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A partir de un banco genómlco de Streptomyces a/bus G en S. Jividans 1326 se aisló 
una clona llpoilllca, la cual lleva un plésmldo que tiene clonado un gen de llpasa extracelular 
-Jip- de s. atbus G. El plésmldo pB21, ullllzado como vector de clonación, proviene de un 
exper1mento de ca-integración de dos piásmldos muHlcopla. La naturaleza hibr1da de las 
funciones de replicación del plásmido pB21 parece no lnnulr sobre la actividad lipollilca 
detectada, aún cuando no se pudo observar la sobreproducción de la enzima. Se obtuvo la 
secuencia nucfeotfdica de un fragmento de ONA que contiene al gen lip nanqueado por otros 
dos man:os de lectura abiertos ·ORFs-. La secuencia amlnoacldlca COd/ficada por el gen de 
Upasa de S. a/bus G es significativamente homóloga a las secuencias de la Upase de 
Streptomyces sp. M11, y de la lipasa 1 de Moraxetla TA144. Dentro de la estructura pr1mar1a 
de la enzima se localizan las caracterfsticas propias de una lipasa extrace/ular. La carencia de 
estruduras reguladoras de la transcripción cercanas al gen lip presupone una transcrpción 
policistrónica. Los resultados del análisis de las supuestas proteínas codificadas por los dos 
ORFs localizados sugieren su probable participación en la expresión y secreción de la lipasa. 
Se Incluye la comparación de las tres lipasas homólogas en su composición aminoacídlca. 



INTRODUCCION 

Las baClerlas del género S/reptomyces (Waksman & Henrlcl, 1943) forman parte de la 

(Waksman & Henrtci, 1943) y del ortlen Ac11nomycetales 

(Buchanan, 1917). De acuertlo a tas secuencias de sus RNAs rlbosomates, asl como a ta 

estrudum de sus genomas y paredes celulares, se les ha clasificado en Ja subdiVislón de alto 

contenido de G+C de la rama de eubac1erlas Gram-posHivas (Woese, 1987). 

Estos microorganismos se desarroHan generalmente en el suelo bajo condiciones 

aerobias, nutriéndose de materia orgánica y, por ser cosmopolitas y muy numerosos, cumplen 

con una Importante parte del papel ecológico de reciclamiento de nutrientes. Sin dude, algo 

que los hace mlis familiares en la vida cotidiana es el hecho de que, Junio con algunas algas, 

son responsables del olor y del sabor a "tierra.húmeda" del suelo, de algunas verduras, del 

agua almacenada; Inclusive del pescado, de la carne. de la leche y de los huevos; esto último 

sólo si los peces, fas aves y el ganado tuvieron que ver con una sustancia volátil llamada 

geosmlna que es producida y liberada normalmente por estas baclerias (Goodfellow & 

Wllllams, 1983). 

Su ciclo de vkfa es interesante e incluye dos etapas, una rase vegetativa miceliar 

colonizadora y otra rase reproductiva de dispersión (Chater & Menick, 1979). Primero, a partir 

de una espora que germina, se desarrolla una intrincada red de hlfas ramificadas llamada 

mlcef/o; algunas de estas células cenocfticas penetran en el sustrato y otras pennanecen en la 

superficie incrementando el tamallo de la colonia. Mediante la secreción de enzimas 

hldrolftlcas, la bacteria degrada y vuelve asimilables los nutrientes de su entamo. La 

lmposlbllldad que orrece este estado para la dispersión de la especie se ve anulada por la 

capacidad de dlrerenclaclón moñofislológlca tlpica del grupo de los estreptomicetos (Chater & 

Memci<, 1979). A lo largo de este complejo proceso, el micelio muestra una amplia lisis 

(Wíldennuth, 1970), quizá relacionada con el suministro de su contenido en forma de 

nutrientes para el desarrollo y la turgencia de les hifas aéreas que empiezan a aparecer 

entonces (Brana el al .. 1982; Méndez et al., 1985). En estas últimas, eventualmente se 

nevará e cabo una metamorfosis que origina cadenas de esporas (Wi/derrnuth & Hopwood, 

1970); pero antes de que esto suceda, se toman blancas e hidrofóblcas, Juego se enrollan 

sobre si y se septan e lo largo, dando lugar e compartimentos celulares con un solo 

cromosoma, Jos cuales cambian de una forma cilfndrica a una elipsoidal, se rodean de una 

pared gruesa11risácea, y acaban por conronnar las esporas maduras (Chater et al .. 1991). 



Puede decirse que las hilas aéreas llenen dos tipos de organización celular o "tejidos': 

qUe 'Porta múltiples nucleoldes y resulta de la reutilización de los materiales provenientes 

del cuerpo vegelatlvo Usado, y las hileras de compartimentos monocromosomales localizados 

en la punla de las hlras (Brana et al., 1986; Wildermuth, 1970). A través de sus esporas 

resistentes a largos periodos de desecación (Hopwood, 1988), este microorganismo llega a 

dispersarse por medio de la lluvfa, el viento. las corrientes de agua y Jos artrópodos. 

Respecto a lo que sucede durante la diferenciación celular, se conocen varios 

elementos reguladores como son: Factores sigma, tRNAs, diversas tipos de promotores y 

factores de dírerenciaclón -Hreromonas bacterianas"- (Chater, 1989). que en conjunto se 

encuentran implicados en fa "cascada" de la expresión de genes durante el ciclo de vida de 

Streptomyces. 

La importancia y el inlerés que cientfficos e Industriales han puesto en los 

estreptomlcetos, radica principalmente en dos momentos de su c/cio blológ!co: En el momento 

en que se procuran los nutrientes requeridos ·esto es, cuando secretan las proteínas 

hidrolíticas-, y durante el periodo en que podrían ser más vulnerables y no lo son ·es decir, 

cuando su micello vegetativo se lisa y, de manera sincronizada, producen la más amplia gama 

de antibióllcos de origen bacteriano que se conoce y que, en base a una presión selectiva a Jo 

largo de su evolución, podrla estar protegiéndoles de posibles Invasiones de otros 

mfcroorganlsmos (Chalar, 1984)·. Así pues, durante la tran5/ción del micelio postrado al 

aéreo, los Streptomyces muestran su capacidad para producir antibióticos y otros metabolitos 

secundarios (Chater, 1984) muy importantes a nivel industrial. Es un hecho que hay una 

correlación temporal y una interelación en el control genético entre la formación de las hlfas 

aéreas y la producción de antibióticos (Hopwood, 1988). 

Dentro del marco de la ciencia básica, la producción de antibióticos y la resistencia a 

ellos por parte de los estreptomlcetos, está dando más infonnación acerca del origen y la 

evolución de esta clase de genes y su distribución hipotética entre otros microorganismos 

(Baumberg et al., 1991) 

Par otro lado, fa manera eficiente en que las especies de Streplamyces sintetizan y 

exportan numerosas proteínas hidrollllcas. aunado a los recientes avances respecto a su 

biología molecular, les ha convertido en buenos candidatos a ser hospederos durante la 

producción de productos heterólogos (Baumberg et al .. 1991), es decir, aquellas compuestos 

orgánicos que los microorganismos no sintetizan de manera natural, sino a través de la 

lngenleria genética. 
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Los requerimientos necesarios para utilizar a Streptomyces como hospedero se 

establecen en el trabajo de Okanishl et al., 1963: Se deben tener implementados métodos 

simples para Ja extracción de plltsmidos; para eliminar plésmidos responsables de Ja 

incompatibilidad de vec1ores; para fa transformación y regeneraciór. eficiente de proloplastos; 

el microorganismo debe carecer o tener muy baja actividad extracelutar de DNasa y proteasa, 

asf como muy poca actividad de endonucteasas de restricción; además, debe ser sensible a 

varios antibfóticos, no ser patógeno ni sobrevivir en el lracto digestivo humano: debe esporular 

bien en medio sóf/do y, por último su viabilidad debe ser baja en el suelo bajo condiciones 

naturales. 

Más de un estreptomiceto cumple con esta lista de requisitos, pero sin duda, 

Streptomyces lividans (Hopwood et al., 1983) es el más usado de ellos en la clonación de 

enzimas eX1racelulares tenlo homólogas como heterófogas de Interés académico e industrial. 

Se ha puesto interés en la implementación de métodos eficientes para transformar, 

transfectar y regenerar protoptastos de varias especies de Slreptomyces (Bibb el al., 1978; 

Hopwood et el., 1985; Okanishi et al., 1974; Shirahama et al., 1981; Suarez & Chater, 1960a). 

los vectores de clonación derivados de tos plásmldos SLP!.2, SCP2• (lydiate et al., 1985) y 

plJ101 (Chater et al., 1982; Kieser et al., 1962) fueron utilizados en casi todos los trabajos 

pioneros de clonación de genes (Hopwood et al., 1968). Hoy dla, se cuenta con un gran 

número de veciores de clonación (Chater et al., 1982; Hopwood & Chater, 1982; Hopwood et 

al .. 1985; Thompson et al., 1982); por ejemplo, plásmldos de bajo y atto número de coplas 

(Htronouchl ef al., 1987; Hopwood et al., 1986; Kleser et al., 1982; lydiate el al., 1985), 

plésmldos de estrecho o de amplio rango de hospederos, vectores funcionafes en E.coli y en 

Slreptomyces (Chambers & Hunter, 1984; Kuhstoss et al., 1991; Larson & Hershberger, 1984; 

Rao et al., 1987; suarez & Chater. 1960b), vectores derivados de fagos atenuados (Hanis et 

al., 1983; lsogal et al., 1981; Rodiclo et al., 1985). y, seguramente, un gran número de vectores 

desconocidos por la comunidad clentmca pero usados en la industria biotecnológica. La 

Investigación acerca de la estabilidad estructural y segregacional de vectores plasmidlcos 

(Kendall & Cullum, 1988; Lee el al., 1986; Plgac et al., 1988) ha sido de gran valor al respecto. 

Un aspecto que conviene comentar es el ano contenido de G+C presente en el DNA de 

estas bacterias. No parece clara la forma en que llegó a evolucionar la preferencia en el uso 

de codones con G o con e en la primera y tercera posición, lo cual resulla en un ONA con una 

composición de bases sesgada, cercana al lfrnite teórico para codificar la estruciura de 

prolefnas convencionales (Blbb et al., 1984). Pero, argo que se empieza a conocer es que el 

hecho de tener un contenido promedio general de 73% molar de G+C en el cromosoma, podrla 

brindarte ventajas selectivas al microorganismo. 



