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1. RESUMEN
En este trabajo se evalud, a través de distintas pruebas, a la especie

Streptomyces venezuelae como modelo para la expresion de genes heterdlogos.

Inicialmente se clondé el gen tipA, proveniente de la especie Streptomyces
coelicolor, en el plasmido integrativo pMS81 y se introdujo a la especie S.
venezuelae silvestre. Posteriormente se cloné el casete xy/TE, que codifica para
la enzima catecol 2,3-dioxigenasa (xy/E) y para una enzima que reactiva el sitio
activo de la catecol 2,3-dioxigenasa (xy/T), bajo el control del promotor inducible
Pipa en el vector de expresion integrativo plJ6902. La expresion inducible por
tioestrepton en S. venezuelae fue detectada tanto cualitativamente en medio
sélido, como a través de una prueba enzimatica cuantitativa de colorimetria, lo

cual permitio validar al sistema de expresion inducible.

Una vez validado el sistema de expresion inducible, se clonaron los genes de
Mycobacterium tuberculosis, Rv1860, que codifica para la proteina Apa; Rv2873,
que codifica para la proteina MPT83 y Rv3763, que codifica para la proteina LpgH,
en el vector plJ6902. Dichas construcciones fueron introducidas a S. venezuelae.
La expresion e integridad de las proteinas Apa, LpgH y MPT83 se analizd
mediante ensayos de Western-blot con anticuerpos especificos para cada una de

las proteinas.

Ademas, se intenté construir un vector multicopia con base en el plasmido pB61
(derivado del pJV1) y fragmentos provenientes del vector de expresion plJ6902;
desafortunadamente, no se logré obtener la construcciéon deseada debido a una

aparente inestabilidad del plasmido.

Cabe destacar que en este trabajo también se explord con éxito la técnica de
electroporaciéon en S. venezuelae, ya que la transformacion de dicha especie
mediante protoplastos tratados con polietilenglicol, de gran utilidad en otras

especies del mismo género, no se pudo llevar a cabo con éxito.



2. INTRODUCCION

2.1.- Importancia del estudio de Mycobacterium tuberculosis
La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria gram

positiva M. tuberculosis. Dicha enfermedad es la segunda causa mundial de
mortalidad por un agente infeccioso, después del SIDA. (WHO, 2015) Lleg6 a ser
la enfermedad infecciosa mas importante en el hombre y represento la séptima
parte de todas las muertes registradas a nivel mundial. En la actualidad se
presentan cada afno 14,000 nuevos casos de tuberculosis en Estados Unidos y
mas de 700 muertes (Madigan, et al., 2009).

La bacteria M. tuberculosis se transmite de una persona a otra a través de
pequefias gotas generadas en el aparato respiratorio de pacientes con
enfermedad pulmonar activa. Puede ser contagiada incluso a través de una
conversacion normal si se inhalan las pequefias gotas que contienen bacterias
viables para colonizar el sistema respiratorio. El entorno altamente oxigenado de
los pulmones favorece el crecimiento del aerobio obligado M. tuberculosis
(Madigan, et al., 2009).

Una de las razones por las cuales la tuberculosis prevalece hasta nuestros dias es
porque el patégeno que causa dicha enfermedad cuenta con numerosas
estrategias para eludir al sistema inmune y a los diferentes tratamientos
disponibles actualmente (CDC, 2013). El hospedero actua con una respuesta
inmune que origina una reaccion de hipersensibilidad y la formacién de agregados
de macroéfagos activados denominados tubérculos; sin embargo, las micobacterias
logran sobrevivir utilizando los glicolipidos de su pared para absorber los
compuestos toxicos liberados por los fagocitos (Madigan, et al., 2009). Ademas, la
composicién de la pared de M. tuberculosis es reconocida como un factor
importante de patogenicidad, ya que es bastante hidrofébica y funciona como una

barrera contra muchas clases de drogas hidrofilicas (Sonawane, et al., 2012).

La vacuna BCG (Bacillus Calmette-Guérin) es la unica aprobada y usada desde
hace varias décadas. Protege a los nifios contra varios tipos de la enfermedad

(meningitis y TB miliar), sin embargo suele fallar en la proteccion de la forma mas



recurrente, la tuberculosis pulmonar en los adultos. Ademas, existe riesgo de
infeccidn después de la vacunacion en personas seropositivas o0 con alguna otra
inmunodeficiencia (WHO, 2011)

La infeccién por M. tuberculosis suele ser asintomatica en personas sanas, dado
que su sistema inmunitario actua formando una barrera alrededor de la bacteria.
Los sintomas de la tuberculosis pulmonar activa son tos, a veces con esputo que
puede ser sanguinolento, dolor toracico, debilidad, pérdida de peso, fiebre y
sudoracion nocturna. Un tercio de la poblacion mundial esta infectada de
tuberculosis (Torres, et al., 2001) y del 5% al 10% de las mismas, desarrollan la
forma activa de la enfermedad (WHO, 2011).

En 2011, 8.7 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1.4 millones
murieron; mas del 95% de las muertes ocurrieron en paises de ingresos bajos y
medianos; es la causa principal de muerte de las personas infectadas por el VIH,
pues causa una cuarta parte de las defunciones en este grupo y la tuberculosis

multirresistente se ha encontrado en casi todos los paises estudiados.

Dichas cifras son abrumadoras, no obstante, se esta disminuyendo el numero
anual estimado de personas que enferman de tuberculosis; ello quiere decir que el

estudio de dicha enfermedad esta teniendo efecto positivo en la salud publica.

Por otro lado, La Organizacién Mundial de la Salud y el Fondo Mundial de lucha
contra el SIDA, la tuberculosis y la malaria, han declarado que cepas de
tuberculosis multirresistente podrian propagarse extensamente y han subrayado la
necesidad de contar con un financiamiento internacional de al menos US$ 1.600
millones anuales para el tratamiento y la prevencion de esta enfermedad (OMS.
2011).

La aparicion y desarrollo de técnicas de manipulacion genética durante los ultimos
anos han ayudado a obtener informacion importante que ha facilitado el estudio y
comprension de M. tuberculosis. Ademas, la obtencion de la secuencia completa
de su genoma, asi como su manipulacion in vitro, han abierto las puertas al

desarrollo de numerosas investigaciones enfocadas al estudio de moléculas



antigénicas indispensables durante la infeccion de la bacteria que podrian
utilizarse para crear una vacuna que no solamente proteja a niflos con la misma
eficacia de la BCG, sino que sea segura para pacientes inmunocomprometidos y

eficaz contra la tuberculosis en los adultos (Kaufmann, 2011).

2.1.1 Glicosilacion de proteinas y su importancia en M.
tuberculosis
Las glicoproteinas son proteinas que contienen oligosacaridos unidos en forma

covalente; dicha modificacion se realiza de manera post-traduccional y es de vital
importancia para que algunas proteinas realicen funciones bioldgicas especificas.
La glicosilacién es un proceso ampliamente distribuido en la naturaleza, pues se

ha reportado en eucariontes, bacterias y arqueas (Lechner, et al., 1989).

La estructura de los glicanos unidos a las glicoproteinas es similar y comparte
precursores biolégicos en todos los organismos, lo cual sugiere que dicho proceso
juega roles semejantes, por ejemplo dar funcionalidad o estructura a la proteina,

tanto secretadas, como membranales (Benz, et al., 2002).

La similitud que presentan tanto los precursores como las enzimas involucradas
en el proceso de manosilacion de proteinas de los tres dominios de la vida,
sugiere un mecanismo evolutivo ampliamente conservado. En el caso particular de
Saccharomyces cerevisiae, comparado con las actinobacterias, encontramos
bastantes similitudes en cuanto al mecanismo de la O-manosilacion. Se ha
postulado la necesidad de que la proteina blanco de la manosilacién sea
secretada por la via Sec (Vander Venn, et al., 2005) (Fig. 1).

Las cadenas de oligosacaridos de la mayor parte de las glicoproteinas
interaccionan a través de enlaces O-glicosidicos o N-glicosidicos. En los
oligosacaridos unidos mediante enlace O-glicosidico, los azucares se enlazan a la
cadena lateral de un residuo de serina o de treonina; mientras que en los
oligosacaridos unidos por enlace N-glicosidico, los azucares estan unidos al

nitrégeno de la cadena lateral de un residuo de asparagina (Horton, et al., 2008).
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Decaprenil fosfato

Manosa proximal

Figura 1. Esquema de la propuesta del sistema de O-manosilaciéon de proteinas en M.
tuberculosis. El complejo SecA-SecYEG es necesario para la translocacion de las proteinas
no plegadas que seran glicosiladas por la proteina manosiltransferasa (Pmt1) (Vander Ven,
et al., 2005).

Se ha reportado que tanto los oligosacaridos como los polisacaridos localizados
en la membrana de bacterias son responsables de varias interacciones patégeno-
hospedero (Sonawane, et al., 2012). En el caso de micobacterias patogenas, los
oligosacaridos han sido asociados con proteinas antigénicas y su importancia
radica en el reconocimiento de los mismos por el sistema inmune; esto ha sido
demostrado en un decremento de la capacidad de la proteina recombinante 45/47
kDa de Mycobacterium tuberculosis para estimular la respuesta de linfocitos T
cuando se cambia el patréon de manosilacién (Horn, et al., 1999; Romain, et al.,
1999).

Al menos 41 glicoproteinas fueron identificadas en filtrados de cultivo de M.

tuberculosis y la mayoria de ellos al parecer juegan un papel importante en la

11



infeccidn de dicho organismo y la respuesta inmune del hospedero (Gonzalez-

Zamorano, et al., 2009).

La O-manosilacion de las proteinas ha sido reconocida recientemente como una
modificacion importante de proteinas en actinomicetos y fue descrita por primera

vez en M. tuberculosis, en la glicoproteina Apa (Espitia, et al., 1989).

2.1.2.- Proteina Apa
La O-glicoproteina Apa (45-47 kDa), codificada por el gen Rv1860, es un antigeno

rico en alanina y prolina encontrado en grandes cantidades en sobrenadantes de
M. tuberculosis y M. bovis (Laqueyrerie, et al., 1995). A pesar de que su funcién
aun no esta completamente definida, se cree que funge como una adhesina
inmunodominante (Ragas, et al., 2007), asi como inductor en la respuesta
linfoproliferativa, productor de citoquinas (Kumar et al., 2003) o parte del sistema

de transporte del molibdeno (Lara, et al., 2004).

Se han encontrado proteinas homélogas en Mycobacterium bovis, Mycobacterium
avium, Mycobacterium leprae, y Mycobacterium vaccae que tienen como funcion

unirse a la fibronectina (Lara, et al., 2004)

La proteina Apa ha sido propuesta como una candidata alternativa para la
produccion de una nueva vacuna contra la tuberculosis o para un diagndstico

temprano de la enfermedad. (Gamboa-Suasnavart, et al, 2011)

Cabe destacar que la respuesta de las células T inducida por la proteina Apa, es

dependiente de la O-manosilacién de cuatro de sus treoninas (Horn, et al., 1999)

2.1.3.- Proteina MPT83

Mpt83 es una lipoproteina de 22 kDa proveniente de M. tuberculosis; es codificada
por el gen de 660 pb, Rv2873. Se ha observado en ella la presencia de un péptido
sefial de secrecion tipico para lipoproteinas de procariontes (Hewinson, et al.,
1996).

Su papel durante la infeccién de la bacteria no estad claro; sin embargo, la

presencia de un antiguo dominio de adhesién celular en la proteina, que también

12



se encuentra en animales y plantas, sugiere fuertemente un papel de adhesion
celular de MPT83 durante la infeccion (Wiker, 2009).

2.1.4.- Proteina LpqH
LpgH es una lipoproteina de 19 kDa proveniente de M. tuberculosis; es codificada

por el gen, de 480 pb, Rv3763. Posee un péptido sefal de secrecion para
lipoproteinas y funge como adhesina, interaccionando con el receptor de manosas
en macrofagos alveolares, promoviendo la respuesta inmune innata (Sthal, et al.,
1998).

2.2.- Caracterizacion y ventajas en la manipulacion del género

Streptomyces
Los miembros del genero Streptomyces son bacterias filamentosas Gram positivas

con alto contenidos de guanina y citosina en su genoma; poseen un ciclo de vida
complejo y se dispersan a través de esporas (Chater, et al., 1993). EI género
Streptomyces ha sido objeto de numerosos estudios durante los ultimos 30 afos,
entre otras cosas, debido a su capacidad para producir una gran cantidad de
antibioticos, ya que cerca de los 20,000 antibioticos de origen bacteriano que han
sido reportados, el 45% son producidos por los estreptomicetos (Kieser, 2000;
Anné J. y Lieve M., 1993). Dichos organismos también son ampliamente usados
para la produccion de sustancias naturales como enzimas industriales (Marinelli, et
al.,, 2011). Todo lo anterior, aunado al hecho de que ya se han liberado la
secuencias de los genomas de varias especies del género, (S. coelicolor, S.
avermitilis, S. griseus y S. scabies) ha llevado al disefio de numerosos sistemas de
expresion constitutiva o inducible (Takano, et al., 1995; Huang, et al., 2005) lo cual

ha influido de manera decisiva en la atencién dedicada a dicho género.

