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RESUMEN 

Los Streptomyces son bacterias Gram positivas, aeróbicas. Durante el crecimiento en 

agar, su ciclo de vida es similar a la diferenciación y desarrollo asexual en los hongos 

filamentosos. El contenido de guaninas y citocinas del DNA de Slreptomyces es muy alto (70-

75 %) Y es característico de este género de bacterias .. 

En los plásmidos de Srreptomyces relativamente pequeños de tamaño de 

aproximadamente 10 Kpb, parece ser que el modo de replicación de estos plásmidos es por 

medio de la replicación por el circulo rodante (RCR). 

La replicación por círculo rodantc comienza con la síntesis de la proteína de 

replicación (Rep), la cual reconoce el origen de replicación 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 extensión de un extremo 3 'OH tennina!. La proteína Rep crea un 

segundo corte en el origen ds ori al terminar un círculo de replicación religa el plásmido. 

Dando como resultado un plásmido de cadena doble (dsDNA) y un plásmido ¡ntennediario de 

cadena sencilla (ssDNA). 

La síntesis de la cadena negativa del plásmido intermediario de cadena sencilla 

(ssDNA). es iniciada por las polimerasas celulares reconociendo a un segundo origen de 

replicación conocido como origen ss ori de replicación. 

En el presente trabajo se analizó DNA total de Streptomyces lividans por medio de 

hibridación tipo Southern en condiciones no desnaturalizantes. Utilizando varios derivados del 

plásmido pJVI se observó que en un fragmento de Scal-NcoI colocado en su orientación 

natural no acumula intermediarios de cadena sencilla, demostrando que este sitio es el origen 

ss on de pN 1. 

En los plásmidos de Streptomyces existe un fenómeno llamado incompatibilidad 

fuerte. en dicho fenómeno, un par de plásmidos pueden coexistir si los dos plásmidos poseen 

un sitio sti en su orientación correcta (Sti +) o ambos han perdido su sitio st; o ambos poseen 
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su sitio sI; en la posición reversa (S ti -). Por otra parte plásmidos Sti + y plásmidos Sti - no 

pueden coexistir, en este caso e! plásmido Sti + es retenido en la célula hospedera y el 

plásmido Sti - se pierde. 

Se transfonnó una cepa de Slreplomyces Iividans que contenía un derivado de pJV 1 

(e! cual no posee el sitio ss on) con diferentes derivados de pJVI, para observar si algunos 

derivados contenían e! sitio Sli. Se encontró que el sitio ss on (fragmento de ScaI-Ncol) es el 

responsable de! fenotipo de incompatibilidad fuerte. 

Se han caracterizado completamente tres plásmidos pUIOl, pSN22 y pJVI. En el 

presente trabajo se demostró que el plásmido pJVI de SlreplOmyces phaeochromogenes, se 

replica por medio de! mecanismo de círculo rodante y se localizó el sitio de replicación ss ori, 

así como se demostró que este sitio funciona como el sitio de incompatibilidad fuerte (sri) del 

plásmido pN I de Streptomyces phaeochromogenes. 
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INTRODUCCION 

Generalidades de Streptomyces 

Los Slreptomyces son bacterias Grarn positivas, que crecen bajo condiciones aeróbicas; 

su hábilat natural es el suelo. Durante el crecimiento en agar, se diferencían dos tipos de 

células; células largas que crecen en forma de sincisio y que es el micelio estratificado que 

posterionnente da lugar al micelio aéreo, el cual esponlla. Esto es similar a la diferenciación 

en el crecimiento y desarrollo asexual en los hongos filamentosos (Figura 1). Este tipo de 

desarrollo morfológico complejo es característico en todo el grupo de los Actinomicetos, que 

incluyen más de 30 géneros de bacterias Grarn 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 investigación. Este nombre significa 

en griego "hongo rayo" y sugiere que estos microorganismos fueron observados, cultivados y 

estudiados como hongos en aquellos dias. (Hopwood el al., 1986, Gusek y Kinsella, 1992). 

(Figura 1). 

Por ahora su posición taxonómica está bien establecida en el reino Procariota; esta 

clasificación se basa en el concepto propuesto por Chatton, cuando en 1937, clasificó a los 

microorganismos de acuerdo a su organización celular general. La clasificación de 

Streplomyces se basa en su oganización celular, la presencia de lipidos caractensticos, 

azúcares y quinonas (Williams el al .. 1983). El contenido de guaninas y citocinas del DNA de 

S/reptomyces es muy alto (70-75 %) Y es caracteristico de este género de bacterias. 

La gran diversidad química de metabolitos secundarios en S/replomyces ha hecho de 

este género el objeto de intensos estudios en universidades y laboratorios industriales en todo 

el mundo por su morfología, características fisiológicas, la composición de los constituyentes 

celulares, como la pared, enfatizando la biología relacionada con la producción de antibióticos 

y el uso de Streptomyces en la industria de la fennentación pennitiendo el estudio 

multidiciplinario en la investigación. 
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El conocimiento de las propiedades moleculares de Slreplornyces es importante por su 

capacidad de e1ahorar una gran variedad de antibióticos. Es usual observar que durante un 

barrido "screening" de estudios de antibióticos de cepas aisladas del suelo más del 50% de 

éstas producen antibióticos. Esta es una de las razones de porqué Slreplomyces y otros 

Actinomicetos atraen gran atención para aplicaciones microbiológicas. La actinomicina fue el 

primer antibiótico aislado de un Streptom)'ces por Waksman y Woodruff en 1940, seguido 

por el primer antibiótico 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 económica y médica, el 90% de los antibióticos de Slreplornyces han tenido una 

aplicación práctica en medicina veterinaria y humana, agricultura y en la industria pesquera 

(Hopwood el al .. 1986). 

El conocimiento en la microbiología de Slreptomyces es rápidamente incrementado 

debido a que estos microorganismos han atraído una nueva atención para los estándares de la 

tecnología del DNA recombinante. La nueva tecnología promete un progreso paralelo en 

microbiología pura y aplicada; las tecnicas utilizables incluyen recombinación por 

conjugación y fusión de protoplastos, transformación, transducción, transfección y clonación 

de genes usando sistema de vectores (plásmidos, fagos y cósmidos). 

Plásmidos en Streptomyces 

Las bacterias además del DNA cromosómico, presentan material genético 

extracromósomico, dentro del cual están los plásmidos. Se sabe que los plásmidos son 

unidades autoreplicativas del material hereditario que se conservan como elementos genéticos 

extracromósomicos a lo largo de sucesivas divisiones de las células bacterianas. Varían en 

tamaño, comúnmente son moléculas de DNA circular covalentemente cerradas (cccDNA), aún 

cuando algunos son lineares con telómeros tenninales (Hopwood el al., 1986. Keen el al., 

1988, Chen el al., 1993). 

En los Slreptomyces se han aislado y caracterizado una amplia variedad de plásmidos y 

estos presentan un rango de tamaño de <4 a> 600 Kpb (Hopwood el al., 1986; Kataoka el al .. 

1991 a, Kieser el al .. 1982). En numerosas cepas de Slreplomyces se han descubierto una gran 
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cantidad de plásmidos; dentro de estos se han encontrado algunos plásmidos lineales de 

tamaños que van de 12 a más de 640 Kpb (Keen el al., 1988, Kinashi el al.. 1987, 1991, 

1992, Zotchev el al., 1994, 1992). Sin embargo, los plásmidos más importantes de 

Streplomyces son los plásmidos circulares de tamaño pequeño. La mayoria de estos plásmidos 

presentan características en común. Una de ellas es la presencia de genes involucrados en los 

eventos de transferencia intennicelial de plásmidos (genes Ira) y de diseminación de los 

mismos a lo largo del micelio receptor (genes spd): Estos genes son los únicos requeridos para 

la conjugación de estos microorganismos (Kataoka el a/., 1991a y b). Como producto de las 

funciones de transferencia los plásmidos de Jos Slreptomyces presentan la capacidad de 

movilizar genes cromosomales de la célula donadora, hacia la célula receptora del plásmido. 

Esto es llevado mediante eventos de recombinación. De esta manera el cromosoma, tiene un 

nuevo gen funcional y el plásmido pennanece libre en el citoplasma de la bacteria (Holloway, 

1979). 

La mayoría de los plásmidos de Slreplomyces presentan la capacidad de formar 

"pocks", fenómeno también conocido como zigosis letal (L TZ). Los pocks son zonas 

circulares, visibles a simple vista en un tapete miceliar. Son de 1~4 mm de diámetro, y se· 

deben al retardo en el crecimiento de la cepa receptora del plásmido (Bibb el al., 1977, 1978, 

1980; Murakami el al .. 1983; Hopwood el al., 1983; Hopwood el al.. 1986). Algunos 

plásmidos de Streptomyces presentan un operón de genes involucrados en la transferencia del 

plásmido; el producto del gen kor se autoregula y regula a nivel transcripcional los productos 

formados por los genes kil, los cuales están involucrados en esta transferencia (Stein el al., 

1989). 

Por otra parte los estudios de los plásrnidos en Streptomyces se han manejado con el 

propósito de desarrollar vectores de clonación para la manipulación genética (Kieser el al., 

1982; Lidiate el al., 1985; Thompson el al., 1980, 1982). Los plásmidos de Slreptomyces ·han 

sido investigados por diferentes motivos, dentro de los cuales los más importantes son el 

estudio de su fonna de replicación (Deng el al., 1988; Pigac el al., 1988), sitios específicos de 

integración y escisión (Boccard el al., 19898, 1989b), fonnación de "pocks" (Bibb y 

Hopwood, 1981; Hopwood el al., 1985; Kieser el al .. 1982; Kataoka el al., 199Ia), y la 

relación con la producción de antibióticos (Wright y Hopwood, 1976). 
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Mecanismo del Circulo Rodante (RCR) 

Una de las facultades más importantes de los plásmidos es su capacidad de replicarse. 

Se han observado dos tipos de replicación. Uno es el llamado circulo rodante (RCR), y el otro 

es llamado replicación teta. El primero es usado por algunos plásmidos pequeños; y el 

segundo por p1ásmidos grandes (Gros el al., 1987; Gruss y Ehrlich, 1989, Dabert el al .. 1992), 

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

el mismo plásmido: un origen de replicación y una proteína que los inicie en la replicación. 

Es interesante que muchos plásmidos aislados de bacterias Gram positivas usen el 

mecanismo RCR. Sin embargo algunos de los plásmidos con mecanismo RCR aislados de 

bacterias Gram positivas son replicados en E. co/i (Kleanthos el al., 1991). 

La replicación por circulo rodante fue descrita por primera vez en el bacteriófago 

• X 174 de E. coli (Baas el al.. 1981), en el cual se han encontrado homologías con algunos 

plásrnidos en sus orígenes y proteínas de replicación (Gros el al., 1987, 1989), debido a la 

acumulación de DNA de cadena sencilla (ssDNA) y similitudes en estructura y modo de 

replicación con los fagos ssDNA o plásrnidos RCR (Gruss y Ehrlich, 1989, Baas el al., 1981). 