Por ejemplo, se menciona que de esta forma se estaña seleccionando un aumento en 

Ja estabilidad termodinámica del DNA al reducir.;e los efectos letales y mutagénicos de la 

radiación UV (Slnger & Ames, 1970), también se podña explicar que al generarse una 

mutación de conimien1o en el marco de lectura, las consecuencias serían ambiguas, pero 

diflcllmente se podñan crear nuevos codonesde terminación (Wright & Bibb, 1992). 

Dentro de las caracterfstícas genéticas de los Streptomyces se tienen, por un lado, 

numerosos elementos extracromosomales como son; Bacteriófagos virulentos (Toyama et al., 

1983) y atenuados (Chater & Carter, 1979; Klaus et al., !981a, 1981b, 1982; Lomovskaya et 

a/., 1960; Nakano et si., 1981; Suarez et al., 1984), plésmldos profagos (Chung, 1002), 

transposones (Chater et a/., 1985; Chung, 1987; Hetfron et si., 1979; Lydiate el al., 1986; 

Olson & Chung, 1968), pllismidos lineales (Hlrochika & Sakaguchl, 1982; Hirochlka et al., 
1984; Kinashl et si., t987; Kinashi & Shimaji, 1987) y otros más que esperan un nombre; y 

junto a ellos estén los diferentes mecanismos de reordenación genómlca observadas en 

algunas especies: Oeleciones y/o amplificaciones de enormes can1idades de DNA que pueden 

ocul'Tir sin atedar la viabilidad de los orgamismos bajo condiciones de labaratorfo 

(Allenbuchner & Cullum, 1985; Oyson & Schrempf, 1987; Schrempf, 1983). 

ACERCA DE LAS LIPASAS 

Una gran variedad de bacterias, levaduras y hongos producen lipasas (Sztajer et al., 

1988) -lriacllglicerol acilhldrolasas, EC 3.1.1.3-, las cuales catalizan la hidrólisis de enlaces 

éster de triacllgllceroles, produciendo ácidos grasos libres, di y mono acllgllcerofes, y glicerol 

(Macrae & Hammond, 1985). Estas enzimas actúan en fa inteñase aceite-agua de les mlcclas 

lipldlcas, lo cual las hace diferentes de fas esterasas (Verger, 1980) . La especificidad de las 

lipasas varfa grandemente de acuerdo a la estructura y composición del sustrato micelar 

(Jensen et al.. 1983), por lo que potencialmente se dispone de numerosas aplicaciones 

industriales como son: Enzimas modíficadoras de sabores, aditivos de detergentes y 

catalizadores eslereoespeclficos (Haiwood, 1989). Las llpasas microbianas reciben en la 

actualidad una atención considerable debido a sus aplicaciones en blotecnologla (Bj6rkllng et 

al., 1991). ES1e Interés radica no sólo en su capacidad para hldrollzar enlaces éster, trans

esterificar grasas y aceites, y resolver mezclas racémlcas, sino también, en su participación en 

la slntesls de ésleres y enlaces peptldlcos (Macrae & Hammond, 1985; HalWOod, 1989). 
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Las enzimas llpollticas a nivel lndustrtal se producen a partir de Pseudomonas fragf, 

Alcaligenes sp., Chromobacterium viscosum, Rhizopus delemar, Aspergil/us niger y Candida 

cytindracea. Sin embargo, Sztajer el al. (1988) encantaron que la actividad lipolltica de ciertas 

cepas de Stre1'omyces es muy alta. A pesar de esto, se tiene poca información sobre la 

degradación de llpidos por cepas de estreptomlcetos. 

Se ha propuesto un modelo que explica la actividad enzlmélica de las lipasas; éste 

senala un sitio adlvo de Serine y la formación de un intermediario acil-enzima, similar al que 

se presenta en las serin-proteasas (Burdette & Quinn, 1986; Chapus et al., 1988). En apoyo al 

modelo, los trabajos de Brady el al. (1990) y de Winkler el al. (1990), muestran que en la 

estructura tridimensional de dos Jipasas existe un centro catalftico compuesto por la llamada 

tema serin-pmteasa -G-X1-s.x2-G-. Además, a través de los resultados de Davis el al. (1990) 

queda demostrado que el residuo de Serina es importante para la actividad catalítica de una 

lipasa hepática. 

A le fecha se han donado en plásmidos varios genes de lipasa provenientes de 

bacterias, de hongos filamentosos y de mamfferos. Es de esperar que las llpasas producidas 

por estreptomlcetos aumenten la lista de enzimas con nuevas caracterfstlcas: pero para poder 

manipular1as es necesario conocer los mecanismos involucrados en la regulación de la slntesls 

de las llpasas de estos microorganismos. 

Asl, por medio de esta tesis se ha querido generar infonnaclón nueva sobre lipasas 

extracelulares de Streptomyces, que pueda ser analizada por medio del método de la 

combinatoria, es decir, mediante la comparación de los datos y de las observaciones 

precedentes. 

Por úlllmo, considero que debemos estar preparados y preparar a nuestra sociedad 

para que los futuros alcances de la ingeniería genética no queden en manos de unas cuantas 

personas, de otra forma, podria ocumr algo semejante a lo de la energla atómica que por estar 

en manos de una pequena minarla llegó a destruir dos ciudades y más. 
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Clonar y expresar un gen de llpasa ª"'"'""'"'"' de,:;stn1ptcmyce'', a,fbu• 
Streptomyces lividans 1326 para caractertzarto. 

Verificar la utllldad de un plásmldo con ortgen de repllcación hlbrido que se empleó 
como vector de clonación. 
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MATERIAL Y METODOS 

OBTENCION Y ALMACENAMIENTO OE ESPORAS DE CEPAS DE 
(Hop.yood et si., 1985) 

El almacenamiento correcto de esporas garantiza la conservación de las cepas de 

Súeptomyces; por lel mollvo, es neceserto propiciar la esporuleclón abundante del micelio de 

las cepas de Interés. 

1.- Se tomaron las esporas de una colonia aislada y bien esporulada de la cepa de interés 

con un asa de siembra, y se res diluyó en 0.5 mi de ague aeslonlzada-esterillzada. Se agitó 

con vórtex y se colocó 0.1 mi por ceje de medio R5 -el medio R5 llevaba lloestreplona 50 

µg/ml cuando le cepa contenla alguno de los piásmldos con los que se lrabajó, con el objeto 

de seleccionar e las bacterias que llevaban los replicones-. Se dispersó el inóculo con una 

varilla de vkfrfo esterilizada con el fin de tener un crecimiento en forma de confluente. Las 

cajas se Incubaron a 29"C hasta que el micelio esporuló. 

2.- Se vlrtleron 10 mi de ague deslonlzeda-estertllzada sobre el micelio esporulado y se raspó 

con un asa pera despegar las esporas. 

3.- Se secó el liquido con une plpele y se le filtró por algodón. Se centrtfugó el filtrado 5 mln 

e 3,500 rpm. 

4.- Se descartó el sobrenedente y le pastilla de esporas se resuspendló en 1 mi de glicerol el 

20%. 

5.- Las esporas se guardaron en viales debidamente etiquetados a -200.C. 

EXTRACCION DE DNA CROMOSOMAL 

Este procedimiento Involucra ta lisis del mlcello bacteriano crecido en medio líquido, 

mediante el tratamiento con l/sozlma, seguido por el uso de un detergente y las diversas 

manipulaciones sucesivas que comienzan con una desproteinlzación con FenoUClorofonno Es 

Importante que se tenga mucho cuidado en este método, ya que es indispensable contar con 

un ONA cromosomal lo més puro y entero posible. 

1.- Se Inocularon esporas de s. a/bus G y de Streptomyces sp. M11 en matraces de 1000 mi 

que contenJan medio TSB y medio TSB con Glicina al 0.5% -para hacer más sensible la pared 

celular e la lisozlma·, respectivamente, en una relación de volumen 1:10. Los lnóculos se 

crecieron con agtteclón e 300C durante 2 dles. 



2.· Se cosechó el cultlvo por cenlrilugación en bolellas de 250 mi duranle 5 mln a 5,000 rpm. 

3,,;, Se lavó el micelio 2 veces con una solución de sacarosa al 10.3%, centrifugando cada vez 

5 mina 5,000 rpm. 

4.· El micello se resuspendló en 50 mi de buffer P e<>n lisozlma a una e<>ncentración de 0.2 

mg/ml para el caso de S. a/busG y de 2.0 mg/ml para el micelio de Streptomycessp. M11. Se 

Incubó a 37°C hasta que se observó la formación de pmtoplastos al microscopio. 

s .• los protoplastos se filtraron a través de algodón y se fes centrifugó 10 mln a 3,000 rpm. 

6.· Se desechó el sobrenadanle, se resuspendló la pastilla de protoplastos y se agregaron 30 

mi de buffer P. Se centrifugó nuevamente 10 mina 3,000 rpm. 

1.· Se tiró la rase liquida y se resuspendieron los protoplastos en 10 mi de buffer P. Se 

anadleron 200 µI de EDTA·Na 0.5M pH 8. 

B.· Se adicionó 1 mi de SOS al 20% agttando suavemente e<>n una pipeta. De Inmediato se 

agregaron 1 O mi de Fenal y 1.5 mi de NaCI 5M. Se mezcló invirtiendo las botellas e<>n 

suavidad durante 20 min. 

9.- La mezcla se transfirió a un 1ubo de 50 mi y se cenlrilugó 10 mio a 5,000 rpm. 

10.· Se pasó la fase superior a otro tubo y se agregó un volumen de Clorofonno. Se mezcló 

con cuidado durante 10 min y se centrifugó 10 mina 5,000 rpm. 

11.· El sobrenadante se transfirió a un vaso esterilizado y se agregó un volumen de 

lsopropanol de fonna tal que se tuvieran 2 fases. Con un tubo de vidria se fonnó un ovillo de 

DNA, el cual se resuspendló en el menor volumen posible de buffer TE. 

12.· Se agregó RNasa a una e<>ncenlración final de 20 µgJml. Se Incubó 1 ha 37"C. 

13.· Se agregó Pronasa a una e<>ncentración final de 100 µg/ml. Se adicionó NaCI y SOS a 

concentraciones finales de 100mM y 0.'4%, respectivamente. Se Incubó 1 ha 3'79C. 

