes cantidades de precursores requeridos para la biosintesis de antibisticos (Asturias e¢ al: 

1990), 

Durante la sintesis de antibidticos, se generan una serie de mecanismos de resistencia. los 

cuales van desde la metilacién especitica de RNAs ribosomales (S. azureus) para conferir 

resistencia a eritromicina y tioestreptona, hasta la adquisicién de un transporte activo como 

alguna proteina de membrana, la cual se encarga de llevar a el antibiotico hacia el exterior (5. 

coelicolor, involucrado en la resistencia a metilenomicina), de esta manera se impide que los 

antibidticos 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 mimero de copias, secuencias de 

insercién, profagos y minicirculos, en los cuales pueden llevar genes de produccién y resistencia 

a inhibidores como los antibiticos, tal es el caso de S. coelicolor el cual presenta el plasmido 

conjugativo SCP1 el cual codifica para la metilenomicina (Hopwood & Chater, 1989). Asi como 

una gran serie de mecanismos de reordenacién gendmica, ya sea deleciones 0 amplificaciones 

que no afectan el metabolismo primario de algunos Streptomyces 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 clonacién 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 sefiales de controi transcripcional de E. coli, Serratia marcescens, Bacillus 

licheniformis y Mycobacterium bovis. La ausencia de un sistema modificacién-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 

Tecurso potencial para la investigacién bdsica y aplicada (Hopwood, D:A: ef al 1986; Henderson. 

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

La generacion de agentes terapéuticos como antibisticos, anticancerigenos, enzimas de 

aplicacién industria] (amilasas, lipasas. etc) y de uso en Ia investigacién (enzimas de restriccion) 

hacen de los Streptomyces una fuente potencial de recursos de interés humano (Chater, 1989; 

Rodicio et al, 1988), ver tabla 1. 

Las lipasas (EC 3.1.1.3) se encuentran distribuidas en una gran variedad de organismos 

vivos; en bacterias y en eucariontes (hongos, plantas y animales), La presencia de actividad 

lipolitica se describi6 desde 1901 en Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa y 

Pseudomonas fluorescens y hasta ahora han sido las bacterias productoras de lipasas mas 

estudiadas. Otras fuentes a nivel industrial son Pseudomonas’ fragi, Alcaligenes  sp., 

Chromobacterium viscosum, Rhizopus delemar, Aspergillus niger y Candida eylindracea. 

Dentro del género Streptomyces se han descrito varias cepas con actividad lipolitica (Sztajer ef 

al; 1988; Hass et al: 1991; Pérez et al; 1993; Cruz et al; 1994). 

Las lipasas son hidrolasas que actian sobre los enlaces carboxil-ésteres, presentes en 

ésteres acilgliceroles, para liberar los correspondientes acidos 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 Acido graso (S. 

aureus, Corynebacterium acnes y Chromobacterium viscosum); el segundo grupo sdlo degrada 

enlaces ésteres primarios. es decir en la posicién Cl y C3 del glicerol (P. fragi, P. fluorescens y
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P. geniculata) y el tercer grupo Trompe cadenas de acidos grasos, como la lipasa B de Geotrichum 
candidum, la cual es especifica para los dobles enlaces entre los carbonos C9 y C10. 

Estas enzimas presentan una amplia versatilidad biotecnolégica; la mayor aplicacién es el 
desarrollo de sabores artificiales en la industria alimenticia, en la industria de los detergentes. en 
la hidrdlisis de grasas y aceites, asi como su contraparte, en las reacciones de sintesis; en estas 
Ultimas las mas importantes son las transesterificaciones ya sea glicerdlisis 6 alcohdlisis. es decir 
la transferencia de un grupo acilo de un triglicérido a un alcohol 6 un glicerol (Jaeger er al, 1994; 
Hass et al: 1991), ver figura 2, observar tablas 2 y3. 

La actividad de la lipasa depende de 1a presencia de una interfase, ya que estudios sobre la 
estructura tridimensional de estas proteinas revelan que el sitio activo de la lipasa se encuentra 
cubierta por una cadena polipeptidica la cual provoca que el sitio activo sca inaccesible a 
moléculas de sustrato monomérico. Pero cuando la lipasa se encuentra en una interfase Ifpido 
agua, hay un cambio conformacional que leva a que ta cadena polipeptidica se aparte y el sitio 
activo sea accesible. De esta manera una enzima muestra activacién interfacial en Ja presencia de 
triglicéridos de cadena larga (Jaeger, et al’ 1994). 

Las lipasas solo muestran actividad cuando el limite de la solubilidad del sustrato es 
excedido, es decir cuando se forma una emulsion. A diferencia las esterasas (carboxil-esterasas 
Ec, 3.1.1.1) degradan dcidos grasos de cadena corta y su actividad se encuentra en funcion de la 
concentracién de sustrato, como la descrita per la cinética de Michaelis-Menten, en la cual la 
formacién de una emulsién no cambia la velocidad de la reaccidn, ver figura 3 (Jaeger, ef al.. 
1994). 

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

1.- La absorcién fisica de la enzima a fa interfase, Ja cual puede incluir una activacioén de la 
misma enzima.
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2.- La formacién de un complejo enzima-sustrato, en Ia cual el sustrato es hidrolizado para 
dar el producto y regenerar la enzima absorbida, ver figura 4 (Jaeger, et al., 1994), 

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 
podiia intervenir a nivel transcripcional, traduccional y en la subsecuente secrecién de la enzima 
a través de las membranas celulares (Jaeger et al; 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 Ilegé a la conclusion 
de que Sa degradacion de los acidos grasos en este organismo es constitutiva, sin la necesidad de 
la induccién de cualquier tipo de Acido graso. Los estudios de cinética indican que para Acidos 
grasos de cadena corta como el octanato ya sea ionizado 0 desionizado, Ia entrada a la célula es 
por difusién simple, para acidos grasos de cadena larga como el palmitato en su forma ionizada 
la entrada a la célula es por un mecanismo de transporte activo y cuando la molécula esta 
desionizada esta difunde a través de la membrana celular. 

En Streptomyces coelicolor A3(2) la expresién de varios genes involucrados en la 
utilizacién de fuentes altemativas de carbono se ven teprimidos por el metabolito glucosa. Pero 
los datos indican que la via de la B-oxidacion en este microorganismo en lugar de ser reprimidos 
por glucosa se ven estimulados, al menos para acidos grasos de cadenas largas. Esta estimulacién 
puede ser en dos niveles; 1) por incrementar la importacién de los dcidos grasos, afectando el 
componente transmembranal que se encarga del paso de los acidos grasos y 2) incrementado los 
niveles de al menos una de las enzimas del ciclo de la B-oxidacion 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 de fosfolipidos de membrana o de triacilgliceroles los cuales se 
ha encontrado que son moiéculas de almacenamiento. 

 



9 

Se han descrito 3 lipasas correspondientes al género Streptomyces. La primera fue 

obtenida de Streptomyces sp M11 (Perez ef al, 1993) y la segunda de S. albus “G"(Cruz et 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 tiltima la identidad aumenta a 82.1% y la 

similitud disminuye a 5.7% (Cruz, 1993); en S. sp M11 se ha demostrado que Ja produccién de 

lipasa extracelular (gen /ip) esta regulado positivamente por otro gen denominado activador: 

ademas estos dos genes podrian estarse transcribiendo de manera monocistrénica ya que 

secuencia abajo del gen lip de S. sp M11 en su extremo 3” terminal presenta una estructura tallo- 

asa con un AG" de -33.2 Keal/mol (Pérez ef al, 1993). En S. albus “G” la produccion de lipasa es 

menor a comparacién con Ja 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 (plasmido 

pB2! generado de Ja cointegracién del plasmido pJV1 y plJ486, éste Gltimo derivado det 

plasmido plJ101, Servin-Gonzalez, 1993), ya que vuelve a subclonar el fragmento de 7.8 Kb en 

un vector de alto numero de copias (plI486, Ward er al 1986) en el cual obtienc Ia 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, clond y secuencio la tipasa y el activador de S. cvelicolor A3(2). 

estudios acerca de estos genes se encuentran en proceso. 