La replicación por circulo rodante comienza con la síntesis de la proteína de 

replicación (Rep), la cual reconoce el sitio de unión y hace un corte en una sola cadena (la 

cadena positiva), la cual contiene el origen de replicación ds ori o ori +. La proteína Rep es 

covalentemente pegada al extremo 5', creado por el 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 extensión de un extremo 3 'OH tenninal 

fonnado por el corte y realizado por las DNA polimerasas del hospedero. La proteína Rep 

crea un segundo corte en el origen ds ori al tenninar un círculo de replicación religa el 

plásmido 
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monomerico dejándolo circular y de cadena sencilla (ssDNA) (Gruss el al., 1989). Una vez 

que se ha terminado de desplazar la cadena positiva se libera la proteína Rep, dando como 

resultado un plásmido de cadena doble (dsDNA) y un plásmido intermediario de cadena 

sencilla (ssDNA). 

La síntesis de la cadena interna o cadena negativa del plásmido intermediario de 

cadena sencilla (ssDNA), es iniciada por las polimerasas celulares reconociendo a un segundo 

origen de replicación conocido como origen ss ori de replicación u (ori -l. El ssDNA generado 

durante la replicación de la cadena positiva sirve como templado para la replicación de la 

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

El origen menos de replicación ss ori o (ori -) es distinguible y separable del ds ori o 

(ori +); este es el sitio de conversión de ssDNA a ONA de cadena doble (dsDNA) (Gruss el 

al., 1987). La iniciación eficiente de la replicación del intermediario de cadena sencilla, 

requiere de un sitio específico de origen ss ori de replicación (Boe el al., 1989; Devine el al., 

1989; Gruss el aL. 1987). También se requiere de una RNA polimerasa, la cual coloca un 

primer de RNA, con la cual se puede llevar una replicación del origen ss ori. Esta observación 

fue demostrada en vivo por la adición de rifampicina a los cultivos bacterianos con un 

plásmido RCR; esta adición induce la acumulación de cadena sencilla (Boe el al., 1989; Birch 

el al .. 1992). 

Aún no esta claro si las cadenas positiva y negativa en su síntesis son discontinuas y no 

se conoce si ocurre la iniciación durante la síntesis de la cadena positiva O después de que el 

círculo de ssDNA es realizado (Gruss el al., 1987). Interesantemente, algunos plásmidos 

ssONA se replican en dos o más hospederos (del Solar el al., 1987; Ehrlich, 1977; Goze y 

Ehrlich, 1980). 

Los plásmidos circulares de ssDNA son particularmente abundantes si un origen de 

replicación ss on no funcional está presente en el plásmido, que es frecuente en el caso de un 

hospedero heterólogo (80e el al .. 1989; Gruss el al .. 1987). La importancia de dicho origen de 

replicación ss ori (ori -) radica en la formación de un plásmido de doble cadena funcional, a 

partir de un intennediario de cadena sencilla no funcional (Figura 2). 
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Plá,mido pIJIOI 

El plásmido pIJ 1 O I fue aislado originalmente de la cepa de SlreplOmyces Iividans [SP 

5434 (Kendall yeohen, 1988). Es un plásmido multicopia de 40 a 300 copias por cromosoma, 

con un amplio rango de hospederos (Kieser el at., 1902; Kendall y eohen, 1988). S~ ha 

secuenciado completamente, siendo un plásmido de cecDNA de 8.83 Kpb, COn una 

composición de 72.98 % en guaninas y citosinas, que es similar en composición al cromosoma 

de Slreplomyces (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 Ira (621 a.a.), spd A (146 a.a.), spd B 

(274 a.a.), y el ki! B (177 a.a.), estos genes están involucrados en la transferencia y 

diseminación del plásmido. Otros dos genes son reguladores en [rans kar A (241 a.a.) y kor B 

(80 a.a.). El plásmido pUlOl es capaz de transferirse al 100 %, además de movilizar genes 

cromosomales a una frecuencia de IO,J y de formar "pocks" en cepas receptoras (Kcndall y 

Cohen, 1987, 1988) (Figura 3). 

El producto del gen Ira es responsable de la transferencia del plásmido e induce la 

movilización de genes cromosomales durante la conjugación (Kendall y eohen, 1987, 1988). 

El gen tra media la transferencia de DNA cromosomal a alta frecuencia pero promueve la 

eficiente transferencia sólo cuando contiene un locus lamado clt, donde la deleción o una 

mutación en esta región reduce la transferencia. Cuando el plásmido se transfiere en 

Strepromyces comúnmente produce zonas de inhibición del crecimiento del micelio receptor o 

"poeks" (Bibb y Hopwood, 1981). Los genes del plásmido Ira, spdA, spdB y kilB, están 

involucrados con esta inhibición (Kendall y Cohen, 1987. 1988). Mutaciones en estos genes 

afectan el tamaño de los poeks (Kendall y Cohen, 1987, Kiescr el al .. 1982). 
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Durante el complejo ciclo de vida de Slreplomyces puede donar y recibir DNA a través 

de transferencia conjugativa y de esta manera pIJIOI, con la presencia de genes involucrados 

en los eventos de transferencia intennicelial, acarrea genes del cromosoma. Como producto de 

las funciones de transferencia pUlOl moviliza genes cromosomales de la célula donadora, 

hacia la célula receptora del plásmido, ocasionando eventos de recombinación. De esta 

manera el cromosoma, tiene un nuevo gen funcÍonal y el plásmido pennanece libre en el 

citoplasma de la bacteria; a este proceso se le conoce como movilización del cromosoma 

(CMA) (Hopwood y Kieser, ¡ 983; Hol!oway, 1979). 

El gen Ira es especialmente requerido para el evento de CMA. (Kieser el al .. 1982). El 

promotor de Ira es negativamente regulado por KorA (Stein el al .. 1989), que es codificado 

por secuencias que sobrelapan una parte del locus Ira (Kendall y Cahen, 1987). El korB 

codifica una proteína represora que controla la expresión del kilB (Stein y Cahen 1990, Stein 

el al .. 1989, Tai y Cohen, 1993, 1994; Zaman el al.. 1992). Adicionalmente la proteína KorB 

interacciona y puede regular ellocus sli que es adyacente al 5' del korB y es requerido para la 

síntesis de dsDNA durante la replicación del plásmido (Deng el al .. 1988; Kataoka el al.. 

19943). 

La proteína que lleva implicada la replicación autónoma del plásmido es la proteína 

Rep de 456 a.a. codificada en el gen rep. El origen de replicación ds ori (ori +) se encuentra 

hacia arriba de rep, que es similar al plásmido pCI94 (Zaman el al .. 1993). La región mínima 

esencial de autonomía del plásmido pUIOl, es una región de 2.2 Kpb. que contiene al ds on y 

al gen rep (Kendal! el al .. 1988; Zaman el al .. 1993; Kendall y Cohen, 1987, 1988). 

Deng y colaboradores (1988) identificaron una región no codificadora, la cual 

llamaron SIl, la cual causa incompatibilidad fuerte cuando esta presente en su orientación 

natural con respecto al plásmido silvestre. Este sitio fue localizado en una región del plásmido 

de 0.7 Kpb. En un fragmento de este plásmido de 0.53 Kpb, se detectó una estructura 

secundaria el cual posee un hexanucleotido consenso (TAGCCT), que se encuentra en sitios ss 

on de algunos plásmidos y bacteriofagos. Deleciones en este fragmento (SIi), implican 
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acumulación de cadena sencilla, postulando este sitio como el origen de rerplicación ss ori (ori 

-l (Deng el al.. 1988; Zaman el al .. 1993 l. 

Incompatibilidad Fuerte 

Los ténninos competencia, exclusión e incompatibilidad, son sólo utilizados para 

describir situaciones en las cuales la presencia de un plásmido da la rápida pérdida del otro 

(Davison, 1984, Novik, 1987, 1989). El ténnino incompatibilidad no es utilizado en estos 

plásmidos debido a que este término es generalmente utilizado para describir la inhabilidad de 

plásmidos relacionados (que se diferencian sólo por un marcador genético diferente) para 

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

Un par de plásmidos en los cuales ambos poseen sI; en su correcta orientación (Sti +) o 

ambos han perdido su sitio sti o ambos poseen su sitio sI; en la posición reversa (Sti .) pueden 

coexistir, pero plásmidos Sti + y plásmidos Sti " no 10 pueden hacer: en este caso el plásmido 

Sti + es retenido en la célula hospedera y el plásmido Sti - se pierde. Este fenómeno es 

llamado incompatibilidad fuerte, para diferenciarlo de la incompatibilidad clásica donde 

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

La secuencia de sli, 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 región 

de replicación de pIllOl. La función de sI; es activa sólo cuando el fragmento de DNA que 

acarrea está presente en su orientación original con respecto a plJ 10 1. pIl I O I se replica por 

medio de RCR. sli puede ser un sitio donde la síntesis de la cadena complementaria de DNA 

se lleva a cabo debido a que plásmidos Sti - acumulan más cantidad de plásmido en fonna de 

cadena sencilla. 

Ciertos derivados de pIllOl se encontraron que no podian coexistir en Streptomyces, 

por ejemplo la presencia de pIJ355, que es el pUIOl con un gen de resistencia a valinomicina 

diminuye en más de 10000 veces la frecuencia de transfonnación de pIJ425. Este último 

plásmido lleva un gen de resistencia a tioestreptona el cual lleva el replicón mínimo de 

pIJ 1 O l. El plásmido residente (pIJ355) fue eliminado con una alta frecuencia de las colonias 
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transfonnadas y la recombinación entre el plásmido huésped y el hospedero para foonar 

moléculas dimericas fue poco frecuente. En un experimento recíproco, se transformó pIJ355 a 

protoplastos que contenían a pIJ425, donde de todas las transfoonantes fuerón resistentes a 

viomicina y sensibles a thioestreptona., ya que perdieron el plásmido residente pIJ425(Deng el 

al., 1988; Zaman el al., 1993). 

La incompatibilidad fuerte se asoció al fragmento BcfI-E del plásmido pIJIO!. En un 

estudio de compatibilidad, se introdujo este fragmento al plásmido pIJ424, en la orientación 

correcta y reversa, dando origen a los plásmidos pIJ2740 y pIJ274 I , respectivamente. Sólo el 

plásmido con la orientación correcta, pIJ2740, pudo coexistir con el plásmido pIJ I O 1 (Deng el 

al., 1988; Zaman el al., 1993). 

Plá,mido pSN22 

El plásmido pSN22 es una molécula de DNA de 10.922 Kpb. con un contenido de 

guaninas y citocinas de 71.76 %. Es un plásmido multicopia, con un amplio rango de 

hospederos y con la capacidad de formación de "pocks". El plásmido pSN22 fue 

originalmente aislado de una cepa de Streptomyces nigrifaciens (Kataoka el al., 1991a, 

199Ib). El análisis genético del pSN22 revela que la transferencia del plásmido es requerida 

para la foonación de "pocks". Una proteína codificada en este plásmido, llamada TraB que 

realiza la catálisis de transferencia intcnnicelial del plásmido, semejante al gen tra de pUlO!. 

