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RESUMEN

Los Streptomyces son bacterias Gram positivas, acrobicas. Durante el crecimiento en
agar, su ciclo de vida es similar a la diferenciaciéon y desarrollo asexual en los hongos
filamentosos. El contenido de guaninas y citocinas det DNA de Streptomyces es muy alto {70-

75 %) vy es caracteristico de este género de bacterias..

En los plasmidos de Strepromyces relativamente pequefios de tamafio de
aproximadamente 10 Kpb, parece ser que el modo de replicacién de estos plasmidos es por

medio de la replicacién por el circuto rodante (RCR).

La replicacién por circulo rodante comienza con la sintesis de la proteina de
replicacién (Rep). la cual reconoce el origen de replicacion ds ori y hace un corte en la cadena
positiva, esta es desplazada y la cadena negativa se va sintetizando una nueva cadena
complementaria por la extensiéon de un extremo 3°OH terminal. La proteina Rep crea un
segundo corte en el origen ds ori al terminar un circulo de replicacién religa el plasmido.
Dando como resultado un plasmido de cadena doble (dsDNA) y un plasmido intermediario de

cadena sencilla (ssDNA).

La sintesis de la cadena negativa del plasmido intermediario de cadena sencilla
(ssDNA). es iniciada por las polimerasas celulares reconociendo a un segundo origen de

replicacion conocido como origen ss ori de replicacion.

En el presente trabajo se analiz6 DNA total de Streptomyces lividans por medio de
hibridacién tipe Southern en condiciones no desnaturalizantes. Utilizando varios derivados del
plasmido pJV1 se observo que en un fragmento de Scal-Ncol colocado en su orientacién
natural no acumula intermediarios de cadena sencilla, demostrando que este sitio es el onigen

ss ori de pJV1.

En los plasmidos de Strepromyces existe un fendmeno llamado incompatibilidad
fuerte, en dicho fendmeno, un par de plasmidos pueden coexistir si los dos plasmidos poseen

un sitio s¢ en su orientacidn correcta (St +) o ambos han perdido su sitio sti ¢ ambos poseen



su Sitio sti en la posicidn reversa (Sti -). Por otra parte plasmidos Sti + y plasmidos Sti - no
pueden coexistir, en este caso el plasmido Sti + es retenido en la célula hospedera y el

plasmido Sti - se pierde.

Se transformé una cepa de Streptomyces lividans que contenia un derivado de pJVi
(el cual no posee el sitio ss ori) con diferentes derivados de pJV1, para observar si algunos
derivados contenian el sitio sti. Se encontro que el sitio ss on (fragmento de Scal-Ncol) es ei

responsable del fenotipo de incompatibilidad fuerte.

Se han caracterizade completamente tres plasmidos plJ101, pSN22 y pJVI. En el
presente trabajo se demostrd que ¢l plasmido pJV! de Streptomyces phaeochromogenes, se
replica por medio del mecanismo de circulo rodante y se localizé el sitio de replicacion ss ori,
asi como se demostrd que este sitio funciona como el sitio de incompatibilidad fuerte (srf) del

plasmido pJV | de Streptomyces phaeochromogenes.



INTRODUCCION
Generalidades de Streptomyces

Los Streptomyces son bacterias Gram positivas, que crecen bajo condiciones aerdbicas;
su habitat natural es el suelo. Durante el crecimiento en agar, se diferencian dos tipos de
células; células largas que crecen en forma de sincisio y que es el micelio estratificado que
posteriormente da tugar al micelio aéreo, el cual esporula. Esto es similar a la diferenciacion
en el crecimiento y desarrollo asexual en los hongos filamentosos (Figura 1). Este tipo de
desarrollo morfolégico complejo es caracteristico en todo el grupo de los Actinomicetos, que
incluyen més de 30 géneros de bacterias Gram positivas, que muestran filamentos, racimos o

células con morfologia irregular (Gusek y Kinsella, 1992).

El término Actinomyces aparece en la literatura en 1887, en el tiempo cuando L.
Pasteur y R. Koch se encontraban fijos en su actividad de investigacion. Este nombre significa
en griego “hongo rayo™ y sugiere que estos microorganismos fueron observados, cultivados y
estudiados como hongos en aquellos dias. (Hopwood et al, 1986, Gusek y Kinsella, 1992).

(Figura 1).

Por ahora su posicién taxonomica estd bien establecida en el reino Procariota; esta
clasificacion se basa en el concepto propuesto por Chatton, cuando en 1937, clasifics a los
microorganismos de acuerdo a su organizacién celular general. La clasificacion de
Streptomyces se basa en su oganizacidn celular, ta presencia de lipidos caracteristicos,
azlicares y quinonas (Williams ef al.. 1983). El contenido de guaninas y citocinas del DNA de

Streptomyces es muy alto (70-75 %) y es caracteristico de este género de bacterias.

La gran diversidad quimica de metabolitos secundarios en Streptomyces ha hecho de
este género ¢l objeto de intensos estudios en universidades y laboratorios industriales en todo
el mundo por su morfologia, caracteristicas fisiologicas, la composicion de los constituyentes
celulares, como la pared, enfatizando la biologia relacionada con la produccion de antibiéticos
y el uso de Streptomyces en la industria de la fermentacion pemmitiendo el estudio

multidiciplinario en la investigacion.
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El conocimiento de las propiedades moleculares de Strepiomyces €5 importante por su
capacidad de elahorar una gran variedad de antibidticos. Es usual observar que durante un
barrido “screening” de estudios de antibidticos de cepas aisladas del suclo mas del 50% de
éstas producen antibidticos. Esta es una de las razones de porqué Streptomyces y Otros
Actinomicetos atraen gran atencion para aplicaciones microbiolégicas. La actinomicina fue el
primer antibiético aislado de un Streptomyces por Waksman y Woodruff en 1940, seguido
por el primer antibiético antituberculosis, la estreptomicina, por Waksman y colaboradores en
1944, Estos y la penicilina fueron los elementos iniciadores de un campo de trabajo de mucha
importancia econémica y médica, el 90% de los antibiGticos de Strepromyces han tenido una
aplicacién practica en medicina veterinaria y humana, agricultura y en la industria pesquera

(Hopwood et al., 1986).

El conocimiento en la microbiologia de Streptomyces es rapidamente incrementado
debido a que estos microorganismos han atraido una nueva atencién para los estandares de la
tecnologia del DNA recombinante. La nueva tecnologia promete un progreso paralelo en
microbiologia pura y aplicada; las técnicas utilizables incluyen recombinacion por
conjugacion y fusién de protoplastos, transformacion, transduccién, transfeccién y clonacion

de genes usando sistema de vectores (plasmidos, fagos y cosmidos).
Plismidos en Streptomyces

Las bacterias ademas del DNA cromesémico, presentan material genético
extracromosomico, deniro del cual estan los plasmidos. Se sabe que los plasmidos son
unidades autoreplicativas del material hereditario que se conservan como elementos genéticos
extracromoésomicos a lo largo de sucesivas divisiones de las células bacterianas. Varian en
tamaiio, cominmente son moléculas de DNA circular covalentemente cerradas {cccDNA), aun
cuando algunos son lineares con telémeros terminales (Hopwood et al., 1986, Keen et al.,

1988, Chen et al., 1993).

En los Streptomyces se han aislado y caracterizado una amplia variedad de plasmidos y
estos presentan un rango de tamaiio de <4 a> 600 Kpb {Hopwood et al., 1986; Kataoka ef al..

19914, Kieser er al.. 1982). En numerosas cepas de Strepromyces se han descubierto una gran



cantidad de plasmidos; dentro de estos se han encontrado algunos plismidos lincales de
tamafios que van de 12 a mas de 640 Kpb (Keen e al., 1988, Kinashi et al., 1987, 1991,
1992, Zotchev er af. 1994, 1992). Sin embargo, los plasmidos mas importantes de
Streptomyces son los plasmidos circulares de tamafio pequefio. La mayoria de estos plasmidos
presentan caracteristicas en comun. Una de ellas es la presencia de genes involucrados en los
eventos de transferencia intermicelial de plasmidos (genes fra) y de diseminacién de los
mismos a lo largo del micelio receptor {genes spd). Estos genes son los unicos requeridos para
la conjugacién de estos microorganismos (Kataoka et al., 1991a y b). Como producto de las
funciones de transferencia los plismidos de los Streptomyces presentan ta capacidad de
movilizar genes eromosomales de la célula donadora, hacia la célula receptora del plasmido,
Esto es llevado mediante eventos de recombinacién, De esta manera ¢l cromosoma, tiene un
nuevo gen funcional y el ptasmido permanece libre en el citoptasma de la bacteria (Holloway,
1979).

La mayoria de los plasmidos de Streptomyces presentan la capacidad de formar
"pocks”, fenomenc también conocide como zigosis letal (LTZ). Los pocks son zonas
circulares, visibles a simple vista en un tapete miceliar. Son de 1-4 mm de diametro, y se-
deben al retardo en el crecimiento de la cepa receptora del plasmido (Bibb er al., 1977, 1978,
1980: Murakami et al. 1983; Hopwood er al, 1983; Hopwood e al. 1986). Algunos
plasmidos de Streptomyces presentan un operén de genes involucrados en la transferencia del
plasmido; el producto del gen kor se autoregula y regula a nivel transcripeional los productos
formados por los genes kif, 10s cuales estin involucrados en esta transferencia (Stein er af.,

1989).

Por otra parte los estudios de los plasmidos en Streptomyces se han manejado con el
proposito de desarrollar vectores de clonacion para la manipulacién genética (Kieser et al.,
1982; Lidiate er af., 1985; Thompson ef al., 1980, 1982). Los plasmidos de Streptomyces han
sido investigados por diferentes motivos, dentro de los cuales los mas importantes son el
estudio de su forma de replicacion (Deng ef af., 1988; Pigac er af., 1988), sitios especificos de
integracion y escision (Boccard er al., 19892, 198%b), formacion de “pocks” (Bibb v
Hopwood, 1981; Hopwood et al, 1985; Kieser et al., 1982, Kataoka er al., 1991a), y la
relacion con la produccidn de antibiéticos (Wnght y Hopwood, 1976).



Mecanismo del Circulo Rodante {(RCR)

Una de las facultades mas importantes de los plasmidos es su capacidad de replicarse.
Se han observado dos tipos de replicacion. Uno es el llamado circulo rodante (RCR), y el otro
es Namado replicacion teta. El primero es usado por algunos pldsmidos pequefios; y el

segundo por plasmidos grandes (Gros ef al., 1987; Gruss y Ehrlich, 1989, Dabert es al., 1992).

En muchos casos, ambos tipos de replicacién requieren dos elementos codificados en

el mismo plasmido: un origen de replicacion y una proteina que los inicie en la replicacién.

Es interesante que muchos plasmidos nislados de bacterias Gram positivas usen el
mecanismo RCR. Sin embargo algunos de los plasmidos con mecanismo RCR aislados de

bacterias Gram positivas son replicados en £. coli (Kleanthos e¢ al., 1991).

La replicacion por circulo rodante fue descrita por primera vez en el bacteribfago
«X174 de E. coli (Baas et al.. 1981), en &l cual se han encontrade homologias con algunos
plasmidos en sus origenes y proteinas de replicacion (Gros e al., 1987, 1989), debido a la
acumulacion de DNA de cadena sencilla (ssDNA) y similitudes en estructura y modo de

replicacion con los fagos ssDNA o plasmidos RCR (Gruss y Ehrlich, 1989, Baas et al., 1981).

La replicacion por circulo rodante comienza con la sintesis de la proteina de
replicacion (Rep), la cual reconoce ¢l sitio de union y hace un corte en una sola cadena (la
cadena positiva), la cual contiene el origen de replicacién ds ori 0 ori +. La proteina Rep es
covalentemente pegada al extremo 5°, creado por ¢l corte. La cadena positiva es desplazada
con ayuda de una helicasa codificada por el hospedero; en la cadena negativa se va
sintetizando una nueva cadena complementaria por la extension de un extremo 3'OH terminal
formado por el corle y realizado por las DNA polimerasas del hospedero. La proteina Rep
crea un segundo corte en el origen ds ori al terminar un circulo de replicacion religa el

plasmido
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monomerico dejandolo circular y de cadena sencilla (ssDNA) (Gruss er af., 1989). Una vez
que se ha terminado de desplazar la cadena positiva se libera la proteina Rep, dando como
resultado un plasmido de cadena doble (dsDNA) y un plasmido intermediario de cadena

sencilla (ssDNA).