Las especies del género Streptomyces son usadas como hospederos para la
produccion de proteinas heterdlogas; sin embargo, las herramientas para la
manipulaciéon genética del género aun estan en vias de desarrollo. Si bien
Escherichia coli es un organismo ampliamente estudiado y con un vasto sistema

desarrollado para su manipulacion genética, plantea limitaciones en la expresion
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de proteinas, dado el incorrecto plegamiento, insolubilidad y citotoxicidad por
acumulacion de las mismas (Binda, et al., 2013). Ademas, debido a la presencia
de una membrana externa, las proteinas heterdlogas son ineficientemente
exportadas por la bacteria y son almacenadas en cuerpos de inclusion con una

conformacion bioldgica inactiva (Kieser, 2000; Anné J. y Lieve M., 1993).

Dichos problemas son menos marcados o incluso no presentados por especies del
género Streptomyces. Un claro ejemplo es S. lividans, que produce proteinas con
un mayor grado de solubilidad y presenta una mayor eficiencia en la secrecién de
las mismas, con lo cual evita la formacion de cuerpos de inclusién y la toxicidad

que éstos puedan presentar en las células hospederas.

Por otro lado, S. venezuelae presenta una cantidad considerable de biomasa y un
crecimiento no tan comprimido en comparacion con otras especies del mismo

género, lo cual sugiere una mayor cantidad de proteina obtenida.

Ademas, la expresion de genes heterdlogos esta ampliamente facilitada cuando el
hospedero seleccionado esta filogenéticamente emparentado con los productores
homodlogos, ya que los sistemas de traduccion, glicosilacion y expresion de
proteinas varian muy poco entre las especies cercanamente emparentadas

(Binda, et al., 2013) como es el caso de Streptomyces y Mycobacterium.

Finalmente, cepas de Streptomyces son ampliamente conocidas como buenas
productoras de proteinas recombinantes a nivel extracelular; dichas cepas también
poseen la habilidad de glicosilar tantos sus propias proteinas, como las proteinas
heter6logas. Estudios recientes en genética y biologia celular han revelado
analogias en formas de crecimiento y en estadios de los ciclos de vida entre

especies de los géneros Streptomyces y Mycobacterium, (Scherr, et al., 2009)

2.2.1.- Electroporacion en el género Streptomyces
Usualmente los plasmidos son introducidos dentro de las especies del género

Streptomyces por medio de una técnica que involucra la formacién de
protoplastos y su transformaciéon con polietilenglicol (Bibb, et al., 1978). Sin

embargo, muchas especies de dicho género no son transformables a través de
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dicho método o resulta con una eficiencia muy baja, como es el caso de S.
venezuelae. La transformacion por medio de electroporacién ha sido realizada en
multiples especies de bacterias Gram-negativas y las ventajas que presenta dicho
método son un ahorro considerable de tiempo y de trabajo; por lo que se presenta
como una alternativa sumamente util en cepas que previamente se consideraban

intransformables.

La electroporacion de Gram-positivas debe ser facilitada con un tratamiento de
lisozima previo a la electroporacion para poder debilitar la pared de peptidoglicano,
la cual es mas gruesa que en bacterias Gram-negativas. No se logran obtener
transformantes sin este tratamiento de lisozima previo a la electroporacion (Pigac
et al., 1995)

2.3.- S. venezuelae
Al igual que otras bacterias del género, se trata de una especie de bacteria Gram-

positiva, filamentosa, con hifas vegetativas ramificadas y embebidas en el
sustrato. También posee hifas aéreas, las cuales portan las esporas. La pared
celular de las hifas vegetativas ronda los 15 nm, de espesor y es muy similar tanto
quimica como estructuralmente a aquella de las otras Gram positivas (Bradley et
al., 1968).

A diferencia de otras especies del género Streptomyces, muestra un crecimiento
relativamente disperso y capacidad de esporular en medio liquido; asi como un
menor tiempo de crecimiento y de esporulacion en comparacion con sus
congéneres Yy relativa facilidad en su manipulacion genética, lo cual le confiere
ventajas sumamente utiles en el laboratorio (Jung, et al., 2006; Parker et al.,
2008).

Una desventaja que presenta S. venezuelae es que la mayoria de los plasmidos
multicopia para estreptomicetos han sido construidos a partir del plasmido plJ101,
y este plasmido y sus derivados son incapaces de replicarse eficientemente en
esta especie. Si bien es posible transformar a S. venezuelae con derivados del

plJ101, esto da como resultado colonias de lento y reducido crecimiento; lo cual
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indica que los derivados del plJ101, como el plJ6021, a partir de las cuales no se
pueden volver a aislar los plasmidos, tienen dificultades para replicarse en S.
venezuelae. Esto es posiblemente ocasionado por un sistema de control que se

expresa con mayor fuerza en S. venezuelae que en S. lividans (Aido, et al., 1990).

El pJV1 es un plasmido de alto numero de copias, de 11 kb, proveniente de S.
phaeochromogenes (Doull, et al., 1983; Bailey, et al., 1986). Varios vectores se
han derivado del pJV1 (Bailey, et al., 1986), como el pB48 y el pB61 (Servin-
Gonzalez et al., 1995).

Es importante resaltar que, a pesar de que la secuencia deducida del replicon del
pJV1 es 35% idéntica a la del plJ101 (Servin-Gonzalez et al., 1995), los vectores
derivados del pJV1 tienen la capacidad de replicarse dentro de S. venezuelae,
mientras que, como ya se menciond anteriormente, los derivados del plJ101 no se

replican o las colonias tienen dificultades para desarrollarse.

2.4 .- Promotor Pypa y Su induccion con tioestrepton
El tioestreptdon es un antibidtico (péptido ciclico) aislado como metabolito

secundario de Streptomyces azureus, el cual se une a la subunidad ribosomal 50S
impidiendo la traduccién de las proteinas. (Cundliffe, 1971). Sin embargo se ha
reportado que en concentraciones sumamente bajas (alrededor de 107 M) induce
la expresién de regulones de funciones no conocidas en Streptomyces lividans
1326 (Holmes, et al., 1993). La resistencia a este antibidtico esta dada por un gen
(tsr) que codifica para una metilasa que impide la unidn del tioestreptén a la
subunidad del RNA ribosomal (Cundliffe, 1978; Thompson, et al., 1982).

La transcripcion del gen cromosomal tipA de Streptomyces lividans 66 es
aparentemente inducida al menos 200 veces por medio de bajas concentraciones
de tioestrepton en el medio. El promotor del gen tipA (P:pa) ha sido usado para
regular la expresion génica en vectores integrativos (Smokvina, et al., 1990), asi

como plasmidos de bajo y alto numero de copias (Murakami, et al., 1989).

Cabe destacar que el gen tipA codifica para un activador transcripcional que esta

autorregulado, ya que requiere de la proteina TipA para que el promotor pueda ser
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inducido por el tioestrepton en bajas cantidades. Ademas existe una
retroalimentacion negativa para evitar la transcripcion descontrolada mediada por

el complejo TipA-tioestrepton. (Holmes, et al,. 1993)

2.5.- Genes reporteros
Los genes reporteros son aquellos que expresan alguna proteina facilmente

identificable o cuantificable, con lo cual se puede saber la eficiencia de un
promotor o la presencia de un gen en un plasmido, a través de la deteccion o

cuantificacion del gen reportero (Fig. 2).

Existen numerosos genes reporteros, por ejemplo la proteina verde fluorescente
(GFP) producida por la medusa Aequorea victoria; la beta-glucuronidasa (GUS)
bacteriana; la luciferasa (Luc) producida por muchos organismos marinos o la

beta-galactosidasa.

2.5.1.-Casete reportero xylITE
El gen xylE es parte del operon de meta-escision del tolueno proveniente del

plasmido TOL pWWO0 de Pseudomonas putida mt-2, el cual codifica un conjunto de
proteinas que transforman benzoatos (como el catecol) y toluatos en
intermediarios del ciclo de Krebs a través de una reaccidén extradiol de meta-

escision (Harayama, et al., 1988).

Particularmente, el gen xylE codifica para la enzima catecol 2,3-dioxigenasa
(C230; EC 1.13.11.2), cuya funcidén es oxidar al catecol, el cual cambia de ser
incoloro a ser amarillo (acido 2-hidroximucénico) al ser oxidado. Esta reaccion
puede ser facilmente cuantificada colorimétricamente y es la base del

funcionamiento de xy/E como gen reportero (Gonzalez-Ceron, et al., 2001).

La oxidacion del atomo de hierro del sitio activo de la catecol 2,3-dioxigenasa
inactiva a la proteina, sin embargo, una ferrodoxina codificada por el gen xyIT,
reduce el atomo de hierro, reactivando la actividad de la catecol 2,3-dioxigenasa
(Polissi, et al., 1993; Hugo, et al., 1998).
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Figura 2. Ligacion en un vector con identificacion a través de un gen reportero: El vector se
abre en el sitio mdultiple de clonacién con una enzima de restriccion adecuada. La insercion
del DNA inactiva la B-galactosidasa y permite el rastreo colorimétrico por la presencia del
inserto. La parte inferior muestra colonias de E. coli en una caja Petri con medio con X-gal.
La B-galactosidasa puede cortar el X-gal normalmente incoloro para formar un compuesto

azul.

Dichos genes se encuentran acoplados traduccionalmente al traslapar el codon de
término del gen xy/T con el codon de inicio del gen xylE, resultando en el casete
xyITE. Ademas, se ha demostrado que la actividad detectada de la catecol 2,3
dioxigenasa es significativamente mas alta cuando se utiliza el casete xyITE en

lugar del gen xylE solo; esto se debe a la actividad de la ferrodoxina y a la
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presencia de xyl/T, que contribuye a la estabilidad del RNA mensajero (Gonzalez-
Ceron, et al., 2001).

Al introducir el gen tipA en S. venezuelae y el casete reportero xyITE
inmediatamente después del Py, se podra evaluar la eficiencia del sistema tipA-

Pipa €n S. venezuelae (fig. 3)

-
Secuencia regulatoria
que se desea estudiar. Gen reportero.
(Promotor Pypa) {xWE)
[ L

l

Proteina facilmente
cuantific able.
(Catecol 2 3-dioxigenasa)

Figura 3. Ejemplo del funcionamiento del gen reportero xyl/E regulado por el promotor Pipa.
En rojo tenemos al promotor Pjpa que regula al gen reportero xylE, mismo que codifica para
la proteina cuantificable catecol 2,3-dioxigenasa. Al cuantificar la expresion de dicha

proteina se puede evaluar la eficiencia del promotor.
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3. JUSTIFICACION
La tuberculosis es una enfermedad infecciosa ocasionada por el bacilo

Mycobacterium tuberculosis. En 2013, 9 millones de personas enfermaron y 1,5
millones murieron por esta enfermedad, lo cual, la convierte en la segunda causa

de mortalidad a nivel mundial provocada por un agente infeccioso. (WHO, 2015)

Se calcula que entre 2000 y 2013 se salvaron 37 millones de vidas mediante el
diagnéstico y el tratamiento de la tuberculosis (WHO, 2015), con lo cual se

reafirma la importancia en los esfuerzos para combatir dicha enfermedad.

La unica vacuna que ha tenido cierto grado de éxito en contra de la tuberculosis es
la BCG (Bacillus Calmette-Guérin,) sin embargo, no ha sido efectiva en contra de
la infeccidn primaria o de la reactivacion de la infeccion en estado latente dentro
de los pulmones, la cual es la principal forma de propagacion de la enfermedad.
Por tal motivo, un numero considerable de &areas como la biotecnologia,
inmunologia y gendmica se han enfocado en comprender con mayor profundidad
el funcionamiento del agente causal, asi como sus interacciones y el papel de las
proteinas en dichos procesos. El objetivo principal radica en la generacién de
nuevas vacunas, medicamentos y pruebas de deteccion temprana de la infeccion
que disminuyan el avance letal de la enfermedad en el organismo de las personas

infectadas.