Esta proteína es un regulador transcripcional del operón de transferencia y sólo TraA y TraB 

poseen expresión en la presencia de TraR. La inhibición o fenotipo Kil en TraR y TraS se 

encuentran en relación similar al KorA y KilA (Tra) o KorB y TraB de pU 1 O l. Dos loci, spdA 

y spdB, abajo de traR y traBo respectivamente están involucrados en la diseminación del 

plásmido en el micelio recipiente como fue propuesto para los genes spd de pIJ I O l. 
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Figura 4: Plásmido pSN22 

15 



La región esencial de replicación de pSN22 está localizada en un segmento de 3.5 

Kpb. Un análisis de Southern blot indica que esta región es altamente homóloga a la región 

correspondiente del plásmido plJlOI. El ORF del gen traR es leído en sentido opuesto a la 

replicación, y codifica una proteína de 246 a.a. (iniciando en el nucleótido 1972 y tcnninando 

en el 1235). El ORF traA inicia en el nucleótido 2113 y tennina en el nuc\eótido 2670 y 

codifica para una proteína de 186 a.a. Este gen es esencial para efectuar la transferencia y 

formación de "pock". El ORF IraB empieza y termina en los nucleótidos 2688 y 4640 

respectivamente, codificando para una proteína de 651 a.a. Este gen es esencial para la 

transferencia intermicelial. Ambos, el traB de pSN22 y el Ira de pUIOI son letales para 

Streptomyces cuando se sobreexpresan en la ausencia de sus represores, TraR y KorA, 

respectivamente (Kataoka el a/.. 1994a). 

La región mínima esencial para la replicación del plásmido, fue localizada en un 

fragmento de 1.9 Kpb, conteniendo a la proteína de replicación Rep de 451 a.a. y una región 

no CDdificadora de 360 pb, la cual contiene el origen de replicación ds ori. 

En un fragmento de 500 pb se identificó una zona no codificante que está entre los 

sitios BgflI-a Smal-b, la cual añadida a la región mínima de replicación del plásmido en 

orientación correcta, es capaz de dar origen a la síntesis de la cadena complementaria. A esta 

región se le denominó como el sitio ss ori (ori -l. Sin embargo parece ser que este sitio na esta 

involucrado en la incompatibilidad fuerte del plásmido. (Kataoka el al 1994b), (Figura 4). 

Esta región corresponde a la zona entre traR y IraA. 

Plá,mido pJV I 

El plásmido pN 1 fue aislado originalmente de Streptomyces phaeochromogenes 

NRRL 8-3559. Fue inicialmente aislado por el interés de que este plásmido acarreara el gen 

de producción de c1oranfenicol. De ocho cepas productoras de c10ranfeniCDI sólo la cepa SPl 

tuvo un resultado positivo, de la cual se obtuvo una molécula de cccONA. Este plásmido fue 

designado pJV l. Por medio de una electroforesis de la molécula lineal, se le asignó un tamaño 

de 10.8 Kpb (DouIJ., 1983). En un trabajo posterior se comprobó que este plásmido presenta 

un amplio rango de hospederos en cepas de Streplomyces (Bailey el al .. 1986). Se observó que 
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el plásmido pJV 1 presenta aproximadamente 150 copias por cromosoma. Esto fue 

detenninado por análisis en geles con diferentes diluciones de DNA total de Streptomyces 

phaeochromogenes (Doull., 1983). También se comprobó que la región mínima de 

replicación de pJVI se encuentra en un segmento de 2.5 Kpb localizadó entre los sitios BamHI 

y Kpn[ (Bailey el al., 1986). 

Actualmente el plásmido pJV 1 ha sido totalmente secuenciado. Es una molécula de 

cccONA de [1.143 Kph (Servín el al .. [995). Se sahe que posee la capacidad de formar 

"pocks" de 1 a 2 mm de diámetro durante la conjugación con cepas receptoras (Bailcy el al .. 

[986; Servin el al .. 1995). 

Debido a su pequeño tamaño, este es, por sí mismo altamente transmisible por 

conjugación intennicelial. Esta eficiencia de diseminación en el micelio recipiente ([onnación 

de pocks) y su movilización del cromosoma (CMA) a frecuencia baja, requieren sólo unos 

cuantos genes codificados por el plásmido. (Kieser el al., 1982; Kendall y Cohen, 1988; 

Smokvina el al .. 1991; Hagege el al .. [993h; Kataoka el al .. 199[ a, 1994a). 

Varios vectores de clonación han sido derivados del plásmido pJV 1. (Bailey el al.. 

1986, Miller, 1991, Denis y Breezinaki, 1992, Qin el al .. 1994). La secuencia nucleotidica del 

replicón mínimo de pJVI fue detenninada y se dedujo que la secuencia de la proteína de 

replicación Rep es 35% idéntica a la de pUIOI y la secuencia del ds ori de pUIOI y pJVI son 

muy similares cercanas al sitio de corte (Servín-González, 1993). 

Localización de genes involucrados en la transferencia de plásmido y movilización 

cromosoma. 

Una serie de derivados de pJVI fueron construidos los cuales llevan inserciones, 

deleciones y mutaciones que generan cambios en la fase de lectura (frameshift). Estas fueron 

probadas en S. lividans para la transfonnación de plásmido, foonación de pocks y CMA. La 

inserción de 1.1 Kpb del fragmento Ben contiene el gen de resistencia a thioesptreptona (gen 

lsr) dentro del sitio único de BgnI de pNI, situado en un sitio no esencial y no codificante 

(Bailey el al .. 1986, Servín-González, 1993) produciendo el vector pB50. 
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Como se esperaba, este plásmido fue similar a pJV 1 en transferencia, [onnación de 

pock y CMA Los datos están de acuerdo a los de (Bailey el al., 1986) pero la [onnación de 

pocks de 1-2 mm de diámetro en tapetes miceliales en pJVI es una observación nueva, 

Los derivados de pB50, pB57 (fragmento largo de 4.7 Kpb Bom HI 16-11), pB58 

(deleción de 2.4 Kpb de Ncol-12-Ncol-18) y pB59 (deleción de 0.5 Kpb de BstXI-14-B,tXI-

15) han perdido CMA y la habilidad de formar pocks. Esto indicó que almenos uno de los 

sitios Bst XI está dentro de un gen de transferencia. pB75, el cual tiene Isr en el sitio único de 

Asp700, presenta una reducción de 105 veces en su transferencia de plásmido y 10 veces la del 

cromosoma, y no forma pocks. El pB66, que carece del fragmento 5511-2-4 de 1.5 Kpb, no 

forma pocks visibles, tuvo aproximadamente 10 veces reducida su transferencia y un CMA 

normal, lo cual indica la disrupción de las funciones de diseminación (spread). Mutaciones 

generadas por rellenamiento y religación del sitio Asp71811-13 (pB75) o el sitio NotI-l 

(pB89) no dan pocks y un fenotipo reducido de transferencia similar al pB66. 

Por otra parte parece ser que el sitio Bpu 11021-13, está localizado en el gen de la 

función Kor, el cual reprime potencialmente la función letal, fenotipo Kil en la región de 

transferencia (Servín el al .. 1995). 

Genes de transferencia 

El gen traR de pNl codifica para una proteína de 245 a.a. (26.5 KDa). Análisis comparativo 

de secuencias demuestran una identidad de 83% y 88% de similitud con la KorA de pUlO) 

(Kendall yeohen, 1988). Las proteínas Kor de Slreplomyces, 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 proteínas Kor son reguladores transcripcionales. 

Los genes troA 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 proteínas TraA y TraB de 

pSN22 respectivamente (Servín el al., 1995). 
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Genes de diseminación 

Los genes spd de pNl están constituidos por tres ORFs que están acoplados 

transcripcionalmente. 

El gen spdB I codifica para una proteína de 174 a.a. con tres posibles hélices 

transmembranales. Tiene 30% de identidad con el extremo C~tenninal de la proteína SpdB 1 

de pSN22. 

El gen spdB 2 de pNI codifica para una proteína de 371 a.a. y el extremo N~tenninal. 

es 52% idéntica a la respectiva en pSN22. 

El gen spdB 3 codifica para una proteína muy hidrofobica de 147 a.a., la cual presenta 

tres posibles hélices transmenbranales y presenta una identidad de 63% con el gen spdB 4 de 

pSN22. (Servín el al .. 1995). 

Región de replicación 

La proteína de replicación Rep de pJV I presenta una identidad de 35% con las 

proteínas Rep tanto para plJ l O 1, como para pSN22. Pero en la región cercana al sitio ds ori de 

pNl, se observa una identidad del 35% para la proteína Rep de pSN22 y 95% de identidad 

para la proteína Rep de pIJ 101. 

El plásmido pJV I parece tener una organización modular en su estructura, siendo muy 

parecido a pSN22 en la organización de los genes de transferencia y diseminación, mientras 

que posee una región de replicación con gran identidad a la región de replicación de plJ J{) l 

(Servín el al .. 1995), (Fígura 5). 
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HlPOTESIS 

Si el plásmido pJV I se replica por medio del mecanismo RCR, entonces haciendo 

experimentos de hibridación tipo Southern de DNA total en condiciones no desnaturalizantes 

se encontraran algunos derivados del plásmido pNI 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 orientación nativa, en el replicón mínimo de pJV 1, 

entonces este derivado dejara de acumular intermediarios de cadena sencilla por lo tanto 

deberá contener el sitio ss ori. 

Si existe una relación entre el origen de replicación ss en y el sitio sti, entonces 

cualquier derivado de pJV I que posea el sitio ss en podrá coexistir con otro que también lo 

posea, pero no coexistirá con otro que no lo posea. 
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OBJETIVOS 

Confinnar que el tipo de replicación del plásmido pN 1, sea mediante el mecanismo 

del circulo rodante (RCR). 

Localización del origen de replicacón de cadena sencilla (ss ori) del plásmido pJVI de 

Streptomyces phaeochromogenes, mediante análisis de hibridación DNA - DNA tipo 

Southem. 

Comparación del sitio ss ori y SI; del plásmido pJVI con los sitios equivalentes de 

otros plásmidos de Streplomyces. 

Localización y caracterización genética del sitio de incompatibilidad fuerte (sti) del 

plásrnido pJV 1 de Streptomyces phaeochromogenes. 



MATERIAL Y METODOS 

Tomados del manual de Hopwood 1985 principalmente y con algunas modificaciones 

del Dr. Serví n 

Bactotriptona 

NaCI 

Extracto de levadura 

pH 7.2 

Bactotriptona 

NaCI 

Extracto de levadura 

Bacto-agar 

Bactotriptona 

Extracto de levadura 

NaCl 

Ajustar a pH 7.2 

MEDIOS 

Luria Sertaní (LB) 

1% 

1% 

0.5 % 

Luria Bertani (LB) sólido. 

1% 

1% 

0.5 % 

1.5 % 

YT 2x IOOml 

1.6 % 

1.0 % 

0.5 % 

R5: 1 L medio para esporulación de Slreptomyces 

K2S04 

MgC12·6H20 

Glucosa 

Difco casaminoácidos 

Solución de elementos traza 

23 

0.25g 

10.12 g 

10.0 g 

0.1 g 

2ml 



KZS04 

Difco extracto de levadura 

Trizma base 

Agar 

Ajustar pH a 7.2 

0.25g 

5g 

3g 

1.5% 

Aforar a 11. con agua desionizada (Milli-Q) 

ZnClz 

FeCI3.6HZO 

CuCIZ·ZHZO 

MnClzAHzO 

NazB407·IOHZO 

(NH4)6Mo70Z4AHZO 

Solución de elementos traza por litro 

40 mg 

ZOOmg 

10mg 

10mg 

IOmg 

10mg 

Fundir 100 mI de la solución base con agar por cada cinco cajas de Pelri a utilizar. 

Añadir las siguientes soluciones en orden y mezclar en cada adición: 

KHZP04 (0.5 %) 

CaClz.2H20 (5 M) 

L-Prolina (20 %) 

NaOH (1 N) 

CuS04 (Z mM) 

R2 

Iml 

004 mi 

1.5 mi 

0.2 mi 

0.2 mi 

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. 