La sintesis de la cadena intema o cadena negativa del plasmido intermediario de
cadena sencilta (ssDNA), es iniciada por las polimerasas celulares reconociendo a un segundo
origen de replicacion conocido como origen ss ori de replicacion u (ori -). El ssDNA generado
durante la replicacion de la cadena positiva sirve como templado para la replicacion de la

cadena negativa. (Gruss et al., 1987) (Figura 2).

El origen menos de replicacion ss oni o (ori -} es distinguible y separable del ds ori o
(ori +}; este es el sitio de conversion de ssDNA a DNA de cadena doble (dsDNA) (Gruss er
al., 1987). La iniciacion eficiente de la replicacion del intermediario de cadena sencilla,
requiere de un sitio especifico de origen ss ori de replicacion (Boe ef af., 1989; Devine et al.,
1989; Gruss ef al., 1987). También se requiere de una RNA polimerasa, la cual coloca un
primer de RNA, con la cual se puede llevar una replicacion del origen ss ori. Esta observacion
fue demostrada en vivo por la adicién de rnifampicina a los cultivos bacterianos con un
plasmido RCR; esta adicion induce la acumulacién de cadena sencilla (Boe et al., 1989; Birch
et al., 1992).

Aun no esta claro si las cadenas positiva y negativa en su sintesis son discontinuas y no
se conoce si ocurre la iniciacion durante la sintesis de la cadena positiva o después de que el
circulo de ssDNA es realizado (Gruss ef af., 1987). Interesantemente, algunos pliasmidos
ssDNA se replican en dos o mas hospederos (del Solar er al., 1987; Ehrlich, 1977; Goze v
Ehrlich, 1980).

Los plasmidos circulares de ssDNA son particularmente abundantes si un origen de
replicacién ss ori no funcional esta presente en el plasmido, que es frecuente en el caso de un
hospedero heterdlogo (Boe et af., 1989; Gruss et af., 1987). La importancia de dicho origen de
replicacion ss ori {ori -) radica en la formacién de un plasmido de doble cadena funcional, a

partir de un intermediario de cadena sencilla no funcional (Figura 2).



Plasmido plJ101

El plasmido pli101 fue aislado originalmente de la cepa de Streptomyces lividans ISP
5434 {(Kendall y Cohen, 1988). Es un plasmido multicopia de 40 a 300 copias por cromosoma,
con un amplio rango de hospederos (Kieser er al, 1952; Kendall y Cohen, 1988). Sc ha
secuenciado completamente, siendo un plasmido de cccDNA de 8.83 Kpb, con una
composicion de 72.98 % en guaninas y citosinas, que es similar en composicion al cromosoma

de Streptomyees (Kendall y Cohen, 1988).

Se han identificado siete ORFs y se han correlacionado genéticamente. Los marcos de
lectura abiertos (ORF) que se han encontrado son el wra (621 a.a), spd A (146 a.a), spd B
(274 aa), y el kil B (177 aa)), estos genes estdn involucrados en la transferencia y
diseminacién del plasmido. Otros dos genes son reguladores en trans kor A (241 a.a) y kor B
(80 a.a). El plasmido pli101 es capaz de transferirse al 100 %, ademas de movilizar genes
cromosomales a una frecuencia de 107 y de formar “pocks” en cepas receptoras (Kendall y

Cohen, 1987, 1988) (Figura 3).

El producto del gen tra es responsable de la transferencia del plasmido e induce la
movilizacidn de genes cromosomales durante la conjugacion (Kendall y Cohen, 1987, 1988).
El gen fra media la transferencia de DNA cromosomal a alta frecuencia pere promueve la
eficiente transferencia sélo cuando contiene un locus lamada cft, donde la delecién o una
mutacién en esta regién reduce la transferencia. Cuando el plasmido se transfiere en
Sereptomyces comunmente produce zonas de inhibicién del crecimiento del micelio receplor o
“pocks™ (Bibb y Hopwood, 1981). Los genes del plasmido tra, spdA, spdB y kilB, estan
involucrados con esta inhibicion (Kendall y Cohen, 1987, 1988). Mutaciones en estos genes

afectan el tamafio de los pocks (Kendall y Cohen, 1987, Kieser et al., 1982).

10
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Durante el complejo ciclo de vida de Streptomyces puede donar y recibir DNA a través
de transferencia conjugativa y de esta manera plJ101, con la presencia de genes involucrados
en los eventos de transferencia intermicelial, acarrea genes del cromosoma. Como producto de
las funciones de transferencia plil01 moviliza genes cromosomales de la célula donadora,
hacia la célula receptora del plasmido, ocasionando eventos de recombinacién. De esta
manera ¢l cromosoma, tiene un nuevo gen funcional y el plasmido permanece libre en el
citoplasma de la bacteria; a este proceso se le conoce como movilizacidn de! cromosema

(CMA) (Hopwood y Kieser, 1983; Holloway, 1979).

El gen tra es especialmente requerido para el evento de CMA, (Kieser et al., 1982). El
promotor de fra es negalivamente regulado por KorA (Stein er al., 1989), que es codificado
por secuencias que sobrelapan una parte del locus fra (Kendall y Cohen, 1987). El korB
codifica una proteina represora que controla la expresion del kilB (Stein y Cohen 1990, Stein
et al., 1989, Tai y Cohen, 1993, 1994; Zaman et al., 1992). Adicicnalmente la proteina KorB
interacciona y puede regular el locus s¢f que es adyacente al 5° del korB y es requerido para la
sintesis de dsDNA durante la replicacién del plasmido (Deng er al.. 1988; Katacka er al,
1994a).

La proteina que lleva implicada la replicacion auténoma del! plasmido es la proteina
Rep de 456 a.a. codificada en el gen rep. El origen de replicacion ds ori (ori +) se encuentra
hacia armiba de rep, que es similar al plasmido pC194 (Zaman et al., 1993). La region minima
esencial de autonomia del plasmido plJ101, es una regién de 2.2 Kpb, que contiene al ds ori y
al gen rep (Kendall et al., 1988; Zaman ef al., 1993; Kendall y Cohen, 1987, 1988).

Deng y colaboradores (1988) identificaron una regidon no codificadora, la c{ual
Namaron sz, la cual causa incompatibilidad fuerte cuando esta presente en su orientacion
natural con respecto al plasmido silvestre. Este sitio fue localizado en una region del plasmido
de 0.7 Kpb. En un fragmento de este plismido de 0.53 Kpb, sc detectd una estructura
secundaria el cual posee un hexanucleotido consenso (TAGCCT), que se encuentra en sitios ss

ori de algunos plasmidos vy bacteriofagos. Deleciones en este fragmente (svi), implican
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acumulacién de cadena sencilla, postulando este sitio como el origen de rerplicacion ss ori (ori

-) (Deng er al., 1988; Zaman er af., 1993).
Incompatibilidad Fuerte

Los términos competencia, exclusion ¢ incompatibilidad, son sélo utilizados para
describir situaciones en las cuales la presencia de un plasmido da la rapida pérdida det otro
{(Davison, 1984, Novik, 1987, 1989). El témmino incompatibilidad no es utilizado en estos
plasmidos debido a que este término es generalmente utilizado para describir la inhabilidad de
plasmidos relacionados (que se diferencian sélo por un marcador genético diferente) para

coexistir establemente en la misma célula bacteriana bajo condiciones no selectivas.

Un par de plasmidos en los cuales ambos poseen st en su correcla orientacion (Sti +) 0
ambos han perdido su sitio st 0 ambos poseen su sitio st en 1a posicién reversa (Sti -} pueden
coexistir, pero plasmidos Sti + y plasmidos Sti - no lo pueden hacer: en este caso el plasmido
Sti + es retenido en la célula hospedera y el plasmido Sti - s¢ pierde. Este fenéomeno es
llamado incompatibilidad fuerte, para diferenciarlo de la incompatibilidad clisica donde

plasmidos idénticos o similares son incompatibles y plasmidos no similares son compatibles.

La secuencia de sti, la que causa esta incompatibilidad fuerte, fue localizada sobre un
segmento de DNA de aproximadamente 700 pb la cual es una parte no esencial de la region
de replicacion de plJ101. La funcion de st es activa solo cuando el fragmento de DNA que
acarrea estd presente en su orienlacion original con respecto a plJ101. plJ101 se replica por
medio de RCR. s# puede ser un sitio donde la sintesis de la cadena complementaria de DNA
se lleva a cabo debido a que plasmidos Sti - acumulan mas cantidad de plasmido en forma de

cadena sencilla.

Ciertos derivados de plJ10] se encontraron que no podian coexistir en Streptomyces,
por ejemplo la presencia de plJ355, que es el plJ101 con un gen de resistencia a valinomicina
diminuye en mis de 10000 veces la frecuencia de transformacion de plJ425. Este ultimo
plasmido lleva un gen de resistencia a tioestreptona el cual lleva el replicon minimo de

plJ101. El plasmido residente (plJ355) fue eliminado con una alta frecuencia de las colonias
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transformadas y la recombinacion entre el plasmido huésped y el hospedero para formar
moléculas dimericas fue poco frecuente. En un experimento reciproco, se transformé plJ355 a
protoplastos que contenian a plJ425, donde de todas las transformantes fuerén resistentes a
viomicina y sensibles a thioestreptona, ya que perdieron el plasmido residente piJ425(Deng et
al., 1988; Zaman er al., 1993).

La incompatibilidad fuerte se asocié al fragmento Befl-E del plasmido plJ101. En un
estudio de compatibilidad, se introdujo este fragmento al plasmido plJ424, en la orientacion
correcta y reversa, dando origen a los plasmidos plJ2740 y plJ2741, respectivamente. Sélo el
plasmido con la orientacion correcta, plJ2740, pudo coexistir con el plasmido plJ101 (Deng er
al., 1988; Zaman et al., 1993).

Plasmido pSN22

El plismido pSN22 es una molécula de DNA de 10.922 Kpb, con un contenido de
guaninas y citocinas de 71.76 %. Es un plasmido multicopia, con un amplio rango de
hospederos y con la capacidad de formacién de “pocks”. El plasmido pSN22 fue
originalmente aislado de una cepa de Strepromyces nigrifaciens (Kataoka et al., 199]a,
1991b). El analisis genético del pSN22 revela que Ia transferencia del plasmido es requerida
para la formacion de “pocks”. Una proteina codificada en este plasmido, llamada TraB que
realiza la catélisis de transferencia intermicelial del plasmido, semejante al gen fra de plJ101.
Esta proteina es un regulador transcripcional del operdn de transferencia y sdlo TraA y TraB
poseen expresion en la presencia de TraR. La inhibicidn o fenotipo Kil en TraR y TraB se
encuentran en relacion similar al KorA y KilA (Tra) o KorB y TraB de plJ101. Dos loci, spdd
y spdB, abajo de traR y traB, respectivamente estdn involucrados en la diseminacion del

plasmido en el micelio recipiente como fue propuesto para los genes spd de plJ101.,
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La regién esencial de replicacién de pSN22 est localizada en un segmento de 3.5
Kpb. Un analisis de Southern blot indica que esta regién es altamente homologa a la region
correspondiente del plasmido ptJ101. El ORF del gen traR es leido en sentido opuesto a la
replicacion, y codifica una proteina de 246 a.a. (iniciando en el nucledtido 1972 y terminando
en el 1235). El ORF rad inicia en el nucledtido 2113 y termina en el nuciedtido 2670 y
cedifica para una proteina de 186 a.a. Este gen es esencial para efectuar la transferencia y
formacion de “pock™. El ORF #aB empieza y termina en los nucledtidos 2688 y 4640
respectivamente, codificando para una proteina de 651 a.a. Este gen es esencial para la
transferencia intermicelial. Ambos, ¢l a8 de pSN22 y el tra de plil 0l son letales para
Streptomyces cuando se sobreexpresan en la ausencia de sus represores, TraR y KorA,

respectivamente (Katacka er al., 1994a).

La region minima esencial para la replicacion del plasmido, fue localizada en un
fragmento de 1.9 Kpb, conteniendo a la proteina de replicacion Rep de 451 a.a. y una regién

no codificadora de 360 pb, Ia cual contiene ¢l origen de replicacion ds ori.

En un fragmento de 500 pb se identificd una zona no codificante que esta entre los
sitios Bgfll-a Smal-b, la cual afiadida a la regién minima de replicacién del plasmido en
orientacion correcta, es capaz de dar origen a la sintesis de la cadena complementaria. A esta
region se le denomino como el sitio ss ori {or -). Sin embargo parece ser que este sitio no esta
involucrado en la incompatibilidad fuerte del plasmido. (Kataoka er a! 1994b), (Figura 4),

Esta regién corresponde a la zona entre traR y traA.