14.· Se repitió desde el paso No. 8, a partir de la adición de Fenal hasta el paso No. 11. 

15.· Se cuantificó el DNA eximido por absorbencia de luz UV a 280 nm. 

SEPARACION DE FRAGMENTOS OE DNA CROMOSOMAL PARCIALMENTE DIGERIDO 
EN GRADIENTE DE SACAROSA (Hopwood el a/., 1985) 

La intención es generar fragmentos del genoma de S. albus G. de una longitud un 

tanto mayor a la que se espera para el gen de lipasa, a través de digestiones parciales con una 

enzima de restricción que corta el ONA de estreptomicetos a todo Jo largo y de manera 

azarosa. El gradiente de Sacarosa elimina los fragmentos pequei1os de DNA y pennlte 

trabajar únicamente con los del tamaño deseado. 

1.- Se cortó DNA cromosoma! de s. elbus G completamente al azar mediante digestiones 

parciales de diferente duración con la endonucleasa de restricción Sau3A. La reacción en 

cada tiempo considerado se lnactivó calentando 15 mln a 65°C. 



/2) . Muestras de las alícuotas correspondientes a Jos progresivos penados de digestión se 

conieron y se examinaron con luz UV de transllumlnador en geles de Agarosa/buffer TBE al 

0.6% lenldos con Bromuro de Elldio 3 µgJml . 

3.- Se escogieron /as alícuotas en las que se observó mayor cantidad de rragmentos de ONA 

con 10 a 20 Kb de longitud. 

4.- Se hizo un gradiente de sacarosa -del 10 al 40% en buffer TEN- ~n las alícuotas 

escogidas, cenlrifugando a 35,000 rpm en un rolar SW40 TI durante 16 ha t7°C. 

5.- Con mucho cuidado se pasaron fraeciones de 400 µI a tubos Eppendorf y se corrieron 

lentamente muestras de 5 µ1 de algunas de el/as por electroforesis en geles de Agarosa/buffer. 

TBE al 0.5%. 

6.- Se seleccionaron las fracciones como en el paso No. 3 y a éstas se les diluyó adiclona~do 

200 µI de buffer TE. 

7.- Se precipitó con IRNA 20 µgJml y un volumen de Jsopropanol, dejando 15 mln.a 

lemperalura ambiente, luego se centrifugó 5 mln a 14,000 rpm en una mlcrofuga. 

B.- Se deseclló el sobrenadante y se resuspendló cada pastllla en 50 µ1 de buffer TE. Todas 

las soluciones se juntaron en un tubo. 

9.- Se volvió a precipitar con 2 µI de NaCI SM y 125 µI de Etanol absoluto 15 mln a 

temperatura ambiente. Se centrifugó 10 mln a 14,000 rpm. 

10.- Se resuspendió en el volumen adecuado de buffer TE. 

PURJFICACJON DE DNA PLASMIDJCO 

En Jos experimentos de clonacfón y subcionación de Insertos de DNA siempre se 

utlllzaron plésmldos mullicopla. Pueden aislarse grandes canlidades de DNA lraba)ando con 

este Upo de replicones, por medio de lisis alcalina. Asimismo, al tener fragmentos de DNA 

clonados en ello número de coplas es posible inducfr una a/la actividad especifica de las 

enzimas que lleven codificadas, permitiéndose asf el reconocimlenlo de las clonas y el estudio 

de los productos génicos de una manera más sencilla (Chalar et al., 1982). Para seleccionar 

las bacterias que llevan los plásmldos recombinantvs es necesario adicionar el antibiótico 

correspondiente al que son reslstenles los clonas transformantes. 

1.- Se Inocularon matraces de 1000 mi. cada uno con 200 mi de medio LB con 34% de 

sacarosa -para hacer crecer el micelio de manera dispersa- y Uoestreptona 50 µglml, con una 

preparación densa de esporas. Este cultivo se creció de 2 a 3 dlas con agitación a 30°C, 

cuidando que no hubiera mucho crecimiento en las paredes de los matraces. Para purificar 

plasmidos de E. coli, se creció un Pie de cuHlvo de las clonas -en 2 mi de medio YT2x 
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C: <,jC.1rt,.;1nl~llfna 200 ,;g/ml-, para lnocuiar 25 mi del mismo medio+ anllblótlco, continuándo 

la Incubación duranle 5 h. Luego, se siguió el mismo procedlmlenlo pera . hacer 

"mlnlpréps•. 

2.- lle centrifugó el micelio en bolellas de 250 mi durante 10 mln a 5,000 rpm. se lavó el 

cultivo con 100 mi de buffer TE 25mM, centrifugando 10 mln a 5,000 rpm. 

3.- A le pastilla de micelio de cada botella se le anedleron 20 mi de buffer TE 25mM con 

Usozlma 2 mg/ml. Se resuspendió y se Incubó a 37°C hasta que se observó un aumento 

sJgnificativo en la viscosidad, asr como la disminución del tamafto de los gránulos mlceliares 

4.- A cada bolella se le anadieron 40 mi de una solución fresca de NaOH 0.2N, SOS al 1%. 

Se mezcló Invirtiendo las botellas répidamenle 3 ó 4 veces. Se pasaron las botellas a hielo 

duranle 1 O mln. 

5.- A cada bolella se le adicionaron 30 mi de Acetato de Potasio 3M pH 4.8. Se mezcló Igual 

que en el paso 4. Se dejaron las botellas 30 min en hielo y luego se cenlrifugó 30 mln a 5,000 

rpm. 

6.- Se pasó el sobrenadante con cuidado a un vaso esterilizado de -400 mi y se le hizo pasar 

por un filtro de poro amplio. 

7 .- El volumen fiHrado se dividió en dos botellas y a cada una se le ai1adió un volumen tgual 

de PEG-6000 al 30%. Se mezcló y se incubó a 4°C durante 2 h como mfnimo. 

8.- Se centrifugó 30 min a 5,000 rpm. Se descartó el sobrenadante, se centrifugó 

nuevamente para bajar y, después extraer los restos de sobrenadante con ayuda de une 

mlcroplpeta. 

9.- Se resuspendió la pastilla de micelio de cada botella en 5 mi de buffer TE. Se pasaron los 

10 mi a un tubo de 50 mi. Se anadieron o.5 mi de NaCI 5M y 20 mi de Etanol absoluto. Se 

dejó 1 h a -2oºc. 

10.- Se centrifugó 10 mina 10,000 rpm. Se eliminó el sobrenadante, se dio un pulso de 30 

seg en la centrifuga y se sacó todo el líquido can una micropipeta. 

11.- Se resuspendió en 10 mi de buffer TE y se aHadieron 10 mi de RNAsa 10 µg/ml. Se 

Incubó 45 mln a 37°C. 

12.- se anadleron 10 mi de una solución de Fenol/Clorofonno 1:1, se mezcló durante 2mln y 

se centrifugó 10 mln a 10,000 rpm. 

13.- Se pasó la fase acuosa a airo tubo y se precipitó con 0.5 mi de NaCI 5M y 20 mi de 

Etanol absoluto. Se incubó a -2ooc durante 1 h. 

14.- Se centrifugó 10 mina 10,000 rpm y se sacó todo el liquido como en el paso. 

15.- Se secó la pastilla completamente con aire filtrndo. 

16.- Se resuspendló en 1 ó 2 mi de buffer TE. En un gel de Agarosatbuffer TBE se corrió una 

allcuota, se tlnó con Bromuro de Etldlo 3 µg/ml y se observó en un transiluminador con luz UV. 
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pennite cumplir con tales requisitos. 

1.- En un tubo de 50 mi se pesaron 4.500 g de CsCI, luego se le agregaron 300 µI de una 

solución de Bromuro de Etldio 1 O mg/ml. 

2.- El DNA se resuspendló en 4.2 mi de buffer TE. Se pasó el volumen exaclo al tubo con el 

CsCI y el Bromuro de Et/dio. 

3.- Con una pipeta Pas1eur se transfirtó la solución a un tubo de gradiente. Se equlllbtó y se 

le selló con calor. 

4.- Se ultracentrlfugó en un rotor NVT90 con un programa secuencial de 90,000 a 80,000 rpm 

de 3 h de duración y a 20'0. 

5.- Se picó el tubo en la parte superior, y con jertnga se rescató la banda correspondiente al 

plásmido Circular superenrollado. 

6.- Se quitó la aguja y sa descargó el contenido de la jeringa en un tubo Eppendorf. 

7.- Se agregó un volumen de lsopropanol saturado con NaCI 5M, se mezcló bien y se rescató 

la fase Inferior Incolora, pasandola a otro tubo Eppendorf. Es1o se repitió de 2 a 3 veces hasta 

que desapareció el color rosado de la solución. 

8.- Se ediclonaron 2 volúmenes de H20 es1ertllzeda y 6 volúmenes de Etanol absoluto frío. 

Se dejó precipitando por lo menos 1 h a -20'C. 

9.- Se centrifugó 10 mln a 14,000 rpm y se succionó el sobrenadante. 

10.- Se resuspendió en 100 µI de buffer TE. 

11.· Se agregó un volumen de Fenof/Cloroformo 1 :1, se agitó manualmente con fuerza y se 

centrifugó 5 mln a 14,000 rpm. 

12.- Se transfirió el sobrenadante a otro tubo, se le agregó 1/25 de volumen de NaCI y un 

volumen de Etanol absoluto. Se precipitó a -20'C. 

13.- Se centrifugó 1 O min a 14,000 rpm, se resuspendió la pas1illa en buffer TE y se precipitó 

nuevamente como en el paso anterior. 

14.- Después de formar el precipitado por centrifugación, se le resuspendló en el volumen 

pertinente de buffer TE. 
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,enZlmas dé· restricción en geles de Agarosa/buffer TBE. 

, á~sc)ít>anCia en un espectrofotómetro con luz W a 260 nm . 