Un método sumamente util en el estudio del agente causal de la tuberculosis, es la
expresion de proteinas de M. tuberculosis en especies emparentadas
filogenéticamente, ya que suelen tener maquinarias muy similares para la
produccion, modificacion y exportacion de proteinas; con lo que se evita el riesgo
de autocontagio, se realiza en un menor tiempo y se puede realizar en laboratorios
con niveles de bioseguridad bajos. S. coelicolor y S. lividans han demostrado ser
una alternativa eficiente en la expresion de genes heterdlogos provenientes de M.
tuberculosis; sin embargo, se ha decidido trabajar con S. venezuelae debido a
que, ademas de tener un tiempo de crecimiento y esporulacion mas rapido en

comparacion con la mayoria de sus congéneres, se presume que por la cantidad
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tan alta de biomasa producida mientras crece, podria proporcionar una cantidad

mayor de proteina, nuestra molécula de interés.
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4. OBJETIVOS
General

Evaluar en S. venezuelae, tanto el correcto funcionamiento del sistema
basado en el gen tipA y su promotor, como la expresién inducible vy la

integridad de proteinas provenientes de Mycobacterium tuberculosis.

Particulares

Construir una cepa de S. venezuelae con el gen tipA insertado en el

cromosoma mediante el vector integrativo pMS81.

Validacion de dicha cepa mediante la clonacién y expresion del casete
xyITE en el vector integrativo plJ6902 y medicion de la expresion inducible

de la catecol 2,3 dioxigenasa

Clonacion de los genes Rv1860, Rv3763 y Rv2873 de M. tuberculosis en el
vector monocopia plJ6902 y expresion de las proteinas Apa, MPT83 y LpgH

en S. venezuelae.

Construir un vector multicopia capaz de replicarse en S. venezuelae.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados
En el presente trabajo se utilizaron cepas de E. coli para la clonacion de los genes

Rv1860, Rv2873, Rv3763 y del casete xy/TE; asi como cepas de S. lividans 'y S.
venezuelae para la expresion de las proteinas Apa, MPT83, LpqH y catecol 2,3-

dioxigenasa. Las cepas utilizadas se describen en la Tabla 1 y los plasmidos

utilizados en la Tabla 2.

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo

Cepa Descripcion Referencia
E. coli
DH5a F endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR Grant,1990
nupG ®80d/acZAM15 A(lacZYA argF)U169,
hsdR17(rK'mK™), A-
IBECS58 AdamAdcmAhsdRMS derivada de BW25113 Gonzalez-
Para obtener DNA plasmidico no metilado Ceron, et
al.,
2009
ET12567/pUZ8 | Con plasmido —é&lper” para obtener mutantes con | MacNeil et
002 DNA no metilado y transferir plasmidos por al., 1992
conjugacion a Streptomyces.
S. lividans
1326 Silvestre John Innes
Centre
S. venezuelae
ATCC10712 Silvestre John Innes
Centre
IB92 Con gen tipA clonado en el plasmido integrativo Este trabajo
pMS81.
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Tabla 2. Plasmidos usados en este trabajo

Plasmido Descripcién Referencia

pMS81 Hygr, lleva sitio att y gen | Gregory et al.,
de la integrasa del fago 2003
OBT1 de Streptomyces

pSET152 Apra®, lleva sitio att y gen | Bierman et al.,
de la integrasa del fago 1992
®C31 de Streptomyces

pB48 Derivado del pJV1, Hyg®, | Servin et al.,
Tsre. 1995

plJ6902 ApratTsr?, promotor Pspa, | Huang et al.,
sitio att y gen de la 2005
integrasa del fago ®C31,.

plJ6021 Derivado de plJ101. Takano, et al.,
Vector de expresion en 1995

alto numero de copias,
Kan®Tsrr, contiene
promotor Pyp,4 inducible
con tioestrepton,.

pB61 Derivado del pJV1, Tsr~ Servin et al.,
1995

5.2. Construccion de la cepa IB92 de S. venezuelae

5.2.1. Obtencion del gen tipA de S. coelicolor
Para obtener el gen tipA se hizo una amplificacion por medio de PCR

(Polymerase Chain Reaction) utilizando como templado el DNA total de S.
coelicolor M145. Los oligonucledtidos utilizados fueron: tipADOWN (5°-
GTCTCACCAAGACGCTGGTC-3") y tipAUP (5'-CTGACCGAGGTGGTTCCTC-3)
y la enzima empleada fue Pfu Ultra AD de Agilent Technologies.

5.2.2. Construccioén del plasmido pMS81+tipA

El plasmido pMS81, que es replicativo en E. coli e integrativo en el género
Streptomyces, fue digerido con la enzima EcoRV. Tanto el plasmido linearizado
como el producto de PCR que contenia al gen tipA fueron purificados mediante
corrimiento en un gel de agarosa LMP (Low Melting Point) al 0.6%. Posteriormente
ambos fragmentos fueron ligados con ayuda de la ligasa T4. El DNA ligado fue
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extraido con fenol/cloroformo (Anexo 10.3) e introducido por electroporacién a la
cepa DHba de E. coli. Se purific6 DNA plasmidico de colonias transformantes
seleccionadas, se checd por patron de digestidn con enzimas de restriccion y el
plasmido con la construccion correcta fue reintroducido mediante electroporacion a
la cepa ET12567/pUZ8002 de E. coli que tiene la capacidad de conjugar con

bacterias del género Streptomyces.

Finalmente, las células de E. coli ET12567/pUZ8002 con el plasmido
pMS81+tipA fueron conjugadas (Anexo 10.3) con la cepa silvestre de S.
venezuelae para introducirle el plasmido. Una transconjugante de S. venezuelae

resistente a higromicina fue purificada y nombrada como 1B92.

5.3. Clonacion del casete reportero xyITE y del gen Rv1860 en S.
venezuelae y S. lividans

5.3.1. Obtencion del vector plJ6902, del casete xyITE y del gen
Rv1860

Se hicieron digestiones para obtener los fragmentos con las enzimas Ndel y
EcoRI. El fragmento correspondiente al vector se obtuvo al digerir una preparacion
del plJ6902; por otro lado, el casete reportero xy/TE se obtuvo del plasmido
plJ6021+xyITE (Gonzalez-Cerdn et al., 2001); finalmente, se extrajo el fragmento
correspondiente al gen Rv1860 del pRT802+Rv1860 (Cordova-Davalos, et al,
2013). Cabe destacar que en el laboratorio se contaba con todas las

preparaciones mencionadas.

Las digestiones fueron sometidas a electroforesis en un gel de agarosa
LMP al 0.6% y se purificaron tanto las bandas que se usarian como insertos, como

la banda del vector.

5.3.2. Introduccion de los plasmidos a S. venezuelae silvestre e
IB92 por conjugacion a partir de E. coli
Se realizaron las ligaciones del plJ6902+xyITE y del plJ6902+Rv1860 y se

introdujeron mediante electroporacion a la cepa de E. coli DH5a. Se extrajo DNA

plasmidico de colonias transformantes seleccionadas, se checd la construccion de
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los plasmidos obtenidos por patrén de restriccion con la enzima Sacl (para
plJ6902+Rv1860) y EcoRI+Ndel (para plJ6902+xyITE) y los plasmidos con la
estructura esperada fueron introducidos a la cepa ET12567/pUZ8002.

Las células de E. coli ET12567/pUZ8002 con el plasmido plJ6902+xyITE o
con el plasmido plJ6902+Rv1860 fueron conjugadas (Anexo 10.3) tanto con la
cepa silvestre de S. venezuelae como con la cepa IB92 para introducir los
plasmidos. Se seleccionaron transconjugantes resistentes a apramicina y acido

nalidixico, las cuales posteriormente se purificaron y esporularon.

5.3.3. Transformacion por tratamiento de protoplastos de S.

lividans con polietilenglicol (PEG)
Se decidié transformar a S. lividans 1326 mediante tratamiento de

protoplastos con PEG (Anexo 10.3); se introdujeron tanto el plasmido
plJ6902+Rv1860 como el plasmido plJ6902+xy/TE. En el primer caso para
utilizarse como control positivo en la expresion de la proteina Apa; en el segundo,
como patrén de referencia en la expresion de la enzima catecol 2,3 dioxigenasa. A
dicha cepa no fue necesario introducirle el gen tipA ya que lo posee de manera

silvestre.

5.4. Clonacion de los genes Rv2873 Y Rv3763 en S. venezuelae.

5.4.1. Obtencion de los plasmidos
Los plasmidos plJ6902+Rv2873 (que codifica la proteina LpgH) vy

plJ6902+Rv3763 (que codifica la proteina MPT83) ya habian sido construidos en
el laboratorio, y fueron proporcionados por la M. en C. Gabriela Gonzalez Ceron.
La construccion correcta de cada plasmido se confirmd mediante restriccion con

las enzimas EcoRI y Ndel.

5.4.2. Introduccion del plJ6902+Rv2873 y del plJ6902+Rv3763

a S. venezuelae mediante conjugacion
Se transformd por electroporacion la cepa ET12567/pUZ8002 con los dos

plasmidos que llevan clonados los genes Rv2873 y Rv2863 en el vector plJ6902,
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se extrajo DNA plasmidico de colonias transformantes seleccionadas, se checé
por patron de restriccion con las enzimas EcoRI y Ndel que la construccion de los
plasmidos fuera la correcta, y se conjugaron (Anexo 10.3) con la cepa 1B92

aquellas células de E. coli que cumplieron el patrén esperado.

5.5. Obtencion de preparaciones densas de esporas

Para la obtencion de preparaciones densas de esporas de las cepas
transformadas de Streptomyces con el plasmido plJ6902 y sus derivados, se
tomaron colonias transconjugantes y las cepas se purificaron mediante la
realizacion de estrias con asa bacteriolégica en medio R2-S + 50 ug/ml de
apramicina (para S. venezuelae) o MS + 50 ug/ml de apramicina (para S.lividans).
Se tomaron colonias aisladas y se resuspendieron en 500 ul de agua. Las esporas
en suspension se sembraron de manera uniforme con una varilla de vidrio en
cajas Petri que contenian el mismo medio segun la cepa. Las cajas fueron
incubadas a 30°C durante 3 dias (6 dias para S. lividans). Posterior a la
esporulacion, se anadié a las cajas agua estéril para cosechar las esporas con
ayuda de un asa bacteriolégica, posteriormente fueron maceradas y las esporas
fueron filtradas a través de algodon para separarlas de restos de micelio. A
continuacion fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 10 minutos; después se
realizé un lavado con agua y se volvieron a centrifugar. La pastilla de esporas
obtenida se resuspendio en glicerol al 20% y se almacend a -20°C en viales de 3
ml.

Para la cepa IB92 se plaquearon en medio R2-S + 50 ug/ml de apramicina y
50 pg/ml de higromicina ya que el plasmido pMS81 confiere resistencia a

higromicina.

5.6. Ensayos de funcionalidad del sistema

5.6.1. Ensayo cualitativo de catecol 2,3 dioxigenasa en S.
venezuelae
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Para el ensayo cualitativo de catecol 2,3 dioxigenasa las diferentes cepas
se cultivaron en cajas con MS-Maltosa. Se adicioné apramicina 50 yg/ml a las
cajas donde crecieron las cepas con las construcciones del plJ6902, y para ver la
induccion con tioestrepton, éste se afadid6 a una de las dos cajas a una

concentracion de 10 ug/ml.

Pasadas 24 horas de crecimiento, se prepararon 10 ml de catecol 1M.
Posteriormente, con ayuda de un aspersor y aire comprimido, se rociaron las cajas
con la solucién de catecol y se incubaron a 30°C por 15 minutos. Las cajas con

fines comparativos se inocularon como se muestra en la Fig. 4.

U pASXVITE UpA+XATE

Sin tioestrepton Con tioestrepton

Figura 4. Sembrado de S. venezuelae en cajas con medio MS-Maltosa para ensayo

cualitativo de catecol 2,3 dioxigenasa.

5.6.2. Ensayo cuantitativo de catecol 2,3 dioxigenasa en S.

venezuelae y S. lividans

Se inocul6 un cultivo de 40 ml de medio YT2X + apramicina 50ug/ml con
esporas de [B92/plJ6902+xyITE a una densidad optica de 0.1 a 600 nm.
Posteriormente se dividié en 2 matraces y se puso a incubar a 30°C con agitacion

constante (200 r.p.m.). Después de cinco horas de incubacion (correspondiente a
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una densidad Optica de 0.4), se anadiod tioestreptdon a uno de los matraces a una
concentracion final de 5 ug/ml para inducir la expresion del gen tipA y se continud

la incubacidn por otras dos horas.

Una vez alcanzado dicho tiempo, se centrifugd el micelio de ambos
matraces, el cual se lavé con el buffer de lavado (revisar anexo 10.2 Soluciones.) y
se resuspendid el pellet en 1 ml de buffer de fosfatos (revisar anexo 10.2
Soluciones). Después se transfirio a un tubo Eppendorf y se rompié el micelio
mediante ultrasonido con ayuda de un sonicador. Se dieron cuatro pulsos a cada
una de las muestras. Una vez roto el micelio se dejo reposar en hielo por 15
minutos, y posteriormente se anadieron 10 ul de Tritdbn X-100 a cada muestra, las

cuales se centrifugaron a 4°C a 14,000 r.p.m por 5 minutos.