Solución base: 

Sacarosa 103.0 g 

K2S04 0.25 g 

MgC12·6H20 10.12 g 

Glucosa 10.0 g 

Casaminoácidos 0.1 g 

Aforar con agua desionizada (Milli-Q) a 800 mI. 

Colocar 2.2 g de Bacto-agar (Difco) en botellas y añadir 80 mi de la solución base y 

autoclavear. 

Fundir 80 mi de la solución base con agar por cada cinco cajas de Petri a utilizar. Añadir las 

siguientes soluciones en orden y mezclar en cada adición: 

KH2P04 (0.5 %) 1.0 mi 

CaC12.2H20 (3.68 %) 8.0ml 

L-prolina (20 %) 1.5 mi 

Tris-CI (3 %) 10.Oml 

Solución de elementos traza 0.2 mi 

CuS04 (2 mM) 0.2ml 

NaOH (1 N) 0.2 mi 

Extracto de levadura (10 %) 5.0ml 

Agar suave para transformación en Streptomyces 

Sacarosa 

MgC12.6H20 

Tris (3%, pH 7.2) 

CaC12.2H20 (5M) 

25 

10.3 g 

1.012 g 

10ml 

0.4 mi 



Aforar a 100 mi, agregar 0.65 g de Bacto-agar y autoclavear. 

Bactotriptona 

NaCI 

Extracto de levadura 

Sacarosa 

Ajustar a pH 7.2 

Luria Bertani Sacarosa (LBS) 

¡% 

1% 

0.5% 

34% 

Medio de extractos de levadura y malta (YEME) 

Difco extracto de levadura 

Difco bactopeptona 

Extracto de malta oxoide 

Glucosa 

Sacarosa 

aforar a 100 mi 

Después de autoclavear se añaden: 

Glicina 20 % 

0.3 g 

0.5 g 

0.3 g 

1.0 g 

34.0 g 

0.125 mi 

0.625 mi 

AISLAMIENTO DE COLONIAS EN PLACAS DE AGAR 

Para el trabajo genético en bacterias es necesario tener stocks puros de las cepas, !as 

cuales son obtenidas fácilmente mediante dilución de esporas en agua desionizada o por 

estriamiento sucesivo. 

Separación de colonias por dilución 

Se toman 100 ~I de un concentrado de esporas y se diluyen en 0.9 mI de agua 
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desionizada, y así sucesivamente hasta diluciones de IO~6 a IO~ 7 ; de cada dilución se toman 

100 J.ll Y se espatúlan en medio rico R5 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 no se encuentren separadas tomando con un asa una muestra y 

depositándola en 0.5 mi de agua y hacer diluciones hasta lograr la separación de colonias. 

Separación de colonias por estrías sucesivas 

Se toma una muestra de bacterias con un asa bacteriológica y se estría en una pequeña 

zona de la caja, se esteriliza el asa y se vuelve a estriar sobre una zona pequeña de la caja 

estriando sobre una parte pequeña de la estría anterior, dando como resultado en estrías 

sucesivas la dilución de las esporas sobre la caja de agar, provocando la separación de colonias 

en las últimas estrías. (Hopwood el 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 

mI de agua desionizada, se dispersan las esporas agitando el tubo y se toman 100 J-l1 de la 

mezcla, se colocan en una caja de medio rico R5, 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 mi de 

agua desionizada estéril a cada caja de Petri y se raspa la superficie con un asa bacteriológica 

quedando las esporas en suspensión, la cual es filtrada a través de un tubo con algodón estéril 

dejando el resto del micelio o cualquier pedazo de agar en el algodón; se colocan 5 mI de agua 

estéril a la caja para desprender el resto de esporas que se hubiesen quedado y se filtran en el 

mismo tubo con algodón. El filtrado es pasado a un tubo estéril con tapa de rosca y 

centrifugado a 3500 r.p.tn. durante 10 min., se decanta el sobrenadante en zona estéril y el 

botón de esporas es vortexeado, se le agregan 5 mi de agua para lavar las esporas, se 

centrifuga como en el paso anterior, se resuspenden finalmente las esporas en l mi de glicerol 

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

Purificación de plásmidos de Streptomyce.'i y E.ficherichiu coli 

Se colocan 25 mI de LBS o LB a matraces Erlenrneyer con o sin resorte de acero 

inoxidable en condiciones estériles, inoculando 200 , . .tI de esporas o una alícuota de 200 ).11 de 

E. coli de un cultivo que se encuentre en fase logaritmica. Si las cepas contienen plásrnidos 

debe adminstrarseles el antibiótico al medio en las concentraciones que a cada cual le 

correspondan. Para S/reptomyces se deja en incubación con agitación a 29°C por 48 hrs., y 

para E. coli también en agitación 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 y se 

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

Se decantan los sobrenadantcs; para Streplomyces, el botón de micelio se resuspende 

en lO mI de sacarosa al 10.3 % Y se centrifuga a 6500 r.p.m. durante 10 mino 

Se decanta el sobrenadante y el botón de micelio se resuspende en 5 mi de una 

solución de lisozima a 2 mglml, la lisozima se disuelve en TE 25 mM (Tris 25 mM -EDTA I 

mM, pH 8). 

Se pone a incubar el tubo a 37°C por 30 min., este tiempo es estimado para que la 

lisozima haya actuado sobre el micelio, pero el tiempo de incubación puede variar hasta el 

punto en que el micelio este completamente lizado; debe observarse la solución totalmente 

viscosa. 

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

durante 15 mino 

Para ambos, Slreptomyces y E. coli los siguientes pasos son iguales. 
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Se añaden 2 volúmenes (10 mI) de una solución fresca de NaOH 0.2 M / SDS I %, se 

agita muy bien por inversión del tubo hasta que la solución se observe homogénea y 

transparente. Se incuba en hielo durante 10 mino 

Se agrega 1.5 volúmenes (7.5 mi) de una solución de acetato de potasio 3 M, pH 4.8 y 

se agita por inversión hasta observar un precipitado blanco; se incuba en hielo por 15 mino y 

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

Se recupera el sobrenadante, se coloca en dos tubos de centrifuga a cada uno se le 

agregan 5 mi de una solución 1: I de fenal clorofonno, se mezcla bien y se centrifuga a 6500 

r.p.m. durante 10 mino 

En el tubo se fonnan dos fases, en la interfase se encuentran lípidos y proteínas. Se 

recupera la fase acuosa que contiene el plásmido y RNA (fase orgánica superior), se 

recomienda sea con una pipeta automática para no llevarse nada de la interfase, se coloca I 

volumen de isopropanol a cada tubo y se incuban por 10 mino en hielo, se centrifugan a 6,500 

r.p.m. por 10 mino a 4°C. 

Se decantan los sobrenadantes y se desecha todo el residuo de isopropanol con una 

pipeta automática. Se agregan 500 ¡..tI de una solución de TE 10 mM (Tris 10 mM EDTA I 

mM pH 8), se agita para que se resuspenda (es muy importante que quede bien resuspendido y 

homogéneo para no perder plásmido), en caso de que no se resuspenda puede lograrse una 

buena resuspensión en un baño Maria a 50°C por 10 mino 

Se coloca la solución en un tubo de vidrio con rosca y se agregan 3 volúmenes de una 

solución de acetato de sodio 4 M, pH6 (1.5 mI), se mezcla bien y se incuba a _20°C para 

obtener una buena precipitación, durante por lo menos 2 hrs. se centrifuga a 3500 r.p.m. 

durante 10 mino a 4°C. 

El botón es RNA y en el sobrenadante se encuentra el plásmido, se pasa el 

sobrenadante a otro tubo de vidrio y se agrega 1 volumen de isopropanol (1.5 mi) se mezcla 

bien y se incuba 10 mino en hielo. Se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 10 mino a 4°C. 
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Se decanta todo el isopropanol y se resuspende en 500 ~l de TE 10 mM. Se pasa la 

solución a un tubo Eppendorf. Se agregan 5 JlI de RNAsa 10 mg/ml. se mezcla y se pone a 

incubar en baño María a 37°C durante 30 mino 

Se agrega un volumen de PEG 20 % NaCl 2.5 M (500 ).11), se pone a incubar en hielo 

por lo menos 2 hrs. 

Se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 mino y se extrae totalmente todo el 

sobrenadante. Se resuspende el pellet en 150 ,.11 de TE 10 mM, para dar una mejor 

resuspensión se pude colocar el tubo a 50°C durante unos 10 mino 

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

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

Se toma la fase acuosa sin llevarse la interfase, esta se coloca en otro tubo y se a!:,'Tcgan 

1/10 del volumen, de una solución de acetato de sodio 3 M, pH6 (15 ).11), se mezcla bien y se 

agrega 1 volumen de isopropanol, se pone a incubar en hielo durante lO mino y se centrifuga a 

14000 r.p.m. durante 10 mino 

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

en el pellet a 50°C durante unos 10 mino Resuspender el pellet en 100 ).11 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 mi de solución total, la cual 

está compuesta por 4 mi de TE 10 mM, 0.2 mi del plásmido resuspendido en TE 10 mM y 0.3 

mi de una solución de bromuro de etidio a una concentración de 10 mglml. La forma de verter 

al tubo toda la mezcla es utilizando un pipeta Pasteur como embudo. 

Se equilibra el tubo con un tubo contrapeso, en el caso de que el tubo de gradiente pese 

más que el contrapeso se puede utilizar aceite de parafina para ajustar la calibración; 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 80000 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 centrifugación 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 plásmido roto y la banda inferior es la que 

contiene la muestra de plásmido. Se recomienda picar el tubo con agujas gruesas (20 x 25) y 

con una jeringa de 3 mi, procurando que se pique un poco más abajo de la banda y con el bisel 

de la aguja mirando hacia la banda. 

Se saca la banda cn un volumen apropiado (200 a 300 JlI), Y se coloca en un tubo 

Eppendorf. 

Por otra parte se satura isopropanol con cloruro de sodio de la siguiente manera: se 

agrega un volumen de isopropanol y un volumen de NaCI 5 M en un tubo, se agita y se deja 

reposar. 

Se extrae el bromuro de elidio del tubo que contiene el plásmido, agregando un 

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

14000 r.p.ffi. en una micro fuga, se elimina la fase orgánica 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 volúmenes de agua y 6 

volúmenes de etanol absoluto. se deja incubando a -20oe durante toda la noche para dar 

mayor eficiencia a la precipitación. 

Se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 15-20 mino a 4°C. Se extrae todo el sobrenadante 

y se seca el botón a 50°C. Se resuspende el botón en 400 JlI de TE 10 mM y se coloca en un 

tubo Eppendorf. Se añade I volumen de fenol- clorofonno (1 1), se agita bien y se centrifuga 

a 14000 r.p.m. durante 10 mino 

Se toma la fase orgánica superior, se coloca en un tubo limpio y se le agrega 1/25 de 

volumen de NaCl 5 M Y 1 volumen de isopropanol, se incuba durante 10 mino en hielo y se 

centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 mino en la microfuga. 

El botón es finalmente resuspendido en 100 J.1I de TE 10 mM y guardado a -20oe hasta 

que sea utilizado. 