Piasmido pJV1

El pldsmido pJVI fue aislado originalmente de Strepromyces phaeochromagenes
NRRL B-3559. Fue inicialmente aislado por el interés de que este plasmido acarreara el gen
de produccidn de cloranfenicol. De ocho cepas productoras de cloranfenicol sélo la cepa SPI
tuvo un resultado positivo, de la cual se obtuvo una molécula de cccDNA. Este plasmido fue
designade pJV 1. Por medio de una electroforesis de 1a molécula lineal, se le asignd un tamafio
de 10.8 Kpb (Doull., 1983). En un trabajo posterior se comprobé que este plésmido presenta

un amplio rango de hospederos en cepas de Streptomyces (Bailey ef al., 1986). Se observé que
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el plasmido pJV1 presenta aproximadamente 150 copias por cromosoma. Esto fue
determinado por andlisis en geles con diferentes diluciones de DNA total de Streptomyces
phacochromogenes (Doull., 1983). También se comprobé que la regién minima de
replicacion de pJV1 se encuentra en un segmento de 2.5 Kpb localizadé entre los sitios BamHI
y Kpnl (Bailey et al., 1986},

Actualmente el plasmido pJV1 ha sido totalmente secuenciado. Es una molécula de
cccDNA de 11.143 Kpb (Servin et al, 1995). Se sabe que posee la capacidad de formar
“pocks™ de 1 a 2 mm de didmetro durante la conjugacion con cepas receptoras (Bailey er al.,

1986; Servin et al., 1995).

Debido a su pequeno tamafio, este es, por si mismo altamente transmisible por
conjugacién intermicelial. Esta eficiencia de diseminacién en el micelio recipiente (formacion
de pocks) y su movilizacion del cromosoma (CMA} a frecuencia baja, requieren sélo unos
cuantos genes codificados por el plasmido. (Kieser er al, 1982; Kendall y Cohen, 1988;
Smokvina et al., 1991; Hagege et al., 1993b; Kataoka et al., 1991a, 19%94a).

Varios vectores de clonacion han sido derivados del plasmide pJV1. (Bailey et al.
1986, Miller, 1991, Denis y Breezinaki, 1992, Qin ef al., 1994}. La secuencia nucleotidica del
replicon minimo de pJV1 fue determinada y se dedujo gue la secuencia de la proteina de
replicacién Rep es 35% idéntica a [a de plJ101 y la secuencia del ds ori de plJ101 y pJV1 son

muy similares cercanas al sitio de corte (Servin-Gonzalez, 1993).

Localizacion de genes involucrados en la transferencia de plismido y movilizacién

cromaosoma.

Una serie de derivados de piV1 fueron construidos los cuales llevan inserciones,
deleciones y mutaciones que generan cambios en la fase de lectura (frameshift). Estas fueron
probadas en S. {ividans para la transformacién de plasmido, formacion de packs y CMA. La
insercidon de 1.1 Kpb del fragmento Befl contiene el gen de resistencia a thioesptreptona {gen
tsr} dentro del sitio Unico de Bgfll de pJV1, situado en un sitio no esencial y no codificante

{Bailey ef al., 1986, Servin-Gonzalez, 1993) produciendo ¢l vector pB50.

17



Como se esperaba, este plasmido fue similar a pJV1 en transferencia, formacion de
pock y CMA. Los datos estan de acuerdo a los de (Bailey ef al., 1986) pero la formacion de

pocks de 1-2 mm de didmetro en tapetes micelizles en pJV1 es una observacion nueva.

Los derivados de pB350, pB57 (fragmento largo de 4.7 Kpb Bam HI 16-11), pBS8
(delecion de 2.4 Kpb de Ncol-12-Ncol-18) y pB59 (delecién de 0.5 Kpb de BstXI-14-BsiXI-
15) han perdido CMA y la habilidad de formar pocks. Esto indicé que almenas uno de los
sitios Bst XI esta dentro de un gen de transferencia. pB75, el cual tiene £s7 en el sitio inico de
Asp700, presenta una reduccion de 105 veces en su transferencia de plasmido y 10 veces la del
cromosoma, y no forma pocks. El pB66, que carece del fragmento Sszi-2-4 de 1.5 Kpb, no
forma pocks visibles, tuvo aproximadamente [0 veces reducida su transferencia y un CMA
normal, lo cual indica la disrupcion de las funciones de diseminacidén (spread). Mutaciones
generadas por rellenamiento y religacion del sitio AspT1811-13 (pB75) o el sitio Nofl-1

(pB8Y) no dan pocks y un fenotipo reducido de transferencia similar al pB66.

Por otra parte parece ser que el sitio Bpul1021-13, esté localizado en el gen de la
funcién Kor, el cual reprime potencialmente la funcién letal, fenotipo Kil en la region de

transferencia {Servin et al., 1995).
Genes de transferencia

El gen traR de piV1 codifica para una proteina de 245 a.a. (26.5 KDa). Analisis comparativo
de secuencias demuestran una identidad de 83% y 88% de similitud con la KorA de plJ101
(Kendall y Cohen, 1988). Las proteinas Kor de Streptomyces, se alinean con 34% de similitud.
Estas tienen cerca del N-terminal un dominio hélice-vuelta-hélice (HTH). Esta es una

evidencia indirecta que estas proteinas Kor son reguladores transcripcionales.
Los genes trad y traB codifican para proteinas de 184 a.a. {19.4 KDa) y 678 a.a. (71.7 KDa)

respectivamente. Presentan una identidad de 69 y 65% con las proteinas TraA y TraB de

pSN22 respectivamente (Servin er al., 1995).
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Genes de diseminacién

Los genes spd de pJV1 estan constituidos por tres ORFs que estan acoplados

transcripcionalmente.

El gen spdB 1 codifica para una proteina de 174 a.a. con tres posibles hélices
transmembranales. Tiene 30% de identidad con el extremo C-terminal de la proteina SpdB 1

de pSN22.

El gen spdR 2 de pJV1 codifica para una proteina de 371 a.a. y el extremo N-terminal,

es 52% idéntica a la respectiva en pSN22.

El gen spdB 3 codifica para una proteina muy hidrofobica de 147 a.a., la cual presenta
tres posibles hélices transmenbranales y presenta una identidad de 63% con ¢l gen spdB 4 de
pSN22. (Servin ef al., 1995).

Region de replicacion

La proteina de replicacion Rep de pJV! presenta una identidad de 35% con las
proteinas Rep tanto para plJ101, como para pSN22. Pero en la region cercana al sitio ds on de
pJV1, se observa una identidad det 35% para la proteina Rep de pSN22 y 95% de identidad
para la proteina Rep de plJi01.

El plasmido pJV| parece tener una organizacion modular en su estructura, siendo muy
parecido a pSN22 en la organizacion de los genes de transferencia y diseminacién, mientras
que posee una region de replicacion con gran identidad 2 1la region de replicacion de plJH01
(Servin et al., 1995), (Figura 5).
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HIPOTESIS

Si el plasmido pJV1 se replica por medio del mecamsmo RCR. entonces haciendo
experimentos de hibridacién tipo Southern de DNA total en condiciones no desnaturalizantes
se encontraran algunos derivados del plasmido pJVI que acumulen o no intermediarios de

cadena sencilla.

Si se coloca el fragmento de DNA de los derivados de pJVI que no acumulan
intermediarios de cadena sencilla en su orientacion pativa, en el replicon minimo de pJVI,
entonces este derivado dejara de acumular intermediarios de cadena sencilla por lo tanto

debera contener el sitio ss ori.
Si existe una relacion entre el origen de replicacion ss ori y el sitio st entonces

cualquier derivado de pJV1 que posea el sitio ss on podra coexistir con otro que también lo

POsea, pero no coexistird con otro que no lo posea.
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OBJETIVOS

Confirmar que €l tipo de replicacion del plasmido pJV1, sea mediante ¢l mecanismo
del circulo rodante (RCR).

Localizacion del origen de replicacon de cadena sencilla (ss ori) del plasmido pJV1 de
Streptomyces phaeochromogenes, mediante analisis de hibridacion DNA - DNA tipo

Southern.

Comparacion det sitio ss ori y st del plasmido pJV1 con los sitios equivalentes de

otros plasmidos de Sirepromyces.

Localizactén y caracterizacion genética del sitio de incompatibilidad fuerte (sti) del

plasmido pJV1 de Streptomyces phacochromogenes.
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MATERIAL Y METODOS
Tomados del manual de Hopwood 1985 principalmente y con algunas modificaciones

del Dr. Servin

MEDIOS

Luria Bertani (LB)

Bactotriptena 1%
NaCl 1%
Extracto de levadura 0.5%
pH 7.2

Luria Bertani (LB) solido.

Bactotriptona 1 %
NaCl 1 %
Extracto de levadura 0.5 %
Bacto-agar 1.5 %
YT 2x 100ml
Bactotriptona 1.6 %
Extracto de levadura 1.0%
NaCl 05%

Ajustar a pH 7.2

RS: 1L medio para esporulacion de Strepromyces

K2504 0.25g
MgCl2.6H20 10.12 g
Glucosa 100 ¢
Difco casaminoécidos Glg
Solucitn de elementos traza 2ml
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K2504 0.25g

Difco extracto de levadura 5g
Trizma base 3g
Agar 1.5%

Ajustar pH a 7.2

Aforar a i1. con agua desionizada (Milli-Q)

Solucion de elementos traza por_litro

ZnClz 40 mg
FeCl3.6H20 200 mg
CuCl2.2H20 10 mg
MnCl2.4H20 10 mg
NazB407.10H20 10 mg
{(NH4)sMo07024.4H20 10 mg

Fundir 100 m! de la solucion base con agar por cada cinco cajas de Petri a utilizar.

Adiiadir las siguientes soluciones en orden y mezclar en cada adicion:

KH2PO4 (0.5 %) | mli

CaCl2.2H20 (5 M) 0.4 ml

L-Prolina (20 %} 1.5mi

NaOH (1 N) 0.2 ml

CuS04 (2 mM) 0.2 mi
R2

Este medio se utiliza para regenerar protoplastos, por lo que el material para prepararlo
debe estar libre de cualquier traza de detergente, hay que usar agua desionizada para todas las

soluciones y para el medio.
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Solucion base:

Sacarosa 103.0g
K2504 0.25g
MgCl2.6H20 0.12 g
Glucosa 100g
Casaminoacidos Otlg

Aforar con agua desionizada (Milli-Q) a 800 ml.
Colocar 2.2 g de Bacto-agar (Difco) en botellas y afadir 80 m! de la solucién base y

autoclavear.

Fundir 80 ml de la solucién base con agar por cada cinco cajas de Petri a utilizar. Afadir las

siguientes soluciones en orden y mezclar en cada adicion:

KH2PO4 (0.5 %) 1.O0ml
CaClp.2H20 (3.68 %) 8.0ml
L-prolina (20 %) 1.5ml
Tris-Cl (3 %) 10.0 mi
Solucion de elementos traza 0.2 ml
CuS0O4 (2 mM) 0.2mi
NaQH (I N) 02 mi
Extracto de levadura (10 %) 5.0ml

Agar suave para transformacién en Streptomyces

Sacarosa 103 g
MgCl2.6H20 t.ol2 g
Tris (3%, pH 7.2) 10ml
CaCl2.2H20 (5M) 0.4 ml
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Aforar a 100 ml, agregar 0.65 g de Bacto-agar y autoclavear.