Posteriormente el sobrenadante se transfirié a tubos Eppendorf limpios y se
mantuvo a 4°C. El ensayo enzimatico se realiz6 como se describe en Gonzélez-

Ceron, et al (2001). Cada extracto se hizo por triplicado.

Se repitid el procedimiento pero utilizando esporas de S. venezuelae
silvestre sin inducir, asi como con cultivos de S. lividans/plJ6902+xyITE sin inducir

e inducidos con tiostreptdén Sug/ml.

Para determinar la actividad especifica de catecol 2,3 dioxigenasa en cada
extracto se determind la cantidad de proteina en los mismos por el método de
Bradford (Bradford, 1976)

5.7 Transformacion de S. venezuelae por electroporacién

Debido a que la transformacion por protoplastos en S. venezuelae no pudo
llevarse a cabo con éxito, se decidié estandarizar el protocolo de Pigac, et al.
(1995) (Anexo 10.3). Las unicas modificaciones que se hicieron al protocolo
original fueron la utilizacion de YT2X como medio liquido para el crecimiento de S.
venezuelae, el incremento del tratamiento con lisozima a 50 minutos y el plaqueo

de la misma en medio R2-S.
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5.8. Obtencidon de un vector multicopia para S. venezuelae

Se digirié el plasmido plJ6902 con la enzima Fspl y posteriormente con la
enzima Apal (Fig. 5) para conservar los fragmentos de resistencia a apramicina,
del promotor Pspay del sitio multiple de clonacion. Por otro lado, se digirio el
plasmido pB61 (el cual es un plasmido derivado del pJV1 y replicativo
en Streptomyces) en el sitio unico de BamHI, conservando la funcion de
replicacion en el género Streptomyces vy la resistencia a tioestrepton (tsr).

<

Figura 5. Mapa del plasmido plJ6902. En azul se muestran los sitios para la enzima Fspl y

en rojo el sitio de la enzima Apal.

Con ayuda de la T4 polimerasa los extremos se hicieron romos y posteriormente
con la Ligasa (H.C.) fueron ligados ambos fragmentos. Dicha ligacion fue
introducida a S. lividans 1326 mediante transformaciéon de protoplastos con
politetilenglicol; posteriormente se realizaron extracciones de DNA de colonias
aisladas y se checaron por patrén de restriccion con la enzima Sacl. Finalmente,
aquella que mostré el patron correcto fue introducida a S. venezuelae por
electroporacion.
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5.9. Expresién de proteinas

5.9.1. Crecimiento de los cultivos en S. venezuelae

Se germinaron 500 ul de una suspension densa de esporas de IB92 con los
diferentes plasmidos (almacenadas a -20°C en glicerol al 20%) en 100 ml de
medio YT2X con 50 pg/ml de apramicina y 50 ug/ml de higromicina. Los cultivos
se incubaron durante 5 horas a 30°C con agitacién constante. Posteriormente se
afnadio tioestreptdn a una concentracién de 5 ug/ml para inducir la expresion del
promotor Pypa. LOs cultivos se dejaron crecer hasta completar 15 hrs a 30°C con

agitacién constante.

5.9.2. Fraccionamiento celular y obtencion de proteinas.

Debido a que las proteinas MPT83 y LpgH son lipoproteinas y se
encuentran ancladas a la membrana, fue necesario separar las células del medio
de cultivo, hacer una lisis celular mediante sonicacion y un fraccionamiento celular
para separar la membrana plasmatica de los demas componentes celulares como

citoplasma y pared celular.

Los cultivos fueron centrifugados a 6000 r.p.m. por 10 minutos para separar
el sobrenadante del micelio. Para precipitar las proteinas de sobrenadante se
ocuparon 4 volumenes de metanol; 1 de cloroformo y 3 de agua. Posteriormente,
se centrifugd por 10 minutos a 13,000 r.p.m. y se retird la fase acuosa. Se
agregaron 3 volumenes de metanol y se volvié a centrifugar por 10 minutos a
13,000 r.p.m y de nuevo se retir6 la fase acuosa. Finalmente, la fase solida fue
resuspendida en 10 yL de colorante para proteinas 2X (2-betamercaptoetanol
10%, Tris-HCI [pH 6.8] 0.125 M, SDS 4% vy glicerol 20%) por cada mililitro de
sobrenadante y fue hervido por 5 minutos. Las muestras fueron almacenadas a
-20°C.
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Por otra parte, el micelio fue lavado 4 veces con 100 ml de buffer Tris-Cl
20mM pH 8 y fue congelado a -70°C por 30 minutos. Posteriormente, el micelio se
resuspendio en buffer de lisis para Streptomyces (52.56 mL de Tris 25 mM, .22 mL
de MgCl; 1M, .22 mL de DTT 4mM, 2 pastillas inhibidoras de proteasas [cOmplete
de ROCHE] y .5 yL de RNAsa) y fue sonicado 40 veces (20 pulsaciones/15
segundos/pulsador-ON). Lo anterior fue centrifugado a 7500 r.p.m. durante una hora
a 4°C y el sobrenadante obtenido fue ultracentrifugado a 38,000 r.pm. durante 40
minutos para separar la fraccion membranal. El pellet resultante fue lavado con
Tris-Cl 20 mM con NaCl 50 mM y de nuevo ultracentrifugado a 38,000 r.p.m.
durante 30 minutos. Finalmente, el pellet fue resuspendido en el buffer de lisis y
precipitado por medio de una extraccion metanol-cloroformo. Se resuspendieron 8
Mg de membrana en 10 pyL de buffer de carga para proteina 2X. Las muestras

fueron hervidas por 5 minutos y almacenadas a -20°C.

5.9.3. Preparacion de muestras de carga y electroforesis de
proteinas en geles de poliacrilamida

Para la obtencion de proteinas del sobrenadante de cultivo, se tomé 1 ml
del sobrenadante y se realizd6 una precipitacion por el método de
metanol/cloroformo. Las proteinas precipitadas fueron resuspendidas en 10 ul de
buffer de carga para proteinas 2X (0.125 M Tris-HCI pH=6.8, SDS 4%, glicerol

20%, 2-mercaptoetanol 10%) y hervidas por un periodo de 5 min.

En cada gel se cargé un marcador de peso molecular, un control positivo de
la proteina Mpt83 o LpqH purificada de S. lividans, control negativo con proteinas
de sobrenadante y membrana expresadas por S. venezuelae wt, muestra de
proteina de sobrenadante y membrana de la proteina Mpt83 o LpgH proveniente
de la IB92.

Se realizaron tres ensayos de SDS-PAGE por cada cepa para observar la
ubicacion de la proteina en geles de poliacrilamida al 12% para la proteina Apa y

14% para MPT83 y LpgH, todos, con un grosor de 1.5 mm. El primer gel fue tefiido
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con azul brillante de Coomasie R-250, para observar la presencia general de
proteinas y ubicar las proteinas de interés. El segundo gel fue usado para ajustar
la cantidad de proteina de cada una de las muestras. El tercero fue utilizado para
comprobar la expresion de la misma proteina en sobrenadante y extractos de
membranas, mediante ensayos de inmuno-blot con el uso de anticuerpos

monoclonales para el caso de Apa y policlonales para MPT83 y LpgH.

5.9.4. Transferencia de proteinas a membranas PVDF (Difluoruro
de polivinilideno)

Para la transferencia de las proteinas a membranas de PVDF se utilizé
tanto una camara de transferencia humeda (Mini Trans-Blot®Electrophoretic
Transfer Cell) como una camara de transferencia semiseca (Trans-Blot® SD Semi-

DryElectrophoretic Transfer Cell) ambas de BioRad.

El procedimiento se realizé siguiendo los pasos descritos en el manual de
usuario, utilizando buffer Tris-Glicina (glicina 1.4%, Tris .3% y metanol 20%) y
dejando transferir durante 12-16 horas a 12 mA en camara humeda y durante 30-
45 minutos a 15 mV en camara semiseca. Las membranas utilizadas para los
ensayos de expresion por inmuno-blot fueron bloqueadas con TBS-Tween + leche
descremada 5%, incubadas con el anticuerpo primario monoclonal especifico de la
proteina Apa y policlonal en el caso de MPT83 y LpgH, en una diluciéon 1:1000 y
posteriormente con anticuerpo secundario anti-lgG de ratén para el caso de la
proteina Apa y anticuerpo secundario anti-conejo para el caso de LpgH y MPT83
en una dilucion 1:2000. El ensayo se reveld utilizando el Kit de
quimioluminiscencia ROCHE (POD) para deteccion de anticuerpos secundarios

marcados con peroxidasa (ratén/conejo).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1.- Evaluacion del sistema tipA-Pijpa €n S. venezuelae

6.1.1.- Determinacion cualitativa de la expresion del casete
reportero xyITE en S. venezuelae

Se llevaron a cabo pruebas de expresion con el casete reportero xyITE para
corroborar el correcto funcionamiento del gen fipA y su promotor en S.

venezuelae.

Expresion del casete reportero xyITE en S. venezuelae

S.venezuelae/pl)6902 1B92/plJ6902+xyITE
+xvITE

Figura 6. Expresion del casete xy/TE bajo el control del sistema tipA-Pspa en S. venezuelae.
Crecimiento en medio sélido MS-maltosa+apramicina e inducida con tioestrepton. Las cajas
fueron rociadas con una solucién de catecol 1M para revelar la actividad de la catecol 2,3
dioxigenasa. Del lado izquierdo tenemos a S. venezuelae/plJ6902+xyITE; del lado derecho,
la cepa 1B92/plJ6902+xyITE.



En la Figura 6 se puede apreciar un color amarillo mas intenso en el lado derecho
en comparacion con el izquierdo, producto de la degradacion del catecol por la

enzima catecol 2,3 dioxigenasa.

Debido a que en un medio rico como el MS-maltosa, S. venezuelae produce
pigmentos (muy probablemente melanina) que interfieren con los resultados de la
prueba colorimétrica, se decidid repetir la prueba en medio minimo M9
suplementado con maltosa, en el que la produccion de pigmentos se encuentra
reducida.

Expresion del casete reportero xylTE en S. venezuelae

S.venezuelae/pli6902 —— -, 1B92/pl6902+xyITE

~

N\

Figura 7.- Expresion del casete xy/TE bajo el control del sistema tipA-Pspa €n S. venezuelae.
Caja Petri sembrada y tratada de la misma manera que en la figura 6 pero en medio minimo

M9 suplementado con maltosa.



En la figura 7 se puede observar el cambio en la coloracion de la cepa, donde en
el lado izquierdo S. venezuelae se aprecia de color blanco; en contraste con el
lado derecho, donde se ve de color amarillo debido a la expresién de la catecol 2,3
dioxigenasa. Es posible observar que la actividad de esta enzima solamente es
visible en presencia del gen tipA, es decir, en la cepa |IB92.

La prueba cualitativa de expresion otorgd un primer acercamiento para corroborar
el correcto funcionamiento del gen tipA y su promotor; sin embargo, fue necesario

realizar una prueba que ratificara esta observacion pero de manera cuantitativa.

6.1.2.- Determinacion cuantitativa de la expresion del casete
reportero xylITE en S. venezuelae

Los datos obtenidos a partir de la prueba cuantitativa se ajustaron a absorbancia

por minuto por mg. de proteina.

Para S. venezuelae, en ausencia de tioestrepton o del gen tipA, tenemos
expresion de la proteina catecol 2, 3 dioxigenasa pero en cantidades muy bajas, lo
cual corresponde a una actividad basal; por lo tanto, en la cepa IB92 inducida con
tioestrepton, la expresion del gen reportero es 46 veces mayor que cuando no esta
inducida (Tabla 3) (Fig. 8)

6.1.3.- Expresion cuantitativa del casete reportero xyITE en S.
lividans

Con los resultados obtenidos pudimos afirmar que el sistema de expresion tipA
introducido en S. venezuelae es eficiente; sin embargo, fue necesario contrastar
dichos resultados con un actinomiceto que tuviera el gen tipA de manera natural,

como es el caso de S. lividans.

Al igual que con S. venezuelae, los datos se ajustaron a absorbancia por minuto

por mg. de proteina (Tabla 3).
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Tabla 3. Valores de la expresion de la catecol 2,3 dioxigenasa, ajustados a

absorbancia por minuto por mg. de proteina.

S.venezuelae | S.venezuelae | IB92 I1B92 + S. lividans S. lividans
+tioestrepton tioestreptdn +tioestrepton
Promedio .027 .028 .045 2.104 .048 2.003
Desv. Est. .012 .016 .012 .748 .009 .855

6.1.4.- Contraste entre la determinacion cuantitativa de la
expresion del casete reportero xyITE en S. venezuelae y S. lividans

Contraste entre la expresion del cassette
reportero xyITE en S. venezuelae y S.
lividans.