Purificación de fragmentos de DNA de geles de agarosa de bajo punto de fusión (LMP) 

Una vez que se ha digerido con endonucleasas de restricción el plásmido y se ha 

comprobado que la digestión ha sido completa y se ha identificado la banda de interés por 

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

Antes de correr el gel es necesario tener en cuenta que la agarosa LMP tiene 

propiedades diferentes a la agarosa nonnal, por lo que es necesario que los geles se dejen a 

4°C durante 40-60 mino para una gelificación completa. Además es conveniente hacerlos más 

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 I %. 

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

importante que el buffer TBE sea nuevo y que el bromuro de etidio se prepare momentos 
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antes de teñir el gel. 

Después de correr el gel Y teñir con bromuro de etidio hay que cortar las bandas, 

procurando cortar la agarosa lo más cerca del ONA 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 D>!A en un tubo Eppendorf a 

65-70°C durante 10 minutos. Se calcula el volumen de la agarosa fundida y se añade 1110 de 

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

Por otra parte se satura un poco de fenal con NaCI de la siguiente manera: en un tubo 

Eppcndorf se mezclan 100 1'1 de NaCI 5 M con 400 1'1 de H20 y 500 1'1 de fenol. Se 

centrifuga a 14000 r.p.m. durante 2 min., se retira la fase acuosa y se coloca el fenol saturado 

a 37°C. 

Se coloca el tubo con la agarosa fundida a 37°C durante 3-5 mino Se añade después al 

tubo con agarosa 2/3 de volumen del fenal saturado e inmediatamente se agita en vórtex 

durante 30 seg; se recomienda trabajar lo más rápido posible para evitar que la agarosa se 

gelifique. 

Se centrifuga a 14000 r.p.m. en la microfuga durante 5 mino y se pasa la fase acuosa a 

un tubo limpio. Se añade al fenol 45 1'1 de TE 10 mM o agua y 5 1'1 de NaCI 5 M, se agita en 

vórtex y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 2 mino Una vez hecho esto se mezcla la fase 

acuosa con la anterior. 

Se añade 1 volumen de fenol-c1orofonno (1: 1) a la fase acuosa, se agita 15 seg. en 

vórtex y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 2 mino 

Se pasa la fase acuosa a un tubo limpio y se añade un volumen de clorofonno, se agita 

15 seg. en vórtex y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 2 mino 
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Se pasa la fase acuosa a un tubo limpio y se añade I Jil de tRNA a una concentración 

de 10 mglml ( d tRNA se añade para recuperar mayor cantidad de DNA, siempre y cuando el 

DNA no vaya a ser usado posterionnente para ser tratado con fosfatasa alcalina o cinasa), se 

mezcla bien y se añade I volumen de isopropanol, se mezcla y se incuba a ·20°C durante 2 

hrs. por lo menos. 

Se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 inin. en la micro fuga, se extrae todo el 

isopropanol con una pipeta, teniendo cuidado de no llevarse el botón que por lo regular es 

muy pequeño y f¿cil de despegar. Se seca el botón durante unos 10 mino a 50°C y finalmente 

se resuspende en un volumen adecuado de TE 10 mM. 

Minipreparaciónes de plásmido de St,.eptomyce,~ y Esche,.ichia coli 

Se pasan con un asa esporas de Streptomyces a un tubo con 2 mi de medio LBS. el 

cual puede llevar antibiótico, siempre y cuando se necesite. 

Se incuba a 29°C en agitación durante 48 hrs. Se pa.<;a el medio conteniendo el micelio 

a tubos Eppendorf y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 6 mino se retira todo el sobrenadante 

por medio de una linea de vacío. 

De colonias aisladas de E. coli, se toman colonias con un palillo estéril y este se 

introduce en 2 mi de medio LB, el cual puede contener antibiótico. Se incuba a 37°C en 

agitación durante 6 hrs. Se pasa el medio conteniendo las células a tubos Eppendorf y se 

centrifuga a 14000 r.p.m. durante 6 mino Se retira todo el sobrenadante por medio de una 

línea de vacío. 

Se resuspede el paquete de células o de micelio en 100 Jil de Tris 25 mM, EDT A 25 

mM pH 8. En el caso de Slreptomyces el TE 25 mM debe contener lisozima a una 

concentración de 2 rng I mI. Para E. coli se incuba 5 mino en hielo y para Slreptomyces al 

menos media hora a 37°C, o hasta que el micelio este visiblemente lizado (debe observarse 

translúcido y viscoso). 



Se añaden 200 J..LI de una solución fresca de NaOH 0.2 N, SOS I %, se mezcla bien por 

inversión vigorosa de los tubos, hasta que se vea transparente, homogéneo y muy viscoso. 

Cuesta más trabajo mezclar bien las mini preparaciones de Streplomyces; en caso de que no se 

mezcle bien, se pueden agitar los tubos en vórtex durante 10·15 seg. Se incuba en hielo por 10 

mm. 

Se añaden 150 J..LI de acetato de potasio 3 M pH 4.8, se mezcla bien por inversión hasta 

que se pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Se incuba 15 mino en hielo. Se 

añade al tubo 400 J..LI de fenol - cloroformo (1: 1), se agita 30 seg. en vót1ex y se centrifuga a 

14000 r.p.m. durante 2 mino 

Se pasa la fase acuosa a otro tubo y se añade 1 mi de etanol absoluto frío y se deja 

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

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

pulso en la microfilga para extraer todo el residuo de etanol del tubo. Se resuspende el botón 

en 50 ¡¡I de TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM pH 8) Y se añaden 150 ¡¡I de acetato de sodio 4 

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

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

a un tubo limpio y se añaden 200 J..LI de isopropanol, se deja precipitando por 10 mino en hielo. 

Se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 mino en la micro fuga, se elimina todo el 

sobrenadante y se resuspende el botón en 45 J..LI de TE 10 mM. Se agregan 5 J..LI de acetato de 

sodio 3 M pH 6, se mezcla bien y se añaden 125 J..Ll de etanol frío. Se deja precipitando ID 

mio. eo hielo. 

Se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 10 mino en la microfuga. Se elimina todo el 

sobrenadante y se pone a secar el botón 10 mino a 50°C. Se resuspende finalmente en 25 J..LI de 

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

Obtención de micelio para transformación en Streptomyces /ividans JT46 

Se agrega a un matraz Erlcnmeyer de 250 mI con resorte, 23.75 mI de medio YEME 

complementado con MgCl2 y se agrega 1.25 mi' de glicina al 10 % más 200 JlI de una 

solución de esporas concentradas. Se deja en incubación por 40 hrs. a 29°C. 

Se colecta el micelio por centrifugación y se lava 2 veces con sacarosa al 10.3 %. El 

botón de micelio se guarda congelado a ·20°C hasta su uso. 

Buffer P 

El buffer P es especialmente utilizado para la transfonnación, siendo un medio 

isoosmótico para la transformación de protoplastos de Streptomyces. Para lo cual se necesita 

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

detergentes. 

Sacarosa 

MgCI,.6Hp 

I<,SO, 

51.5 g 

1.0lg 

0.125 g 

Se disuelve y se afora a 400 mI, se distribuyen alícuotas de 40 mi en botellas de 40 o 

60 mi y se autoclavea. Antes de usarse se añaden, en el siguiente orden y agitando después de 

cada adición las siguientes soluciones. 

Elementos trazas R5 

KH'pO, (0.5 %) 

CaCI,.2H,0 (3.68 %) 

Tris.HCI (3 %, pH 7.2) 

3. 

10°111 

0.5 mi 

5.0ml 

5.OmI 



Procedimiento de transformación en Streptomyces 

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

solución por lo menos dos horas y posterionnente 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 mI de una solución de lisozima filtrada por Millipore 0.45 mm a 

una concentración de I rnglml en buffer P. Se sube y se baja la solución con el micelio de 4-5 

veces con una pipeta para homogeneizar la solución, se pone ha incubar a 30°C y se toman 

muestras cada 20 min., se observan en el microscopio hasta que se obtenga la mayor 

concentración de protoplastos. En cada muestreo hay que resuspender la solución para facilitar 

el desprendimiento de los protoplastos del micelio. 

Se filtran los protoplastos en un tubo con algodón par eliminar los restos de micelio, y 

se agregan 5 mi de buffer P para diluir la lisozima. Un tubo de micelio alcanza para dos 

transfonnaciones; se dividen los protoplastos en dos tubos y se centrifuga a 3500 r.p.m. 

durante 10 mino 

Se decanta el sobrenadan te, el botón de protopastos se resuspende con su gota muy 

suavemente para evitar que se rompan. Se agregan 10 mi de buffer P para lavar los 

protoplastos, resuspendiendo suavemente con una pipeta. Se centrifuga a 3500 r.p.m. durante 

10min. 

Mientras se centrifugan los protopastos se pone a fundir a calor 0.5g de polietilenglicol 

(PEG 1000) estéril, ya fundido se agregan 1.5 mi de buffer P y se mezcla en vórtex; también 

se funde agar suave hipertónico y se deja en baño María a 50°C hasta antes de usarse. 

Una vez que han salido de la centrifugación los protoplastos, se decanta el 

sobrenadante y el botón se resuspende suavemente. Se agrega el DNA a los protoplastos e 

inmediatamente se agregan 0.5 mi de la solución de PEG. Se resuspende subiendo y bajando 

todo el volumen con la pipeta Pasteur cuatro veces. Antes de que pasen 3 mino se añaden 5 mi 
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de buffer P, y se centrifuga a 3500 Lp.m. durante 10 mino 

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

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

Se decanta el sobrenadante y con golpes con el dedo se resuspende el botón de 

protopastos, se añaden 0.5 mI de buffer P. Una vez que se han hecho las diluciones a un 

volumen de 1 mi, se colocan 100 JlI de estas en el centro de la caja y se agregan 3 mi de agar 

suave esparciéndolo por toda la caja. Se deja gelificar el agar suave sobre las cajas de R2YE y 

se incuba a 29°C hasta que esporulen las colonias de Srrepromyces. En caso de que se requiera 

añadir algún antibiótico se tiene que poner a las 18 hrs. posteriores a la transfonnación. 

Procedimiento para transformación de Eschericl,ia coli 

Se coloca con un asa el inóculo de E coli en un tubo con 2.5 mi de medio YT2X y 

conteniendo lO mM MgCl
2

, 10 mM MgS0
4 

y se deja incubando de 3-5 hrs. a 37°C en 

agitación. 

En un matraz Erlenmeycr de 250 mI se inoculan a 12.5 mI de medio YT2X 

conteniendo lO mM MgCI2, 10 mM MgSO~ con 11100 del volumen del inóculo del paso 

anterior. Se deja en incubación por 2 hrs. a 37°C con agitación. 

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

centrifuga a 3500 Lp.m. durante 10 mino a 4°C. 

Se decanta el sobrenadante y se extrae el residuo de medio con una pipeta automática. 

El botón de células se resuspende suavemente y se agregan 4 mi de buffer de tranfonnaeión 

estandard (TFB), resuspendiendo en este volumen. Se incuba en hielo de 10 a 15 mino Se 

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

Se decanta el sobrenadante y el botón se resuspende suavemente. Se agrega 1 mi de 
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TFB Y se resuspende en este volumen. Se añaden 35 111 de una solución de DND al 3.5% 

dimetilsulfoxido y ditiotritol (DMSO y DTI) Y acetato de potacio IOrnM, poniendo el 

volumen en el centro del tubo con las células y se agita suavemente en círculo. Se deja 

incubando en hielo durante 10 mino Después se vuelve a añadir una alícuota igual de DND (35 

)11), para dar una concentración 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 alícuotas de 200 111 en tubos preenfriados. En una alicuota se añade el 

plásmido en un volumen menor de 20 !ll. se mezcla bien y se incuba en hielo de 20 - 40 mino 

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 mino Para que las células empiecen a replicar 

el plásmido antes de colocarse en un medio de selección para el marcador que posea el 

plásmido, se le agrega al tubo 0.8 mi de YT2X y se incuba en agitación durante I hr. a 37°C. 