Luria Bertani Sacarosa (LBS)

Bactotriptona 1%
NaCl 1 %
Extracto de levadura ’ 0.5%
Sacarosa 34 %

Ajustar apH 7.2

Medio de extractos de levadura y maita (YEME)

Difco extracto de levadura 03g
Difco bactopeptona 05¢g
Extracto de malta oxoide 03g
Glucosa 1.0g
Sacarosa 3J40g

aforar a 100 ml

Después de autoclavear se anaden:

MgCl2.6H20 (1M) ¢.125 ml
Glicina 20 % 0.625 mi

AISLAMIENTO DE COLONIAS EN PLACAS DE AGAR
Para el trabajo genético en bacterias es necesario tener stocks puros de las cepas, las
cuales son obtenidas ficilmente mediante dilucién de esporas en agua desionizada o por
estriamiento sucesivo.
Separacion de colonias por dilucién

Se toman 100 pl de un concentrado de esporas y se diluyen en 0.9 ml de agua
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desionizada, y asi sucesivamente hasta diluciones de 109 a 107 ; de cada dilucién se toman
100 pl y se espatilan en medio rico RS y se dejan crecer las colonias a 29°C hasta esporular.
Esto puede también ser realizado de una caja que contenga un crecimiento confluente o
algunas colonias que ne s¢ encuentren separadas tomando con  un asa una muestra y

depositandola en 0.5 m! de agua y hacer diluciones hasta lograr la separacién de colonias.
Separacitn de colonias por estrias sucesivas

Se toma una muestra de bacterias con un asa bacteriologica y se estria en una pequena
zona de la caja, se esteriliza el asa y se vuelve a estriar sobre una zona pequefia de la caja
estriando sobre una parte pequefia de la estria anterior, dando como resultado en estrias
sucesivas la dilucion de las esporas sobre la caja de agar, provocando la separacion de colonias

en las Gltimas estrias. (Hopwood et al., 1985).
Cosecha de esporas

Con un asa se toman las esporas de una colonia aislada y se colocan en un tubo con 0.5
ml de agua desionizada, se dispersan las esporas agitando el tubo y se toman 100 pl de la
mezcla, se colocan en una caja de medio rico RS, y se incuban las cajas a 29°C. Una vez que
se ha obtenido un crecimiento confluente y las colonias han esporulado, se agregan 10 ml de
agua desionizada estéril a cada caja de Petri y se raspa la superficie con un asa bacteriolégica
quedando las esporas en suspension, la cual es filtrada a través de un tubo con aigoddn estéril
dejando el resto del micelio o cualquier pedazo de agar en el algodon; se colocan 5 ml de agua
estéril a la caja para desprender el resto de esporas que se hubiesen quedado y se filtran en el
mismo tubo con algodon. El filtrado es pasado a un tubo estéril con tapa de rosca y
centrifugado a 3500 r.p.m. durante 10 min., se decanta ¢l sobrenadante en zona estéril y el
botén de esporas es vortexeado, se le agregan 5 m! de agua para lavar las esporas, se
centrifuga como en el paso anterior, se resuspenden finalmente tas esporas en 1 mi de glicerol

al 20%, y se guardan en viales a -20°C.
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PURIFICACION DE PLASMIDOS

Purificacién de plasmidos de Streptomyces y Escherichia coli

Se colocan 25 ml de LBS o LB a matraces Erlenmeyer con o sin resorte de acero
inoxidable en condiciones estériles, inoculando 200 pl de esporas o una alicuota de 200 pl de
E. coli de un cultivo que se encuentre en fase logaritmica. Si las cepas contienen plasmidos
debe adminstrarseles el antibidtico al medio en las concentraciones que a cada cual le
correspondan. Para Streptomyces se deja en incubacidn con agitacidn a 29°C por 48 hrs,, y

para E. coli también en agitacion a 37°C por aproximadamente 6 hrs.

Se examinan que el micelio o las células hayan crecido bien y que no estén
contaminados. Se colocan los cultivos que contienen el micelio o las células en tubos v sc

centrifugan a 6500 r.p.m. durante 10 min.

Se decantan los sobrenadantes; para Streptomyces, el boton de micelio se resuspende

en 10 ml de sacarosa al 10.3 % y se centrifuga a 6500 r.p.m. durante 10 min.

Se decanta el sobrenadante y el boton de micelio se resuspende en 5 ml de una
solucidn de lisozima & 2 mg/ml, la lisozima se disuelve en TE 25 mM (Tris 25 mM -EDTA |
mM, pH 8).

Se pone a incubar el tubo a 37°C por 30 min., este tiempo ¢s estimado para que la
lisozima haya actuado sobre el micelio, pero el tiempo de incubacién puede variar hasta el
punto en que el micelic este completamente lizado; debe observarse la solucidn totalmente

viscosa.

Para £. coli se colocan 5 ml de TE 25 mM sin lizosima y se deja incubando en hielo

durante 15 min.

Para ambos, Streptomyces y E. coli los siguientes pasos son iguales.
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Se afiaden 2 volumenes (10 ml) de una solucién fresca de NaOH 0.2 M/ SDS | %, se
agita muy bien por inversion del tubo hasta que la solucién se observe homogénea y

transparente. Se incuba en hielo durante 10 min.

Se agrega 1.5 volumenes (7.5 ml) de una solucién de acetato de potasio 3 M, pH 4.8 v
se agita por inversion hasta observar un precipitado blanco; se incuba en hielo por 15 min, y

se centrifuga a 6500 r.p.m. durante 10 min.

Se recupera el sobrenadante, se coloca en dos tubos de centrifuga a cada uno se le
agregan 5 ml de una solucioén 1:1 de fenol cloroforme, se mezcla bien y se centrifuga a 6500

r.p.m. durante 10 min.

En el tubo se forman dos fases, en la interfase se encuentran lipidos y proteinas. Se
recupera la fase acuosa que contiene el plasmide y RNA (fase orgdnica superior), se
recomienda sea con una pipeta automatica para no llevarse nada de la interfase, se coloca |
volumen de isopropanol a cada tubo y se incuban por 10 min. en hielo, se centrifugan a 6,500

r.p.m. por 10 min. a 4°C.

Se decantan los sobrenadantes y se desecha todo el residuo de isopropanol con una
pipeta automdtica. Se agregan 500 pl de una solucidn de TE 10 mM (Tds 10 mM EDTA |
mM pH 8), se agita para que se resuspenda {es muy importante que quede bien resuspendido y
homogéneo para no perder plasmido), en caso de que no se resuspenda puede lograrse una

buena resuspension en un bafio Maria a 50°C por 10 min.

Se coloca la solucion en un tubo de vidrio con rosca y se agregan 3 volamenes de una
solucién de acetato de sodio 4 M, pH6 (1.5 ml), se mezcla bien y se incuba a -20°C para
obtener una buena precipitacidn, durante por lo menos 2 hrs. se centrifuga a 3500 r.p.m.

durante 10 min. a 4°C.

El botén es RNA y en el sobrenadante se encuentra el plismido, se pasa el
sobrenadante a otro tubo de vidrio y se agrega | volumen de isopropanol (1.5 ml) se mezcla

bien y se incuba 10 min. en hielo. Se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10 min. a 4°C.
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Se decanta todo el isopropanol y se resuspende en 500 pl de TE 10 mM. Se pasa la
solucion a un tubo Eppendorf. Se agregan 5 p! de RNAsa 10 mg/ml, se mezcla y se pone a

incubar en bafio Maria a 37°C durante 30 min.

Se agrega un volumen de PEG 20 % NaCl 2.5 M (500 pl), se pone a incubar en hielo

por lo menos 2 hrs.

Se centrifuga a 14000 rp.m. durante 10 min. y se extrae totalmente todo el
sobrenadante. Se resuspende el peliet en 150 pl de TE 10 mM, para dar una mejor

resuspension se pude colocar el tubo a 50°C durante unos 10 min.

Una vez bien resuspendido se agrega 1 volumen de fenol cloroformo, se agita bien la

mezcla y se centrifuga durante 2 min. en una microfuga a 14000 r.p.m.

Se toma la fase acuosa sin llevarse la interfase, esta se coloca en otro tubo vy se agregan
1/10 del volumen, de una solucion de acetato de sedio 3 M, pH6 (15 pl), se mezcla bien y se
agrega | volumen de isopropanol, se pone a incubar en hielo durante [0 min. y se centrifuga a

14000 r.p.m. durante 10 min,

Eliminar todo el sobrenadante (isopropancl) y evaporar el resto que se haya quedado

en ¢l pellet a 50°C durante unos 10 min. Resuspender el pellet en 100 pl de TE 10 mM y
guardarlo a -20°C.
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Gradiente de cloruro de cesio

Se pesan 4.5 g de cloruro de cesio y se disuelven en 4.5 ml de solucidn total, la cual
esta compuesta por 4 ml de TE 10 mM, 0.2 ml del plasmido resuspendido en TE 10 mM y 0.3
ml de una solucién de bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/ml, La forma de verter

al tubo teda la mezcla es utilizando un pipeta Pasteur como embudeo.

Se equilibra ¢l tubo con un tubo contrapeso, en el caso de que el tubo de gradiente pese
mas que el contrapeso se puede utilizar aceite de parafina para ajustar la calibracion; una vez
calibrado el tubo se sella al calor y se procede a correr el gradiente de manera secuencial de la
siguiente manera: 90000 r.p.m. durante 1.5 hrs., 87000 r.p.m. durante 0.25 hrs., 85000 r.p.m.
durante 0.25 hrs., 83000 r.p.m. durante 0.5 hrs., y 800006 r.p.m. durante 0.5 hrs. Estas
centrifugaciones son manejadas por un programa en la ultra centrifuga Beckman Optima XL-

90, con un rotor NVT-90.

Una vez que ha concluido la centrifugacion se procede a picar el tubo. El tubo se
ilumina con luz ultravioleta de longitud de onda larga, para visualizar las bandas. La banda
superior son restos de DNA cromosomal y/o plasmido roto y la banda inferior es fa que
contiene la muestra de plasmido. Se recomienda picar el tubo con agujas gruesas (20 x 25) y
con una jeringa de 3 ml, procurando que se pique un poco mas abajo de la banda y con el bisel

de la aguja mirando hacia 1a banda.

Se saca la banda ¢n un volumen apropiado (200 a 300 pl}), y se coloca en un tubo

Eppendorf.

Por otra parte se satura isopropanol con cloruro de sodio de la signiente manera: se
agrega un volumen de isopropanol y un volumen de NaCl 5 M en un tubo, se agita y se deja

reposar.
Se extrae el bromuro de etidio del tubo que contiene el plismido, agregando un

volumen de isopropanol saturado con NaCl; se mezcla bien y se centrifuga por dos minutos a

14000 r.p.m. en una microfuga, se elimina la fase organica superior. Este procedimiento se
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debe repetir varias veces hasta lograr eliminar de la muestra todo el bromuro de etidio.

Se pasa la muestra a un tubo de vidrio y se le agregan 2 volimenes de agua y 6
volumenes de etanol absoluto. se deja incubando a -20°C  durante toda la noche para dar

mayor eficiencia a la precipitacion.

Se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 15-20 min. a 4°C. Sc extrae todo el sobrenadante
y se seca el botén a 50°C. Se resuspende el botdn en 400 i de TE 10 mM y se coloca en un

tubo Eppendorf. Se afiade | volumen de fenol- cloroformo (1:1), se agita bien y se centrifuga

a 14000 r.p.m. durante 10 min.

Se toma la fase orgénica superior, s¢ coloca en un tubo limpio y se le agrega 1/25 de
volumen de NaCl 5 M y | velumen de isopropanol, se incuba durante 10 min. en hielo y se

centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 min. en fa microfuga.

El botén es finalmente resuspendido en 100 pl de TE 10 mM y guardado a -20°C hasta

que sea utilizado. .

Purificacién de fragmentos de DNA de geles de agarosa de bajo punto de fusion (LMP)

Una vez que se¢ ha digenido con endonucleasas de restriccion el plasmido y se ha
comprobado que la digestion ha sido completa y se ha identificado la banda de interés por

medio de un gel de agarosa normal se procede a fabricar el gel de agarosa LMP.

Antes de comrer el gel es necesario tener en cuenta que la agarosa LMP tiene
propiedades diferentes a la agarosa normal, por lo que es necesario que los geles se dejen a
4°C durante 40-60 min. para una gelificacién completa. Ademas es conveniente hacerlos mas
diluidos que los de agarosa normal, siempre y cuando la banda de interés no sea menor a |

Kpb; un gel de agarosa LMP al 0.6 % equivale a uno de agarosa normal al | %.

El gel con la muestra es corrido a 30 V durante 5 hrs. o a 12 Volts durante 16 hrs. Es

importante que €l buffer TBE sea nuevo y que el bromuro de etidio se prepare momentos
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antes de teiiir et gel.

Después de correr ¢l gel y tefir con bromuro de etidio hay que cortar las bandas,
procurando cortar la agarosa lo mas cerca del DNA para reducir el volumen de la rebanada y

utilizando luz ultravioleta de longitud de onda larga por un tiempo corto.

Se pone a fundir la rebanada de agarosa que contiene el DNA en un tubo Eppendorf a
65-70°C durante 10 minutos. Se calcula el volumen de la agarosa fundida y se afiade 1/10 de

volumen de NaCl 5 M, se mezcla bien y se deja otros 5 minutos en el bafio.