.. PREPARACION y TRANSFORMACION DE PROTOPLASTOS DE s. llvldans 1326 
(Hopwood el al., 1985) 

En este trabajo se utilizó S. livídans 1326 como hospedero en la clonación y expresión 

-del gen de lipasa, porque fas técnicas y los vectores de clonación de este microorganismo ya 

se han optimizado (Cheter et al., 1982). Se tiene entonces un hospedero que crece y esporula 

bien en medio sólido; que crece sin esporular en medio lfquido; que se puede convertir 

fácilmente a protoplastos, los cuales se pueden regenerar de manera efectiva, una vez que 

han sido transformados; que no presenta algún replicón conocido que pudiera Interferir con la 

replicación o con el análisis de plásmidos usados como vectores de clonación; y que no 

muestra una restricción evidente del ONA Introducido, procedente de diversas cepas 

donadoras (Chalar el al., 1982). Por otro lado, una forma práctica de introducir DNA en 

estreptomicetos es mediante el tratamiento de protoplastos con DNA en presencia de Calcio y 

PEG (Chater et al., 1982). 

1.· Se crecieron lnóculos densos de esporas de S. /ívidans 1326 en 25 mi de medio VEME + 
MgCl2·8 H2o 50mM + Glicina al 0.5% ·para hacer más sensible la pared celular a la llsozima 

que se utiliza más adelante-, en matraces de 250 mi agitados durante un periodo de 38 a 40 h 

a30°C. 

2.- Se cosechó el micelio por centrifugación: 3,500 rpm durante 10 mln a 4"C, en tubos de 50 

mi. 

3.- Se descartó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 10 mi de solución de Sacarosa 

al 10.3%. Se centrifugó en las mismas condiciones del paso anterior. 

4.- Se reuspendió nuevamente en 10 mi de Sacarosa al 10.3%. De acuerdo al tamal'\o de la 

pastilla, el micelio levado se dividió hasta en 4 alicuotas en "tubos para protoplastos•. Los 

lotes de tubos con mlcelio se guardaron a -200C para su uso en la transformación de 

protoplastos. 

5.- Para transformar protoplastos se descongeló el micelio, resuspendléndolo en 4 mi de una 

solución filtrada de buffer P con lisozlma 1 mg/ml. Se Incubó de 30 a 60 mln a 30°C. A lo 

laryo de este periodo, constantemente se hizo subir y bajar el micelio por una pipeta, además 

se observaron muestras al microscopio para verificar la presencia de los protoplastos. 

6.- se agregaron 5 mi de buffer P ar tubo y se filtró a través de un filtro de algodón. 
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7.- El volumen filtrado se cenlrilugó 10 mina 3,500 rpm. 

B.- Se llró la fase liquida, culdadosamenle se resuspendleron los prolop'lastos ·cor1 · lcis 

residuos liquides y se agregaron 1 O mi do buffer P. 

9.- Se cenlrifugó 10 mln a 3,500 rpm. Se desechó el sobrenadante y se resuspendió 

restos de buffer. 

10.- Se agregó la solución de DNA y de Inmediato se adicionó 0.5 mi de PEG-1000 diluido en 

buffer P al 25%. Se mezcló pipeteando. 

11.- se anadieron 5 mi de buffer P y se centrifugó 10 mina 3,500 rpm. 

12.· Se descartó el sobrenadante y se resuspendió en 1 mi de buffer P 

13.- Se plateó 0.1 mi por caja de medio R2YE seco. Encima se vlrtleron 2.5 mi de Agar 

suave para protoplestos, fundido y enfriado a 37ºC. Moviendo la fase liquide se dispersaron 

los protoplastos por toda la superficie. 

14.- Se Incubó a 29'C. A las 18 h, una vez regenerados los protoplastos, se agregó 1 mi de 

tloestreptone 200 µ.g/ml para seleccionar colonias transformantes. 

Nota: Los "tubos para protoplastos• y todo el maler1al de cr1staler1a ulllizado debe estar 
perfedamente bien enjuagado pera evttar la presencia de cualquier tipa de detergente. 
Es recomendable probar el micelio de uno de los tubos del lote, usando plésmldo 
funcional, para conocer su eficiencia de transfomrnción antes de utlllzar1o en un 
experimento de clonación. 

BANCO DE GENES DE s. a/bus Gen s. /ividans 1326 

La estrategia de clonación utillzada recibe el nombre técnico de •shotgun cloning• y 

requiere del uso de un plésmido multlcople como vector de clonación, para aislar algún gen 

que pueda ser fácilmente seleccionado de un banco genómico. En este caso, el ensayo para 

observar actividad llpolltlca (Pérez el al., 1993), simplifica la detección de las clonas 

transfonnantes buscadas. Obviamente, mientras mayor sea el banco genómico, mayor será la 

probabllldad de tener representada toda la información genética, en fragmentos desordenados 

de DNA. 

1.- Se llneallzó el plésmldo pB21 de 6.2 Kb, cortando en el sitio de restricción único BamHI 

localizado en el polienlazador ·Véase la Fig. 1·. 

2.- Pare prevenir une recirculerización del vector e Incrementar le proporción de fragmentos 

de DNA clonados en las subsecuentes transformantes, el vedar se trató con fosfatasa alcalina 

de Intestino de ternera. La correcta hidrólisis de tos grupos 5' fosfato se verificó al obseivar 

que el plésmldo no se religaba al ser tratado con llgasa T4. 
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3.' Los fragmentos de DNA de 1 O a 20 Kb provenientes del genoma de S. a/bus G digerido 

parcialmente con Sau3A y separados en gradiente de Sacarosa, se incluyeron junto con el 

ptésmldo p821 defosforilado en una mezcla de ligación -Jos extremos cohesivos generados 

por la enzima Sau3A pueden ligarse con los extremos que deja la enzima BamHI·, 

considerando una proporción de concentraciones 5:1 insertos-vector y una concentración total 

de 30 µg de DNA/ml. Se tomó una allcuota antes de agregar Ja ligase T4 y se Je puso a -20-C. 

La reacción se dejó 2 dfas a temperatura ambiente. 

4.- Se colTió una alícuota de la mezcla de reacción el lado de la que fue tomada antes de 

adicionar la enzima con el objeto de apreciar la cantidad de rragmentos clonados en el 

plésmldo. 

5.- Con esta mezcla de ligación se transfonnaron protoplastos de S. lividans 1326, 

seleccionando resistencia a tioestreptona. 

6.- Con un asa de siembra se cosecharon las esporas de algunas donas transformantes para 

inocular1es a manera de sectores en cajas de medio RS + tioestreptona 50 µglml. 

7.- Con las esporas de ros sectores se hicieron "minlpreps" para verificar la presencie del 

plásmldo y, una vez digerido con las enzimas convenientes, calcular el porcentaje de insertos 

clonados, así como Ja probabilidad de tener un banco completo y representativo del genoma 

de S. afbus G. 

8.- Se replicaron las colonias del banco en cajas de medio mínimo+ Rodamlna B al 0.1% + 

Casamlnoácidos al 0.2% + 1% de aceite de oliva emulsificado + Uoestreptona 50 µg/ml, pero 

sin Glucosa (Pérez et al., 1993). 

9.- se detectó la producción de lipasa extracelular de manera cualitativa, midiendo la 

formación de halos nuoresccntes alrededor de las colonias replicadas (Kouker & Jaeger, 1987). 

TRANSFERENCIA DE DNA DE GELES DE AGAROSA A MEMBRANA NYLON (Hopwood 
et al .. 1985) 

Esta técnica se utiliza comúnmente para localizar secuencias particulares de ONA 

dentro de fragmentos más grandes o genomas. 

1.- se digirió DNA de S. a/bus G y de Straptomyces M11 utilizando varias enzimas de 

restricción. 

2.- Los fragmentos de DNA resultantes de las digestiones enzimáticas se separaron por 

tamano en geles de buffer TBE/Agarosa del 0.8 al 1.0%. Se t1neron los geles con Bromuro de 

Elidio 3 µg/ml y se fotografiaron colocando una regla a un lado del gel para poder hacer 

comparaciones posteriores con la foto. 
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suave. 

5.- Se lavó con agua deslonlzada. 

6.- Se desnaturalizó el DNA sumergiendo el gel dos veces 

NaCI 1 M con agitación suave. 

7.- Se lavó el gel 3 veces con agua desionlzada. ___ . _ . _ _ __ 

8.- Se neutralizó el gel sumergiéndolo 20 mln en 200 mi de NaCI 3M, Tris;c¡ 0.5M pH 7.5 éon 

agitación suave. 

9.- Se cortó un pedazo de membrana nylon -Hybon·N 0.45 micron de Amersham· y dos 

piezas de papel Whatman 3MM al mismo tamano del gel. 

10.- Se sumergió muy bien la membrana nylon en agua desionlzada antes de ponerto en 

buffer SSC 2x. 

11.- Se llenó un recipiente hasta 2-3 cm de attura con buffer SSC 20x, se colocó un pedazo 

de acrfllco encima de un soporte central dentro del recipiente, de tal rorma que la placa 

es1uvlera por arriba del nivel del liquido. Sobre el acrflico se colocó una pieza de papel 

Whatman 3MM que quedó tocando el buffer SSC 20x por dos de sus lados; encima se colocó 

una pieza de papel Whatman 3MM un poco más pequena que el ocrflico y se vlrtló buffer SSC 

20x. Trabajando con guantes, se removieron todas las burbujas de aire y el exceso de líquido. 

12.- Se colocó el gel Invertido sobre el papel Whatman 3MM y se quitó todo exceso acuoso. 

13.- Con mucho cuidado se extendió Ja membrana nylon sobre el gel, se cubrió con los 

pedazos de papel Whatman del paso No. 9, una vez sumergidos en buffer ssc 2x. 

14.- Encima de todo lo anterior se colocó una pila de 2 cm de pedazos de papel-toalla 

cortados 2-3 mm más pequenos que el gel, y después, se puso una torre adicional de 8 cm de 

papel-toalla cortado con menor precisión. 

15.- En seguida se puso una placa de vidrio, se cubrió con una peilcula de plástico y se colocó 

un peso de 500 a 1,000 g. 

16.- Se dejó toda una noche transfiriéndose el ONA de cadena sencilla a temperatura 

ambiente. 

17.- Se removió et papel-toalla y los dos pedazos de papel Whatman 3MM, se despegó la 

membrana nylon y se le dejó secar entre dos piezas de papel Whatman 3MM. 

18.- La membrana nylon se horneó con luz UV, aplicando 1200 µjoules durante 30 seg, con el 

objeto de crear enlaces covafentes entre el DNA y la membrana nylon. 
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MARCAJE RADIOACTIVO DE DNA POR "NICK·TRANSLATION" (Hopwood et al., 1985) 

El propósllo planteado en el método anlertor se cumple mediante el uso de una sonda 

radioactiva especifica de lo que se pretenda localizar dentro del genoma. 