Se platean 100 )11 del tubo. en caso de que sea necesario se debe hacer diluciones para 

obtener colonias aisladas. 

Hibridación ONA-ONA tipo Southern 

Sistema de marcaje de DNA para pruebas no radioactivas 

El sistema de marcaje de DNA 8ioPrime (de Life Technologies), es especialmente 

diseñado para el uso de sondas biotiniladas. Los octameros con secuencia al azar son añadidos 

al templado de DNA desnaturalizado y sirven como "primers" para el fragmento mayor de la 

DNA polimerasa 1 (Klenow), en la presencia de biotina-14-dCTP, para producir sondas de 

DNA biotinilado, para el uso de la detección no radioactiva de DNA y RNA. Con este sistema 

de marcaje se obtiene una considerable ganancia en síntesis de DNA, resultando en una 

amplificación de 10-40 veces de sonda. Este producto esta diseñado para pruebas en las que el 

DNA es limitado. 
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Sistema Quimioluminisente de Detección de Acidos Núcleicos (SQDAN) 

El SQDAN fue diseñado para la detección no radioactiva, quimioluminiscente de 

sondas biotiniladas de hibridación de ácidos núcleicos inmovilizados sobre membranas de 

nylon. Los procesos de detección involucran tres pasos básicos. 

Una sonda marcada biotinilada es hibridada contra acidos núcleicos inmovilizados. 

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

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

fosforilado. Esta señal es detectada por exposición a una pelicula de rayos X. 

El procedimiento de detección se llevo de acuerdo al protocolo recomendado por los 

fabricantes. 

Detección de cadena sencilla de DNA 

El DNA total de Streptomyces fue aislado tratando micelio con Iisozima y por lisis con 

SDS y extracción con fenol cloroformo utilizando el procedimiento no. 4 de Hopwood el al., 

(1985). Después del paso 3 del procedimiento (extracción fenol cloroformo) las muestras 

fueron cargadas en geles de agarosa al 0.8 %. Cadena sencilla de DNA fue detectada por 

hibridación en membranas de nitrocelulosa sin llevarse acabo desnaturalización como describe 

(te Riele el al .. 1986). 

40 



RESULTADOS 

Construcción del plásmido pB72 

El plásmido pB72 es un derivado del plásmido pl12925 (Janssen y Bibb, 1993), el cual 

presenta origen de replicación, un gen de resistencia a ampicilina y sitios de múltiple 

clonación (MeS) localizado en el gen del fragmento alfa de la p-Galactosidasa. Como 

característica importante tiene los sitios de clonación flanqueados por sitios para la enzima 

Bgfll. 

La construcción se hizo a partir del polilinker del plásmido pUCBM21 de Boehinger 

Mannheim, utilizando los sitios HindIlI y EcoRI e insertándolo en el plásmido pIJ2925 

digerido previamente en los sitios flindllI y EcoRI. Posterionnente se eliminó el sitio de Apal 

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

El resultado es un plásmido tipo pUC con un polilinker que presenta un sistema de 

multiple clonación, con los sitios en los cuales se pueden introducir fragmentos del pJV l. El 

plásrnido pennite seleccionar por color, siendo colonias blancas las que llevan el fragmento 

clonado en el sistema MeS, y dando colonias azules las células que obtuvieron el plásmido 

nativo (pB72) en presencia de X-Gal e IPTG. (Figura 6). 
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pUCBM21 Hind III Neo 1 Eco RV Sph 1 

ATGACCATGATTACGCCAAGCTTCCATGGGATATCGCATGC 
M I T P S F H GIS H A 

Pst I Sac I Xba I Sal lApa I Kpn I Not I 

CTGCAGAGCTCTAGAGTCGACGGGCCCGGTACCGCGGCCGC 
C R A L G S T G P V P R P 

Mlu I Bam HI Sma I Eco RI 
ACTTAAGTTACGCGTGGATCCCCGGGAATTCACTGGCC 
H L S Y A W I P G N S L A 

plJ2925 Bgl 11 Pst 1 Hind III Sph 1 Sal 1 

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

xba 1 Baro HI Sma I Kpn 1 Eco RI Bgl II 
ACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCCCCAGATCT 

T L E O P R V P S S N S P O L 
GAGCTTG 

S L 

pB72 Bgl II Pst 1 Hind nI Neo 1 Eco RV 

ATGACATGATTACCAGATCTGCAGCCAagcttccatgggatatc 
M I T R S A A K L P W O I 

Sph I Pst I Sac I Xba I Sal I Kpn 1 Not I 

gCatgcctgcagagctctagagtcgacGCggtaccgcggccgca 
A C L Q S S R V O A V P R P H 

Mlu I Bam HI Sma I Eco RI Bg1 II 
cttaagttacgcgtggatccccgggAATTCCCCAGATCTGAGCT 

L S T A W I P G N S P O L S 
TG 
L 

Figura 6: MeS del plásmido pB72 
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Construcción del pB50 

El plásmido pB50 se obtuvo digiriendo el pNI en el sitio de Bgnl al cual se insertó un 

fragmento que tiene el gen de resistencia a thiostreptona (tsr) obtenido del plásmido pIJ702 

con la enzima Ben. El gen de thiostreptona se transcribe en dirección inversa a la replicación 

del plásmido, posee todas las secuencias del pN 1 Y por lo tanto debe de llevar el sitio ss ori 

funcional. (Figura 7). 

Construcción del plásmido pB57 

El plásmido pB57 tiene un tamaño de 5.7 Kpb. Se construyó digiriendo el pB50 con 

BamHI y purificando la banda mayor de 5.7 Kpb en un gel de agarosa LMP, la cual fue 

recircularizada e introducida a S. lividans JT46 por transfonnación; carece de los dos 

fragmentos pequeños de BamHI. (Figura 7). 

Construcción del plásmido pB6 t 

El pB61 es un plásmido de 3.097 Kpb, el cual se construyó digiriendo el pB50 con 

BamHI 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. Iividans JT46 por 

transformación. EL pB61 contiene la región esencial del pJV 1 y el gen [sr. Al religar después 

de utilizar Klenow se recupera el sitio de BamHl y se pierde el sitio de KpnI. Solamente es el 

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

(Figura 7). 

Construcción de los plásmidos pBS3 y pB84 

Para la construcción de los plásmidos pB83 y pB84, se digirió el plásmido pIJ702 con 

la enzima Bell y el fragmento de 1.56 Kpb fue purificado a través de un gel de agarosa LMP. 

Este fragmento posee el gen mel que codifica para la producción de melanina. Por otra parte 

se digirió el plásmido pB61 en su único sitio de BamHI y los extremos fueron desfosforilados. 

Se ligó el pB61 con el fragmento que contiene al gen de melanina del pIJ702 y se introdujo 



por transformación en S. /ividans 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 medio de gradiente de CsCI para usos posteriores. (Figura 7). 

Construcción de los plásmidos pB87 y pB88 

Para realizar las siguientes construcciones, ~l fragmento de Neol del plásmido pJV I de 

2.409 Kpb fue purificado en un gel de agarosa LMP e insertado en el sitio único de Neol del 

plásmido pB72 previamente desfosforilado. Posteriormente se hicieron minipreps de las 

transfonnantes blancas de E. co/i JMIOI, para conocer la orientación en la cual se insertó el 

fragmento. Se purificó el fragmento con los sitios de flanqueo BglII y se insertó en el 

plásmido pBS3 en su sitio único de BgnI previamente desfosforilado. Se hicieron minipreps 

de las transformantes resistentes a thioestreptona, deficientes en la producción de melanina y 

se purificarón las dos orientaciones posibles. (Figura 7). 

Construcción de los plásmidos pB85 y pB86 

Para construir estos pásrnidos, se digirió el plásmido pN 1 con las enzimas Seal y 

Neol. El fragmento de 656 pb fue purificado de un gel de agarosa LMP e insertado en el 

plásmido pB72, previamente digerido con SmaI y Ncol. El fragmento insertado en pB72 se 

extrajó utilizando los sitios de flanqueo BgnI y se purificó en un gel de agarosa LMP. 

El frab'lTlento de BgnI fue insertado en el sitio único del plásmido pBS3 previamente 

desfosforilado. Una vez ligado fue introducido por transformación en S. /ividans 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) . 

.. 



~ \. to' \. '\. ~.:::. "-

~,o IVjt1í~~ dT~' =~~r 
~ L > 

~pdBI-3 

I Kpb ss o,.i sri 
ss ori 
sU neOT~tsr 

-------l~~~----c:============================::JlpB2 + 

pB45 
ytsr 

C===========================================::JI pB50 + 

neO~Tlsr 

¿e'" =jmel 
¿e'" ymel 
~c:=='-" ====y mel 
TU' ymel 

iCC=='" ====ym" 

pB57 
[===:J pB58 + 

pB61 

C===============:II pB62 + 

-­c::::::::J(narurnl) 

+-­
c:J(opuesta) 

pB83 
pB85 + 

pB86 
--C========::JI (nalural) pB8? -

+--C=====::JI (opuesta) pB88 -

Figura 7: Derivados del plásmido pJVl 
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Construcción del plásmido pB58 

El plásmido pB58 tiene un tamaño de 9.7 Kb que se construyó digiriendo el pB50 con 

la enzima Neol. Se purificó la banda mayor de 9.7 Kpb en un gel de agarosa LMP. El 

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

Construcción del plá~mido pB2 

Este plásmido tiene un tamaño de 10.5 Kpb y contiene un origen de replicación híbrido 

el cual fue generado in vivo al cointegrar al pNI silvestre con el vector plJ486 (derivado del 

pUlOl), en sus sitios únicos de EeoRI (Servín, 1993). Por 10 tanto el pB2 posee una parte 

proveniente del pJVl (comprendida entre el inicio de la replicación y el sitio EeoRI) y otra 

proveniente del pU486 del sitio EeoRI al origen de replicación (Figura 7). 

Construcción del plásmido pB62 

Este plásmido fue realizado mediante la digestión del plásmido pB2, quitando un 

fragmento que va del sitio SeaI a Kpnl, siendo esta región parte del pNI, la cual fue 

purificada en un gel LMP, religada en sus extremos romos e introducida en S. lividans JT46 

mediante transfonnación (Figura 7). 

Construcción del plásmido pB45 

El plásmido pB45 es el replicón mínimo de pJV I que fue obtenido mediante las 

enzimas BamHI y KpnI y posterionnente ligado al gen de resistencia a higromicina. Una vez 

hecha esta construcción fue transfonnada a la cepa S. /ividans JT46 (Figura 7). 

Localización del sitio de inicio de la síntesis de cadena sencilla (ss ori) del plásmido pJVl 

Para la localización del sitio (ss ori), se utilizó la técnica de hibridación tipo Southem, 

utilizando el sistema de detección quimioluminiscente. Se analizó DNA total no 

desnaturalizado de cepas de Streptomyees Iividans JT46, conteniendo diferentes derivados del 
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plásmido pJVI (ver material y métodos, y construcciones de derivados). Se utilizó como 

sonda el replicón mínimo de pN 1, que se localiza del sitio de BgnI a KpnI, siendo marcado 

este fragmento con biotina-dCTP. En todos los casos se colocaron 10 J.l1 de la extracción de 

DNA total en un gel de agarosa 0.8%. corriéndose durante la noche a 12 Volts. 