Por otra parte se satura un poco de fenol con NaCl de la siguiente manera: en un tubo
Eppendorf se mezclan 100 pl de NaCl 5 M con 400 pl de H2O y 500 ul de fenol. Se
centrifuga a 14000 r.p.m. durante 2 min., se retira la fase acuosa y se coloca el fenol saturado

a37°C.

Se coloca el tubo con la agarosa fundida a 37°C durante 3-5 min. Se afade después al
tubo con agarosa 2/3 de volumen del fenol sarade e inmediatamente se agita en voriex
durante 30 seg; se recomienda trabajar lo mas rapido posible para evitar que la agarosa se

gelifique,

Se centrifuga a 14000 r.p.m. en la microfuga durante 5 min. y se pasa la fase acuosa a
un tubo limpio. Se afiade al fenol 45 ul de TE 10 mM o aguay 5 pl de NaCl 5 M, se agita en
vortex y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 2 min. Una vez hecho esto se mezcla la fase

acuosa con la anterior.

Se afiade | volumen de fenol-cloroformo (1:1) a la fase acuosa, se agita 15 seg. en

vértex y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 2 min.

Se pasa la fase acuosa a un tubo limpio y se afiade un volumen de cloroformo, se agita

15 seg. en vortex y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 2 min.

33



Se pasa la fase acuosa a un tubo limpio y se afiade t pl de tRNA a una concentracién
de 10 mg/ml ( ¢l tRNA se afiade para recuperar mayor cantidad de DNA, siempre y cuando el
DNA no vaya a ser usado posteriormente para ser tratado con fosfatasa alcalina o cinasa), se
mezcla bien y se afiade 1 volumen de isopropanol, se mezcla y se incuba a -20°C durante 2

hrs. por 1o menos.

Se centrifuga a 14000 rp.m. durante 10 iin. en la microfuga, se extrae todo el
isopropanol con una pipeta, teniendo cuidado de no llevarse el botén que por lo regular es
muy pequefio y ficil de despegar. Se seca el boton durante unos 10 min. a 50°C y finalmenie

se resuspende en un volumen adecuado de TE 10 mM.

Minipreparaciénes de plasmido de Streptomyces y Escherichia coli

Se pasan con un asa esporas de Streptomyces & un tubo con 2 ml de medio LBS. el

cual puede llevar antibidtico, siempre y cuando se necesite.

Se incuba a 29°C en agitacion durante 48 hrs. Se pasa el medio conteniendo el micelio
a tubos Eppendorf y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 6 min. se retira todo el sobrenadante

por medio de una linea de vacio.

De colonias aistadas de £. coli, se toman colonias con un palillo estéril y este se
introduce en 2 ml de medio LB, el cual puede contener antibidtico. Se incuba a 37°C en
agitacion durante 6 hrs. Se pasa el medio conteniendo las células a tubos Eppendorf v se
centrifuga a 14000 r.p.m. durante 6 min. Se retira todo el sobrenadante por medio de una

linea de vacio.

Se resuspede el paquete de células o de micelic en 100 pl de Tris 25 mM, EDTA 25
mM pH 8. En el caso de Streptomyces el TE 25 mM debe contener lisozima a una
concentracion de 2 mg / mb. Para E. coli se incuba 5 min. en hielo y para Streptomyces al
menos media hora a 37°C, o hasta que el micelio este visiblemente lizado (debe observarse

transliicido y viscoso).

34



Se afiaden 200 pl de una solucién fresca de NaOH 0.2 N, SDS | %, se mezcla bien por
inversién vigorosa de los tubos, hasla que se vea transparente, homogéneo y muy viscoso.
Cuesta mas trabajo mezclar bien las minipreparaciones de Streptomyces; en caso de que no se
mezcle bien, s¢ pueden agitar los tbos en vértex durante 10-15 seg. Se incuba en hielo por 10

min.

Se afladen 150 pl de acetato de potasio 3 M pH 4.8, se mezcla bien por inversién hasta
que se pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Se incuba 15 min. en hielo. Se
afiade al tubo 400 pl de fenol - cloroformo (1:1), se agita 30 seg. en vortex v se centrifuga a

14000 r.p.m. durante 2 min.

Se pasa la fase acuosa a otro tubo y se afade | ml de etanol absoluto frio y se deja

precipitar 5 min. a temperatura ambiente. Se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 min.

Se retira todo el sobrenadante (etanol) con una linea de vacio, es necesario dar un

pulso en la microfuga para extraer todo el residuo de etanol del tubo, Se resuspende el botén
en 50 pl de TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM pH 8} y se afiaden 150 ul de acetato de sodio 4

M pH 6. Se mezcla bien y se incuba por lo menos durante 1 hr. a -20°C.

Se centrifuga durante 10 min. a 14000 r.p.m. en la microfuga. Se pasa el sobrenadante

a un tubo limpio y se afiaden 200 pl de isopropanol, se deja precipitando por 10 min. en hielo.

Se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 min. en la microfuga, se elimina todo el
sobrenadante y se resuspende el botén en 45 pl de TE 10 mM. Se agregan 5 pl de acetato de
sodio 3 M pH 6, se¢ mezcla bien y se afiaden 125 ul de etanol frio. Se deja precipitando 10

min. en hielo.

Se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 min. en la microfuga. Se elimina todo el
sobrenadante y se pone a secar el botén 10 min. a 50°C. Se resuspende finalmente en 25 pl de

TE 10 mM.
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TRANSFORMACION DE Streptomyces sp. y Escherichia coli

Obtencién de micelio para transformacién en Streptomyces lividans JT46

Se agrega a un matraz Erlenmeyer de 250 ml con resorte, 23.75 ml de medio YEME

complementado con MgCl2 y se agrega 1.25 ml' de glicina al 10 % mas 200 pl de una

solucién de esporas concentradas. Se deja en incubacion por 40 hrs. a 29°C.

Se¢ colecta el micelio por centrifugacion y se lava 2 veces con sacarosa at 10.3 %. EI

botdén de micelio se guarda congelado a -20°C hasta su uso.
Buffer P
El buffer P es especiaimente utilizado para la transformacion, siendo un medio

isoosmotico para la transformacién de protoplastos de Strepromyces. Para lo cual se necesita

que todo el material {vasos, probetas, etc.), se encuentre totalmente libre de cualquier tipo de

detergentes,

Sacarosa 51.5g
MgCl,.6H.C 1.01g
K.S0, 0.125g

Se disuelve y se afora a 400 ml, se distribuyen alicuotas de 40 ml en botellas de 40 o
60 ml y se autoclavea. Antes de usarse se afiaden, en el siguiente orden y agitando después de

cada adicién las siguientes soluciones.

Elementos trazas RS 100 pl .
KH,PO, (0.5 %) 0.5ml
CaCl,.2H,0 (3.68 %) 5.0 ml
Tris. HCI (3 %, pH 7.2) 5.0ml
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Procedimicnto de transformacién en Streptomyces

Después de preparar una botella de buffer P completo se recomienda dejar reposar la

solucién por Jo menos dos horas y posteriormente filtrar con filtros Millipore de 0.45 mm.

Se deja descongelar un tubo con micelio a temperatura ambiente y se resuspende
suavemente. Se agregan 5 ml de una solucién de lisozima filtrada por Millipore 0.45 mm a
una concentracion de 1 mg/ml en buffer P. Se sube y se baja la solucién con €l micelio de 4-5
veces con una pipeta para homogeneizar la solucion, se pone ha incubar a 30°C y se toman
muestras cada 20 min., sc observan en el microscopio hasta que se obtenga la mayor
concentracion de protoplastos. En cada muestreo hay que resuspender la solucion para facilitar

¢l desprendimiento de los protoplastos del micelio.

Se filtran los protoplastos en un tubo con algeddn par eliminar los restos de micelio, y
se agregan 5 ml de buffer P para diluir la lisozima. Un tubo de micelio alcanza para dos
transformaciones; se dividen los protoplastos en dos tubos y se centrifuga a 3500 r.p.m.

durante 10 min.

Se decanta el sobrenadante, el botén de protopastos se resuspende con su gota muy
suavernente para evitar que se rompan. Se agregan 10 ml de buffer P para lavar los
protoplastos, resuspendiendo suavemente con una pipeta. Se centrifuga a 3500 r.p.m. durante

10 min.

Mientras se centrifugan los protopastos se pone a fundir a calor 0.5g de polietilenglicol
(PEG 1000} estéril, ya fundido se agregan 1.5 ml de buffer P y se mezcla en vortex; también

se funde agar suave hiperténico y se deja en bafio Maria a 50°C hasta antes de usarse.

Una vez que han salido de la centrifugacion los protoplastos, se decanta el
sobrenadante y €l botén se resuspende suavemente. Se agrega el DNA a los protoplastos ¢
inmediatamente se agregan 0.5 ml de la solucién de PEG. Se resuspende subiendo y bajando

todo el volumen con la pipeta Pasteur cuatro veces. Antes de que pasen 3 min. se afiaden 5 ml
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de buffer P, y se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10 min.

Se alistan las cajas de medic R2YE secas y el agar suave. En el caso de que se

requieran hacer diluciones estas se deberan hacer en buffer P y utilizando pipetas de vidrio.

Se decanta el sobrenadante y con golpes con el dedo se resuspende el boton de
protopastos, se afiaden 0.5 ml de buffer P. Una vez que se han hecho las diluciones 2 un
volumen de | ml, se celocan 100 pl de estas en el centro de la caja y se agregan 3 ml de agar
suave esparciéndolo por toda la caja. Se deja gelificar el agar suave sobre las cajas de R2ZYE y
se incuba a 29°C hasta que esporulen las colonias de Strepromyces. En caso de que se requiera

afiadir algun antibidtico se tiene que poner a las 18 hrs. posteriores a la transformacion.
Procedimiento para transformacién de Escherichia coli

Se coloca con un asa el indculo de £ coli en un tubo con 2.5 ml de medio YT2X y
conteniendo 10 mM MgCl,, 10 mM MgS80, y se deja incubando de 3-5 hrs. a 37°C en

agitacion.

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se inoculan a 12.5 ml de medio YT2X
conteniendo 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO, con 1/100 del volumen del inéculo del paso

anterior. Se deja en incubacién por 2 hrs. a 37°C con agitacidn,

El cultivo obtenido se coloca en un tubo estéril y se incuba en hielo de 10-15 min. Se

centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10 min. a 4°C.

Se decanta ¢l sobrenadante y se extrae el residuo de medio con una pipeta automética.
El boton de células se resuspende suavemente y se agregan 4 ml de buffer de tranformacion
estandard (TFB), resuspendiendo en este volumen. Se incuba en hielo de 10 a 15 min. Se

centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10 min. a 4°C.

Se decanta el sobrenadante y el boton se resuspende suavemente. Se agrega | ml de
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TFB y se resuspende en este volumen. Se afiaden 35 pl de una solucién de DND al 3.5%
dimetilsulfoxido y ditiotritol (DMSO y DTT) y acetato de potacio 10mM, poniendo el
volumen en el centro del tubo con las células y se agita suavemente en circulo. Se deja
incubando en hielo durante 10 min. Después se vuelve a afiadir una alicuota igual de DND (35
ub), para dar una concentracion final de 7%. Se incuba el tubo en hielo de 10 - 20 min., los

reactivos son preparados de acuerdo a (Hanahan, 1985).

Se divide en alicuotas de 200 ul en tubos preenfriados. En una alicuota se afiade el

plasmido en un volumen menor de 20 pl, se mezcla bien y se incuba en hiele de 20 - 40 min.

Se da un choque térmico a las células poniéndolas a incubar a 42°C durante 30 seg., se
colocan inmediatamente a incubar en hielo por 2 min. Para que las células empiecen a replicar
el plasmido antes de colocarse en un medio de scleccion para el marcador que posea el

plasmido, se le agrega al tubo 0.8 ml de YT2X y se incuba en agitacién durante | hr. a 37°C.

Se platean 100 pl del tubo. en casc de que sea necesario se debe hacer diluciones para

obtener colonias aisladas.

Hibridacion DNA-DNA tipo Southern

Sistema de marcaje de DNA para pruebas no radioactivas

El sistema de marcaje de DNA BioPrime (de Life Technologies), es especialmente
disefiado para el uso de sondas biotiniladas. Los octameros con secuencia al azar son afiadidos
al templado de DNA desnaturalizado y sirven como “primers” para el fragmente mayor de la
DNA polimerasa [ (Klenow), en la presencia de biotina-14-dCTP, para producir sondas de
DNA biotinilado, para el usc de la deteccion no radioactiva de DNA y RNA. Con este sisterna
de marcaje se obtiene una considerable ganancia en sintesis de DNA, resultando en una
amplificacién de 10-40 veces de sonda. Este producto esta disefiado para pruebas en las que el

DNA es limitado.
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Sistema Quimioluminisente de Deteccion de Acidos Nucleicos (SODAN)

El SQDAN fue disefiado para la deteccion no radioactiva, quimioluminiscente de
sondas biotiniladas de hibridacién de acidos nicleicos inmovilizados sobre membranas de

nylon. Los procesos de deteccidn involucran tres pasos basicos.