En 1997 Sommer ef al; cloné una lipasa extracelular de Streptomyces cinnumomeus, la 

cual presenta un marco de lectura abierto de 825 pb, correspondiente al gen fipA, codifica para 

una proteina de 275 aminoacidos, presenta una secuencia sefial de 30 aminodcidos, con un sitio 

caracteristico de procesamiento que reconoce la peptidasa sefial, Ala-X-Ala; la lipasa una vez 

procesada presenta 245 aminoacidos. Presenta una alta similitud con el sitio catalitico propuesto 

para otras lipasas, serina~G-(H)-S'¥-(O)-G-. A un lado de lipA se presentan dos marcos de 

lectura, uno corresponde a e! ORFA el cual presenta similitud en secuencia con proteinas 

transmembranales involucradas en el transporte de antibidticos, azicares y protones. También 

presenta un ORFB el cual muestra un motivo de union al dinucledtido flavin adenina ¥ un sitio 

NAD. 

8 
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EI gen /ipA presenta un porcentaje de identidad de 29% y una simititud del 60% con tres 

lipasas de Pseudomonas. El sitio activo de serina de las lipasas se encuentra también localizado 

en los primeros 104 aminoacidos del extremo amino terminal, como lo demuestran los genes de 

lipasas de Psendomonas glumae y P. cepacia. 

La lipasa de S. cinnamomeus difiere de las dos Hpasas de Streptomyces descritas 

anteriormente, Sommer argumenta que quizas las propiedades bioquimicas de las dos Hpasas 

teportadas por Cruz y Pérez, difieran de la lipasa de S. cinnamomeus. Tampoco presenta 

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

Un estudio indica que lipA de S. cinnamomeus expresado en S. lividans puede estar 
funcionando como un monémero activo de 27 kDa 6 que esta puede reasociarse “in vitro” para 

formar un dimero activo de $0 kDa. Por otra parte {a variabilidad de esta clase de enzimas puede 

ser mucho mis alto de fo esperado en el grupo (Sommer et al., 1997). 

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

imprescindible para Ja explotacién de estos recursos biotecnolégicos.
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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. 

Analisis de la secuencia nucleotidica y peptidica mediante el uso de 

paquete de Software DNAMAN, PCGENE y la base de datos CDPROT24. 

Comparaci6n con otros activadores transcripcionales a nivel de secuencia 

de ADN y proteinas.
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MATERIAL Y METODOS 

TRANSFORMACION Y TRANSFECCION DE CELULAS COMPETENTES DE 
Escherichia coli JIM101, (Método modificado de Hanahan, Inoue, et al; 1990). 

Un paso central en los experimentos de clonacién es la introduccién de moléculas de 

ADN recombinantes sintetizadas “in vitro” a células hospederas de Escherichia coli y la 

posterior identificacion de clonas recombinantes. 

Existen dos estrategias para 1a introduccién de ADN recombinante en E coli: 

a) Transformacién: 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 seleccién de clonas recombinantes depende de los marcadores 

genéticos del vector. 

Algunos de los mas importates para plasmidos son: 

a) resistencia a antibidticos 

b) bloqueo de la actividad $-galactosidasa (operon /ac) 

Para fagos de tipo M13: 

a) bloqueo de la actividad B-galactosidasa (operon /ac) 

1.- A partir de una caja de medio minimo se obtuvieron varias colonias de E. coli de la 

cepa JM101 y se inocularon en un matraz de 1000 ml con 250 ml de medio SOB y se crecieron a 

una temperatura de 18°C hasta una densidad éptica de 0.6, con agitacién vigorosa (200-250 

Ipm). 

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 mi de TB y se incubé en hielo por 10 minutos, se 

centrifugé nuevamente. 

3.- Se resuspendié e] 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 suspension se distribuy6é en alicuotas 

de 0.2 ml en tubos Eppendorf los cuales fueron inmediatamente congeladas por inmersién en un 

bafio de hielo seco/etanol y se almacenaron a -70°C. 

5.- En el momento de la transfeccién 6 transformacién se descongelaron las células a 

temperatura ambiente, se les afiadié el 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 seg.) y se colocdé nuevamente en hielo. 

7.- En el 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 E. coli 

JM101 por cada 10 ml de LB suave a 42°C. En ambos casos se indujo el operon /ac Z 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 el sitio maltiple de clonacién. 

PROTOCOLO PARA LA OBTENCION DE ADN PLASMiDICO Y DE FORMA 

REPLICATIVA DE FAGO M13 (“MINIPREPARACIONES”). 

Las colonias transformantes de E. coli JM10! se crecieron con agitacién en 2 ml de LB 

con carbenicilina 200 pg/ml. Cuando se trabajo con fago, se picaron las placas blancas con 

palillos estériles y se inocularon en 2 ml de medio LB con células de E. coli JM101; 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 il de Tris-HC] pH8, EDTA pH8, 25 mM 

cada uno. 

2.-Se incubaron en hielo 5 minutos y posteriormente se les afiadieron 200 pl de una 

solucién fresca de NaOH 0.2N y SDS 1%. Se mezclé por inversién hasta homogeneizar, se 

incubé 10 minutos en hielo. 

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

eliminar la viscosidad; se incubé 15 minutos en hielo.



21 

4.- Se agregaron 400 jl de fenol/cloroformo, se agité 30 segundos en vértex y se 

centrifugé 2 minutos en la microcentrifuga. 

5.- La fase acuosa se pasé a otro tubo y se dejé precipitando con 1 ml de etanol absoluto 
frio, por 5 minutos a temperatura ambiente. 

6.- Se procedié a centrifugar 10 minutos en 2a microcentrifuga retirandose todo el 

sobrenadante. 

7.- La pastilla se resuspendio en 50 yl de TE (Tris 10 mM y EDTA 0.1mM pH8), y se 

afiadieron 150 ttl de acetato de sodio 4M pH6, se mezclé e incubo una hora a -20°C. 

8.- Se centrifugé la muestra 10 minutos a 14,000 rpm; el sobrenadante se colocé en un 

tubo limpio y se afiadieron 200 ttl de isopropanol. Se precipité 10 minutos en hielo. 

9.- Nuevamente se centrifugé durante 10 minutos a 14,000 rpm, el sobrenadante se 

elimin6, se resuspendio la pastilla en 45 wl de TE, posteriormente se precipité con 5 mi de 

acetato de sodio 3M pH6 y 125 11 de etanol absoluto frio, durante 10 minutos en hiclo. 

10.- Se centrifugé nuevamente, eliminandose el sobrenadante, la pastilla se lavé con 

etanol al 70%, después de secarlo se resuspendio en 25 il de TE. 

1].- Posteriormente se cuantificé la concentracién de ADN plasmidico y de forma 

replicativa de M13 (doble cadena de ADN) para someterlo a digestiones con enzimas de 

restriccién y posteriormente visualizarlo en geles de agarosa. 

12 Las “minipreparacioness” que contenian el fragmento deseado en tamafio y 

orientacién en el vector, se utilizaron en posteriores subclonaciones. 

DIGESTIONES DE ADN PLASMIDICO Y ADN DE FAGO M13 (FORMA 

REPLICATIVA. 

El ADN amplificado en E. coli se sometié a digestiones con enzimas de restriccién, las 

cuales reconocen secuencias determinadas en el ADN. 

De esta manera se puede reconocer : 

a) el nimero de sitios en los cuales actita la enzima de restriccidn. 

b) el tamajio del fragmento clonado. 

c) la orientacién del fragmento clonado en el vector.
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En un tubo Eppendorf se agregé una décima parte de amortiguador del volumen total de 

la reaccién especifica para cada enzima, el ADN disuelto en TE y la enzima de restricctén 

correspondiente, para eliminar barridos en los geles de agarosa se afladio RNAsa a una 

concentracién de 10 ug/ml. 

Se incubé de una a dos horas a la temperatura requerida para cada enzima. 

Para verificar el patron de restriccién, se tomé una parte del volumen de Ia reaccién y se 

aplicé en un gel de agarosa 6 si se deseaba tener algiin fragmento en particular se aplicd 

todo ef volumen en un gel de agarosa de bajo punto de fusién para su posterior 

purificacién. 

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN POR ELECTROFORESIS EN GELES 

DE AGAROSA DE BAJO PUNTO DE FUSICN. 