X S. venezuelae

S. venezuelae + Th
¥ 1B92

IB92 + Th

oo
£
<
=
g
=
(%)
o
<

S. lividans

- S. lividans + Th

Figura 8.- Expresion del casete reportero xylTE bajo distintas condiciones. En color amarillo
se tiene la cepa de S. venezuelae silvestre; en rojo, a S. venezuelae inducida con
tioestrepton (Th); en verde, la cepa IB92; en morado, la IB92 inducida con tioestrepton; en
negro, la cepa de S. lividans sin inducir y en azul, a S. lividans inducida con tioestreptén.

Se aprecia en la Figura 8 que tanto la cantidad de proteina expresada por S.
venezuelae como por S. lividans nos dan valores muy similares cuando estan
inducidas con tioestrepton y poseen el sistema tipA (Tabla 3); las cantidades
obtenidas por aquellas que no estan inducidas con tioestrepton o no poseen el gen

tipA integrado en el cromosoma, son 2 6rdenes de magnitud menores que las



obtenidas cuando si se tienen los 3 componentes del sistema tipA-Pipa (Piipa, gen

tipA e induccion con tioestreptdn) (Tabla 3).

Con los datos recabados anteriormente se puede asegurar que el sistema
conformado por el gen tipA 'y el promotor Pyp4 introducido de manera artificial en S.
venezuelae posee un nivel de expresion y una eficiencia de induccion muy similar
a la del sistema existente de manera natural en S. lividans. Dado que el sistema
resulté ser eficiente en la expresion del casete reportero xy/TE, se decidié analizar

su eficiencia en la sobreexpresion de otras proteinas.

6.2.- Transformacion por electroporacién en S. venezuelae

Debido a que no se contaba con algun protocolo para llevar a cabo la
electroporaciéon de S. venezuelae, se siguid, con algunas modificaciones, el
método general para electroporacién de Streptomyces, descrito por Pigac, et al.,

(1995) (Ver Anexo 10.3). Se electroporo el plasmido integrativo pSET152.

Electroporacion de S. venezuelae

S.venezuelae/pSET152 S.venezuelae/agua (control negativo)

Figura 9. (a) Caja petri con las posibles transformantes de S. venezuelae/pSET152
sembradas en medio R2-S+apramicina. (b) Caja petri con la cepa S. venezuelae
electroporada con agua y sembrada en R2-S+apramicina (control negativo).
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Se observé el crecimiento de 16 posibles transformantes en la caja con células
electroporadas con el pSET152 (Figura 9. a) en contraste con la caja con células
electroporadas con agua (Figura 9. b), donde no hubo colonias. No se pudo
comprobar la presencia del pSET152 en las posibles transformantes debido a que
éste es un plasmido integrativo en el género Streptomyces; sin embargo, para
corroborar que las colonias que se obtienen son transformantes y no resistentes
espontaneas, es decir, colonias que adquirieron la resistencia al antibiético no por
la presencia del plasmido, sino por procesos evolutivos, se electroporé el plasmido
autorreplicativo pB48 y se procedi6 a extraer DNA plasmidico de las posibles

colonias transformantes para su posterior analisis por restricciéon. (Fig. 11)

Electrporacion de S. venezuelae

S.venezuelae/pB48 S.venezuelae/agua (control negativo)

Figura 10.- (a) Caja petri con las posibles transformantes de S. venezuelae+pB48
sembradas en medio R2-S+higromicina. (b) Caja petri con la cepa S. venezuelae

electroporada con agua y sembrada en R2-S+higromicina (control negativo).

Se observd crecimiento de 4 colonias tanto en la caja de las posibles
transformantes (Figura 10. a) como en la de células electroporadas con agua
(Figura 10. b)

39



Digestion con Sac | del plasmido pB48 purificado de electrotransformantes

de S. venezuelae

2271
1674

1311
900

Figura 11.- Gel de agarosa 0.8% en el cual se tiene en el primer carril el marcador; en el
segundo, tercero, cuarto y quinto, las extracciones de DNA plasmidico de las posibles

transformantes del pB48 digeridos con Sac .

Como se observa en la figura 11, los productos de las digestiones corridas en los
carriles 2, 3 y 4 corresponden al pB48, mientras que el carril 5 pertenece a una
resistente espontanea; con lo que se confirma que la transformacién por
electroporacién en S. venezuelae fue exitosa. Ademas, se corroboré que el
plasmido multicopia pB48 se replica en S. venezuelae, lo cual sugiere que los
plasmidos derivados del pJV1 son candidatos para la creacion de un plasmido

multicopia que se replique en S. venezuelae.

6.3.- Creacién de un vector multicopia compatible con S.
venezuelae

El vector multicopia plJ6021 es utilizado en la sobreexpresion de proteinas en S.

lividans y S. coelicolor. Dicho plasmido es un derivado del plJ101 y se ha



demostrado que los derivados del mismo, no se replican en S. venezuelae. (Aidoo,
et al., 1990)

Electrporacion de S. venezuelae

S.venezuelae/pll6021 S.venezuelae/agua (control negativo)

Figura 12. (a) Caja petri con las transformantes de S. venezuelae/plJ6021 sembradas en

medio R2-S+kanamicina. (b) Caja petri con las células de S. venezuelae electroporadas con

agua y sembradas en medio R2-S+kanamicina (control negativo).

En la Figura 12 se puede apreciar en (a) que las colonias de la caja de
transformantes son muy pequefias y poseen formas aberrantes; ademas,
produjeron una cantidad considerable de pigmento, lo cual puede ser indicador de
estrés en el crecimiento y desarrollo de la misma. En la caja del control negativo
(b) crecieron cuatro colonias correspondientes a resistentes espontaneas. Cabe
destacar que no se intentd purificar el plasmido plJ6021 de las colonias debido a
que los derivados del plJ101, al ser transformados en S. venezuelae, no se
pueden volver a aislar (Aidoo, et al., 1990).

Con lo anterior se confirma que S. venezuelae posee un crecimiento lento y

reducido cuando es transformada con vectores derivados del plJ101.

Se plante6 como objetivo crear un vector multicopia que fuera estable en S.

venezuelae, que tuviera el promotor Pypa, resistencia a tiostrepton, origen de
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replicacion en el género Streptomyces, resistencia a apramicina y sitios unicos de

EcoRI y Ndel para la clonacion de genes en dichos sitios.

Como se vio en el apartado 6.2., el pB48 fue electrotransformado y purificado de
S. venezuelae, con lo que se demuestra su viabilidad en dicha actinobacteria. Por
lo tanto, el vector pB61, también derivado del pJV1, se ocup6é como base para la

creacion de un vector multicopia.

El plasmido pB61 fue clonado con un fragmento proveniente del plJ6902 vy

transformado tanto en S. venezuelae como en S. lividans.

La construccion del pB61+plJ6902 no se logré conseguir ya que al ser analizados
por restriccion los productos de las extracciones de DNA, tanto de S. lividans
como de S. venezuelae, mostraron patrones aberrantes. Al parecer existe cierta
incompatibilidad entre el fragmento del pB61 y el del plJ6902 que produce
rearreglos conformacionales del vector, lo cual lo hace inestable.

Debido a que no se logré obtener una construccion estable de un vector multicopia
que se replicara en S. venezuelae, los esfuerzos fueron enfocados en la expresion

de proteinas en el vector monocopia plJ6902.

6.4.-Expresion de la proteina Apa en S. venezuelae

Una vez demostrado que la cepa IB92, a la que se introdujo el sistema tipA-Pijpa,
daba buenos resultados en cuanto a expresion, se procedié a introducir a la
misma el plasmido plJ6902+Rv1860, el cual contiene al gen que codifica para la
proteina Apa de M. tuberculosis clonado bajo el promotor Pipa. La misma
construccion se introdujo en la cepa silvestre de S. venezuelae y de S. lividans
como control; posteriormente, se pusieron cultivos de dicha cepa y se analizaron
las proteinas de los sobrenadantes de cultivo mediante geles de poliacrilamida y
ensayos de inmuno-blot para la proteina Apa. Adicionalmente se incluy6é en el
experimento a S. lividans con el gen Rv1860 clonado bajo el control del promotor

Pipa €n un vector de alto numero de copias (plJ6021).
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Gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie de sobrenadantes con la

proteina Apa

| a | b | ¢ | d [ o | & |

M S lividons 5. venezueloe IB32 S. venezueloe wt S. lividons

1326 -eeeessss—— Ses——— 205

pl6S02/Apa + + + + + -
pl6021 - - . - i +
Tioestrepton + - + - + +

50 kDa

37 kDa

Figura 13.- Expresion de la proteina Apa en S. lividans y S. venezuelae. Gel de
poliacrilamida-SDS tefiido con azul de coomassie con muestras de sobrenadantes de
cultivo. En el primer carril tenemos el marcador de peso molecular, en a) S. lividans con
plJ6902+Rv1860 inducida con tioestreptdn; b) Cepa 1B92/plJ6902+Rv1860 sin inducir; c)
Cepa 1B92/plJ6902+Rv1860 inducida con tioestreptén; d) Cepa silvestre de S. venezuelae
con plJ6902+Rv1860 sin inducir; e) Cepa silvestre de S. venezuelae con plJ6902+Rv1860
inducida con tioestrepton y f) S. lividans con plJ6021+Rv1860 inducida con tioestrepton. La
banda correspondiente a la proteina Apa se aprecia sefialada con una flecha a una altura de
45 kDa.

En la Figura 13 es posible apreciar la banda correspondiente a la proteina Apa
(con un peso aproximado de 45 kDa) en el sobrenadante proveniente de S.

lividans con el vector multicopia (carril g). En los demas carriles no se logra
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observar la banda de la proteina debido a que la expresidén en vector monocopia

es muy baja como para ser apreciada en un gel tefido con azul de Coomassie.

Para corroborar la presencia de la proteina Apa en los sobrenadantes, se realiz6
un ensayo de inmuno-blot de las mismas muestras de la fig. 13 revelado con

anticuerpo para la proteina Apa.

Se dej6 un carril vacio antes de la expresion en S. lividans con el vector multicopia

debido a que suele ser muy intensa al ser detectada en el ensayo inmuno-blot.

Inmuno-blot revelado con anticuerpo para la proteina Apa

2 b. 2 d 3 £ i
M 5 jividons 5 venezueloe IB32 5 venezueioe wt S. lividans
1326 D G 1326
plle902/Apa + + + + + - -
pe021 = - - - - - +
Tioestrepton + - + - + - +

Figura 14. Identificacion por inmuno-blot de la proteina Apa en sobrenadantes de cultivo. En
el primer carril tenemos el marcador de peso molecular. En a) S. lividans con
plJ6902+Rv1860 inducida con tioestrepton; b) Cepa IB92/plJ6902+Rv1860 sin inducir; c)
Cepa 1B92/plJ6902+Rv1860 inducida con tioestreptén; d) Cepa silvestre de S. venezuelae
con plJ6902+Rv1860 sin inducir; €) Cepa silvestre de S. venezuelae con plJ6902+Rv1860



inducida con tioestrepton; f) carril vacio y g) S. lividans con plJ6021+Rv1860 inducida con

tioestrepton.

Es posible observar en la Figura 14 que el anticuerpo reconocio a la proteina Apa
tanto en los carriles correspondientes a S. lividans como en el de la cepa IB92
inducida con tioestrepton (carril d); sin embargo, en este ultimo se observan cuatro
bandas por debajo de la correspondiente a la proteina Apa, incluso mas marcadas
que la banda original de la proteina, lo cual indica que esta siendo degradada en el
sobrenadante de S. venezuelae. Con lo anterior se podria sugerir la presencia de
una proteasa secretada por S. venezuelae que posee afinidad por la proteina Apa,
por tal motivo se aprecia tan degradada a pesar de haber sido detectada en el
inmunoblot sélo dos dias después de haber sido purificada del sobrenadante de S.

venezuelae.

También se observa degradacion de la proteina Apa en el carril de S. lividans con
vector multicopia, aunque menos en comparacion con la observada en la cepa
IB92; no obstante, dicha degradacion se explica debido a que la muestra de S.
lividans que se utilizd no era fresca y estuvo guardada a -70°C, circunstancia en la

cual se ha observado que las proteinas comienzan a degradarse.

Cabe destacar que en los carriles correspondientes a S. venezuelae silvestre y de
la cepa IB92 sin inducir con tioestreptdn, no se observa la presencia de la proteina
Apa, con lo cual se confirma una vez mas el correcto funcionamiento del sistema
tipA-Prpa €n S. venezuelae cuando estan presentes el gen tipA, el promotor Pijpa y

se ha inducido con tioestrepton.