Una sonda marcada biotinilada es hibridada contra acidos niicleicos inmovilizados.

El conjugado streptavidina-fosfatasa alcalina {SA-AP), es unido a grupos biotinilados.

La membrana es incubada con un sustrato de fosfatasa alcalina quc emite luz cuando es

fosforilado. Esta sefal es detectada por exposicion a una pelicula de rayos X.

El procedimiento de deteccion se tlevo de acuerdo al protocolo recomendado por los

fabricantes.

Deteccion de cadena sencilla de DNA

El DNA total de Streptomyces fue aislado tratando micelio con lisozima y por lisis con
SDS y extraccion con fenol cloroformo utilizando el procedimiento no. 4 de Hopwood er al.,
(1985). Después del paso 3 del procedimiento {extraccidén fenol cloroformo) las muestras
fueron cargadas en geles de agarosa al 0.8 %. Cadena sencilla de DNA fue detectada por
hibridacién en membranas de nitrocelulosa sin llevarse acabo desnaturalizacion como describe

(te Riele et al., 1986).
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RESULTADOS

Construccién del plaismido pB72

El plasmido pB72 es un derivado del plasmido pl}2925 (Janssen y Bibb, 1993), el cual
presenta origen de replicacion, un gen de resistencia a ampicilina y sitios de muitiple
clonacién (MCS) localizado en el gen del fragmento alfa de la (-Galactosidasa. Como
caracteristica importante tiene los sitios de clonacion flanqueados por sitios para la enzima

Bgh.

La construccién se hizo a partir del polilinker del plasmido pUCBM2I1 de Boehinger
Mannheim, utilizando los sitios Hindlll y EcoRl e insertindolo en el plasmido piJ2925
digerido previamente en los sitios Hindlll y EcoRl. Posteriormente se eliminé el sitio de Apal

con Klenow y ligasa para restaurar la fase correcta del gen lacZ.

El resultado es un ptasmido tipo pUC con un polilinker que presenta un sistema de
mudtiple clonacion, con los sitios en los cuales se pueden introducir fragmentos del piV1. El
plasmido permite seleccionar por color, siendo colonias blancas las que llevan el fragmento
clonado en el sistema MCS, y dando colenias azules las células que obtuvieron ¢l plasmido

nativo (pB72} en presencia de X-Gal ¢ [IPTG. (Figura 6).
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pUCBM21 Hind III_ Nco I_ Eco RV Sph I_
ATGACCATGATTACGCCAAGCTTCCATGGGATATCGCATGC

M I T P 8 F H G I S H A
Pst I Sac I Xba I sal 1 Apa I Kpn I Not I

CTGCAGAGCTCTAGAGTCGACGGEGCCCGGTACCGCGGCCGC
C R A L G 8 T G P V P R P
Miu I Bam HI Sma I Eco RI
ACTTAAGTTACGCGTGGATCCCCGGGAATTCACTGGCC
H L 8 Y A W I P G N S L A

plJ2925 Bgl IT Pst I Hind III Sph I sal I

ATGACATGATTACCAGATCTGCAGCCAAGCTTGCATGCCGGTCG

M I T R & A A K L A C R S

Xba I Bam HI Sma I Kpn I Eco RI Bgl II

ACTCTAGAGGATCCCCGEGTACCGAGCTCGAATTCCCCAGATCT

T L E D P R Vv P 8 8 N 8§ P D L
GAGCTTG

S L

pB72 Bgl I1 Pst I _Hind IIT _Nco I ECO RV
ATGACATGATTACCAGATCTGCAGCCAagcttccatgggatatce

M I T R 8 A A K L P W D I
Sph I _ Pst I _Sac I Xba I Sal I Kpn I Not I
gcatgcctgcagagctctagagtcgacGCggtaccgecggcecgca
A C L Q 8 §S R V D A V P R P H

Miu 1 Bam HI Sma I Eco RI Bgl II
cttaagttacgegtggatccccgggAATTCCCCAGATCTGAGCT
L S T A W I P G N S P D L 8

TG
L

Figura 6: MCS del plasmido pB72
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Construccion del pB50

El plasmido pBS0 se obtuvo digiriendo el pIV1 en €l sitio de Bg/l al cual se inserté un
fragmento que tiene el gen de resistencia a thiostreptona {tsr) obtenido del plasmido plJ702
con la enzima Bc/l. El gen de thiostreptona se transcribe en direccion inversa a la replicacion
del plasmido, posee todas las secuencias del pJV1 y por lo tanto debe de flevar el sitio ss ori

funcional. (Figura 7).
Construccién del plasmide pB57

El plasmido pB57 tiene un tamafio de 5.7 Kpb. Se construyé digiriendo el pB50 con
BamHI y purificando la banda mayor de 5.7 Kpb ¢n un gel de agarosa LMP, ia cual fue
recircularizada e introducida a S. fividans JT46 por transformacion; carece de los dos

fragmentos pequefios de BamHI. (Figura 7).
Construccién del plasmido pB61

El pB61 es un plasmido de 3.097 Kpb, el cual se construyé digiriendo el pB50 con
Bamtil y Kpnl. La banda de 3.907 Kpb fue purificada y los extremos se trataron con Klenow
para hacerlos romos. Se ligaron los extremos y se introdujo a la cepa S. lividans IT46 por
transformacidn. EL pB&1 contiene la region esencial del pJV1 y el gen tsr. Al religar después
de utilizar Klenow se recupera el sitio de BamH] y se pierde ¢l sitio de Kpnl. Solamente es el

replicén minimo, carece de su sitio ss ori y por lo tanto acumula gran cantidad de ssDNA.

(Figura 7).
Construccion de los plismidos pBS3 y pB84

Para la construccién de los plasmidos pB83 y pB84, se digirid el plasmido plJ702 con
la enzima Bell y el fragmento de 1.56 Kpb fue purificado a través de un gel de agarosa LMP.
Este fragmenio posee el gen mel que codifica para la produccidn de melanina. Por otra parte
se digirid el plasmido pB6! en su tinico sitio de BamHL y los extremos fueron desfosforilados.

Se ligo el pB61 con ¢l fragmento que contiene al gen de melanina del pli702 y se introdujo
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por transformacién en 8. lividans JT46. Se hicieron minipreps de las colonias productoras de
melanina y se encontraron las dos posibles orientaciones del gen de la melanina. Se

purificaron por medic de gradiente de CsCl para usos posteriores. (Figura 7).
Construccién de los plasmidos pB87 y pB88

Para realizar las siguientes construcciones, 1_:1 fragmento de Neol del plasmido pJVI1 de
2.409 Kpb fue purificado en un gel de agarosa LMP e insertado en €l sitio unico de Neel del
plasmido pB72 previamente desfosforilado. Posteriormente se hicieron minipreps de las
transformantes blancas de E. coli JM101, para conocer la orientacion en la cual se insertd el
fragmento. Se purifico el fragmento con los sitios de flanqueo Bg/ll y se inserté en el
plasmido pB83 en su sitio tnico de Bglll previamente desfosforilado. Se hicieron minipreps
de las transformantes resistentes a thioestrepiona, deficientes en la produccion de melanina y

se purificardn las dos orientaciones posibles. (Figura 7).
Construccién de los plasmidos pB85 y pB86

Para construir estos pasmidos, se digirié el plasmido pJV1 con las enzimas Scal y
Ncol. El fragmento de 656 pb fue purificado de un gel de agarosa LMP e insertado en el
plasmido pB72, previamente digerido con Smal y Neol. El fragmento insertado en pB72 se

extrajo utilizando los sitios de flanqueo Bglll y se purifico en un gel de agarosa LMP.

El fragmento de Bgfll fue insertado en el sitio tnico del plismido pB83 previamente
desfosforilado. Una vez ligado fue introducido por transformacion en 8. lividans JT46. Se
aislaron colonias no formadoras de melanina y resistentes a thioestreptona y se hicieron

minipreps. De las minipreps se obtuvieron las dos orientaciones posibles. (Figura 7).
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Figura 7: Derivados del plasmido pJV1
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Construccién del plismido pB58

El plasmido pB358 tiene un tamafio de 9.7 Kb que se construyd digiriendo €l pB30 con
la enzima Ncol. Se purificé la banda mayor de 9.7 Kpb en un gel de agarosa LMP. El

fragmento fue religado e introducido a JT46 por transformacion (Figura 7).

Construccién del plagmido pB2

Este ptasmido tiene un tamafio de 10.5 Kpb y contiene un origen de replicacion hibrido
el cual fue generado in vive al cointegrar al pJV1 silvestre con el vectar plJ486 (derivado del
plJ101), en sus sitios dnicos de EcoRl (Servin, 1993). Por lo tanto el pB2 posee una parte
proveniente del pJV1 (comprendida entre ¢l inicio de la replicacién y el sitio EcoRI) y otra

proveniente del plJ486 del sitio EcoRI al origen de replicacion (Figura 7).
Construccion del plasmido pB62
Este plasmido fue realizado mediante la digestion del plasmido pB2, quitando un
fragmento que va del sitio Scal a Kpnl, siendo esta region parte del pJVI, la cual fue
purificada en un gel LMP, religada en sus extremos romos ¢ introducida en S. lividans JT46
mediante transformacidn (Figura 7).
Construccién del plismido pB45
El plasmido pB45 es el replicon minimo de pJV1 que fue obtenido mediante las
enzimas BamHI y Kpnl y posteriormente ligado al gen de resistencia a higromicina. Una vez
hecha esta construccion fue transformada a la cepa S. lividans JT46 (Figura 7).
Localizacién del sitio de inicio de la sintesis de cadena sencilla (ss ori) del plasmido pJV1
Para la localizacién del sitio (ss ori), se utilizé la técnica de hibridacion tipo Southern,

utilizando €l sistema de deteccion quimioluminiscente. Se analizd DNA total no

desnaturalizado de cepas de Strepromyces lividans IT46, conteniendo diferentes derivados del
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plasmido piV1 (ver material y métodos, y construcciones de derivados). Se utilizé como
sonda el replicon minimo de pJV1, que se localiza del sitio de Bgill a Kpnl, siendo marcado
este fragmento con biotina-dCTP. En todos los casos se colocaron 10 pl de la extraccion de

DNA total en un gel de agarosa 0.8%. corriéndose durante fa noche a 12 Volis.

Se probaren los plasmidos pB57, pB50, pB62 y el pB58, mediante hibridacién contra
la sonda previamente biotinilada. Los plismidos que pueden hibridar son sclamente los
intermediarios monoméricos de cadena sencilla en las condiciones no desnaturalizantes que se
utilizaron. Se puede apreciar que s6lo ¢l plasmido pB57 presenta una gran acumulacion de
pldsmido en forma de cadena sencilla. Las hibridaciones no especificas que se pueden apreciar
como manchas no intensas probablemente sean debidas a pldsmidos que se estdn replicando
(Figura 8).

Cuando se probaron los plasmidos pB50, pB61, pB57, pB2 y pJV1, en la hibridacién
contra la sonda biotinilada, sélo los plasmidos pB6! y pB57 acumularon gran cantidad de
DNA de cadena sencilla, mientras que pB50 v pJV1, que son silvestres, no acumularon cadena

sencilla. De igual manera el plasmido pB2 no acumula cadena sencilla (Figura 9).