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

bajo punto de fusion. 

1.- Las alicuotas de ADN digeridos se corrieron en geles de agarosa de bajo punto de 

tusion al 0.6%. 

2.- Los fragmentos de ADN se tifieron con bromuro de etidio a una concentracian finat de 

Q.5 mg/ml; para obtener Jas bandas se visualizaron con luz UV de onda larga. y se cortaron con 

una navaja. 

3.- Las rebanadas de agarosa se fundieron a 65-70°C, durante 10 minutos; se calculd el 

volumen de la agarosa fundida y se le agregé 1/10 de! volumen de NaCl 5M, se mezclo bien y se 

colocé en et bafio de 65-70°C cinco minutos mas. 

4.- En un tubo Eppendorf se mezelaron 100 pl de NaCl 5M, 400 HI de agua y 500 ul de 

fenol. Se procedié a centrifugar un minuto y se retird fa fase acuosa; el fenol se atemperé a 37°C. 

5.- La agarosa fundida se colocé a 37°C. 

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

rapidamente en vértex durante 30 segundos, evitando que la agarosa se gelificara.
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7.~ Se centrifigs durante 5 minutos a 14,000 rpm y se recuperd Ja fase acuosa 
colocandola en un tubo limpio. 

8.- Af fenol se le afiadieron 45 pl de TE y 5 gl de NaCl 5M, agitandose en vortex. 

9.- Se centrifugé 2 minutos, la fase acuosa se mezclé con la anterior. 

10,- A fa fase acuosa se le affadié un volumen de fenol/cloroformo y se agité 15 segundos 
en vortex; se volvid a centrifugar 2 minutos a 14,000 rpm. 

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

12.- La fase acuosa se obtuvo nuevamente y se precipité con un volumen de isopropanol. 
Para aumentar la cantidad de ADN a recuperar se le puede agregar 10 pe de IRNA. siempre y 
cuando la muestra no vaya a ser tratada con fosfatasa alcalina © Cinasa: posteriormente se 
precipita al menos 2 horas. 

13.- EL ADN se centrifugs durante 10 minutos a 14.000 rpm. eliminandose todo el 
alcohol, se lavé la pastilla con etanol al 70%. sc secé ¥ resuspendié en un volumen adecuado de 

TE pH 8 (Tris 10 mM y EDTA 0.imM). 

Las bandas obtenidas se sometieron a posteriores subclonaciones. transformaciones. 
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 se puede 
obtener ADN superenrrollado libre de hebras de ADN rotas, de proteinas y de ARN total. 

1.-EL ADN se resuspendié en 4.4 mi de amortiguador TE; y se le agregaron 100 ul de 

bromuro de etidio 10 pg/ul. 

2.- En un vaso de precipitados se pesaron 4.500 g de CsCl y se disolvieron en los 4.5 mi 

de Ja mezcla anterior. 

3.- La solucién se transfirié a un tubo “Quick-Seal” (BECKMAN) de una capacidad de 

4.5 ml. se equilidrd y posteriormente se sellé.
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4.- La centrifugacién se realizé con el siguiente programa secuencial, 90 minutos a 
90,000 rpm, 15 minutos a 87,000 tpm. 15 minutos a 83,000 rpm, 30 minutos a 80.000 rpm 
(20°C, rotor NVT9Q, Ultracentrifuga Beckman XL-90). 

5.- Se recuperé con una Jeringa la banda inferior correspondiente al plasmido circular 

superenrollado 

6.- El ADN recuperado se colocé en un tubo Eppendorf y se procedid a eliminar el 

bromuro de etidio, mediante extracciones con volumenes iguales de isopropanol saturado con 
NaCl 5M. 

7.» Se agregaron 2 volimenes de HO desionizada y estéril y 6 volmenes de etano! 
absoluto frio, sc dejé precipitando al menos I ha -20°C. 

8.- Se centrifugd 10 minutos a 14,000 rpm y se eliminé el sobrenadante. ta pastilla se 

resuspendi6 en 100 ttl de amortiguador TE y se extrajo con un volumen de fenol/cloroformo 1:1, 
se mezcld y centrifugs 10 minutos a 14,000 rpm. 

9.- La fase acuosa se transfirié a otro tubo, se le agregé 1/25 de volumen de NaCl y un 
volumen de etanol absoluto frio, se precipité a -20°C durante 1 h. 

10.- Las pastillas obtenidas de una centrifugacion a 14,000 rpm, se resuspendieron en TE 

y se someticron a una nueva ronda de precipitacién, centrifugacion y resuspensidn. 

I1.- Se cuantificd la concentracién de ADN por absorbancia en UV a 260 nm. 

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 a partir de 
las particulas viricas que se localizan en el sobrenadante de las células de E. Coli que han sido 
sometidas a transfeccion. 

t.- En un tubo Eppendorf se colocaron 225 ul de PEG-8000 al 20% en NaCl 2.5M. 

2.- Las células de £. 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 ef PEG/NaCI. se incubd 

durante 30 minutos en hielo.
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4.- Se centrifugd 10 minutos a 14,000 tpm, se elimind todo ef sobrenadante. la pastilla se 

resuspendid en 200 ql de TE. 

$.- Se agregaron 100 pl de fenol saturado, agitandose durante 1 minuto en vortex 

fuertemente, se aiiadicron otros 100 pl de fenol/cloroformo y se vortexearon durante | minuto 

nuevamente. 

6.- Las muestras se centrifugaron 5 minutos a 14.000 Tpm. obteniéndase la fase acuosa. 

7.- La fase recuperada se extrajo con 200 pl de fenol/cloroformo. Se centrifugo durante 

10 minutos, @ ja fase acuosa se le afiadis 20 I de acetato de sodio 3M pH6 y 200 ul de 

isopropanol, se mezclé y se dejaron precipitando al menos 1 ha -20°C. 

8.- Se centrifugé a 14,000 rpm, eliminando todo el etanol, la pastilla se resuspendio en 45 

hl de TE; posteriormente se afiadieron 5 tu de acetato de sodio 3M pH y se precipitaron con 125 

ul de etanol absoluto, al menos durante {ha 20°C 

9.- Se centrifug6 durante 10 minutos. eliminando el alcohol y se dejo secar la pastilla, 

ésta Ultima se resuspendié en 25 jul de Tris 10 mM y EDTA 0.1 mM. pH7.6. 

10.- La concentraciéa de templado obtenido se estimo con una muestra de 2 ween un 

minigel de agarosa al 0.8%. 

ELABORACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA. 

|.- Se prepararon los vidrios de secuencia, uno de ellos se siliconiz6. 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 ml de H,0 desionizada. y se agregaron 

15 ml de TBE 5X y 12 ml de una solucién de acrilamida:bis-acrilamida (29:1); esta mezcla se 

aforé a 75 ml. La concentracion final de TBE fue de 1X, acrilamida 5% y Urea 7M. 

3.- Se sometié a desgasificacién mediante vacio y se le hizo pasar a presién por un filtro 

con un poro de 0.45 mm. 

4.- Se afiadieron 300 ul de persulfato de amonio al 25% y 20 ul de TEMED como 

catalizador, inmediatamente se inyecté la solucién entre los dos vidrios de Secuencia; se 

colocaron los peines tipo “diente de tiburon” en forma invertida en la parte superior 

introduciéndolos aproximadamente 2 mim y presionandose los vidrios con unas pinzas. 
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5.- Cuando la acrilamida polimerizé, se retiraron las pinzas, eliminandose el exceso de 

Urea y se monté en una camara vertical de electroforesis con amortiguador TBE 1X. 

6.- Se quitaron los peines y el gel se precorrié 20 minutos a 50W constantes antes de 

colocar los peines nuevamente. 

7.- Antes de cargar las muestras se eliminé el exceso de Urea presente en las carriles. para 

evitar bandas difusas. 

SECUENCIACION DE ADN POR EL ME-TODO ENZIMATICO (Sanger ef al, 1977). 

Los templados de cadena sencilla se secuenciaron como lo indican “Taquence 2.0 kit” y 

“Sequenase 2.0 kit” de USB. Jas reacciones se hicieron con dGTP y deaza-dGTP para resolver 

posibles compresiones en Jas bandas; se utiliza “S @S-dATP en el marcaje radioactivo. 