Se probaron los plásmidos pB57, pB50, pB62 yel pB58, mediante hibridación contra 

la sonda previamente biolinilada. Los plásmidos que pueden hibridar son solamente los 

¡ntennediarios monoméricos de cadena sencilla en las condiciones no desnaturalizantes que se 

utilizaron. Se puede apreciar que sólo el plásmido pB57 presenta una gran acumulación de 

plásmido en forma de cadena sencilla. Las hibridaciones no específicas que se pueden apreciar 

como manchas no intensas probablemente sean debidas a plásmidos que se están replicando 

(Figura 8). 

Cuando se probaron los plásmidos pBSO, pB61, pBS7, pB2 Y pN 1, en la hibridación 

contra la sonda biotinilada, sólo los plásmidos pB61 y pB57 acumularon gran cantidad de 

DNA de cadena sencilla, mientras que pB50 y pNI, que son silvestres, no acumularon cadena 

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

Se probaron los plásmidos pB61, pB83, pB85, pB86 Y pB50, en la hibridación contra 

la sonda biotinilada. Los plásmidos pB61 y pB83 acumularon una gran cantidad de plásmido 

en fonna de cadena sencilla. El plásmido pB50 no acumuló plásmido de cadena sencilla. Lo 

trascendente es que el plásmido pB85 que tiene un fragmento de 656 pb que se encuentra entre 

los sitios SeaI y Neol en la orientación original con respecto al pJV 1, no acumuló cadena 

sencilla, mientras que el plásmido pB86 el cual contiene el mismo fragmento de 656 pb del 

pB85, sólo que en la orientación reversa, acumuló gran cantidad de plásmido en fonna de 

cadena sencilla similar a los plásmidos pB61 y pB83 (Figura 10). Por lo tanto este fragmento 

reunió las características de un origen de replicación de cadena sencilla. 

Cuando se probaron los plásmidos pB83, pB87, pB88 Y pBSO, en la hibridación contra 

la sonda biotinilada. el plásmido pB83 (que se puede considerar como un replicón mínimo 

derivado del pN 1). acumuló una gran cantidad de intennediarios de cadena sencilla. Los 

plásmidos pB87 y pB88 (que poseen un fragmento de 2.4 Kpb procedente de los sitios Ncol y 



A BCD .. -.. -
-

Figura 8: Hibridación tipo Southem de DNA total 
no desnaturalizado de S. lividans con diferentes 
plásmidos; carril A, pB57; carril B, pB50; carril e, 
pB62; carril O, pB58 
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Figura 9: Hibridación tipo Southem de DNA total 
no desnaturalizado de S. lividans con diferentes 
plásmidos; carril A, pBSO; carril B, pB61; carril e, 
pBS7; carril D, pB2; carril E, pNl. 
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Figura 10: Hibridación tipo Southem de DNA total 
no desnaturalizado de S. lividans con diferentes 
plásmidos; carril A, pB61; carril B, pB83; carril e, 
pB85; carril D, pB86; E, pB50. 
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Figura 11: Hibridación tipo Southem de DNA total 
no desnaturalizado de S. lividans con diferentes 
plásmidos; carril A, pB83; carril B, pB87; carril e, 
pB88; carril O, pBSO. 
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que además varían en su orientación uno respecto del otro), acumularon igual cantidad de 

cadena sencilla que el plásmido pB83. El plásmido pB50 (que se puede comparar con el 

plásmido silvestre pN 1), no acumuló plásmido en fonna de cadena sencilla (Figura 11). 

Determinación del fenotipo de incompatibil.idad fuerte (.(tJ) del plásmido pJVl 

Para comprobar que el sitio ss ori produce el fenotipo de incompatibilidad fuerte (sti) 

se introdujo por transfonnación a la cepa S. /ividans JT46 el plásmido pB45, el cual carece de 

ss ori (Fig. 7). A esta cepa se introdujeron posterionnente los plásmidos pB83, pB50, pB85 Y 

pB86. Se seleccionan las tranforrnantes y se cosecharon las esporas. Posterionnente 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 esporulación y se plaquaron en los mismos medios de selección. 

Como se aprecia en la figura 12, en el primer ciclo de esporulación el plásmido pB85 y 

el pB50 son los únicos plásmidos que presentan incompatibilidad fuerte con pB45 y son 

capaces de desplazarlo. Aún más sorprendente pB8S parece presentar más incompatibilidad 

fuerte hacia pB45 que pB50. Las colonias al final del segundo ciclo son muy pequeñas y con 

morfología irregular además de que tardan más en espoTUlar (Figura 12). 

Se hizo un alineamiento de la secuencia del fragmento SeaI - Neol de pJVI contra la 

secuencia de los plásmidos pUIOI y pSN22. Como se puede apreciar en las figuras 13, 14 Y 

15 el plásmido que más se prece a pJV I en esta región es el pSN22, por lo cual se piensa que 

este es el sitio ss ori de pSN22. 
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Determinación de el fenotipo de incompatibilidad (sI.) del pJVI 

PLÁSMIDOS PRIMER CICLO SEGUNDO CICLO 

Tsr Tsr - Hyg Tsr Tsr- Hyg 

pB83 I pB45 5.4 X 108 6.4 X 108 4.8 X 108 4.6 X 108 

pB50 I pB45 5.9 X 108 8.0 X 107 4.0X 108 2.7 X 107 

pB861 pB45 1.92 X 109 1.67 X 109 8.9 X 108 1.2 X 109 

pB851 pB45 6.9 X 108 4.4 X 106 1.75 X 109 5.0 X 105 

Figura 12: Fenotipo de incompatibilidad fuerte (sti). 

Expresadas en número de colonias por mi en rondas de crecimiento 

en precencia de thioestreptona. 
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PIJ10l 
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PIJ10l 
'JV1 

PIJ10l 
'JV1 

PIJ10l 
.JV1 

PIJ10l 
.JV1 

PIJ10l 
.JV1 

PIJ10l 
.JVl 

--~G--A'!'CACOGCU.'I"QAQCQ'l'G(lCCJ,.T-O'1'GA 

CCGCGAGTA~ACGAGGACAGGCOCI:"I'CCOT ......... 
ac:cCCC"rGGCGTCOTGTCCOT--CTQCC'I.'ACO'l'G'l'AT-CAOTCTGACACOCACOTaTCAG 
GGCCCAOCGCOAAOCOI7ACJCCQC'I'CTCGCCA.AOCACT'l'CC(J'l'T"l'C 

G'M'GCGCAATOOCn'A---GGCCCCOCCGGT'I'-Cuocoooac:CATCCO'l'CATQCOQCOG 
O'l'C.ACGT'GACOTCOCCCOJ.CTCCTC~CG--O'I'OCGCC--.......... 
T TGACOCGIlA'rCtcCGCGCCGC 
TCCCOOATCCCCCAQCTAOTCOOCCO<J1'OO'l'OO'1CCCC7l'GQCGAAGC1I'CGGCGCCTC ....... 
CGT-----CGA~--OTOCCGQCQQATTOI11'CGOG 

CQAAGQAA.CAOCCUCCOCGI lQC.OOGO·~TCO-CCGGA 

GTCGGGCGOCOGCGGAGO!JCOACG-GCCA.OOACCA'l'OGCOOCGATCOCCACOGTOGCGAG 
COCOTGCCCCOOGA.C<JGCCCOC.t.OCOTCAQC'l'CGACTOCAOCCACA'l'CGCG 

COTOCC'l'CCC_CGlJCOGAGTAQC_CCATO'I'CCCOOU.OCOTCCGIJC--GGCQACCCGOTA 
TGOOTCGACGGCGOGGQ'l'ACaocGCCCC~GACGGCCGTT'l'A 

CGACCCQ-~'l'GATCCCO'l'COAi'CrcCICGllOi.."TGAGCGOGA 

OCOCCCOl<Oa.CCCCACCCCi"Ca:0C'C0l'CAOCCOCC11l'OCC'COCCCGl.OCGOCCCOCAG .... .. . ...... . 
CCACOTCGGCCQACCCCTCGA'1'OOCoacCGOGACOOOC'l'CCO'l'GaOTCC--CCJ,.GACGOO 
C::COCOC--ACCoacCGTGCC.CGO'OO''I"1'--ACOOACC'T'l'OGGCOCCCTCCCGTACOOT ...... 
CAGGCOC~--GAG01'GACOCA.GOGAG-C 
COOAGA~---.u.oc:a:CCGC'CI.COOCCCQOCooaaocoocOTATOTCAGOGOT .... 
OCOTOCCOl'OCCC"l'COC'GTCGACCAOOCCGACOCCAGCT'C 
OCAGGAA.GOTCACTCOCCCATGOOGACCC- - - - - - _________________ - - - - - - - -.... 

Figura 13: Alineamiento de la región Scal-Ncol de pJV1 
con la región equivalente de plJ1 01 
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~CJCOO'l'GO'l'AUC!Cac:1CiCac:cu.~ 

UAO'l'C.l.COTGAC--'l"l'TCC.LUACCC--CAOO'1'CUCCC'fOGGCocarc:ccocoo 
'1"TCC1l'CACO'TCGCCCGI.C'rCC''l"'l''CCaI'CA~ .....••... 
'I'CCCOG'1'OAC- --~aococ:c-----COC'l'OC~CCC 
CCCQQA'l'CCCCCAOCT~CO'1'OGCQAAG(J'GGCOCCTCC 

COCQC--~-A.W.COC'TCCCGC'l'O'l'TCOOCaACACOCAO-­
GIl '00' 'C'OC :ac:Cac:OO 3 j 'C>QOQ''tOGOG'l''I'G'l--OO'l''QACOGCOOATCOCCOGI. ........ 
CCCGOC'CCCC'l'CGATGQCCGCOCCca.~~'i'COC 
COCO'l'OCCCCOGG-CGCa.GCOC'l'OOO'l'CAGC'1'CGA.C'1'OCC'1"I'AOCCACA'l'CGC . . . .... .... . ...... . 
;aac;;.;oc~.~,~,~c~c;oc~,~<~c~c~CA~~~~~~;;~;;~~~~~~~~~~G Q(J'I'AQCA.GC'l'_ -GJCCCO'l' .. ...... •.......• . ....••...........•••••••••....... 
CCCCG-CQ,I.Caac:GGGGCJ'!'ACGOGGQQ'l'CCOGCw.CTCC'l'OGCC~C 

~ACOCICGCCCCOCCCCAC:TCCCOOGCCac:CA(aCQ()(!(!W ¡ ¡ 

AGAOCCGCCGACCCCCCACCCC'I'CCCCGCCAOCCGTCOGCca.CGCOCAC1ACGAC-- - -­
AGCGCCCa.rGACCCCACCCCTCCCQCC!7I'CAGCCOCC'l'T'l'GCCCGCCCGAGCGGCCCGCA ..•...............•.. 
ca.~TO'tA----AACCGCTCAGGGa¡OCCOCTCO 

~OOA'I"I'~CCG'I'ACOW'COG 

TOGGCA.OC'O"'OCCCCCGCC<IOC7l'CTCGQACOQOOGCTCUTGGCJIJAQQTAOGQCOOO 
Aca.GCOTGAAGAAacccccocCACOOCCCQQ-CGGOOGCOOCOTATO'I'CAGGGal'OCOO 