Se probaron los ptasmidos pB6!, pB83, pB&3, pB86 y pB50, en la hibridacién contra
la sonda biotinilada. Los plasmidos pB61 y pB83 acumularon una gran cantidad de plasmido
en forma de cadena sencilla. El plasmido pB50 no acurmuld plasmido de cadena sencilla. Lo
trascendente es que el plasmido pB85 que tiene un fragmento de 656 pb que se encuentra entre
los sitios Scal y Neol en la orientacion original con respecto al pJV1, no acumulé cadena
sencilla, mientras que el plasmido pB86 el cual contiene el mismo fragmento de 656 pb del
pB8S, sélo que en la orientacion reversa, acumuld gran cantidad de plasmido en forma de
cadena sencilla similar a los plasmidos pB6!1 y pB83 (Figura 10). Por lo tanto este fragmento

reunié las caracteristicas de un origen de replicacion de cadena sencilla,

Cuando se probaron los plasmidos pB83, pB87, pB88 y pBS50, en la hibridacién contra
la sonda biotinilada, el plasmido pB83 (que se puede considerar como un replicén minimo
derivado del pJV1), acumuld una gran cantidad de intermediarios de cadena sencilla. Los

plasmidos pB87 y pB88 (que poseen un fragmento de 2.4 Kpb procedente de los sitios Neof y
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Figura 8: Hibridacion tipo Southern de DNA total
no desnaturalizado de S. lividans con diferentes
plasmidos; carril A, pBS57; carril B, pB50; carril C,
pB62; carril D, pB58
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Figura 9: Hibridacion tipo Southern de DNA total
no desnaturalizado de S. lividans con diferentes
plasmidos; carril A, pB50; carril B, pB61; carril C,
pB57; carril D, pB2; caml E, pJV1.
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Figura 10: Hibridaci6n tipo Southern de DNA total
no desnaturalizado de S. lividans con diferentes
pldsmidos; carril A, pB61; carril B, pB83; carril C,
pB85; carril D, pB86; E, pB50.
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Figura 11: Hibridacién tipo Southern de DNA total
no desnaturalizado de S. /ividans con diferentes
plasmidos; carril A, pB83; carril B, pB87; carril C,
pB88; carril D, pB50.
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que ademds varian en su orientacién uno respecto del otro), acumularon igual cantidad de
cadena sencilla que el plasmido pB83. El pliasmido pB50 (que s¢ puede comparar con el

plasmido silvestre pJV1), no acumulé plasmido en forma de cadena sencilla (Figura 11).

Determinacién del fenotipo de incompatibilidad fuerte (sti) del plasmido pJV1

Para comprobar que el sitic ss ori produce el fenotipo de incompatibilidad fuerte (st)
se introdujo por transformacion a la cepa S, lividans JT46 ¢l plasmido pB45, el cual carece de
ss ori (Fig. 7). A esta cepa se introdujeron posteriormente los plasmidos pB83, pB50, pB85 y
pB86. Se seleccionan las tranformantes y se cosecharon las esporas. Posteriormente se
hicieron diluciones de los concentrados de esporas en cajas de Petri con thioestreptona y cajas
de Petri con thioestreptona e higromicina. De las colonias que se obtuvieron se hizo otra ronda

de esporulacién y se plaquaron ¢n los mismos medios de seleccion.

Como se aprecia en la figura 12, en el primer ciclo de esporulacién €l plasmido pB85 y
¢l pB50 sen los (nicos plasmidos que presentan incompatibilidad fuerte con pB45 y son
capaces de desplazarlo. Ain mas sorprendente pB85 parece presentar mas incompatibilidad
fuerte hacia pB45 que pB50. Las colonias al final del segundo ciclo son muy pequefias v con

morfologia irregular ademas de que tardan mas en esporular (Figura 12).

Se hizo un alineamiento de la secuencia del fragmento Scal — Neol de pJV] contra la
secuencia de los plasmidos pIJ101 y pSN22. Como se puede apreciar en las figuras 13, 14 y
15 el plasmido que més se prece a pJV1 en esta regién es el pSN22, por lo cual se piensa que

este es el sitio ss ori de pSN22.
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Determinacion de el fenotipo de incompatibilidad {s#) del pJV1

PLASMIDOS PRIMER CICLO
Tsr Tsr- Hyg
pB83 /pB45 54X 108 6.4 X 108
pB30/pB45 59X 108 8.0 X 10
pB86/pBa5 1.92 X 10° 167 X 107
pB85 / pB4s 6.9 X 105 a4x108

SEGUNDO CICLO

Tsr Tsr- Hyg
48x 108 46x 108
40X 108 27X 10
8.9 X 108 12X 10°
1.75 X 10° 50X 10°

Figura 12: Fenotipo de incompatibilidad fuerte (s#/).

Expresadas en nimero de colonias por ml en rondas de crecimiento

en precencia de thioestreptona.

53



PIJ101 = «GAGGCCGOTCCCOGCUAGCATOCCE - - ATCACGGCAATGAGCGTGITCACCAT -OTCA

PIVL CCOCGAGTACTOCCOCCHCTCCTGACOCCAGCGCGCCTACGAGGACA
a4 & " AR A & wamaw T w AR b ade L Y] (LX)
PIJ10L GCCCCOTGACATCATOTCCOT - ~CTGCCTACOTATAT - CAGTCTGACACGCACGTATCAG
PaVL GOCCEAGCOCAARICOATGETAGCCACTETCOCCARGUCCUCTETCCOCACTTCCATTTC
" oaan man ae & e ew
FrIL01 GTTOCGCAATGOUTA - - -GECCCCACCERTTTC -COOCO0GGCCATCCOTCATACIGC0G
POV GTCACOTGACGATCACCOBACTCOTCOGATTCCATCACGTGACOAMLG - - UTRCUCE — -
e we s . ow e ves aa # “h w mom s emes w
PITLOL TOCTGAGTCOG0CAGCAAGCTOGTAGETAGCOGCOMIGATGACGCOEATCTCCO00CCAC
POVl TCCCGGATCCCCCAGCTAGTCOACT TCCCCUTGACGARGGTGCCAICECCTC
. o« L X * wm W LL] AR h ket b LN L LI 4 dddaw &
PITLOL car-—--- CGACCACCOCEANGGCO00GICCARAAC0G - - ITACCGOCEAATTGITCERG
PIVE CAAAGGAACAGCCGCCGCFTOGGCALGAGA TGGGUTTGTGATAACOGCGGATCG - COGGA
& - SANRNANASE HAAR SAAS aTEn - hhd mrbddkdkbdh & L X}
PLILOL OTCOOGCORCHGCAGAGOACAACH - GUCAGGACCATUGCOACAATCOCCACGETORCGAG
PIVL COCUTGCCCCO0AACAGCCCUCAGCHCTGOGATCAG TCGACTGCCTTAGCCACATCUCE
-k dd LE R L] - - B s AR an N - L] LA
PLILOL OTAGGCGAGGGCAATCACOCOGCCACCTCCCTCUTGACUCGRCECCAGGACOCCTOCAGE
PIVL GTAG- CAGCTOCTCCCCCTCAGCE - COAGACGGACGETECAGTCECCTCACOCOCLCRTC
cene o ar ke ow wes “ a4 sees & aees v
PIJ101 COTGCCTCCC-CRACHAAGTAGC - CCATATCCCORARGCATCCOGC - - GGCAACCCAOTA
PIVL TORGTCRACEACO0GITACAACOCCCTACCCOATTCCCOARCCACCATACOACCOTTTA
* * L ek hh A dad LX) £ L] . wEF AR -
PIJ101 COACCCG-GATCEACCAGACCOAACATGATCCCQTCAATCTCCTCUTTUCTAAGCGOGA
PIV1 GCOCCCGTAACCCCACCCCTCCCOCCOTCAGCCOCCTTTGCCCOCCOGAGCOGCCCAOCAS
aakd &8 . Auw AR A m & b e - - R & LX ]
P1J101 CEACETCGGCCAACCCOTCAATOGCOOCCEOAACIGACTCCATAAATCL -~ COABACGGE
PIV1 CCGOGC - -ACCGACCOTOCCACGUAGUATT - - ACGUACCTTGHUCGLCETCCCATACGT
PO P aeer 4 & ok & 24 ew  wmmw
PIJ101 CAGGCGCCAGGAQOGCGGAGACETGAGCATGACACEA - - GAGATGACGCAGUTCAGAG-C
PIV1 CCGAGAGEGTAANA- - - ALOCCCCCACCACOGCCCOACO0AGOCOACTTATITCAGGET
& &8 n LL LI L - km o= de & hhddd &
PITI01 GCOTGCCOTOCCCTOOCCCTCOCGAGCCTCCTCCAGCATCGACCAGACCBACGCCAGCTC
PIVL GEAGGARGETCACTCOCCE OO o mrmmmemmmwmm o emmmm mmm o=
" " L] * AAARmdd - ek ww
PIJLO0L CCCEACOOTCTCOGCCTOGACCCAAGCGAT
PIVI  mmmmmmmeommaseeeeassessassas

Figura 13: Alineamiento de la region Scai-Ncol de pdv1
con la region equivalente de plJ101 '
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P8N22 +~COCAAGAAGCTACTCOGCGLOTACATOAAGGOCCOGACCAAGAAGGCTGAGCTGCGCGE

BIVL €COCEAGTACTGCCOCCACTCCTAOCACTAG - - - COCOCCTACGAGAACAGOCACTTECT
R A A * A4 Ax & & & LX] AN wmd & wrddd -k
PEN22 AGGAAAGTCACOTUACGATOCAGGAAAGTCACOTGACTT TCCCGETCOACAGGCOCCAAL
BIV1 T SCCAGCOCRAR K BCCOCTCTCOOCARGOCCGCTCTCCOCACTTOCOT
. e et & s & % e o+ aiv ke & % e
PSN2Z AAAGTCACGTGAC - ~TPTCCARALCE = - CAGGTCAACCCT GUGITTCCOCATCCOOCOG
Povl TTCUTCACOTGACGATCOCCOGACTCCTCCGATTCOGTCACGTGACOARALGATACGCCT
atsnnkbbdae - L Xl * *e - - - - an aan
PEN22 TCCCRETAAC - - -QTCCRCHCCCCOATCGAARGGCCORCHCC - - - - -
PIV1 CCCGGATCCCCCAGCT
*A A & - L] L) LT L 2 L Ak A A W LN ] wAN AN
PENZ2 CO0GC- -COAGCOTAACOCGGG-AGACACTCCCGCTOTTCORCGACGACGACACOCAG - -
PIVL GAAGGAACAGCCGCCOCETUGGCAGOOGATOGEFTTGT - -
« h A d Fh AdE BB L ® AN *4 SAKk4A BR L LN
PEN2Z CCCBACCCCCTCGATEACCACECCACACGEAGTGACCACGACGGCOUTCACCCCATCAC
RIVL COCQTOCCOCOBEACROCE - COCAGCOCTIOGATCAGCTCAM
- AR AL LE ] ar wehd dhd & - " Mowm wbhd Rdd & Mk ASONAN
PEN22 GGCAGCAGCCCOCTCCCCATCUACCCOAGACGGGCOFTRCGOTCGCCCTCACOCAGCCCAG
PIVL GOTAGCAOCT ~GCTCCCCCTCAGCTCUACACOGACHGTGCOETCOCCTCALGE ~GOCCaT

B BREANE A AAAd AR ERARSAARREFEISUAAARRARKANARAALS SAAA

PEN22 £ECCa- CAACGGCE000GT ACGOGAA0TCCOGCGACTCCTORCCOUCTAGALARCCOCAL
PIV1
- * anAnNmAnsdddddbddd W& - f Sxmdd 44 AtddddiRbORANA
BENZ2 AGAGCCOCCAACCCCCCACCCOTCCCCOCEAGCCOTCORCOACGOUCACAACAAC -~ - -~
PIV1 AGCGCCCATAACCOCACECCTCCCOCCATCAGECACCTTTCCCACCCARGCAACCOGCA
*d oAb Ahhhkd A SR W 4 Akd AddAdd W - ® AN &
PENI2 QATOCCCOOCEGRCCHGITAACHICOCGCCATATA- - - - AACCGCTCAGUUATHOCOCTCA
PIV1 GCCOCOCACCOOCCOTACCACGIAGGATTACGGACT T TIAGCGCCCTCCOTTACOATCRS
® wm & eamens & whés Pt
PEN22 TGGGCAGCAGAAAGCCCCCOCCEGITCTCIGAL T “6Ga
BIVL AGAGCGTGAAGAAGCCCCCBCCACGGCCCGG-CGGGGGCGGCGTlTGTCAﬁGGOTGClGG
kA - LR XL AR RN X ] " B 4SS TWWARAR L] * AR AR
PANZ2 GGCCTGGOOTCACTCGCCCATOOOCACT -
PIV1 AR---—- GETCACTCOCCCATUGEAACCE

ANEEEAASASARANARY w44

Figura 14: Alineamiento de la region Scal-Ncol de pJV1
con la regién equivalente de pSN22
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PSNI2 - --CGUAAGAAGCTICTCIOCGUITACATGAA GGECCEQGCCUAGGAGICTGAGCTGCOC