Se realizaron electroforesis Jargas (aproximadamente 5 horas) y cortas (aprox. 2 horas) de 

cada templado secuenciado: una vez. terminadas estas los geles se fijaron con una mezcia de 

metanol al 10% y acido acético al 5% durante 30 minutos, se transfirieron a un papel Whatman 

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

posterior lectura. 

ANALISIS DE LA SECUENCIA DE ADN Y PROTEINICA. 

Los paquetes de “software utilizados en el andlisis de la secuencia fueron: PC/GENE 

Versién 6.8 de Intelligenctics y DNAMAN version 2 de Lynnon BioSoft. para analizar 

secuencias de ADN y proteinas. 

La secuencias de nucledtidos se ensamblaron utilizando el programa ASSEMGEL. 

Para localizar tos marcos de lectura abiertos se utiliz6 el programa FRAME (Bibb e7 af: 

1984) y el programa COD_FICK. 

El andlisis estadistico de uso de codones se llevé a cabo con el programa CDUSAGE. 

En la busqueda de estructuras tipo “tallo-asa” se utiliz6 el programa HAIRPIN. 
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E] programa REGULAT se utiliz6 en Ja prediccién de sitios de unién de proteinas a un 

sitio especifico de ADN, del tipo hélice-vuelta-hélice. Esta estructura se sometio a el andlisis de 

los autores Dodd y Egan, 1990. 

El anilisis de restriccién y el mapa correspondiente de Ja secuencia se muestran en los 

resultados (Programa RESTRI). 

Con el programa TRANSL se obtuvo Ja secuencia y composicién de aminodcidos. 

Para la comparacién de secuencias de proteinas se utilizaron los programas 

PCOMPARE, PALIGN, CLUSTAL y DOTPLOT, 

Se hicieron andlisis de hidrofibicidad e hidrofilicidad con los programas SOAP, los 

porcentajes de hidrofobicidad e hidrofilicidad que se muestran en Jas tablas se realizaron de 

acuerdo a Ja clasificacién de los aminodcidos hecha por Kyte y Doolittle, 1982 y Hopp y Woods, 

1981 (DNAMAN version 2 de Lynnon BioSoft). 
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+ 

Transfeccion y amplificacion en E. coli JM101 

a »¥ 

Pastilla de células Sobrenadante, extraccién de 

Extraccién de ADN cadena sencilla 

de cadena doble 

+ + 

Patron de restriccién Secuenciacién por el método 

y orientacién de Sanger. 

+ 

Analisis de secuencia de nucledtidos y 

aminoacidos. 

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 dela regi6n 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 Sail 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 MI. Con el fin de determinar si este gen 

codifica en realidad una proteina homdloga al activador transcripcional del gen de lipasa de S. sp 

MLI se decidié secuenciar Ja regién de ADN contigua al fragmento de Sali de 2.5 kb. como se 

muestra en la figura 6; el plasmido pBG2 contiene esta regin de dos fragmentos de Sinal, uno de 

los cuales sobrelapa 336 pares de bases con el fragmento de Sall de 2.5 kb. Estos fragmentos se 

subclonaron en el sitio EcoRV del plasmido pB72 (Servin, 1995). Los plasmidos 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 M13mpl18. 

M13mp19 y M13BM21. La estrategia de clonacién se muestra en Ia figura 7. 

Analisis de la secuencia de ADN. 

La secuencia completa del fragmento obtenido por Cruz et 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 nucleétido 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 aminodcidos, no presenta ningiin sitio 

potencial de unién a ribosomas como lo describié anteriormente Cruz, R. 1993, este ORF se 

transcribiria en Ja 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 posicién de los codones, sesgo caracteristico en el genoma de los 
Streptomicetos, (Bibb er al, 1984). En la primera y segunda posicién de este gen se observan 
valores por arriba de los teéricos (datos obtenidos a partir de una tabla de uso de codones para 
Streptomyces sp., utilizando el programa GCG Codon frequency, 1995), siendo el promedio total 
en G+Cs mucho més 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 uso 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, el cual comienza en la posicién 4581. no presenta un probable sitio de unién a 
ribosomas cerca del codon de inicio (Figura 8). Este ORF se comparé con los marcos de lectura 
abiertos que se encuentran hacia abajo de los activadores de las lipasas de S. coelicolor (Valdéz. 
com. per.) y Streptomyces sp MUI (Pérez, 1993), basados en el método de Needleman y Wunsch 
1970, se encontré un indice de 0.3 desviaciones estandar muy por abajo del valor tedrico de 3.0 
D. S., el cual indicaria alguna similitud entre estas proteinas; asi mismo se comparé en Ia base de 
datos CDPROT24 y no se encontré similitud significativa con alguna otra proteina conocida de 
Streptomyces, \o cual indica que es un gen totalmente diferente a los encontrados debajo de los 
activadores transcripcionates tanto de S coelicolor A3(2) y 8. sp M11, 

Posibles terminadores transcripcionales. 

Se buscaron estructuras tipo “tallo-asa” las cuales podrian ser potencialmente estables en 
solucién acuosa y que pudieran verse involucradas en la terminacidn transcripcional del gen que 
codifica el posible activador de la lipasa; se encontraron varias secuencias invertidas repetidas 
(IRs) con AG° menores a 10 Keal/mol, la mAs significativa posee un AG° de -28 Keal/mol 
(2145-21 75nt), esta se encuentra hacia el extremo 3° terminal del gen (Figura 10); esta estructura 
no representaria en este caso una estructura de terminacién va que se encuentra interno en el gen,
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a 374 nucleétidos del codon del inicio. Esto solo demuestra que la zona presenta una alta 

estructura secundaria, es muy probable que la complejidad de la zona no se vea involucrada en 

una baja transeripcién del gen activador y por lo tanto no seria un factor determinante en la baja 
produccién de fa lipasa, ver figura 11. 

La clona pB13 aislada por Pérez en 1993 de la cepa de S. sy M11, presenta arriba del gen 

lip una estructura invertida repetida que forma una estructura “tallo-asa” con un valor de AG" de 

—33.2 kcal/mol (68-109 nt) y rio abajo se localiza una regién que también presenta un sitio 

potencial de estructura secundaria con un AG’ de -27.6 Kcal/mol (1272-1309 nt). Probablemente 

el gen fip y su activador se transcriben de manera monocistronica (Pérez, ef al..1993).Ver figura 

M1, 

Las regiones intergénicas en la clona obtenida por Cruz son pequeiias. la region entre el 

ORF2 y el ORF I (lip) presenta 153 nt. y entre el ORF! y el ORF3 (posible activador) presenta 

72 nt., el autor describe que no encontré ninguna region promotora localizada arriba del gen ipy 

al fina] de este no presenta estructuras tipo “tallo-asa”. Al analizar la region que se encuentra 

entre e] gen del posible activador de lip y el gen del cual solo se tiene su inicio (ORF4) con ei 

programa HAIRPIN, no se encontraron secuencias invertidas repetidas (IRs) que representen una 

zona potencial de terminacién transcripcional. Este hecho junto con Ia orientacién de los genes 

podria sugerir que se estuvicran transcribiendo de manera policistrénica, (Cruz, 1993). 