1.· Utilizando los reaciivos del "Nick lranslallon kit N. 5000" de Amersham se generó una 

sonda radloaciiva de DNA in vffro, marcando con [cr32PJ dCTP durante 2 ha 15°C. La reacción 

se detuvo dejando 10 mln a 70°C. 

O 2.- Al tubo Eppendorf donde se realizó la reacción de marcaje se agregaron 20 µl de una 

solución concenlrada de azul dextran con naranja G el 1 % y NaCI 50mM. 

3.- la mezcla se pasó por una columna de Sephadex GSO de 2.5 cm de altura con buffer 

TNE como eluyente, colectando la fracción azul que va al frente en tubos Eppendorf y 

desechando la porción retardada color anaranjado. 

4.- Se cuantificó la cantidad de Isótopo radioactivo incorporado analizando una alícuota de 1 

µI de la fracción azul colectada en un Contador de Centelleo. 

HlBRlDlZAClON DNA-ONA SOBRE MEMBRANA NYLON (Hopwood el al., 1985) 

Una de las primeras pruebas que se debe aplicar a la presunta ciona serccclonada 

conslte en relntroduclr el plásmido recombinante en la cepa hospedera, para probar que el 

ONA que se clonó determina el fenotipo deseado. La segunda prueba importante es verificar 

el origen de la clona, esto es, comprobar que se cuenta con la fonna inaherada proveniente de 

la cepa donadora, mediante la hibrtdización de DNA·DNA según Southem (Chalar el al., 1982) 

1.- La membrana nylon con el DNA transrerido se melló dentro de una bolsa de plástico, se 

agregó solución prehlbrfdizadora que contenia DNA de timo de ternera desnaturalizado 1 O mln 

en agua hirviendo, pero que carecia de fonnamlda -50 a 100 µI por centrfmetro cuadrado de 

membrana nylon-, y se selló la bolsa con calor, sin dejar burbujas muy grandes. Se colocó 

todo dentro de otra bolsa, se selló esta úhlma y se sumergió en un bano a 70ºC durante 1 h. 

2.- Se desnaturalizó la cantidad requerida de sonda radioadiva en un tubo Eppendoñ 

colocado 10 min en agua hirviendo. Se pasó rápidamente a hielo para evitar la 

reneturalización de la molécula. 

3.- La bolsa de plástico interna se sacó y se abrió por una esquina a través de la cual se hizo 

salir el líquido y se metió la sonda diluida en un poco de mezcla prehlbridizadora. 

4.- Se distribuyó la fase acuosa dentro de la bolsa, de manera que se mojara toda la 

membrana nylon y no quedaran burbujas Inmersas. Se reselló la esquina, se metió dentro de 

otra bolsa sellada y se Incubó toda una noche en un bano a 55ªC. 
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~ ~;;~Se sacó la bolsa interior, se cortó por una esquina y se desechó la mezcla radioactiva. 

6~~ Se cortó la bolsa en dos de sus lados y se sacó /a membrana nylon con unas pinzas. 

7.-Se efectuaron 2 lavados de la membrana nylon en condiciones de baja severidad: 30 mfn 

en 500 mi de buffer SSC 2x con SOS al 0.1 % a 70ªC. En un experimento se aumento la 

severidad al disminuir la tuerza fónica, lavando 2 veces le membrana nylon 30 mln en 500 mi 

de buffer SSC 0.2x con SOS al 0.1% a 71l"C. 

a ... Se sacaron autoradiografias de la membrana nylon. 

9... Utilizando como referencia la regla fotografiada junto con el gel que fue transferido a la 

membrana nylon, se detennlnó el !amano de tos fragmentos de DNA que hldridlzaron can la e 

sonda radioactiva. 

EL.ABORACION DE "MINIPREPS" DE DNA DE PLASMIDOS Y DE M13. 

En una •m1nlprep" se llene DNA aislado de clonas lransfonnantes -en pequei'la esCala~. 

el cual se analiza, generalmente, con enzimas de restricción. 

1.- Cada una de fas colonias transformantes de E. coli JM101 se creció con agitación en 2 mi 

de medio YT2x con carbenlcilina 200 mg/ml durante 5 h. En el caso de las clonas de S. 

lividans, se creció cada una de ellas en forma de sectores sobre medio RS con tloestreptona 50 

µgtml, se cosecharon /as esporas y se inocularon 3 mi de medio LB con antibiótico, Incubando 

con agitación durante 2 dfas a 2SDC. Respecto a M13, se picaron las placas claras con palillos 

esterilizados y se Inocularon 2 mi de medio YT2x con células de E. con JM101, Incubando 5 h 

a 37'C con agttaclón. 

2.- Se cosecharon las células o el micelio por centrifugación 10 mln a 14,000 rpm en tubos 

Eppendorf. Se eliminó todo el sobrenadante por aspiración. Para M13 se guardaron los 

sobrenadantes a 4DC. 

3.- Se resuspendló el paquete de células o el micelio en 100 mi de buffer TE 25mM. En et 

caso de Slreptomyr;es, el buffer TE 25mM contenla llsozima 2 mglml. 

4.- Para E. coli JM101 se incubó 5 mln en hielo. Para Streptomyces se incubó al menos 

media hora a 3711C o hasta que el micelio estuviera visiblemente llsado, dando un aspecto 

translúcido y viscoso. 

5.- Se anadieron 200 mi de una solución fresca de NaOH 0.2N, sos al 1%. se mezcló bien 

Invirtiendo vigorosamente los tubos hasta que se veía transparente, homogéneo y muy 

viscoso. Se incubó 10 minen hielo. 

6.- Se anadlemn 150 µI de Acetato de Potasio 3M pH 4.8, se mezcló bien por Inversión hasta 

que se perdla la viscosidad y se vela un precipllado blanco. Se Incubó 15 mln en hielo. 
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:f.c"W ... · .. ··· •. 
:7;;º Se ~nadieron 400 µI de Fen.ol/Clorofonno 1:1, se agHó 30 seg en vórtex y· se cenlriruQó 2 

ITI1n .e.~ Una microtuga. 

6." Se pasó la fase acuosa a otro lubo y se anadló 1 mi de Elanol absoluto frfo. Se dejó 

precipitando 5 mln a lemperaaura amblenle. 

9.- Se cenlrifugó 10 mln en una mlcrofuga. se retiró tOdo el sobrenadanle por aspiración. 

10.- ·Se resuspendió la pastilla en 50 µ1 de buffer TE. Se anadleron 150 µI de Acetato de 

SOdlo 4M pH 6. Se mezcló bien y se Incubó una hora a ·21l°C. 

11.· Se centrifugó 10 mln en una mlcrofuga, se pasó el sobrenadante a un tubo limpio y se 

anadleron 200 µI de Jsopropanol. Se precipitó 10 mln en hielo. 

12.- Se centrifugó 10 mln en una microfuga. Se eliminó todo el sobrenadante. Se 

resuspendló en 45 µI de buffer TE; se anadleron 5 µI de Acetato de Sodio 3M pH 6 y 125 µI de 

Elanol absoluto frio. Se precipitó 1 O mln en hielo. 

13.- Se centrifugó 10 mln en una mlcrofuga. Se eliminó todo el sobrenadante. Se secó la 

pastilla y se resuspendló en 25 µI de buffer TE. 

14.- Se verificó el patrón de restricción de cada "mlnlprep" utilizando las enzimas adecuadas 

para cada caso. 

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE AGAROSA DE BAJO PUNTO 
DE FUSION (Hopwood et al., 1965) 

Como se ha dicho, es preferible tener DNA Jo más puro posible para realizar 

experimentos de clonación. Este protocolo se efectúa en un tiempo relativamente corto. 

1.· Después de realizar la electroforesis de las muestras y tenlr el gel de Agarosa de bajo 

punto de fusión en Bromuro de El/dio 3 µglml, se iluminó con luz UV de onda larga y se cortó 

la banda de Interés lo més cercano al ONA. 

2.- Se fundió la rebanada de Agarosa que contenla el DNA en un tubo Eppendorf a 65-70"C, 

durante 10 mln. Se calculó el volumen de la Agarosa fundida y se anadló 1110 de volumen de 

NaCI 5M. Se mezcló bien y se dejó otros 5 mln en el bano. 

3.- Se colocó la Agarosa fundida 5 mln a 37'C. 

4.- Se af'ladió al tubo con la Agarosa 213 de volumen de fenal saturado con NaCI y 

precalentado a 37'C. Se agitó de Inmediato en vórtex durante 30 seg. 

5.- Se centrifugó en una mlcrofuga 5 mln a 14,000 rpm, y se pasó la fase acuosa a un tubo 

limpio. 

6.· Al fenol se le anadleron 45 µI de buffer TE y 5 µI de NaCI 5M. Se agitó en vórtex. 

7.· Se centrifugó 2 mln a 14,000 rpm y se mezcló la fase acuosa con la del paso No. 5. 
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10.- Se pasó el sobrenadante a un tubo !Implo y se aftadló un volumen da lso1pro1panol.' 

DNA sa coprecipitó con 1 O ¡.¡g de tRNA, excepto cuando sa le necesitaba 

fosfatasa alcalina. Se mantuvo a -20-C durante al menos 2 h. 

11.- Se centrifugó durante 10 mln e 14,000 rpm en una mlcrofuga. Se sacó todo el ••v""""º'' .... :c.c, 

con mucho cuidado utilizando una mlcroplpeta. Se secO la pastilla. 

12.- Se resuspendió la muestra en un volumen adecuado de buffer TE. 

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA POR ELECTROELUCION (Hopwood el al., 
1985) 

Este método tome un poco más de tiempo, pero, al Igual que el anterior, es efectivo 

1.- El gel de Agarosa/buffer TBE con el DNA digerido se llM con Bromuro de Etldlo 3 ¡.¡g/ml. 

Se Iluminó con una lámpara de luz UV onde larga. 

2.- Se cortó la banda de Interés y ésta se colocó en el pozo grande -Polo negativo- de una 

cámara de electroeluclón. Se electroeluyó en buffer TBE 0.1x e 150 V durante 2 h. 

3.- Con una mlcroplpeta se extrajo el Uqulda del pozo pequena -Polo positiva- y se le pasó a 

un tubo Eppendarf. 