6.5.-Expresion de las proteinas MPT83 y LpqH en S. venezuelae

La glicoproteina Apa, a pesar de ser expresada en cantidades considerables por
S. venezuelae, se aprecido degradada en los ensayos de inmunoblot; por tal
motivo, y para seguir evaluando a la cepa de S. venezuelae que construimos, se
expresaron dos lipoglicoproteinas provenientes de M. tuberculosis: MPT83 y
LpgH.
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El peso molecular de la proteina MPT83 madura y glicosilada, expresada en M.
tuberculosis, es de 22 kDa; mientras que el peso de LpgH, bajo las mismas
condiciones, es de 16.7 kDa. Ambas proteinas, a pesar de estar ancladas a la
membrana, en algunos casos son -frasuradas” al sobrenadante, es decir, son

proteolizadas por enzimas secretadas al medio por la misma actinobacteria.

Se realizaron geles de poliacrilamida tefnidos con azul de Coomassie y ensayos de

inmunoblot para ambas proteinas.

(I) Gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie de membranas con la
proteina MPT83. (D) Inmuno-blot de membrana revelado con anticuerpo para
la proteina MPT83
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M oo 1326 M — 1326
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25 kDa
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Figura 15. I) Tincién con azul de Coomassie de muestras provenientes de fracciones de
membrana. En el primer carril tenemos el marcador de peso molecular, en a) IB92/
plJ6902+MPT83 inducida con tioestreptdn; b) IB92 inducida con tioestrepton y ¢) MPT83
purificada de S. lividans La banda sefialada con la flecha corresponde a la proteina MPT83.
D) Ensayo de Inmunoblot tefiido con 3,3-diaminobenzoidina para identificar la presencia de
la proteina en las fracciones de membrana. En el primer carril tenemos el marcador de peso
molecular, en a) IB92/plJ6902+MPT83 inducida con tioestrepton; b) IB92 inducida con
tioestrepton y ¢) MPT83 purificada de S. lividans.



Como se puede apreciar en la Figura 15 del lado izquierdo, el corrimiento de la
proteina MPT83 observado en la muestra purificada de membrana de S. lividans
corresponde a una masa molecular de aproximadamente 25 kDa, lo cual es mayor
al peso tedrico calculado de la proteina. Lo anterior aparentemente se debe a un
corrimiento aberrante que se ha reportado en la literatura y que pudiera deberse al
tipo de plegamiento de esta proteina, asi como a la adicion de la parte lipidica y de

los azUcares.

En el western blot de la Figura 15 se logra apreciar tanto la muestra proveniente
de S. venezuelae como la de S. lividans a una altura de 25 kDa. En el caso de la
primera se aprecia ligeramente abajo; no obstante, puede ser producto de un
empalme levemente inclinado al momento de revelar el western blot. En el carril
de S. lividans hay degradacion de la proteina debido a que las muestras de

proteina purificada que se utilizaron no eran frescas.

Una vez observada la proteina MPT83 en muestras de membrana, se procedio a

analizar extractos de sobrenadante.

I) Gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie de sobrenadante con
la proteina MPT83. (D) Inmuno-blot de sobrenadante revelado con anticuerpo
para la proteina MPT83
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Figura 16. I) Tincion con azul de Coomassie de muestras provenientes de sobrenadante. En
el primer carril tenemos el marcador de peso molecular, en a) IB92/plJ6902+MPT83
inducida con tioestreptén; b) IB92 inducida con tioestreptén y ¢) MPT83 purificada de S.
lividans. La banda sefalada con la flecha corresponde a la proteina MPT83. D) Ensayo de
inmuno-blot tefiido con 3,3- diaminobencidina para identificar la presencia de la proteina en
las fracciones de sobrenadante. En el primer carril tenemos al marcador de peso molecular,
en a) 1B92/plJ6902+MPT83 inducida con tioestrepton; b) IB92 inducida con tioestreptén y c)
MPT83 purificada de S. lividans.

El peso molecular de MPT83 observado en la Figura 16 (izquierda) es menor al
esperado, sin embargo, esto es debido a que la proteina ha sido —rsurada” de la
membrana hacia el sobrenadante, con lo cual se pierde el péptido sefial de la
proteina y un pedazo de la misma. En cuanto al western blot de la Figura 16, el
peso observado para la proteina proveniente de S. lividans es entre 19 y 20 kDa,
mientras que en el carril de S. venezuelae se pueden apreciar varias bandas: una

de aproximadamente 24 kDa, una de entre 19 y 20 kDa y una de 18 kDa.

La banda mas tenue es la de 19 a 20 kDa que se localiza a la misma altura que la
presentada por S. lividans; posteriormente esta la banda de 24 kDa, la cual tiene
un peso mayor a la purificada de S. lividans; sin embargo, ya que las proteasas
cortan en distintos sitios, se podria sugerir que, en S. venezuelae, alguna proteasa
corto a la proteina en un residuo de aminoacido muy pegado a la membrana, por
tal motivo se conservd practicamente completa. Finalmente, la banda que
presentd mayor intensidad fue la de 18 a 19 kDa, que corresponde a la de mayor
degradacion, lo cual se podria explicar por una intensa actividad de una proteasa

secretada por S. venezuelae.

Debido a que la expresion de MPT83 en S. venezuelae se realiz6 en vector
monocopia, la cantidad de proteina expresada (tanto en membrana como en
sobrenadante) no fue suficiente para apreciarse en el gel tefido con azul de

Coomassie, en contraste con la purificada de vector multicopia en S. lividans.
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I) Gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie de sobrenadante con
la proteina LpgH. (D) Inmuno-blot de sobrenadante revelado con anticuerpo

para la proteina LpqH
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Figura 17: I) Tinciéon con azul de Coomassie de muestras provenientes de sobrenadante. En
el primer carril tenemos al marcador de peso molecular, en a) IB92/plJ6902+LpgH inducida
con tioestreptdn; b) IB92 inducida con tioestrepton y c) LpgH purificada de S. lividans. La
banda marcada con una flecha corresponde a la proteina LpgH. D) Ensayo de Inmuno-blot
tefiido con 3,3-diaminobencidina para identificar la presencia de la proteina en las
fracciones de sobrenadante. En el primer carril tenemos al marcador de peso molecular,
en a) IB92/plJ6902+LpgH inducida con tioestrepton; b) IB92 inducida con tioestreptén vy
¢) LpgH purificada de S. lividans.

Para el caso de LpgH en el gel tefido con azul de Coomassie, el peso de la
proteina purificada de sobrenadante de S. lividans se aprecia a 14 kDa, peso
menor al descrito en la literatura; lo cual se explica porque se rasuré de la
membrana hacia el sobrenadante. Por otro lado, ya que la expresiéon de LpgH

en S. venezuelae se realizd en vector monocopia, no se logra apreciar en el gel.

En el inmuno-blot de la Figura 17, en el carril correspondiente a IB92 inducida con

tioestrepton, se puede apreciar una banda de 19 kDa y otra de menor intensidad a



10 kDa, mientras que la proteina purificada de S. lividans se aprecia a una altura
de 14 kDa. Al considerar que el peso molecular de LpgH es 19 kDa, se puede
sugerir que en el extracto de IB92 la proteina fue rasurada de la membrana en un
residuo de aminoacido proximo al sitio de anclaje de la proteina; ademas, no se
encuentra bajo una actividad tan intensa de protedlisis ya que la banda de 10 kDa

es muy tenue.

A pesar de ser el control negativo, se puede apreciar una banda en el carril b; sin
embargo, esto se podria explicar debido a que el anticuerpo utilizado para LpqH
fue policlonal, por lo tanto puede presentar cierta inespecificidad en el
reconocimiento de la proteina. Por otro lado, al sobreexpresar proteinas bajo un
promotor fuerte (como lo es el promotor Pjpa) la expresion de otras proteinas se ve

afectada, por eso no apreciamos esa banda en el carril a.

Para LpgH, los inmuno-blots realizados con muestras de membrana fueron
inespecificos a pesar de que se aumentd el tiempo de bloqueo con leche y se
diluy6é tanto el anticuerpo primario como el secundario. Por tal motivo no se

muestran las imagenes en este trabajo.
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7. CONCLUSIONES

El sistema tipA-Pspa, nativo en S. coelicolor y S. lividans, es funcional en S.
venezuelae si se introduce a la misma el gen tipA.

La transformacion mediante electroporacion en S. venezuelae es un método
adecuado para la introduccion de DNA en esta especie.

La cepa modificada de S. venezuelae mediante la introduccién del sistema tipA-
Pipa es eficiente para la expresion de glicoproteinas provenientes de M.
tuberculosis; sin embargo, en el caso de la proteina Apa se observd una mayor
degradacion de la misma en comparacion con la purificada de S. lividans.

Las proteinas MPT83 y LpgH fueron expresadas correctamente en S. venezuelae,
aunque en el caso de MPT83 se aprecia mas degradada que la expresada por S.
lividans.

Se comprobd que los plasmidos derivados del pJV1 se replican adecuadamente
en S. venezuelae.
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8. PERSPECTIVAS

Sera necesario continuar evaluando a S. venezuelae como modelo en la expresion
de genes heterdlogos, a través de la expresion de una proteina citoplasmatica que
no se exporte al sobrenadante; un buen candidato es la proteina SCO5330 de S.

coelicolor.

Mediante pruebas con la lectina Concanavalina A, determinar si el sistema de
glicosilacion en S. venezuelae reconoce y manosila de forma correcta las

glicoproteinas heter6logas Apa, MPT83 y LpgH

Sera importante explorar alternativas en la construccion de un vector multicopia

compatible con S. venezuelae.
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10. ANEXOS

10.1 Medios de cultivo

LB + Sacarosa

-Bactotriptona 109
-Extracto de levadura 059
-NaCl 1.0g
-Sacarosa 25049

Aforar a 100 ml con agua Milli-Q, pH=7.0

R2

-Sacarosa 103 g
-K2S0O4 0.025¢g
-MgC|2-6H20 109
-Glucosa 109

Aforar con agua Milli-Q a 80 ml

Posterior a la esterilizacidon en autoclave anadir:

-KH2PO4(0.5%) 1.0 mi
-CaClz-2H20(3.68%) 8.0 ml
-L-Prolina 1.5 ml
-Tris-Cl(3%, pH=7.2) 10.0 ml
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-Trazas R5* 0.2 ml

-CuSOq4 0.2 ml
-NaOH (1N) 0.2 ml
-Extracto de levadura (10%) 5.0 ml

*Trazas R5: ZnCl; 40 mg, FeCl; 6H,O 200 mg, Cu Cl; 2H,0 10 mg, MnCl,
4H20 10 mg, NazB407 10H20 10 mg, (NH4)6MO7024 4H20 10 mg.

YEME

-Peptona 05¢g
-Extracto de Malta 0.3g
-Extracto de levadura 0.3g
-Glucosa 10g
-Sacarosa 340¢

Aforar a 100 ml con agua Milli-Q, pH=7

Posterior a esterilizacion en autoclave anadir:

-MgCl, (1M) 0.5 mil
-Glicina 10% 5.0 mi
YT2X

-Bactotriptona 1649
-Extracto de levadura 109

61



-NaCl 05¢

Aforar a 100 ml con agua Milli-Q, pH=7.2

Preparacién de Agar

-Agar 159

Disolver en 50 ml de agua Milli-Q.

MS

-Manitol 20g
-Harina de soya 20g
-Agar 0.2g

Aforar a 100 ml con agua de la llave.

MS-Maltosa
-Harina de soya 4049
-Maltosa 20g

Aforar a 100 ml con agua de la llave y autoclavear 2 veces en un matraz de 1 litro.

Posteriormente, dividir en 2 botellas de 100 ml.

Fundir en un horno de microondas y mezclar con una preparacion de agar.
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M9-maltosa

-Medio M9 10g
-Maltosa 20% 2.5 ml

Aforar a 50 ml. con agua Milli-Q y posteriormente mezclar con una preparacién de

agqar.

Aqgar suave para transformaciones

-Tris-Cl (3%,pH=7.2) 10.0 ml
-MgCl, 109
-CaCl,(5M) 0.4 mi
-Sacarosa 10.3 g
-Agar 0.65¢g

Aforar a 100ml en agua Milli-Q

R2-S
-K2SOy4 0.125¢g
-MgCl, 5.06 g
-Maltosa 50¢9
-Elementos Traza (R2) 1.0ml
-Extracto de Levadura 25¢g
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-Trizma 1.5¢

Ajustar a pH 7.2 con HCI y Aforar a 500 ml con agua Milli-Q. Ahadir 1.5 gramos de

Agar a cada botella y esterilizarlas.