Es muy probable que al caminat sobre el cromosoma y completar el ORF2 se localize un 

promotor que permita la transcripcién normal de estos genes. Por otra parte la actividad lipolitica 

de cada una de jas 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 Ia regién 

que comprende a Ia lipasa y al posible activador en el vector plJ486 (vector de alto numero de 

copias en el cual anteriormente se habia clonado y logrado producir a fa lipasa de S. sp M11) ta 

actividad lipolitica no se ve incrementada. Entonces sugirio que algunos factores extrinsecos 

como la falta de algunas proteinas y genes involucrados en la exportacién de la lipasa y factores 
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intrinsecos como su péptido sefial pudieran estar afectando la produccién de esta proteina, 

(Cruz,1993), 

Valdez O. en 1995 (comunicacién personal) aislé una clona con actividad lipolitica a 

partir de S. coelicolor A3(2); al comparar las regiones intergénicas en la clona se observa que 

presentan estructuras “tallo-asa”, una de las cuales se localiza arriba del gen de lipasa con un AG" 

de -11.2 Keal/mol, ta segunda estructura se presenta adentro del marco de lectura del gen de 

lipasa hacia el extremo 5S’ terminal a 52 pares de bases después del codon de inicio (911-930 nt) 

con un valor de AG’ de -11.2 Keal/mol, otra se localiza a 26 pb del codon de inicio del gen 

activador (2117-2138 nt) con un AG° de -20 Keal/mol, los cuales pueden considerarse como 

posibles terminadores transcripcionales. Por tiltimo en Ja region que comprende a el gen que se 

encuentra hacia abajo del activador, se localiza otra estructura con un AG? de —20.4 Keal/mnol 

(5977-5995 nt), Valdéz, 1995. No existe una similitud en cuanto a las regiones intergénicas. ya 

que S. sp M11 presenta regiones mucho mas grandes y estructuras tallo-asa bien definidas, S. 

coelicolor presenta regiones mucho mAs pequefias con estructuras tallo-asa arregladas en zonas 

intragénicas e intergénicas y por ultimo S. albus en Ja que se presenta un potencial “tallo-asa” en 

una region intragénica con valores altos de energia libre de activacién. Esto leva implicito una 

regulaciOn transcripcional diferente en cada una de las tres cepas de Streptomyces descritas, S. 

coelicolor A3(2) y S. sp M1) podrian transcrit.: sus genes de manera monocistronica, mientras 

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

Anilisis de la secuencia peptidica. 

Con el programa TRANSL se dedujo Ja secuencia de aminodcidos a partir del gen que 

codifica el posible activador de la lipasa de §. albus “G”. Al realizar el alineamiento de Jas 

secuencias aminoacidicas con el programa “Clustal” y el programa PALIGN de la proteina del 

posible activador de la lipasa de S. 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 S. sp M11 (Pérez, ef al., 1993) respecto al activador de S. 

albus “G” presenta un valor de Identidad menor que es de 46.63% y 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 la Similitud de 29.6%, (tabla 6). 

EI andlisis de PCOMPARE realizado con un maximo 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 M11 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 termina}; los alineamientos de las secuencias 
de aminoacidos y el dendograma de la figura 13, nos muestra que e) activador de Ja lipasa de S. 

albus “G” y el de S. coelicolor A3(2) muestran mayor homologia entre si que con el activador 

transcripcional del gen lip de S.sp M11. La relacién filogenética entre ellas se muestra 

claramente en el dendograma. La similitud existente entre las proteinas se muestra en los Dot- 

plots (Figura 14). 

Motivos de unién a ADN. 

En la busqueda de regiones reguladoras (REGULAT), se encontré que el posible 

activador de la lipasa de S. albus “G”, presenta una region reguladora positiva en Ja posicién 

845-864 con un valor porcentual de 20.95 {Figura 15, tabla 7); este sitio muestra homologia con 

la region reguladora de S. coelicolor A3(2) y con una de las dos regiones presentes en 

Streptomyces sp. M11 (871-890 aa.); estas tres regiones se encuentran hacia el extremo 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 realiz6 una busqueda en el GENBANK. Se 

encontraron varias, la mas representativa fue cho-orf3 de Streptomyces sp. SA_COO descritas 

por MOLNAR en 1993; ellos anteriormente habian clonado y secuenciado el Ben de una 

colestero! oxidasa y al realizar la ruptura de Ja regién en la que se encuentran cho-orf3 junto con
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otros genes homédlogos a este (cho-orf4 y cho-orf1), la produccion de colesterol oxidasa decrecia: 

lo cual indicaba que estaba regulando de alguna manera a esta Ultima. Ellos describen que estos 

genes presentan similitudes con genes reguladores como UhpA y Fix], el primero es un activador 

transcripcional del sistema de transporte de aziicares y el segundo es una proteina que participa 

en la regulacion de Ia fijacién del nitrégeno, ambas de E. coli. Las proteinas descubiertas por 

MOLNAR presentan regiones muy conservadas entre ellas, este hecho hace sugerir que el 

parecido que presentan estas proteinas se debe a que sus genes experimentaron un proceso de 

amplificacién y que esto representa un primer paso hacia una evolucion 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 la figura 12, la regién 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 encontré que el unico 

gen con el que muestra un valor significativo es con el denominado cho-orj3, el cual posee un 

valor de 7.858 desviaciones estandar, para cho-orf\ presenta un valor de 4.25 D. S: y para eho- 

orf4 un valor de 1.103 D. S. En la figura 13 se muestra el dendograma en el que se puede 

observar la relacién filogenética de los diferentes activadores de S. albus “G”, S. coelicolor 

A3(2) y S. sp M11 y con los genes reguladores descritos por MOLNAR. Estos se ramifican en 

dos grupos debido a la diferencia de tamafio en las secuencias y a los 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 aminodcidos semejantes, (Pabo, 1984); de 

los cuales incluyen el invariable patrén 

Posicién 

5 9 15 18 

Ala Gly Val Leu 

Gly Ser Tle Ala 

Ser Asn Trp
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Lys Cys lle 

Leu 

His 

Glu 

Las hélices @ poseen un patron caracteristico de residuos no polares con un Gly 

conservada en la posicién numero 9, pero se ha visto que no sé requiere de esta y que puede ser 

sustituido por otro aminoacido con caracteristicas polares semejantes; tal es el caso del posible 

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

Dodd y Egan en 1990 propusieron un método estadistico con la que se puede determinar 

la probabilidad de que la secuencia de nucledtidos forme un motivo hetice-vuelta-hélice, en las 

distintas proteinas reguladoras. Otras secuencias reguladoras fueron comparadas y analizadas con 

este método, entre ellas se encuentran los activadores transcripcionales /uxR de V. fischeri y SdiA 

de E. coli, ver figura 16, 

La secuencia nucleotidica que corresponde a la region reguladora del posible activador de 

S. albus “G” mostré poseer un valor de 3.6 D. S. con una probabilidad de que Ja secuencia 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 et 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. 

S. 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 éptimo, sin embargo 

factores en “cis” como Ia secuencia misma det activador, la falta de un promotor caracteristico 6 

factores en “trans” como proteinas de exportacién pueden estar interfiriendo con la produccién 

de la lipasa 

Anilisis de aminodcidos. 

En la tabla 8 se observa que la composicién de aminodcidos del posible activador de S. 

albus “G”.
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La composicién de aminodcidos de los tres activadores tabla 9, nos muestra que el 

activador de S. albus “G” es una proteina que posee un valor porcentual de aminodcidos polares 

de 56; 12.49% mis 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, éste 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 analisis de hidrofobicidad e hidrofilicidad del activador de S. albus “G”, 

mostrando una ligera tendencia hacia 1a hidrofilicidad, ver figura 17.
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(Cruz, 1993) 
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Fig. 6 Plasmido pBG2, mapa de restriccién parcial del inserto de 7 Kb del genoma de Streptomyces albus “G” clonado en el sitio Bglll del sitio multiple de clonacién del vector plJ2925 (Cruz, 1993).
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Sail 
1 OTCGACACTCTCCOTCACCTACCTCTCOTICATOACOCTCOCCACCACUCTOOCOUCLTO 