4.- Sa aftadió un valumen de Fenal/Clarofanna 1 :1, se agitó en vórtex y se centrifugó 4 mln 

a 1-4,000 rpm. El sobrenadante se paso a otro tubo y se repitió la operación. 

5.- Sa precipitó con 10 ¡.¡g tRNA, 1/25 de valumen de NeCI SM y 1 volumen de Etanol 

absoluta a -20'C. 

6.- Se centrifugó 10 mln a 14,000 rpm y se resuspendió en el volumen conveniente de buffer 

TE. 

SUBCLONACION DE FRAGMENTOS DE DNA PURIFICADOS. 

Los fragmentos de DNA purificado y cortado con las enzimas de restricción 

convenientes se ligaron a las plásmldas adecuadas -de E. coli y de Slrepfomyces- y a M13, 

Los vectores de clonaclón purificados fueron cortados previamente con las enzimas que 

dejaron los extremos cohesivos para cada caso en particular. 
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evitar al méximo la recirculartzación de los vectores con extremos romos, al igual 

de intestino de ternera. Después de extraer con Fenol/Clorofonno 1 :1, de precipitar 

con 1/10 de volumen de Acetato de Sodio 3M + 1 volumen de lsopropanol al menos 1 ha -

200C, y de resuspender en buffer TE, se realizó la electroforesis en geles de Agarosa/buffer 

TBE de bajo punto de fusión con el fin de cortar la banda correspondiente al vector bien 

defosforilado. Esta banda se purificó como se Indica anterionnente 

Para ligar los insertos a les vectores se utilizó llgasa T4 poniendo, en general, 5 veces 

més inserto que vector. 

TRANSFORMACION Y TRANSFECCION DE CELU~ COMPETENTES DE E. col/ JM1D1 
(Hanahan. 1986) 

é. coti presenta algunas ventajas para le realización de ciertos experimentos de 

Biologfa Molecular, respecto a los estreptomicetos: Su ciclo de vida es más corto; las 

caracterfstlcas estructurales de su pared celular permiten que se pueda lisar más fácilmente en 

las condiciones que se manejaron: la cantidad de DNA que se puede aislar siempre es mayor 

y, por lo general, el DNA sale muy limpio; y los vectores de clonación permiten una fonna de 

selección de clonas muy sencilla. En sfntesls, se ahorra tiempo al trabajar con esta bacteria. 

Sin embargo, los productos de secreción nonnalmente no son exportados por E. coli, y se les 

localiza en el espacio pertplásmico. 

1.- En un matréz de 250 mi se colocaron 15 mi de medio YT2x y se anadió 0.15 mi de MgCl2 

1 M t MaS04 1 M. mezclando bien. 

2.- Se pasaron 2.5 mi de medio a un tubo y se Inoculó con una asada de vartes colonias 

aisladas de E. co/i JM101. se agi!ó en vórtex y se Incubó 3 h a 37'C con agitación de 220 

rpm. 

3.- Se tomaron 0.1 mi del ple de cultivo para lnoculartos en el medio del matraz del paso No. 

1. Se Incubó 2 ha 37"C con agitación de 220 rpm. 

4.- El matráz se pasó a hielo y se cosecharon las células en un tubo para protoplastos 

-peñectamente enjuagado-. Se centrifugó 10 mina 3,000 rpm en un rotor pre-enfriado a 4ºC. 

5.- Se desechó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla con el residuo liquido. 

B.- Se agregaron 3 mi de buffer TFB fria. Se dejó incubando 15 min en hielo. 

7.- Se centrifugó 10 mln a 3,000 rpm a 4°C. El hecho de observar que la pastilla es ahora 

más grande Indica un correcto tratamiento de las células. 

8.- Cuidadosamente se tiro el sobrenadante, se resuspendió con los restos líquidos y se 

agregó 1 mi de TFB fria. 
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transfección se continuó en el paso No. 16. 

12.· Se anadieron o.a mi de medio YT2x con Glucosa al 0.5%. 

13.- Se Incubó 20 mln a 37'C con agitación a 220 rpm. 

14.· Se centrifugó 10 mln a 3,000 rpm a 4'C. 

15.- Se Uró la fase acuosa y se resuspendió en 0.5 mi de medio YT2x. 

16.· Para la transfonnación se plaqueó 0.1 mi por caja de medio LB sólido con carbenlcillna 

200 µ.g/ml, dispersando las células con una varilla de vidrio. Para verificar la presencia de 

Insertos clonados en /os plásmldos y fagos utilizados, se Indujo la "a-complementación", 

agregando a las cajas IPTG 100mM y X-Gal 20 mglml. Unicamente para la transfecclón se 

colocaron 0.05 mi por caja de medio LB sólido y. encima, se agregaron 2.5 mi de mezcla para 

tapete bactertano: 0.2 mi de células del ple de cultivo, 1 O mi de medio LB blando a 45°C, 

0.16 mi de X·Gal y 0.08 mi de IPTG. Se dispersaron las células con movimientos circulares de 

las cajas. 

17.- Se Incubó a 37-C durante toda la noche. Se seleccionaron les clones y las placas 

Incoloras, según el caso. 

Nota: Cuando se transfonnó can plásmidos ya recircularizados y con Insertos delatados no se 
requlrtó agregar IPTG ni X-Gal al medio de cultivo. 

ELABORACION DEL MAPA DE RESTRICCION (Manlatis el al., 1962) 

El mapa de restricción parcial de un fragmento de DNA ayuda en la obtención de su 

secuencia completa de nucleótidos; además, entre otras cosas, se le utiliza en el diseno de 

subclonaclones para el análisis funcional de genes. 

Digiriendo con SamHI el ONA de la transformante lipolltlca aislada se pudo conocer si 

alguno de los extremos del vector de clonación p821 pudo regenerar un sitio SamHI al ser 

ligados con los extremos del fragmento clonado, resultantes del corte con Sau3A. 

El inserto subclonado en los plásmldo plJ2925 y pUC16 de E. coli -plásmidos 

pBG2 y pBG3, respectivamente- se cortó con un total de 15 enzimas de restrtcción. 
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Para hacer el mapa se lrabajó con las enzfmas que 1uvferon el menor número de 

bandas generadas y con las que cortaron en el polienlazador del vecror, haciendo digestiones 

combinadas y sencillas. 

Las digestiones enzlmllllcas se corrieron lentamente en geles grandes de 

Agarosa/buffer TBE, se uneron en Bromuro de Elldlo 3 µg/ml y se fotografiaron con luz UV de 

un lransllumlnador. 

Para cada gel se midieron las distancias recorridas por las bandas del esténdar de 

Peso Molecular utilizado: DNA de rago A digerido con Pstl, en ampliaciones de las fotograrlas 

y se establecieron las curvas-patrón para cada caso en una grllfica "Distancia vs. Logarttmo 

del Peso Molecular en Kb". Los Pesos Moleculares de las bandas de cada digestión se 

Interpolaron en su gráfica respectiva. 

DELECIDNES CON ENZIMAS DE RESTRICCIDN 

Con este procedimiento y con Jos das que siguen más adelante, se pudo obtener la 

secuencia completa de nucleólldos del fragmento de DNA de 2.5 Kb. 

1.. Con ayuda del mapa de restricción del plésmldo pBG3 se planearon diversas delaciones 

con enzimas de restricción. 

2.- Se verificaron las digestiones enzlmllticas en geles de Agarosa/buffer TBE tenidos con 

Bromuro de Elldlo 3 µg/ml .. 

3.- Se corrieron las digestiones en geles de Agarosa/Agarosa de bajo punto de fusión y se 

purificaron las bandas de Interés con el mélOdo correspondiente. 

4.· Tratándose de extremos no cohesivos se hicieron extremos romos utilizando la subunldad 

Klenow de la enzima DNA pollmerasa l. Primero se Incubó la :eacclón 5 mln a 37'C sin 

desoxlnucleólldos, Induciéndose la actividad de exonucieasa 3' => 5'. Luego se agregó 1 µJ de 

una solución 1mM de dATP+dTTP+dGTP+dCTP, dejando 15 mln a temperatura ambiente 

para Inducir la actividad de polimerasa 5' => 3'. Se lnactivó la reacción dejando 10 mln a 

70°C. 

5.- Se religaron los plásmldos delatados con ligasa T4. 

6.- Se transformaron células competentes de E. col/ JM101 y se hicieron "mlnlpreps" de 

algunas colonias seleccionadas. 

7.- Se verificaron los tamanos de las deleclones al digerir con ras enzimas EcoRI y Hindlll. 

8.- Se purificaron las bandas EcoRl/Hindlll correspondientes a los Insertos delelados. 

9.- Se subclonaron los fragmentos en M13mp18 y/o M13mp19 -según conviniera la 

orientación· cortados con las enzimas EcoRI y Hlndlll 
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OELECIONES CONEXO 111 (Manlatls el al., 1982) 

A parllr de ONA superenrrollado se generaron deleciones progresivas con Exolll, con 

lo cual se pudo entrar en el gen para secuenciar la Información que aún fattaba. 

1.- Se hizo una doble digestión del plásmldo pBG3 purificado en gradlenle de Cloruro de 

Cesio/Bromuro de Elido: Primero con la enzima BamHI, dejando un extremo 5' saliente que es 

sustrato para la enzima Exolll. Luego el plásmldo totalmente lineallzado se digirió con la 

enzima Ssll, dejando el otro extremo 3' saliente, el cual protege de la actividad de exonucieasa 

3'=>5' de la enzima Exolll. Las deleclones dirigidas se hcieron hacia el extremo del inserto y 

no hacia el que tiene el si1io de unión de •prtmer-40• de secuencia del vector de donación. 

2.- Se extrajo con Fenol/Cloroformo 1:1, se preclpiló con 1/10 de volumen de Acetato de 

Sodio 3M y 1 volumen de tsopropanol a -21l°C durante 3 h. Se centrifugó 10 mln a 14,000 rpm 

y se resuspendló en buffer TE. 
3.- Se diluyó enzima S1 en buffer para S1 400 ulµI y H20 deslonlzada, quedando a 60 ul200 

µl. 

4.- Se pusieron 7.5 mi de esta solución en 9 tubos Eppendorf y se les mantuvo en hielo. 

5.- Se preparó una solución de 25 µI de volumen para hacer delaciones con Exolll, 

agregando la enzima hasta que la mezcla de reacción se calentó a 37'C. 