Posterior a esterilizacion en autoclave anadir:

KHoPO, (.5%) 1.0 ml
-NaOH 0.2 ml
-CaCl, (1M) 2.0 ml

10.2. Soluciones

Sal difosfato

K,HPO, 8.7¢
Agua Milli-Q 100 ml

Sal Monofosfato

KH,PO, 6.8
Agua Milli-Q 100 ml

Buffer fosfatos

Agregar la Solucion de la sal monofosfato a la sal difosfato hasta que llegue a un
pH de 7.5.

Buffer para lavar

-Buffer fosfatos 2.0 ml

-Agua 48 ml
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Solucién PEG

-Sacarosa 0.65¢
-Glicerol 1.0 ml
-PEG 1000 30g

Aforar a 100 ml con agua Milli-Q
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10.3 Protocolos

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE AGAROSA DE
BAJO PUNTO DE FUSION (LMP)

1.- Correr el gel al 0.6% vy tefiir con Bromuro de etidio1 pg/ml. lluminar el gel con
luz UV de onda larga y cortar las bandas deseadas, procurando cortar la agarosa
lo mas cerca del DNA para reducir el volumen de la rebanada.

2.- Fundir la rebanada de agarosa que contiene el DNA en un tubo Eppendorf a
65-70°C, durante 10 minutos. AAadir 1/10 del volumen de NaCl 5 M, mezclar y
dejar otros 5 minutos a 65-70°C.

3.- Saturar un poco de fenol con NaCl de la siguiente forma: en un tubo Eppendorf
mezclar 100 yl de NaCl 5 M, 400 ul de agua y 500 pl de fenol. Centrifugar 1
minuto, retirar la fase acuosa y mantener a 37°C.

4.- Mantener la agarosa fundida a 37°C, posteriormente afiadir al tubo 2/3 de
volumen del fenol saturado e inmediatamente agitar en vortex durante 30
segundos. Centrifugar 5 minutos en la microfuga y transferir la fase acuosa a un
tubo limpio.

5.- Afiadir al fenol 45 pl de TE y 5 pl de NaCl 5 M y agitar en vortex, centrifugar por
2 minutos y mezclar la fase acuosa con la anterior.

6.- Agregar 1 volumen de fenol/cloroformo a la fase acuosa, agitar 15 segundos en
vortex y centrifugar por 2 minutos.

7.- Transferir la fase acuosa a un tubo limpio repetir el paso 6 pero sélo con
cloroformo.

8.- Transferir a un tubo limpio la fase acuosa y anadir 1 volumen de isopropanol.
Para aumentar la cantidad de DNA recuperado anadir 1 pg de glicégeno.
Mantener a -

20°C al menos dos horas.

9.- Centrifugar todo el DNA durante 10 minutos a 14,000 r.p.m. en la microfuga,
asegurandose de eliminar todo el alcohol con una micropipeta. Posteriormente

secar el pellet y resuspenderlo en un volumen adecuado de TE.
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MINIPREPARACIONES DE DNA PLASMIDICO

1.- Resuspender el paquete de células o el micelio en 200 ul de Tris 25 mM, EDTA
25 mM, pH=8. En el caso de Streptomyces, el TE 25 mM debe contener lisozima
2 mg/ml.

2.- Para E.coli incubar 5 minutos en hielo. Para Strepfomyces al menos de 1 a 3
horas a 37°C o hasta que el micelio este visiblemente lisado (debe ponerse
traslucido y viscoso).

3.- Aidadir 400 pl de una solucion fresca de NaOH 0.2 N, SDS 1%. Mezclar por
inversion vigorosa los tubos, hasta que el contenido se vea transparente,
homogéneo y muy viscoso. Cuesta mas trabajo mezclar bien las preparaciones de
Streptomyces, por lo tanto, los tubos deben mezclarse de manera invertida en
vortex durante varios segundos, hasta que no se vea rastro de micelio. Incubar 10
minutos en hielo.

4.- Anadir 300 ul de acetato de potasio 3 M, pH=4.8, mezclar bien por inversion
hasta que se pierda la viscosidad y se vea un precipitado blanco. Incubar 15
minutos en hielo. En el caso de Streptomyces, centrifugar a 13’000 rpm durante 10
minutos y pasar la fase acuosa a un tubo nuevo.

5.- Afnadir al tubo 400 ul de fenol/cloroformo, agitar 30 segundos en vértex y
centrifugar 2 minutos en la microfuga.

6.- Pasar la fase acuosa a otro tubo y afiadir 600 ul de etanol absoluto frio. Dejar
precipitando 5 minutos a temperatura ambiente.

7.- Centrifugar 10 minutos en la microfuga, retirar el sobrenadante con una punta y
dar un segundo pulso en la microfuga; eliminar todo el sobrenadante.

8.- Resuspender el pellet en 50 pl de TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM, pH=8).
Anadir 150 ul de acetato de sodio 4 M, pH=6. Mezclar bien e incubar una hora a -
20°C.

9.- Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio
y afnadir 200 ul de isopropanol, mezclar muy bien y precipitar 10 minutos en hielo.
10.- Centrifugar 10 minutos en la microfuga. Eliminar todo el sobrenadante.

Resuspender en 45 pl de TE, mezclar bien, dar un pulso en la microfuga y afiadir
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5ul de acetato de sodio 3 M pH=6 y 125ul de etanol frio. Precipitar 10 minutos en
hielo.
11.- Centrifugar 10 minutos en la microfuga y eliminar todo el sobrenadante.

12.-Secar el pellet y resuspenderlo en 20-25 pl de TE.

EXTRACCION CON FENOL/CLOROFORMO DE LIGACIONES DE DNA

1.- Agregar 100 ul de TE+o y 100 pl de Fenol-Cloroformo a la ligacion y mezclar en
vortex por 30 segundos.

2.- Centrifugar 5 minutos a maxima velocidad.

3.- Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y precipitar con 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3M y un volumen de isopropanol (agregar 1 yl de glucogeno si la
cantidad de DNA es escasa).

4.- Enfriar 2 horas a -20°C.

5.- Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad, eliminar el sobrenadante y agregar
1 mililitro de etanol 70%

6.- Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad, eliminar el sobrenadante y secar
muy bien en la campana de extraccion

7.- Resuspender en 5 pl de agua estéril.

TRANSFORMACION DE S. lividans POR PROTOPLASTOS

1.- Inocular 100 ul de una preparacion densa de esporas en 25 ml de medio YEME
suplementado con 125 ul de MgCl, 1My 1.25 ml de glicina al 10% e incubar a
30°C con agitacién de 36 a 40 horas en un matraz con resorte.

2.- Pasar el cultivo a un tubo de centrifuga, enjuagar el matraz con 10 ml de
sacarosa al10.3% y agregar esto ultimo al tubo. Mezclar y centrifugar a 3500
r.p.m. por 10 minutos y a 27°C.

3.- Resuspender el pellet en 20 ml de sacarosa 10.3% y centrifugar a 3500 r.p.m.
durante 10 minutos a 27°C. Repetir 2 veces y almacenar el pellet de micelio a -
20°C.

68



4.- Pesar 7.5 mg de lisozima y agregar 5 ml de Buffer P, disolver y filtrar a través
de un filtro Millipore de 0.45 um de poro. Agregar al micelio la solucién de lisozima
en buffer P. Mezclar e incubar a 30°C durante 1 hora con agitacion suave cada 15
minutos. Tomar muestra para observar al microscopio y asegurarse que los
protoplastos estén bien formados.

5.- Filtrar los protoplastos a través de algodon estéril y después agregar al filtro 5
ml de buffer P para lavar. Pasar el filtrado a un tubo con rosca y centrifugar a 3500
r.p.m., por 10 minutos a 27°C.

6.- Eliminar el sobrenadante y resuspender suavemente en la gota de buffer P que
haya quedado en el tubo. Agregar 3 pl de plasmido purificado (dependiendo de la
concentracion de plasmido). Inmediatamente agregar 0.6 ml de Polietilenglicol
(PEG1450) al 25% en buffer P con ayuda de una pipeta Pasteur y mezclar
subiendo y bajando los protoplastos de la pipeta dos o tres veces. Agregar 5 ml de
Buffer P y centrifugar a 3500 r.p.m. durante 10 minutos.

7.- Eliminar el sobrenadante y resuspender en 0.3 ml de buffer P.

8.- Hacer diluciones y poner 100 uyl en cada caja de medio R2 suplementado.
Posteriormente, agregar 2.5 ml de agar suave hipertonico a cada caja y procurar
que éste cubra toda la superficie. Incubar a 30°C durante 15-20 horas.

9.-Después de pasado el tiempo, agregar antibiotico (variable dependiendo del
plasmido) y dejar incubando a 30°C durante 1 semana o hasta que esporulen las
colonias.

Suplementacion de buffer P

1.- Agregar a 40 ml de buffer P: 100 ul de Trazas R5, 0.5 ml de fosfato
monobasico (KH,PO,) al 0.5%, 5 ml de CaCl,-2H,0 0.25M y 5 ml de Tris-Cl 0.25
M pH=7.2.

2.- Dejar reposar durante 30 minutos y después pasar por un filtro Millipore de

0.45 pm de poro.

Preparacion de Polietilenglicol (PEG)
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1.- Pesar 0.5 mg de PEG y disolverlo en 1.5 ml de buffer P previamente filtrado

TRANSFORMACION DE E. coli POR ELECTROPORACION

1.- Inocular 20 ml de medio YT2X sin magnesio con 0.1 ml de un precultivo de
toda la noche. Incubar a 37°C con agitacion constante hasta llegar a una densidad
optica de 0.6 a 600 nm (aproximadamente de 2-3 horas.)

2.- Centrifugar a 6000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.

3.- En hielo, decantar el sobrenadante y resuspender el pellet en 20 ml de glicerol
estéril frio al 10% y centrifugar a 6000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C. Repetir 2
veces.

4.- Eliminar el sobrenadante, dejando aproximadamente 100 pl para resuspender
suavemente el pellet.

5.- Tomar 50 ul del pellet resuspendido y agregar 1 ul de DNA plasmidico (5 ul si
es una ligacién), mezclar bien y colocarlo en una celdilla de electroporacion
mantenida en hielo. Dar un pulso en el electroporador de 1.8 kv.

6.- Pasar las células a 1ml de medio YT2X sin magnesio e incubar a 37°C por una
hora.

7.- Pasar a un tubo Eppendorf y centrifugar a 6000 r.p.m. durante 10 minutos.
Resuspender el pellet en medio YT2X sin magnesio y hacer diluciones.

8.- Inocular 0.1 ml de cada dilucién en cajas con medio LB + antibiéticos e incubar
a 37°C durante toda la noche.

9.- Tomar una colonia aislada y resuspenderla en 100 pl de medio YT2X.
10.-Poner un cultivo de 10 ml de medio YT2X + antibidticos inoculando con las
células resuspendidas e incubando a 37°C durante 8 horas. Realizar

minipreparaciones de plasmidos.

TRANSFORMACION DE S. venezuelae POR ELECTROPORACION

1.- Poner en un agitador rotatorio, a 250 r.p.m. por 16 horas y a 30°C, 30 pl de S.

venezuelae en 30 ml de YT2X.
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2.- Pasadas las 16 horas observar al microscopio para corroborar que no haya
esporulado, de no haber esporulado, cosecharlo por centrifugacion durante 5
minutos a 4°C y a 10,000 r.p.m. Posteriormente resuspender en 30 ml de glicerol
al 15% frio.

3.- De nuevo centrifugar y resuspender pero ahora en 15 ml de glicerol al 15% frio.

4.- Posteriormente suspender el micelio en 3 ml de glicerol al 15% que contenga
lisozima (100 ug/ml). Cabe destacar que en este paso se debe filtrar la lisozima a

través de una pequefia membrana millipore para que esté estéril.

5.- Incubar la suspensién a 37°C por 50 minutos. Revisarla constantemente hasta

que se vea traslucida y un poco viscosa.

6.-Pasados los 50 minutos lavar un par de ocasiones con 8 ml de glicerol al 15%

frio.

7. - Preparar un Buffer que contenga 30 gramos de PEG1000, 6.5 gramos de
sacarosa y 10 ml de glicerol y finalmente aforarlo a 100 ml con agua desionizada.

Suspender el pellet en 3 ml de este Buffer.

8.-Dividir lo obtenido en alicuotas de 70ul y colocarlas en tubos Eppendorf
perfectamente marcados e inmediatamente congelarlas en hielo seco previamente

triturado. Almacenar las alicuotas a -70 ° C.

9.-Tomar una de las alicuotas y descongelarla en un cuarto a temperatura

ambiente (pero manteniendo en hielo) y agregarle un 1 ul de plasmido.

10.- Colocar la mezcla anterior en una cubeta para electroporar y darle un pulso
eléctrico de 1.80 kV, es decir, el programa predeterminado como Ec1. De ser
necesario, realizar este procedimiento una vez mas, pero electroporar sin

plasmido (como nuestro control negativo).