PIVL - -COGCAAATACTGCCOCCOCTCCTGCCOCCAG - - -COCGCCTACGAGGACAGGCOCCTC
PIJ1O0L -~ -~GAQGCCOGTCCCOACOAICOTOCCONT - - - - = CACGGCAATGAGCGTOGTCACCAT
“ wwow Y .
PEN2 QGAGGAMGTCACATGACGATACAGGAAAGTCACITGACT TTCCCOUTCAGCAURCCTTA
PaVL COTGAGGCCCAGCOCGAAGCOTTOFTAGCCICTCTCHOCAAGOCCACTCTCCOCACTTCC
PITL01 ~GTOAGCCCCCTOOCATCOTOTCCHTCTGCCTACOTE - - TAT -~ CAGTCTGACACOCACAT
.- on LI 3 . " » - - - L]
P8N22 GCAAAGTCACOTGAC- = TTTCCAMAACCE - - CAGGTCAACCCTGOGITTCCGCOTCCCGE
PIV1 GTTTCUTCACOTGACGATCICCCRACTCCTCCGATTECATCACGTGACGAAACOOTACGT
PIJ101 GTCAGGTTGCGCAATA - - —-GOTAGGCCCCOCCRATTTC - COGCAAGICCATCCATCATGE
. e oas # P . e e Y
PSH23 GETCCCGUTEAL - - -GTCCO0GCCCCOATCRAMAGICCOOCACC- - - - - CGCTGCTGCCE
rIVL CrCCCOaATCCOCCAGCTASTCUGCCOFTOETGUTCCCCOTRUC GAAGITGCCOGCGLCT
PIJ1O01 GGCGOTGCTGAGTCUGGCOGCAAGCTUGTOG - - GTRGCHOCGAGGATAACGCAAATCTCC
. * . a  aae s PR e s .
PSN22 CCCECGC- - - CEAACETAACOCGEE - AGACOCTCOCGOTATTCGOCGACGACGACACGLR
PIVL CCGAAGGAA - CAGCCGCOM GGGGATGGGITTAT - -GITAACGICAGATCACC
PIJ101 GCOCCGCCTTCGACCAOCaC *CAGGACGATT -GOCOOCGRATTORTCAG
. aa am we ewr s @ e w woaw
PSN22 G- -CCCGUCCCCCTCUATACCACT - - COGACACGGAGTOACCACGACGECCGTCACCCT
PIV1 GGACGCOTGCCCCARAACGHCE - 00 - - CAGCOCTGOOATCAGCTCGACTGCCTTAGCCAC
PIJ101 GATCOGOCOACAACAGAGANCOACEACCABAALCATAGEGGCOATCOCCACGETOGCGAG
- - L - LA 1 L] - * & L - - -
PEN22 ATCG-COOCAGCAGCCC -GCTCCCCATCAACCCOAGACGEOCOaTOCCOTCOOCTCACES
rIv1 ATCU-COUTAGCAGCT - ~-GCTCCCCCTCAGCCCAAGACGRGCGATGCEITCACCTCACGE
PIJ101 GTAGGCAAGGGCHATCACICORCCACCTCCCTCOTAACACOICOCCAUUACGECTACAGE
* A *R - - " ah hrww & L] wk AARww LR
PEN22 AGCCCAGCCCCG-COACH - - GCOGGGOTAC - - GGA0GATCCAGCAACT - COTAMCEGEE
2IVL -BCCCETCTAGATCAALG - -GEGUGGFTAC - - GOCTCCOCGCCCCACT - COCARACCOOC
PIJLOL COTOCCTCCCCEECOAAGTAGCCCATHTCOCCGGAAGCFTCCAACOGCGACCCOITACGAC
v e e e e o owe s 6 & & 4 & a4 ek ke ewow
PEN22 AGACGGCCACACAG= ~AGCCUCCUACCOCCCACCCTTCOCCOCCABCCATCGACANCOCE
PIVL AGACGGCCITTTAG- - CACCCATAACCCOACCCOTCOCECCATCAGCCHCCTTTACCCGC
PIJLOL CCGAAGTCOACCAGACCARACATGATCCOOTCAATCTCCTCATTACTAAGCOGIACCACT
P s wus P
PaN22 CACARCOAC= -~ == GATOCCCOGLENHC - COGFTRACGICCCICCATITA - - - = ARCCGC
IVl COGAGCOOCCCUCAGCCOCICACCOAC - COTGCCACGHAGGATTACGGACCT - TOGGCGC
PIT101 TCOGCCOACCCOTCAATAACEACCOGHACIGICTCCATOO0TCCCCAGACHRGCAGOCHC
P . - Tt » P
PSNH22 TCAGGGATGCCOCTCATGGACAGCAGAANGCCCCCAOCGIFTTCTCOOACGIGOACTCAAT
PIVL CCTCCCOTACGOTCOGAGAGCHTAAGARDICCCCCGOCACGACCCOG-CRUAAGCOGCAT
PIJ101 [ '‘GOOCATAACACGAGAGATAACGCAGATCAG - AGCGETTOCCOT
i . PSR .
PSNI2
PIV1
PIJ101 GCCCTCOCCETCGCAMGC CTCCTCCAGCO - TCAACCAGGICCUACGCCAGCTCOCCGOEGE
. . wa " whe ae & es
PEN2ZZ = sessssmssssmeieo——sacos
| T Ot
FIJiO1 TCTCOGCCTAGACCCOGICTAT

Figura 15: Alineamiento de la regién Scal-Ncol de pJV1
con las regiones equivalentes de plJ101 y pSN22.
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DISCUSION

La localizacién del sitio de inicio de la replicacion de precursores de cadena sencilla en
diferentes derivados del plasmido silvestre pJV1 de Streptomyces phaeochromogenes, fue
llevada a cabo en la cepa de Streptomyces lividans JT46 debido a que esla cepa no produce
recombinacion intraplasmidos entre pequeifias regiones repetidas contenidas en dos plasmidos;
esto garantizé la integridad, e individualidad de los derivados de pIV1, dentro de la cepa S.
lividans JT46,

La utilizacion de pB72 y Escherichia coli IM101 como vector y hospedero secundario
respectivamente agiliza las subclonaciones de fragmentos para cualquiera de los derivados
hechos de pJV1, los cuales requieren ser amplificades con un sitio nico de Bgfll que los

flanquee, estando éste en €l MCS de pB72.

El sisterna tipico para hibridar una sonda de DNA biotinilada contra DNA total,
requiete que el DNA sea previamente desnaturalizado. Sin embarge en la hibridacién de
plaismidos que se replican por medio del circulo rodante no es necesario efectuar
desnaturalizacién, lo que permite detectar directamente cuales son los plasmidos que
acumulan DNA de cadena sencilla y fos que no acumulan de DNA cadena sencilla dentro de

la célula.

La region comprendida entre los sitios Scal y Ncaf, con un tamafio de 656 pb, contiene
una secuencia que en la orientacidn nativa con respecto al pidsmido pJV1 silvestre (como en el
pB85) contiene el sitio ss ori funcional, en el cual muy probablemente interacciona la RNA
polimerasa para sintetizar un primer de RNA que serviri para que las DNA polimerasas del
hospedero puedan iniciar la sintesis de la cadena complementaria. En ¢l caso de pB86, que
posce su sitio ss ori no funcional ya que su orientacién es opuesta respecto a pJV1 (ss ori
rev), vya que es la cadena complementaria a la cadena que va siendo sintetizada en los
primeros pasos de la replicacién la cadena més (+) y no permite la interaccién ssDNA-RNA
polimerasa. Eventualmente una cierta cantidad de estos plasmidos pueden levar a cabo la
sintesis de la cadena complementaria, pero este es un efecto de sintesis inespecifica que no es

llevada a cabo por €l ss ori.
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Se ha descrito que el plasmido pSN22 posec un sitio de ss ori en una regién
intergénica, arriba del gen fraR. Los experimentos con los plasmidos pB87 y pB88, que llevan
esta regidn intergénica del pJV! demuestran que no hay en pJV1 una funcionalidad de ss on
en la misma region. El ptasmido pJV| presenta su sitio ss ori en una regién hacia abajo del

gen tra R, donde este sitio ¢s mas homélogo al ptasmido pSN22 que al plJ101.

Este sitio ss ori de pJV1 ademdas de iniciar la sintesis de ssDNA posee el sitio sti, el
cual actia de igual manera que el sitio s# de plJ101 (Deng et af., 1988). La incompatibilidad
del plismido pB85 hacia el pB45 ¢s enorme con respecto al plismido pB86 hacia el pB45
debido a que estos dos son compatibles. La supervivencia en medios selectivos de las colenias
baja a 104 veces en una segunda ronda de esporulacion en las colonias que mantienen al
plasmido pB85 y que desplazan al plismido pB45. Las pocas colonias que crecen en ¢l medio
de seleccidn conteniendo thioestreptona e higromicina son colonias con morfologia irregular,
son pequeitas y no esporulan, tal vez debido a que ain se esta efectuando el desplazamiento

del plasmido pB45 por el pB85.

El plasmide pB86 coexiste con el plasmido pB45 debido a que el sitio st de pB86 no
es funcional y la supervivencia de colonias es 100 % igual en thiostreptona que en las placas

replica con thiostreptona e higromicina.

Alin mas interesante parece ser que el plasmido pB85 es mas incompatible con el pB45
que ¢l plasmido pB50 ai pB45, ésto talvez se deba a que el pB50 de alguna manera regula

negativamente la incompatibilidad hacia el plismido pB45 y que el pB85 no puede efectuar.

Una investigaciin de base de datos de 200 pb del fragmento de Scal a Neol (del
nucleotido 7250 al 7450) del pfV1 que contiene la actividad de sti y ss ori es muy similar én
tamafio a un fragmento de plJ101 que presenta también ambas actividades (Zaman et al
1993}., mientras que en el pSN22 su sitio ss ori no se encuentra en un sitio similar ni presenta
homologia a los ss ori de plJ101 y pJV1. Ademas de que €l sitio de ss ori reportado para

pSN22 no presenta actividad de sitio sti, lo cual nos hace creer que para pSN22 no se ha
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CONCLUSIONES

Mediante las pruebas de hibridacién de diferentes derivados del plismido pJV1 de
Streptomyces phacochromogenes, introducidos en la cepa JT46 de Strepromyces lividans, se
localizé una regidn de 656 pb, la cual se encuentra entre el sitio Scal y Mcol del plasmido
pIV1, la cual funciona como sitio de inicio de la replicacion de cadena sencilla (ss ori). Esta
region se encuentra en el plasmido pB85 en la orientacién original con respecto a pJV1. Este
fragmento no funciona como sitio de replicacion ss ori al encontrarse en orientacion reversa

(ss ori rev) lo cual pasa en el plasmido pB86.

Todos los derivados de pJV1 que no poseen €l sitio ss ori o todos los derivados que lo
poseen en orientacidn reversa acumulan plasmide de cadena sencilla, aquellos derivades que
tienen el silio ss ori en orientacion similar al pJV1 no acumulan plismido de cadena sencilla,

siendo por lo tanto el fragmento de 656 pb de Scal a Neol, el que contiene el sitio ss oni.

Un plasmido que posee el sitio ss ori en la orientacién correcta (ss ori +), no puede
coexistir con otro plasmido que no contiene el sitio ss ori (ss ori -), 0 que lo contiene pero en
orientacion reversa respecto al plasmido silvestre (ss ori rev). Séto pueden coexistir plasmidos

que posean el sitio ss ori en la orientacién silvestre sti +, 0 que no posean si.

El fragmento de 656 pb de Scal a Neol del pJV1, fue comprobado como el sitio que

produce incompatibilidad fuerte ante pB45 un derivado de pJV1 que no posee el sitio st
En base a los resultados obtenidos el plasmido pJV1 es indudablemente un plasmido

que se replica por medio del mecanismo de circulo rodante, conteniendo ademas de un ds or,

un sitio ss ori y este mismo funciona como sitio sti.
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PERSPECTIVAS

De este trabajo pueden establecerse los siguientes puntos que de manera particular
podrian contribuir aun mas a esclarecer como se lleva a cabo la replicacion del plasmido

pIV1, asi como utilizarlo en el futuro.

Establecer la region minima de replicacion de cadena sencilla ss ori de pJV1.

Modificar el plasmido pJV 1, utilizando el replicon minimo con su sitio ss on para ser

utilizado como vector de clonacion o expresion en Streptomyces spp.

Meodificar el plasmido pB83 con el sitio ss ori para ser utilizado como vector de
clonacidn, asi como un vector que permita seleccionar clonas positivas a través del gen mel

utilizando un sitio MCS para genes de Streptomyces spp.
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