U STL SV TY LSFMTLATTLAAC 

61 COGGGTGOTCCTCGACAACECGGTACT! GATCOTCAGAGCCATGGCCATCOGCCCCGACTT 
21 GQvvtDNAVUYV GAMA YG P DF 

121 COOTCCOCTAICCOAGTCTCOITGGCCA TAN TAG AGCOGCGTCACCUGCTCATGGCECO 
4 @PLAGvVSVAMVER RHRLVAR 

181 CIGCCT@ATCTaCcT! GCTGGTCAGGTTCACCOTCECCATCOCCGTGACCOTGCTGTTCAG 
6& CLicutLtLvdagrF AVAYAVTV UF S 

Prull 
241 ECTCOCCATGGACOCOGCCOTACTCTTCCACOCCOAGCAGCTGACCAGGCACCGCCCGAT 
sl LAMODAA GLE HAE QL T RHR PY 

301 CACCOAGTICATCOTCTCACCCGACGAQTICICOCTOATCOTCGGCGTCCTCOCCAGAGT 
to oT EF i¥ SPDEFS LIVG@VELAGY 

361 COCCAGCACCETCTCCETCACCTCCOCCAAOTCOGOCGCEET GGTCOGCGTCGCCATETC 
o6A @ TLS LT SAKS@G@ALVGVAITIS 

421 COTCACCACCA TCCCGGCCOCCECCAACACCACCATCOCCCTCTCCTACGGCAACTACGC 
ial VoT Tt PAAANAAVAL SYQNYA 

A8l CCAD ACCCOCOCCTCCAGCOAACAGCTCCTCCTCAACCTGOTCOCCATCTCCOTOGCEGG lat Q TRA SSE QLLLNLUVAYSVAQG 

S41 GACECTGACCCTGCTAGCOCAGAAQTGGCTI OTGACGGATGCGGCGGGCGACGGRGGGCCGC 
1 Tk TLL AQ KWEWRMRR ORGAA 

Sinal 
601 BCCORCHGACGEGUGCCAGGACCOQTGATTCTOCCOOTGGCCCOGGCECAGTAGAACACL 
201 PA DGR QD R*® 

641 GACAGTAGCAGAGCCAACTCECCCOTGAAGCAGTOTCOTCOGGCT COTAGCECCCTGGGC 
Smal Sx Apal 

Fai GOCCEGGTCCCGGCAGGACCECECCECEGCCGGGCCCCACGACCGAGAGGACGCTCOCCG * 
F8L TACACTOCACCCCACGTACCOGAACCACOCAGGCCOCCEGCCTGAGCCECCACCTAGCCG 
2 MHS TP RTGTTQAPOGOLSRRLA 

841 CCTCOGOCOCCUCTOTGGCCECCETCOTCOGCCTCACCACUCTCTOCACCOOCUICECEC 
2 AS AAAVA AVVGQGLTTLS TPGA 

Sst Smal 
SOL AGGCCECGGACAACCCGTACGAGCECAGCCCOECECCCACCOGGGCGAGCATCOAGGCEC 
42 QA AD NP YERGQPAP TRA SYEA 

f 
$61 COCGCGGCCCATACUCCATCTCACAGACCTCCATCTCCTCACTGGTOATCTCOOAGCTTCE 
es PROP YAVSQY¥SVSESULUVVSAQEF 

1021 GOGGCGGCACCATCTACTACCCGACCAGCACCEGCGACGGCACCTTCAGGECCOTCOTSG 
az oe ar ¥ ¥ ¥P TSTGOODdUGTEA@AY VY 

BstE Smal 
1081 TCACCCCGGGCTTCACCOCGACCGAGTCCTCCATOGCCTOGCTCOGICOUCGOCTAGCCT 
oz V T POF FATE SSMAW LGPRUA 

U4l COCAGGGCTICGTCATCTTCACCATCGACACGCTGACCACCCTCGACCAGCCCGACTCAC 
ms QgPrPvVy FTIDTLIYITLULbDQePoDs 

1201 GCGGCCOCCAGATOCTCECCOCCCTCGACTACCTGACOGAGCOCAGCTCCGCCCOAACAC 
4zRGRQ@MLAALD YL TERS SART 

1261 GGATCGACGGCACCCOTCTCGQOGTCATCGGCCACTCGATOGGCGGCGICGICACGCTGG 
wR IDG@TtTRILa@v i GH SMEGEeaadtiLt 

1321 AGGCGGCCAAGTOGCGGCCCTCGCTGAAGGCGGCGA TCOCGCTCACGCOGTGGAACCTGG 
"2 E AA K SR PS LK AA FT PLT PWN OL
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228h 
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2341 
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2401 
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2461 
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2521 

251 

258 
271 

2641 
291 

stl 
ACAAGACCTGACCOGAGATGACCACCCCGACECTIATCOTCAGCECCGACGIGACACCA 
DK TWP EV TT PTLVYY G@aADaD ¢ 

TCOCECAG POUCTACCCACOCUAAUCCOTTCTACTCCAUCETOCCOTCCAGCACUGACC VAP VA THA K PF YS SLP § § TD 

GCACCTACCTGGAGCTGAACAACGCCACCCACTICOCGCCCAACCTCTCCAACACCACCA, RAY LEUNNA THF APN LSN TT 

TCGCCAAGTACAGCOTCTCCTUGCTGAAGCUCTTCATCUACGACGACACCCOCTACGAGC PAK Y SV¥VSWLKRF ID DDT RYE 

AGTTCCTCTGCCCGCTACCGQTACCCGACCOCGACATOGAGGAGTACCAGAGCACATGCC 
Q FLCP.LPVPDRDYEE YROEO TC 

COCTCGGTGOCTGACIGACCACCOCTCOCACOGCCOAAGTAGCGGACAGCCOGCTTCCUC 
PLG@a-s 

Mul Seel 
ACCGGGTTACUCACACITAACCTCCOGGGGATGACCUGCGAGGAACCCGCCCTCCCCACG 

MTtéé@QE EP ALP T 

QTOCGUCTACACGUCCUCGCACCOCAQTT GA GCOUTOTECOCOCCTAGTGGCACCAUCCY VRELHGRAPOQLSRVRAWWH QP 

CCURCCCACCICACCECCCTECTEGTEACCAGAGAGCOOGACCTCARCOECACOGOCGTS 
PAH RT AL LYAGEP@QLaRtTAY 

CTACGOTOGGCAGCECUTETCCTGGECUCUUGCAUCACCGUCCACCTOGTAGCAGGACCC LRWAARVLGAG S TGHLVAG P Apal Smal 
BBCACCEGACCCCACCACTA GGAGTEGACOCCCOGGACCCTACTACACACCUTAGAGAGC G@QaGqgPpRHQEWTPOTLLR#AV ES 

GGCGAGGGCAGCITCCCAGCECTY ‘GGTUTGCUCUGACUACUCCGACCAGTGACCUCCCECE 
GEGRVPALVCA DDAODRWP PA 

GCOCAGCEACTCCTCUGGGA GUCAECCCAGCEGCTATCOGAGGCERGTEGCGSCCTCCTG 
ARRLE GEA AQRLS BA GGAaOLE 

Smat 
CT CACCUCCECCACCCA CCE TCCUCTUCCCUCUCAACTUUCCUCACTECCOGCCUTCCAC 
LTaAA THR PLPGE LAA LPBPAY # 

Sacl 
CTGGACCCGCTEGCECCCCAGGAGECCICEGCOCTACTGACGGAGGCGACACAGGAGACC 
Lo tT LA PQB AK A UL AE A ARE T 

OTAGAGCCGTCCUTGGCCUCCAAUTTGATCOCGGA GUGCUAUGGCAACCOCUCCCTACTA VoE PSVAA EL IAE GEGNPA LL 

CGCECCCTGRTCCACCACCTG TOCCCaaCaacEcTEcacacacacacaccacraacecac RALLY HHL SP AALR GAARA PL PR 
-Apal 

CCOCTCACCOACGCOGCCACCCTCICUA CGO TCUCGICCCAGCCCT UA COGGCCACG, AT PLADAATLARVAGPAL TG HOD 
Sacil 

CCOCAGACGGCEGCACTAGCEGTECTAGTAGCOCAGACACOCAACCRGOCUATACCAAC PRTAALAVUVY AAGT RPAGAOD 
Saif 

COCUTCGACACCOECCTGRCOCTaCECUCECTaAACOUCCTCaTEcccuacacccacces 
RVDTRLALRALNRLVPGA RP 

GACOCORCATRCCCACCCECOCTECTCCACGACECCRGCOACACCCTOGGCTIOCGCAGC 
DBPAC PPA LLHEDAGODTLOGOER Ss Apat 
OCECTACTIGCCUGECCCT GT ACUCCACCOCCTCLOCAGCOCUOCACCOGICCUCUCAC 
PLLG@RALYAAASPARRRAAH 
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TH 

COCOCACTOGCCGACKIAQTACUCKKICOIACOAGCACCHICTCACCACCETACTACAOCGC 
RA LA EE YAAOD @HROLTAULLHR: 