6.- A cada minuto de reacción se tomaron alícuotas de 2.5 ¡.ti, pasándolas a los Jubos del 

paso No. 4. A los 2.5 µI del último !lempo se le agregaron directamente los 7.5 µ.I de la 

solución fria del paso No. 3. 

7.- Se dejó 30 mln a temperatura amblenle. 

8.- se agregó a cada tubo Eppendorf 1 µI de "Mezcla S1-stop• y se pusieron 10 mln a 7o•c 
para desactivar a las enzimas. 
9.- Se comeron alicuolas de 1 µI de cada tiempo en un gel de Agarosa/bufferTBE ol 1%. 

10.- Se seleclonaron fas tiempos més convenientes, se precipitó como en el paso No. 2. pero 

dejando 1 dia a -20'C. 

11.- Se trató con la subunldad Klenow de la enzima ONA pollmerasa 1 para hacer extremos 

romos ·Véase paso Nº 4 del protocolo anlertor-

12.- Se hizo lo mismo que en los pasos No. 5, 6, 7, 8, 9 y 10 del método anterior. 
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· SUBCLONACION AL AZAR Y ANALISIS DE DNA SONICADO (Oelnlnger, 1983) 

Este método produce fragmentos de DNA que se fraccionan de acuerdo a su tamafto y 

se clonan de manera azarosa, permitiendo que rápidamente se acumulen datos de ta 

secuencia buscada. Aunque después los datos se empiezan a tener por duplicado, esto no es 

problema ya que asi se verifica la secuencia más de una vez (Delnlnger, 1983). Los posibles 

huecos de infonnación se pueden "llenar" al utilizar ros dos métodos anteriores. 

1.- Se digirió el plámido pBG3 con San/Scsi y se purificó el Inserto San de 2.5 Kb en Agamsa 

de bajo punto de fusión. 

2.- El fragmento de 2.5 Kb con extremos cohesivos San se cirt:ularizó con ligesa T4 durante 1 

dfa. 

3.- Se sonicaron 8 mg de este material resuspendido en un volumen total de 500 µ.I de TE 

con 4 ciclos de 5 seg espaciados por 15 seg de enfriamiento en hielo. 

4.- En un gel de Agarosalbuffer TBE al 1 % se corrió una alícuota para observar el tamana de 

los fragmentos generados por sonicación. 

5.- Se precipitó con 1/25 de volumen de NaCI 5M, 2.5 volúmenes de Etanol absoluto y IRNA 

20 µg/ml, durante 1 dla a -20ºC. Se cenlrifugó 10 mln a 14,000 rpm y se resuspendló en 

buffer TE. 

6.- Se purificó la banda de 300 a 800 pb del DNA sonlcado en gel de Agamsa de bajo punto 

de fusión al 1%. 

7.- Se repararon ros extremos de los fragmentos de 300 a 600 tratando con la subunldad 

Klenow de la enzima DNA pollmerasa 1 para hacer extremos romos, tal como se explica en el 

paso Nº 4 del wétodo de deleclones con enzimas de restricción. 

8.- Con llgesa T4 se realizó la ligación de los fragmentos en el fago M13mp19 cortado con 

Smal -enzima que genera extremos romos- y defosforilado con fosfatasa alcalina de Intestino 

de ternera (ManiaUs et al., 1962). La reacción se dejó un fin de semana y se verificó en un gel 

de Agarosa/buffer TBE junto con una ali cuota tomada antes de agregar la enzima. 

9.- Con esta ligación se transfectaron células competentes de E. co/i JM101, seleccionando 

placas claras. 

10.- Se hicieron "mlnlpreps" de DNA replicativo de M13 

11.- Los sobrenadantes de las "mlnipreps" que mostraron insertos mayores de 400 pb se 

prepararon como moldes de cadena sencilla pera secuencier1os. 
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) •. PREPARACION DE MOLDES DE CADENA SENCILLA PARA SECUENCIAR EN M13. 

Al utilizar este fago de cadena sencilla se puede hacer el análisis de restricción de su 

fonna replicaUva y secuenciar con su forma lnfectíva. La posición de sus poi/enlazadores en 

ambos sentidos -mp18 y mp19, por ejemplo-, pennile cambiar la orientación del Inserto 

clonado y secuenciar, en principio, desde cada uno de sus extremos. 

1.· En un tubo Eppendorf se colocaron 225 µ1 de PEG-8000 20%/NaCI 2.5M. 

2.- Se recenlrifugó el sobrenadante del cuttlvo crecido para hacer "minlpreps" de M13 en 

forma repllcallva, durante 10 mln a 14.000 rpm, con el objeto de eliminar cualquier resto de 

céulas. 

3.- Se pasaron 1.2 mi del sobrenadan1e al lubo con PEG-8000/NaCI. Se mezcló bien y se 

dejó en hielo al menos 15 mln. 

4.· Se centrifugó 10 mln a 14,000 rpm y se sacó todo el sobrenadante por aspiración. Se dio 

un pulso en la mlcrocentrffuga para eliminar todo el sobrenadanle con un capilar. 

S.· Se resuspendló en 200 µI de buffer TE, agitando en vórtex varias veces. 

6.- Se aftadleron 100 µI de Fenal saturado. Se agitó durante 1 mln en vórtex. Se anadleron 

100 µI de FenoVCloroformo 1:1 y se agiló otro minuto en vórtex. 

7.· Se centrifugó 5 mln a 14,000 rpm. Se pasó la fase acuosa a otro tubo, teniendo cuidado 

de no llevarse material de le lnleñase. 

8.- Se extrajo la fase acuosa con 200 µI de FenoVCloroformo 1:1. Se centrifugó 2 mln y se 

pasó la fase acuosa a otro tubo. Se anadleron 20 µI de Acetato de Sodio 3M y 200 µI de 

lsopropanol. 

9.· Se mezcló y se dejó precipitando al menos 1 h a ·20"C. 

10 .• Se centrifugó durante 10 mln y se sacó todo el alcohol. Se resuspendló en 45 µI de 

buffer TE, se aftadleron 5 µi de Acelalo de Sodio 3M, se mezcló y se precipitó con 125 µI de 

Etanol. absoluto. Se dejó al menos 1 h a -20°C 

11.· Se centrifugó 10 mina 14,000 rpm, se sacó lodo el liquido y se secó la pastilla. 

12.- Se resuspendló en 25 µi de buffer TE que contenla Tris-CI 10mM y EDTA·Na 0.1mM a 

pH 7.8 

13.- Se corrió una allcuota de 2 µI en un minlgel de Agarosa/buffer TBE tenido con Bromuro 

de Elldlo 3 µg/ml, para estimar la canlldad de DNA. 

14.- Normalmente se utilizaron de 5 a 7 µI de DNA por reacción de secuencia. 
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DE POLIACRILAMIDA PARA SECUENCIA DE DNA 

Se requieren geles de poliacrilamida muy delgados para aumentar la definición de las 

·bandas de ollgonucleólidos marcados; se les calienta y se les agrega Urea para eliminar la 

formación de estructuras secundarias. Con el uso de un isótopo radioactivo del Azufre se 

define mejor cada banda. 

1.- Se disolvieron 25.2 g de Urea ullrapura en 10 mi de H20 desionlzada, se agregaron 12 mi 

de buffer TBE 5x, 10 mi de una solución de acrilamlda/bls.acrilamlda 29:1, y se aforó a 60 mi 

con H20 deslonlzada. Par lo tanta, los geles tuvieron Acrilamlda al 5% y Urea 7M. Para 

resolver la formación de estructuras secundarias al méxlmo se incluyó 20% de Fonnamlda 

deslanlzada en el gel. 

2.- Se degasificó y se le hizo pasar a presión por un filtro con poro de 45 micras. 

3.- Para polimerizar la acrilamlda se agregaron 250 µI de Persutfata de Amonio al 25% y, 20 

µI de TEMED como catalizador. 

4.- Se inyectó la solución de Acrilamida/Urea entre dos vidrios -uno de ellos slliconlzado-

separados 4 mm entre si y sellados a los lados y abajo con cinta adhesiva. 

5.- En la parte de arriba se Insertaron peines Invertidos tipo "diente de tiburón" y se apretaron 

los vidr1os con pinzas. 

6.- Una vez polimerizado el gel, se quitó el exceso de pollacrilamlda donde se pusieron los 

peines, se retiró la cinta de abajo y se montó en una cámara vertical de electroforesis con 

bufferTBE 1x. 

7.· COI" cuidado se lnvilieron los peines, haciendo Incidir muy poco les puntes en la superficie 

horizontal del gel. 

a ... Se precorrió durante 45 min a 50 W constantes y antes de cargar las muestras se eliminó 

el exceso de Urea de los carriles con buffer TBE 1 x a presión. 

SECUEtlCIACION DE DNA POR EL METODO ENZIMATICO (Sanger et el., 1977) 

La secuencia nucleotidica de los fragmentos de DNA se obtiene en pedazos, pero poco 

a poco se van llenando Jos huecos de infonnaclón hasta que se obtiene íntegramente. 

Se siguieron las indicaciones del "Sequenase 2.0 kit" de USB, usando dGTP y dlTP 

con el objeto de resolver las compresiones que ocurren frecuentemente en el DNA de 

Streptomyces neo en G+C. 

26 



de cadena sencilla que mostraron fuerte estructura secundaria se 

/. sec:uencfluorltambléncon Taq polimerasa, de acuerno a las Instrucciones de: "TAQuence kit" 

El marcaje raa1oacuvo se hizo con ¡35s¡ dATP cS. 

Se realizaron electroforesis cortas y largas para cada molde, con el objelo de leer un~ 

parte del polienJazadorde M13 hasta Jo más adentro posible de la secuencia, 

los geles de acrilamida se fijaron en una solución de Meleno! al 10% 

al 5% durante 30mln. 

con vacío. 

Se tomaron autoradlograflas de Jos geles y se Jeyenon en un negatoscoplo. 

ANAl.JSJS DE LA SECUENCIA DE DNA 

El análisis de DNA por compuladora penmlte caracterizar ampliamente las secuencias 

de nucleólldos y de aminoácidos. 

Se utilizó el paQuete de •sonware• PC/GENE de JntelllGenelics para analizar 

secuencias de ONA y de proteína. Las secuencias nucieotldicas se ensamblaron usando el 

programa ASSEMGEL. 