11.-Diluir la mezcla anterior en .75 mL de YT2X'y ponerlo a incubar con agitacién

constante por 2 horas y media a 30°C.
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12.-Ya pasadas las 2 horas y media, plaquear en cajas de Petri con medio R2-S y

el antibiético necesario (50 pg/ml).

13.-Poner a incubar a 30°C entre 48 y 72 horas.

TRANSFORMACION POR CONJUGACION ENTRE E.coli Y S. lividans

1.- Hacer un precultivo de E. coli ET12567/pUZ8002 con el plasmido de interés en
3 ml de YT2X con 50 ug/ml del antibiético de interés, 25 ug/ml de cloranfenicol y
50 ug/ml de kanamicina e incubar a 37°C en agitacion constante durante toda la
noche.

2.- Inocular con el precultivo de E. coli un matraz con 20 ml de medio YT2X con
los mismos antibiéticos e incubar a 37°C con agitacion constante durante 6-7
horas hasta llegar a una densidad 6ptica de 0.6 a 600 nm.

3.- Centrifugar a 6000 r.p.m. durante 10 minutos a temperatura ambiente y
eliminar el sobrenadante.

4.- Resuspender el pellet en 20 ml de medio YT2X y centrifugar a 6000 r.p.m.
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Repetir 3 veces y resuspender en
300 pl de medio YT2X.

5.- Por otro lado, tomar 50 ul de una preparacion densa de esporas de S. lividans
en un tubo Eppendorf y centrifugar a 6000 r.p.m. durante 10 minutos.

6.- Resuspender el paquete de esporas en 100 pl de agua y volver a centrifugar
para eliminar residuos de glicerol.

7.- Resuspender las esporas en 100 yl de medio YT2X y dar un choque térmico a
50°C durante 10 minutos.

8.- En un tubo Eppendorf juntar las esporas de S. lividans con las células de E.
coli.

9.- Hacer diluciones, plaquear en cajas de Petri con medio MS + MgCl, 10 mM sin
antibiéticos e incubar a 30°C por 18-20 horas.

10.- Diluir en 5 ml de agua, 0.1 ml de una solucion de acido nalidixico 50 mg/ml y

0.1 ml del antibiotico de interés 50 mg/ml.
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11.- Inundar cada caja con 1ml de la dilucién previa, procurando que cubra toda la
superficie e incubar a 30°C hasta obtener colonias aisladas.

12.- Purificar las colonias exconjugantes de S. lividans mediante estrias en medio
sélido MS + el antibi6tico de interés (50 pg/ml) y acido nalidixico (50 pg/ml) para
eliminar las células de E. coli.

13.- Incubar a 30°C hasta obtener colonias aisladas.

14.- Tomar una colonia aislada, de preferencia bien esporulada, resuspenderla en
0.5 ml de agua y colocar 0.1 ml de esta suspension en cajas de medio MS +
extracto de levadura 0.1% + el antibiético de interés (50 pug/ml).

15.-Hacer confluentes e incubar a 30°C durante una semana para la obtencion de

esporas.

TRANSFORMACION POR CONJUGACION ENTRE E. coli Y S. venezuelae

1.- Hacer un precultivo de E. coli ET12567/pUZ8002 con el plasmido de interés en
3 ml de YT2X con 50 ug/ml del antibiético de interés, 25 ug/ml de cloranfenicol y
50 yg/ml de kanamicina e incubar a 37°C en agitacion constante durante toda la
noche.

2.- Poner un cultivo de S. venezuelae en 20 ml de YT2X con los antibiéticos de
interés (50 ug/ml) y dejar crecer por 15 horas.

3.- Inocular con el precultivo de E. coli un matraz con 20 ml de medio YT2X con
los mismos antibidticos e incubar a 37°C con agitacion constante durante 6-7
horas hasta llegar a una densidad optica de 0.6 a 600 nm.

4.- Centrifugar a 6000 r.p.m. durante 10 minutos a temperatura ambiente y
eliminar el sobrenadante.

5.- Resuspender el pellet en 20 ml de medio YT2X y centrifugar a 6000 r.p.m.
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Repetir 2 veces y en la tercera
centrifugacion resuspender junto con el cultivo de S. venezuelae.

6.- Eliminar el sobrenadante y resuspender en 500 ul de medio YT2X.

7.- Hacer diluciones, plaquear en cajas de Petri con medio R2-S + MgCl, 10 mM

sin antibiodticos e incubar a 30°C por 6 horas.
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8.- Diluir en 5 ml de agua, 0.1 ml de una solucion de acido nalidixico 50 mg/ml y
0.1 ml del antibidtico de interés 50 mg/ml.

10.- Inundar cada caja con 1ml de la dilucién previa, procurando que cubra toda la
superficie e incubar a 30°C hasta obtener colonias aisladas.

11.- Purificar las colonias exconjugantes de S. venezuelae mediante estrias en
medio solido R2-S + el antibidtico de interés (50 pg/ml) y acido nalidixico (50
pg/ml) para eliminar las células de E. coli.

12.- Incubar a 30°C hasta obtener colonias aisladas

13.- Tomar una colonia aislada (de preferencia bien esporulada) y resuspenderla
en 0.5 ml de agua, colocar 0.1 ml de esta suspension en cajas de medio R2-S + el
antibiético de interés (50 pg/ml).

14.-Hacer confluentes e incubar a 30°C durante una semana para la obtencion de

esporas.

OBTENCION DE PREPARACIONES DENSAS DE ESPORAS

1.- Inocular cajas de Petri en forma confluente en medio R2-S e incubar hasta
obtener esporulacion (verde claro)

2.-Agregar a cada caja 10 ml de agua estéril y con ayuda de un asa bacteriolégica
raspar la superficie para separar las esporas del micelio.

3.- Recuperar los 10 ml de agua y homogenizar el micelio para que se liberen las
esporas. Posteriormente, pasar a través de un filtro para esporas.

4.- Agregar 5 ml de agua al filtro para recuperar la mayor cantidad de esporas.

5.- Centrifugar el filtrado de esporas a 3500 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.

6.- Eliminar el sobrenadante y lavar una vez con 10 ml de agua estéril para
eliminar los restos del medio. Centrifugar a 3500 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C.
7.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el paquete de esporas en 1 ml de

glicerol al 20%. Colocar en viales pequefos y almacenar a -20°C.
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CRECIMIENTO DE ESPORAS DE Streptomyces lividans Y EXPRESION
DE PROTEINAS

Es necesario pregerminar las esporas antes de iniciar los cultivos.

1.- Tomar 500 pl de una preparacion densa de esporas en glicerol al 20% y
pasarlas a un tubo Eppendorf. Centrifugar a 6000 r.p.m. durante 10 minutos y
retirar el sobrenadante con una micropipeta.

2.- Anadir 500 ul de agua para eliminar todo el glicerol, mezclar y centrifugar a
6000 r.p.m. durante 10 minutos. Eliminar el sobrenadante y resuspender las
esporas en 0.1 ml de medio YT2X. Afadir la suspensién de esporas a un matraz
de 250-ml con 10 ml de medio YT2X. Incubar a 37°C durante 5-6 horas.

3.- Después de pasado el tiempo, observar una muestra al microscopio para
asegurar que hubo buena germinacion. Centrifugar todo el medio a 6000 r.p.m.
durante 10 minutos. Eliminar rapidamente el sobrenadante.

4.- Aidadir 10 ml de agua, resuspender el pellet y centrifugar a 6000 r.p.m. durante
10 minutos a temperatura ambiente.

5.- Resuspender el pellet en 10 ml de medio LB+sacarosa 25%. Pasar a un matraz
de 500 ml con 100 ml del mismo medio con los antibiéticos adecuados. Incubar a
30°C durante 16 horas con agitacion constante.

6.- Posterior a las 16 horas inducir la expresién mediante la adicion de 5 pg/ml de
tioestrepton. Incubar a 30°C hasta completar 36-40 horas con agitacion constante.
7.- Posteriormente, centrifugar todo el cultivo a 7500 r.p.m. durante 10 minutos a
10°C. Guardar muestra de sobrenadante para el aislamiento de proteinas, y el

micelio someterlo a fraccionamiento celular.

CRECIMIENTO DE ESPORAS DE Streptomyces venezuelae Y EXPRESION
DE PROTEINAS

1.- Tomar 500 yl de una preparacion densa de esporas en glicerol al 20% vy
colocarlas en 100 ml de medio YT2X con los antibioticos de interés.

2.-Poner a crecer en un matraz de 250 ml con agitacion constante a 30°C.
3.-Pasadas 4 horas, inducir la expresidon mediante la adicion de 10 ul de

tioestrepton. Poner a crecer por otras 12 horas.
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4.- Centrifugar todo el cultivo a 7500 r.p.m. durante 10 minutos a 10°C. Guardar
muestra de sobrenadante para el aislamiento de proteinas, y el micelio someterlo
a fraccionamiento celular.

FRACCIONAMIENTO CELULAR

1.- Centrifugar el cultivo a 7500 r.p.m. durante 10 minutos a 10°C. Lavar el pellet
de micelio con 100 ml de Tris 20mM pH=8. Dar 4 lavados.

2.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en el poco liquido que quede.
Congelar 30 minutos a -70°C y descongelar.

3.- Resuspender el pellet en 25 ml de buffer para sonicar. Sonicar las muestras
con 30 pulsos de 20 segundos cada uno. En el caso de S. venezuelae, 50 pulsos
de 20 segundos cada uno.

4.- Centrifugar el extracto a 7000 r.p.m. durante una hora a 4°C.

5.- Colectar el sobrenadante y pasarlo a un tubo para ultracentrifuga. Centrifugar a
33000 r.p.m. durante 1 hora a 4°C. Terminado el tiempo, colectar el sobrenadante
para determinar las proteinas del citoplasma.

6.- Lavar el pellet con 50 mM de NaCl (1.1 ml de NaCl 5 M, 109 ml de Tris 20 mM
pH=8) y volver a centrifugar a 33000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C.

7.- Resuspender el pellet en 100 pl de buffer para sonicar con ayuda de una
micropipeta y almacenar a -70°C para determinacion de proteinas de membrana.
8.- Cuantificar la cantidad de proteina en las diferentes fracciones por el método
de Bradford (Bradford, 1976).

PRECIPITACION DE PROTEINAS CON METANOL/CLOROFORMO
1.- En hielo, colocar 1 ml de muestra de sobrenadante en un tubo con tapa de
rosca. Agregar 4 ml de metanol, 1 ml de cloroformo y 3 ml de agua. Mezclar con
vortex después de cada adicién. Centrifugar a 3500 rpm durante 10 minutos a 4°C.
2.- Eliminar la fase superior cuidando no tocar la interfase. Posteriormente agregar

3 ml de metanol y mezclar con vértex.
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3.- Pasar 1.5 ml de la suspension a un tubo Eppendorf y centrifugar a 14000 r.p.m.
durante 10 minutos en la microfuga. Eliminar el sobrenadante cuidando de no
llevarse el pellet. Centrifugar todo en el mismo tubo.

4.- Eliminar el sobrenadante y dejar evaporar el metanol durante 10 minutos en la
campana de extraccion.

5.- Agregar al pellet 10 pl de buffer para proteinas 2X. Hervir por 5 minutos y
almacenar a -20°C.

Respetando las proporciones, se puede llevar a cabo el mismo procedimiento
precipitando 10 ml de sobrenadante o mas.

DETECCION DE PROTEINAS CON ANTICUERPOS (INMUNO-BLOT)

1.- Después de secar la membrana de PVDF en la cual se transfirieron
previamente las proteinas, remojarla con metanol y dejar secar nuevamente por 5
minutos.

2.- Bloquear la membrana con 10 ml de Buffer Tris-Salino (TBS —Tween 20 al
0.005%) + leche descremada 5% durante 12-16 horas a temperatura ambiente y
con agitacion constante.

3.- En un tubo de ensayo con 10 ml de TBS —Tween 20 al 0.005% + leche 5%,
agregar el anticuerpo primario a una dilucion 1:1000 e incubar la membrana
durante 12-16 horas a 4°C con agitacion constante.

4.- Tirar la solucién del anticuerpo primario y dar un lavado a la membrana con 10
ml de agua Milli-Q a temperatura ambiente. Dar dos lavados mas con TBS -
Tween 20 al 0.005% de 5 minutos cada uno.

5.- Incubar la membrana con 5 ml de anticuerpo secundario (anti IgG de conejo o
de raton) diluido 1:2000 en TBS-Tween 20 al 0.005% + leche 5% durante 2 horas
a temperatura ambiente.

6.- Realizar 3 lavados con 10 ml de TBS-Tween 20 al 0.005% durante 5 minutos.
Posteriormente revelar membrana con tincion de 3,3’-Diaminobenzidina o con el

kit de quimioluminiscencia de ROCHE.
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