TCCTGGTCOGCAGCAGACAGCOCAGCAGACALCGGECTCACGGACCOCCTGGCCACCGAG 
SW SAA DGAAD AGL ADRLAA E 

CCCACGOCGGCCGGGGCGA AGGAGRCGCCCOCCCTSCACTCOCTGGOCTACGCOHACRCE: 
A TA AGA K EPP ALR S LACARA 

SCEGTCCTCACCAGECCAGGACCCGAGAGCACCOGCCAGCAGACCCGTGCCOCCGAACTC 
AV LAG PG PES AGRQTRAA EBL 

Apal . 
UCCCTGGACECGAGGTACOCOCACCOGICCOGECTACTCOCCIIOI COS TCOCCHAGCAC 
A LDA GD AHR AR LL AAA VY PE SB 

CT CCTGCCOTTCAGGACCGQGACECECORCOCT COT ACE CAGCCTGACACICTCOTAGAC 

£LPF GT G@ APR PR TRP OT LV OD 

GOO CNOA CLOG ACO CC CACTACOCECTCOCTCOCLOCAGCOCTCTACANGCOCOCCER 
@ PA GDAHH ALARR S&S P LHARR 

bxE 
CUCCGAACGGGCCGAGGCCOCCCOCTCOCCECCACCGACOCCOCCTGGGCCGCCOGTGAC 
PR TOG RGRPkLAAAOD AAWAAG OD 

Smal 
CR COCHICCTORCTCACCTCOCTCHOCCOOAACACODNGOGCOOGGCCGGAACCOGAGGCO 
LAA CL TS LG@PDT PGoOPE PEA 

axBi Apal 
CCGOGTGACTAGCAGGCCOGCA TGC GGGCCCTOCTCGAAGICCGGITCGGCECGGCAGCE 
PG DOQRAGMRALLE A@R EOPA AR 

CO GOGICTRHICCOATITACARTAGCAGIOCACCACC ACOCLIKICGICACCOGAGACIETG 
RRLG@RVPRE QOT TT PAA PE TL 

CTGCOCTCEGCCACCOCCACUCTGCTCCTGGUCGAGITOGAGICESCECGCCOGACUGGC 
LR SA TAA LLL G EVE AAR RT G 

Apa 
ACA CARS CCCTAGCCOGAGCCCOGCAUGAUGOCTOSGCCOCICTOG TACOCOGCOCECTO 

A RA LAG ARQ E@SAALV PRA L 

GAQTACCTCOCCTACICCGAGTTGCACGCCOGACICCACOCCOAGGCACUGUCGCACGCE 
EYL AYAELRAGRHA EARAHA 

CAGQAAGGGCTOCUCECCOCCCTACAITCOAIICAUCOCAACACHOCCOCUCACEACCAG 
EEGLRAA ULRSG@ QRN TAA HHHE 

GCCATCCTOGCECTCACCOCCTCCATCOAGTACOAGCCOCACGTGGTCGAGGAACATGTC 
A V LAL AA S | £6 BOE PH VV B ER V 

ODAQUCCACTTACACCACOGCCOGCAGCCACUTACTAICOCAGSTGCTCACCCTOGCECAD 
EAA CATAR S H@LAQVLTLAQ 

Saclt 
TGGGCCOCGGGCCOGGCCGACCTCGGECECIGCCOGCCACTAGAGACCGCCGACCGGCTC 
WAA GR ADLG@R&YRPLEAA DRE 

Apal 
SHCCTACTORITCOTICCIGICOCOCHIGICHICCACTTIOOCRITOTORCHICTOSCCOTSO 
abuevtpeegePepeRRG@HF AV WRLULA YV 

COCTGCTICETAGAGGCEGCCGTCCCCOCCAGACACGCCECCUAGGCACGTACECTGCTG: 

PceEVE AA YP AGRA AB AR TL OE 
Now 

QACGAGGGCGCCOGCTGGGCOAGCTTCOGCOCA ACCCCCA GACOGCCICCOAACTOOCC 

DEGA@WwWaA S&S FGADP QAAAQ LA 

COCTGCCAGGCCOCTOCTGGACCCGACCGAGGAGECCGACICCCTCTACCORCTGGCCCTG 

R CQ AL LEOP TE EADA LY RLAL 
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4021 aACCaGC. ACK COMCHOCICICOOCOGCTTOGAGCACOCOCOTACCACOCT! ‘GCTOCACHIC Ml DRHAAAGGeFE HAR TT LLHS 

4081 AANTGOCTGCAACGACACCACCUGCCCCACGAGACACGCGACACGCTCGCACCACCATC m KWLRRRRRPR EAR DR LO@AAYV 
Apal Atat OCCORCTTCACCORCTOCOGOAICOGACATOTAGGCOOD 

TCA GICCOITAACTAGCTACaI 
MAG FARCGA GVWAR QARDELR 

4201 TCACTGGTCACaCC ‘GCCGTCCCCGCCUGACCTCACCOCCCIGTCCTCTCN CACCCOGCAG sl sb vo TPP SPPDUTAL SSETP Q 

4261 CAOCOCCOCA TCOCKOGOTTCOTCOCICGAGATACCACCAACCOCGAGACONCOCTOGCC Sl QR R TAR FV ARGA TN RE TA LA 
Sal Xholl 

4321 CICTCCGTCAGCGTCCOCACCGTCGACTACCACCTGCACCAGATCTTCGCGGCCCTCGGC 
sl US ¥V §S ¥V RTVY DY HERR FAA LG 
+8 YR TY DY HO OER 

4381 GTCCOTTCRCOGCTAGA ACTGOCECEACTAOTATACOANGCOGANCAGTCONCCAGAGGE st voRS RLE LA RLV OD EA EQS A GQ 
Apal 

4441 TGAGGGCACCACCCECECCGGGCCCACACGGTCTTCACACCCCOTECCCAGCCICACACE gol ¢ . 

4501 OGATCOCTATOGCUA AACCAACACAGCCOCCOGTAGCOTCAGTICCT CAGAGKKIAACGTT 
Neof 

4561 TATCTCACQAGGAGTCCA TOG TOAA CCOCCOCTCTTTOCCOUCACTCTCACTOGCAOTOG I M NRRS LPAV SLAY 

4621 CCGCCGCGCTGGCaCTETECGCcn GCGGGGGCGGGGACGGGAAGTCCGGTGAGGACGACA iS A AALA LS ACG GOOD @ Ks Of DD 

4681 AGATCaCaGcacaccaacaccaacaacaaTTcoaagcaccacaccagagcccaoracarcac 3% K TA GA DGGGGas SAAP EP Gas 

4741 CCGAGGCCGAGCOCCCCGCGATCAAGCT ‘GCCGACGGACATGAAGAACGTCTTCGAGGGCG 35 P BA E RP AIK LPT OMKNYV FE Q 
Bukit 

480) GCAGCACAAOTAACCCOCTANCCOAGGCCOTCCTTACCAGACAGCOAGGAGCaGA 
™ @¢G¢T ¢DPVABAVLAGQORGA 

Fig. 8 Secuencia de nuclectidos del fragmento Sall de 2.5Kbclonado y secuenciado por 
Cruz en 1993, aunada a esta se presenta la secuencia del fragmento de Smal de 1.1 Kb yla 
secuencia parcial del fragmento de 3.25 Kb de Smal obtenidos a partir del plasmido pBG2 
(Cruz, 1993). La secuencia muestra 46 pb arriba del sitio BsfENI en la posicién 4809, _____ 
Sitio de unién a ribosomas, {F punto de procesamiento del péptido sefial, 7== region 
hidrof6bica que rodea al sitio de procesamiento del péptido sefial, * marcan el término de 
un ORF, la secuencia que forma el motivo hélice-vuelta-hélice se encuentra enmarcado. 
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Fig. 9 Analisis de la secuencia de nucledtidos con el programa FRAME (Bibb et al., 1984) el cual determina la cantidad de G+C de las posiciones de los nucleétidos en cada codén, Cruz demostré la presencia de tres ORFs uno correspondiente a el gen Jip (ORF1), un ORF? y el inicio del ORF3. En este trabajo se completa el ORF3 (posible 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 los posibles codones de inicio ~ATG y GTG- y los codones de término en cada una de las tres posiciones. -NI, N2, N3- en ambos sentidos a Io largo de las dos hebras de ADN.
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Fig. 10 Estructura invertida repetida (IR) en la region 5’ del gen del posible activador de la lipasa 
de Streptomyces albus “G”.
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Fig. 12 Alineamiento de la secuencia de residuos de aminoacids del posible activador del 
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YRKLAVRGRADLPGGLGMGPGPALP-~3~~- 2-39 — se — = 82 

* & ih, . 