Figura 14: Alineamiento de la región Scal-Ncol de pJV1 
con la región equivalente de pSN22 
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~~OI7rCGOCAOOCCCCA 
~AOCCOCtCICOCc.u.ooccoc:l'C'l'CCoa.C'1"l'CC 
_~OCCCCC!OOCOTCOIOICCOICIOCC¡ACOTG __ TAT_CAOTCTOACACOCACOT 

OCAAAO'1'CACCJTGAC - -'I"l'TCCAJ.UCCC- -CA.OIJ'l'CllCCC'l'GCOTCCCOC 
O'I'T'1'COT'CACO'I'aA.COTCOCCCGJ.C'l'CC'l"J'CC~ 
C'lTCAaa'I"l'OCGCU.'I"O- - -OO'l'AOOCCCCOCCOOI 1 rc-cQQCOOOQCCA'l'CCO'l'CA'1'QC 

D<l'rCCCOO'l"G---OTCCOCGCC~-----COC"l'OCTaccc 

C'J'Cccaaa.'I'CCttCA.OCT~OOTOCCOOCGCC"l' 
~--aroocooc:ClAOOA'l'GACGCOOATCTCC 

CCCOCGC---COOCJCO'l'OACOC-~CACOCA 

CCGU.OClU.-CAQCCOCCOCOl JI! 'OQ(JQ'TOOQO'I'TO'I'--OO'I'GACOGCOQA'l'COCC 
OCOC:COCCQTC~aoooocCQOOQCOOOl-0cc0acGGa.'!"!'OI7l'COO 

0- -CCCOOCCCCCTCOA'l'OOCCOCO- -CCw.cACOOAQTOACCACGACGGCcat'CACCCC 
QQACQCO'1'OCCCCQOQACOOCC-CQ--CAOCOC"1'OOGATCAOC'l'CGACTOCCT'l'AOCCAC 
~acu.ccATOQCQOCOA~ 

ATCQ-COOCI.acAOCCC-OC'l'CCCCA~COC 

ATCO-CG01'AOCAOC'l'--OCICCCCC1'CAOCCCGAGACOOOCOOTOCOO'l'CGCCTCACOC 
aTAOOCQA.QGGCGA'l'CACOCOOCCACC"l'CCC'OCOOC<JCCAaGlLCaccTGCAOC 

" ... "." .. 
AQCCCAQCCCCO-COACO--OCOGGGO'1'AC--OOOOOO'l'CCCJOCOAC'l'-CC'1'QOCCCOCC 
-QCCCOTCrGOCJKQI.CO--OCOOOOO'l'AC--OOCOCCCCGCCCCAC-cccaooccocc 
caroc:C'f'CCCCOOCQQl,mAOCCC&.~ACGAC 

AGACOOCCQCAC1G- -AOCCOCCOACCCCCCACCCC"l'CCCCOCCAOCCGTCOOCOACOCO 
AOAcaoccarrrAG--COCCCCJ'l'GACCCCAC:CCC'l'CccocccrraoccOCC'l"M'OCCCGC 
~TGA=ClA.'1'C'l"C<;:'1'~CCACO 

CACAACOAC- - - - -GATOCCCOOCQOC-COOO'l'QI.COQCCCOCCATO'l'A - - - - -AACCOC 
~-~OIlATTA.COGACCT-TOOGCGC 
1'COOCCOACCCC'I'C(D.~CCCAOACGOOCJ,.OOCOC 

TCAOOGA.~accccCOCCOOOT'C"rCOOACOOOOGC'l'CIT 
CCTCCCGTA~CCocacoocttOO-COOOOOCOGCal' 
CAoo·~COAaI.acJ'!'GACOCAOCJ-Aococaroccar 

GGOOAaaTAGG-OCGGGOGCCTOGOOTCACTCOCCCATGGGCACC-------- ______ _ 

ATOTCAOOOO'l'-OCAOOA.\.- - - - -GO'l'CAC"l'COCCATOOOOACCC- - - - - - - - - - - - - _ 
GCCC'!'CGCCC'l'CGCOOOCCTCC."'r<:CAOC-'!'CQACCAOQCCOACOCCAOC'l'CCCCGGCGQ ....... 

Figura 15: Alineamiento de la región Scal-Ncol de pJV1 
con las regiones equivalentes de plJ 101 Y pSN22. 
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DlSCUSION 

La localización del sitio de inicio de la replicación de precursores de cadena sencilla en 

diferentes derivados del plásmido silvestre pNI de Streptomyces phaeochromogenes, fue 

llevada a cabó en la cepa de Slreplomyces Iividans JT46 debido a que esta cepa no produce 

recombinación intraplásmidos entre pequeñas regiones repetidas contenidas en dos plásmidos; 

esto garantizó la integridad, e individualidad de los derivados de pJV 1, dentro de la cepa S. 

lividans JT 46. 

La utilización de pB72 y Escherichia coli JM 101 como vector y hospedero secundario 

respectivamente agiliza las subclonaciones de fragmentos para cualquiera de los derivados 

hechos de pN 1, los cuales requieren ser amplificados con un sitio único de Bgfll que los 

flanquee, estando éste en el MeS de pB72. 

El sistema típico para hibridar una sonda de DNA biotinilada contra DNA total, 

requiere que el DNA sea previamente desnaturalizado. Sin embargo en la hibridación de 

plásmidos que se replican por medio del círculo rodante no es necesario efectuar 

desnaturalización, lo que permite detectar directamente cuales son los pi<ismidos que 

acumulan DNA de cadena sencilla y los que no acumulan de DNA cadena sencilla dentro de 

la célula. 

La región comprendida entre los sitios Sea! y Neo!, con un tamaño de 656 pb, contiene 

una secuencia que en la orientación nativa con respecto al plásmido pJVI 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 servirá para que las DNA polimerasas del 

hospedero puedan iniciar la síntesis de la cadena complementaria. En el caso de pB86, que 

posee su sitio ss ori no funcional ya que su orientación es opuesta respecto a pNI (ss ori 

rev), ya que es la cadena complementaria a la cadena que va siendo sintetizada en los 

primeros pasos de la replicación la cadena más (+) y no pennite la interacción ssDNA-RNA 

polimerasa. Eventualmente una cierta cantidad de estos plásmidos pueden llevar a cabo la 

síntesis de la cadena complementaria, pero este es un efecto de síntesis ¡nespecífica que no es 

llevada a cabo por el ss ori. 
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Se ha descrito que el plásmido pSN22 posee un sitio de ss on en una región 

intergénica, arriba del gen lraR. Los experimentos con los plásmidos pB87 y pB88, que llevan 

esta región intergénica del pJVI demuestran que no hay en pNI una funcionalidad de ss on 

en la misma región. El plásmido pJV I presenta su sitio ss ori en una región hacia abajo del 

gen Ira R, donde este sitio es más homólogo al plásmido pSN22 que al pUlO l. 

Este sitio ss on de pJVI además de iniciar la síntesis de ssDNA posee el sitio sti, el 

cual actúa de igual manera que el sitio sI; de pIlIOl (Deng el al., 1988). La incompatibilidad 

del plásmido pB85 hacia el pB45 es enorme con respecto al plásmido pB86 hacia el pB45 

debido a que estos dos son compatibles. La supervivencia en medios selectivos de las colonias 

baja a 104 veces en una segunda ronda de esporulación en las colonias que mantienen al 

plásmido pB85 y que desplazan al plásmido pB45. Las pocas colonias que crecen en el medio 

de selección conteniendo thioestreptona e higromicina son colonias con morfología irregular, 

son pequeñas y no esporulan. tal vez debido a que aún se esta efectuando el desplazamiento 

del plásmido pB45 por el pB85. 

El plásmido pB86 coexiste con el plásmido pB45 debido a que el sitio sti de pB86 no 

es funcional y la supervivencia de colonias es 100 % igual en thiostreptona que en las placas 

replica con thiostreptona e higromicina. 

Aún más interesante parece ser que el plásmido pB85 es más incompatible con el pB45 

que el plásmido pB50 al pB45, ésto tal vez se deba a que el pB50 de alguna manera regula 

negativamente la incompatibilidad hacia el plásmido pB45 y que el pBS5 no puede efectuar. 

Una investigación de hase de datos de 200 pb del fragmento de SeaI a Neo! (del 

nucleotido 7250 al 7450) del pNI que contiene la actividad de sri y ss ori es muy similar en 
tamaño a un fragmento de pIllOl que presenta también ambas actividades (Zaman el al 

1993)., mientras que en el pSN22 su sitio ss ori no se encuentra en un sitio similar ni presenta 

homologia a los ss on de pUlOl y pJVI. Además de que el sitio de ss on reportado para 

pSN22 no presenta actividad de sitio sI;, lo cual noS hace creer que para pSN22 no se ha 
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CONCLUSIONES 

Mediante las pruebas de hibridación de diferentes derivados del plásmido pJVI de 

Streptomyces phaeochromogenes, introducidos en la cepa JT46 de Streplomyces li\'idans, se 

localizó una región de 656 pb, la cual se encuentra entre el sitio Sca[ y Ncol del plásmido 

pJVI, la cual funciona como sitio de inicio de la replicación de cadena sencilla (ss ori). Esta 

región se encuentra en el plásmido pB85 en la oricf.1tación original con respecto a pN 1. Este 

fragmento no funciona como sitio de replicación ss ori al encontrarse en orientación reversa 

(ss ori rey) lo cual pasa en el plásmido pB86. 

Todos los derivados de pNl que no poseen el sitio ss oei o todos los derivados que lo 

poseen en orientación reversa acumulan plásmido de cadena sencilla, aquellos derivados que 

tienen el sitio ss ori en orientación similar al pJV I no acumulan plásmido de cadena sencilla, 

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

Un plásmido que posee el sitio ss on en la orientación correcta (ss on +), no puede 

coexistir con otro plásmido que no contiene el sitio ss ori (ss ori .), o que 10 contiene pero en 

orientación reversa respecto al plásmido silvestre (ss ori rev). Sólo pueden coexistir plásmidos 

que posean el sitio ss ori en la orientación silvestre sti +, o que no posean sil. 

El fragmento de 656 pb de SeaI a Neol del pJVI, fue comprobado como el sitio que 

produce incompatibilidad fuerte ante pB45 un derivado de pNI que no posee el sitio sil. 

En base a los resultados obtenidos el plismido pN 1 es indudablemente un plásmido 

que se replica por medio del mecanismo de círculo rodante, conteniendo además de un ds on, 

un sitio ss on y este mismo funciona como sitio sli. 

6. 



PERSPECTIVAS 

De este trabajo pueden establecerse los siguientes puntos que de manera particular 

podrían contribuir aun más a esclarecer como se lleva a cabo la replicación del plásmido 

pJV 1, así como utilizarlo en el futuro. 

Establecer la región mínima de replicación de cadena sencilla ss on de pN l. 

Modificar el plásmido pJVI, utilizando el replicón mínimo con su sitio ss ori para ser 

utilizado como vector de clonación o expresión en Streplomyces spp. 

Modificar el plásmido pB83 con el sitio ss ori para ser utilizado como vector de 

clonación, así como un vector que pennita seleccionar clonas positivas a través del gen mel 

utilizando un sitio Mes para genes de Streptomyces spp. 
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