  

gen de la lipasa de S. albus “G™ y tos activadores transeripcionales de ta tipasa de 8 

coelicolor A3(2) (Valdez . 0. 1995): 8. sp MIT ( Pérez, 1993) v los productos de fos senes 
cho_orf3, cho_orf y cho _orfl, de Streptomyces sp. SA-Coo (MOLNAR. 1993), Los 
asteriscos (*) muestran los aminodcidos que son idénticos ¥ los puntos (.) los que son 

similares. 
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transcripcional de! gen de la lipasa de S. albus “G”, (DNAMAN, Lynnon Biosoft). 
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Tabla 5. Uso de codones del Posible activador del gen lip de Streptomyces albus “G”. 

Codén Aa 

TIT 
TTC 
TTA 
TTG 

CTT 

cTc 

CTA 

CTG 

ATT 

ATC 

ATA 

ATG 

GTT 

GTC 

GTA 

GTG 

Phe 

Phe 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Leu 

Tle 

Ne 

Tle 

MET 

Val 

Val 

Val 

Val 

Uso Codén 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 

Thre 

Ala 

Ala 

Ala 

Ala 

133 
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Codén Aa 

TAC 

TAT 

TAA 
TAG 

CAT 

CAC 

CAA 

CAG 

AAT 

AAC 

AAA 

AAG 

GAT 

GAC 

GAA 

GAG 

Gln 

Gin 

Asn 

Asn 

Lys 

Lys 

Asp 

Asp 

Glu 

Glu 

Uso 

e
o
a
o
n
 

18 

35 
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Codén 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 

Gly 

Gly 

Gly 

Gly 
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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 gactivador? Origen de los activadores 
Acido S. albus “G” 8. coelicolor S. sp M11 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 1] 11 

Asn 4 4 4 4 
% 0.4 0.4 0.4 0.4 
Asp 36 59 47 44 
% 4.0 6.3 5.0 4.6 
Cys 8 5 13 10 
% 0.9 0.5 14 Ll 
Gin 19 27 20 23 
% 2.1 2.9 2.1 2.6 
Glu 54 43 44 56 
% 6.1 46 47 63 
Gly 85 86 97 68 
% 9.6 9. 10.4 qd 
His 33 31 28 25 
% 3.7 3.3 3.0 2.8 
Ile 4 2 4 9 

% 0.4 0.2 0.4 1 

Leu 120 128 122 133 

% 13.5 13.6 13.1 15 

Lys 2 3 0 5 

% 0.2 0.3 0 : 0.5 
Met 2 $ 4 12 

% 0.2 0.5 0.4 1.3 

Phe 10 i 12 6 

% LA 1.2 1.3 0.6 

Pro 69 62 80 71 

% 7.8 6.6 8.6 8 
Ser 28 27 37 29 

% 3.1 2.9 40 3.2 

Thr 44 39 46 42 
% 4.9 41 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
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CONCLUSIONES 

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

Los residuos de aminodcidos demuestran que es una proteina 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 de! gen del posible activador de la 
lipasa extracelular de Streptomyces albus “G”, y los correspondientes ORF2 y ORF4, lo 
cual sugiere que se transcriben policistrénicamente. 

La diferencia en el rearregio intergénico de los ORFs de Ja lipasas y activadores en 
cada una de las cepas de Streptomyces puede representar una forma diferencial de 
regulacién transcripcional. 

EI 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 activador de 
Streptomyces albus “G”, se presenta un motivo hélice-vuelta-hélice con una probabilidad 
de formacién del 73%. 

El motivo de unién a el ADN se comparé con otros motivos hélice-vuelta-hélice de 
proteinas que son reguladoras y se encontré 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’’ es una proteina activadora semejante a 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 Streptomyces albus 
“Gp, 

Mas evidencias experimentales se necesitan ya que es necesario completar el ORF2 
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 1 (lipasa), ORF3 
y ORF4.



Abreviaturas I 

ADN: Acido desoxirribonucleico 
ARN: Acido ribonueleico 
ARNm: Acido ribonucleico mensajero 
ARNt: Acido ribonucleico de transferencia 
dNTP: desorribonucleétidos fosfato 
DMSO: Dimetilsulféxido 
EDTA: Etilendiamino-tetraacetato 
HVH: Helice-vuelta-hélice 
IPTG: Isopropil- -tiogalactésido 
IR: secuencia invertida repetida 
Kb: Kilobase 
Keal: kilocalorias 
Lb: Medio Luria Bertoni 
lip: Hpasa 

vg: microgramo 
yt: 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 Clonacién 
TEMED: Amortiguador Tris-boratos-EDTA 
TBE: Tris-boratos-EDTA 
Tris: Tris-hidroximetil-aminometano 
Ufp: unidades formadoras de placas 
X-GAL: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactésido 
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Abreviaturas II 
SIMBOLOS DE LOS AMINOACIDOS. Voet y Voet, 1992. 
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Ala Alanina 

Cys Cisteina 

Asp Acido aspartico 

Glu Acido gtutémico 

Phe Fenilalanina 

Gly Glicina 

His Histidina 

He Isoleucina 

Lys Lisina 

Leu Leucina 

Met Metionina 

Asn Asparagina 

Pro Prolina 

Gin Glutamina 

Arg Arginina 

Ser Serina 

Thr Treonina 

Val Valina 

Trp Triftofano 

Tyr Tirosina     
   



GLOSARIO 

Cis: configuracién, se refiere a dos sitios sobre la misma molécula de ADN. 
Loci: plural de locus. 
Locus: se refiere a la posicién fija de un gen sobre un cromosoma. Bl locus puede ser ocupado 
por cualquiera de los alelos para el gen. 
Posicién 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. 
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SOLUCIONES AMORTIGUADORAS Y MEDIOS DE CULTIVO. 

Buffer TBE 5X 

(Maniatis et al.,1982) 

Para 1000 mi 

Trizma base 54.0 g 

Acido bérico 275g 

EDTA-Na.0.5 M pH8 20 mi 

se afora con agua desionizada y se esteriliza en autoclave. 

Buffer TE (10: ImM) 

(Maniatis eg a.,1982) 

Para 100 ml 

Tris-HCI] 1M pH8 1.0 ml 

EDTA-Na 0.5M pH8 0.2mi 

se afora con agua desionizada y se esteriliza en autoclave. 

Buffer TE 25 mM 

(Maniatis et ai.,1982) 

Para 100 m} 

Tris-Cl 1M pH8 2.5 ml 

EDTA-Na 0.5M pH8 5.0 ml 

se afora con agua desionizada y se esteriliza en autoclave. 

Buffer TB para transformacién. 

(Inoue, 1996) 

PIPES 10mM 

MnCl 55mM 

CaCl 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. E} MnCt se 
esteriliza por filtracién (0.45mM) y se almacena a 4C. 

MEDIOS DE CULTIVO. 

Medio LB (Luria Broth) 

(Maniatis et a/.,1982) 

Para 100 ml: 

Bacto-triptona (Difco) Og 

Extracto de levadura (Difco) 0.5 g 

NaC! O52 

Para el medio LB s6lido, agregar: 

Bacto-agar (Difco) lig 

El medio sdlido, se vacia en cajas Petri y se secan en campana de flujo laminar durante 30 

minutos. 

Para el agar suave, agregar: 

Bacto-agar (Difco) 0.75 g 

Se utiliza en el plaqueo de fagos 

Medio YT2X 

(Maniatis et a/.,1982) 

Para 100 ml: 

Bactotriptona (Difco) 16g 

Extracto de levadura 1dg 

NaCl 0.5%



Medio SOB 

(Hanahan, 1986) 

Bacto-triptona : 2% 

Extracto de levadura 0.5% 

NaCl 10 mM 

KCl 2.5 mM 

MgCl 10 mM 

MgSO 10 mM 

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