El programa FRAME (Bibb el a/., 1984) se usó para localizar marcos de lectura 

abiertos, junto con el programa COD_FICK. las regiones codificadoras loca/Izadas se 

analizaron en su uso de codones con el programe CDUSAGE. 

la secuencia de aminoácidos se obtuvo a través del programa TRANSL. La 

composición de las secuencias de lipasas extracelulares se calculó con el programa AA.COMP. 

Los programas RADARGOS, HELIXMEM y SOAP se utilizaron para buscar supueslos 

dominios transmembranales, definidos como reglones o--héllce hldrofóbicas de al menos 16 

aminoácidos de longitud. 

Los programas CUTPRO y PSIGNAL localizaron posibles sitios de procesamiento en 

las secuencias proteínicas. 

Las secuencias de prolelnas se compararon con los pnogramas PCOMPARE, PALIGN 

y CLUSTAL. Asimismo se les comparó con el programa FSTPSCAN en el banco de datos 

CDPROT24. 
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RESUI. TACOS V DISCUSION 

Durante la previa selección de cepas de Streptomyces productoras de lipasas por el 

mt!todo Tribullrina-Agar de Artma et al. (1972). y de Sztajer el al. (1988), se detectó lipólisls 

en Streplomyces sp. M11 ·Una cepa aislada hace 3 anos del suelo en Cuemavaca, Mor.- y en 

S. albus G. La lipasa del primer microorganismo ya ha sido estudiada por Pérez et al. en 

1993. En el trabajo antes mencionado, tos resuttados preliminares mostraron que, al menos en 

las condiciones manejadas en el laboralorio, S. lividans 1328 es una cepa no llpolltlca o "lip ·". 

De ahf que se haya escogido como hospedero para clonar y expresar la lipasa extracelular de 

Streptomyces sp. M11 y la de S. a/bus G. 

CLONACIÓN DEL GEN lip DE s. a/bus G 

El DNA cromosoma! de S. e/bus G se digirió parcialmente con la enzima Seu3A, la 

cual corta el ONA rico en G+C de manera rrecuente y sin preferencia por un sitio de 

reronocimlento sobre otro. Al separar los fragmentos de DNA cromosoma! de 10 a 20 Kb en 

gradiente de sacarosa se dirigió un poco más la clonación de fragmentos cuya longitud 

pe11111tla peñectamente la presencia de algún gen estructural complelo. 

Como vector de clonación se utilizó el plésmldo p821 -Fig, 1·, una molécula antes no 

caracterizada que porta el gen de resistencia at antibiótico tioestreptona y que tiene un origen 

de replicación hfbrido, resultado del rearreglo proveniente de la colntegración de los plásmldos 

multlcopla pJV1 y plJ486 -este último derlvado del plásmldo plJ101· (Servln·González, 

1993). El replicón llneartzado con la enzima BamHI se trató con fosratasa alcalina de inlestino 

de ternera con el objeto de maximizar la clonación de insertos, evitando su eventual 

recirculartzaclón. 

De un banco de genes de S. a/bus G en S. lhtidans 1328 se aisló una clona llpollllca 

detectada por el método de Kouker & Jaeger (1987), modificado por Pérez e/ al. (1993). Esta 

colonia transro1111ante mostró un plásmldo de 14 Kb, al cual se te llamó pBG1. Se clonó 

entonces un fragmento de 7.8 Kb que confiere el nuevo fenotipo "llp +• a S. lividans 1326 y 

que lleva el gen lip de S. a/bus G. 
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Flg. 1 Caracterización del plásmldo pB21, generado por Ja ca-Integración de Jos plésmkfos 
multlcopla pJV1 y p1J486. Esle replicón es Idéntico al plésmldo pJJ486, excepto por la 
reglón de rearreglo correspondiente al gen rep del pJV1 (Servln-González, 1993). La 
lfnea punteada senala dicha región donde se encuentra el origen de replicación hfbrido 
-ori- del plésmldo. La estructura en blanco corresponde al pJV1 -1.9 KI>-, y la que se 
llene en negro, a Ja parte del pJJ466 -4.3 KI>-. Se muestra el mapa de restricción da! 
p821, serlalándose en negrillas la parte del polienlazador que se conserva durante un 
experimento de subclonación posteriormente realizado -Léase en el texto-. rep es el 
gen que codifica pare Ja prolelna de replicación del plásmldo, tsr es el gen que cofiere 
la resistencia al antibiótico tlocstreptona, neo es el gen responsable de la resistencia al 
antibiótico neomicina y ter es un terminador de la transcripción. 

CARACTERIZACION DEL PLASMIDO pBG1 Y SUBCLONACION DEL GEN /fp 

Al digerir el plésmido pBG1 con BamHI pudo comprobarse que sólo uno de los 

extremos BamHI del vector de clonación se regeneró, pues se observó la linearización de Ja 

molécula, y la banda original de 14 Kb migró nonnalente al realizar la electroforesis. 

Con el plésmido pBG1 purificado de una "minlprep" se retransfonnó s. fivídans 1326. 

De manera positiva se observó la actividad enzimática detectada previamente y el patrón de 

restricción del DNA purificado de estas transforrnantes coincidió con el del plásmldo pBG1, 

verlficéndose asl Ja efectiva clonación del gen /ip en el replicón. 
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· Con una sonda radioactiva generada por el método de "Nlck-translatlon• se realizaron 

hlbrldlzaciones de DNA-DNA por el mélodo de Southem. La sonda se construyó a partir de un 

· fragmento SsNI de 676 pb del plásmldo recombinante p824 e Incluye la parte Interior del gen 

lip de Streptomyces sp. M11 (Pérez el al., 1993). Esta sonda sirvió para verificar que el 

plésmldo pBG1 cortado con las enzimas BamHI. Bglll, Kpnl, San, Sstl y Ssttl muestra un 

patrón de reslricción tolalmenle diferenle al del plásmldo p834 que lleva el gen de llpasa de 

Streplomyces sp. M11 cortado con Kpnl y con san. se corroboró enlences que estos genes de 

llpasa extracelular son distintos. Mediante esta sonda se comprobó el origen, es decir, la 

forma Inalterada de Ja clona lipolilica denlro del DNA cromosoma! de S. a/bus G -Ver Flg. 2-. 

Kb A B e o E F G 

""" • • ---
1.7 

Flg. 2 Hibridación por el mélodo de Soulhem del DNA cromosoma! de S. afbus G, usando 
como sonda un fragmento Sstfl marcado con 32p, que es Interno y comprende la mayor 
parte del gen /ip de Streptomyces sp. M11. Los carriles A-C son de DNA de 
Slreptomycessp.M11 cortadocon BamHI (A),Kpnl (B)ySan (C). Loscarriles 0-G 
llevan DNA de S. a/bus G cortado con Ben (D), Bgnl (E), Kpnl (F) y Psff (G). El 
temano de las principales bandas se Indica a la Izquierda en kilobases ·Ktr. 
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: ·As1, estas hibridaciones poslllvas de la sonda radioactiva con el plásmldo pBG1 y con 

ONA cromosomal de S. albus G demostraron que, dada la persistencia de Jas bandas en 

condiciones de alta severidad, el gen de Upase extracelular de s. a/bus G es homólogo al 

correspondiente a Stroptomyces sp. M11 hasta en un 84% (Hopwood et al., 1985). A su vez, 

con estos experimentos se pudo localizar al gen lip de S. a/bus G en un rragmento san de 2.5 

Kb y en un fragmenlo SstU de 1 .3 Kb. El prtmoro de los fragmentos de restricción se 

consideró mejor candidato para continuar el trabajo ya que sus 2.5 Kb serian suficientes para 

contener completo al gen estructural buscado. 

Por otro lado, el plásmido pBG1 mostró ciertos inconvenlenles que pod;fan estar 

relacionados con su repf/cación. En un principio, se inocularon esporas de la clona original en 

medio líquido con antiblóllco y sa Intentó crecer micelio para purificar mayores canlldades de 

plásmldo. En ninguna de estas ocasiones el cuHlvo creció bien y, por consiguiente, no se pudo 

pur1ficar Ja cantidad deseada de DNA Ya que Ja concentración del inóculo de esporas de 

streptomycas es muy importante para que los cultivos crezcan abundantemente {Hopwood et 

al., 1985). sa decidió transfonnar JT46 -una cepa de S. lividans deficiente en recombinación 

que esporula muy bien- con pBG1, esperando contar con lnócuJos de esporas más 

concentrados capaces de generar mayor cantidad de biomasa. Con esta estrategia tampoco 

se tuvieron resultados satisfactorios. 

En base a estos resultados es posible pensar que la naturaleza hfbrida de las funciones 

de replicación del vector de clonación utilizado sea responsable de la imposibilidad de purificar 

buenas cantidades de DNA Aunque esta molécula sa originó de Ja ca-Integración In vifro de 2 

plásmldos multicopia (Servln-González, 1993), la cantidad de plásmido pBG1 purificada en 

cada ocasión, refleja una evidente disminución en el número de copias por cromosoma. Esto 

podrfa explicar parcialmente la disminución en la tasa de crecimiento cualitativo del micelio en 

cuttlvos de medio liquido con anllblóllco. 

Lo que se hizo a continuación fue intentar pasar el inserto original de 7.8 Kb cortado 

con Bglll al plásmido plJ2925 de E coli (Janssen & Bibb, 1993). Sin embargo, la Inesperada 

presancia de un sitio Bgnl localizado o 800 pb de uno de los extremos del insarto, hizo que 

sólo se clonara un fragmento de restr1cción Bgnl de 7 Kb, originándose el plásmido pBG2. 

Además, este suceso eliminó una parte del polienlazador del p821, perdiéndose los sitios de 

reconocimiento para las enzimas Smal. Kpnl, ssN, EcoRI y Bgnl -Véase la figura 1-. A pesar 

de esto, tue sólo a partir del plásmldo pBG2 que se pudo contar con el DNA necesario para 

proseguir con los experimentos. 
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Por lo anterior, se podrfa pensar que el vector de clonación y, por lo menos no el 

fragmento Bg/11 de 7 Kb subclonado, fuera el causante de la supuesta disminución en el 

número de coplas del pBG1. Sin embargo, como se dlscule más adelante, quizá esto 

realmente no suceda. Por lo pronto. se descarta la posibilidad de que con el Inserto original de 

7.8 Kb se estuvieran suscitando eventos de recombinación plásmldo/cromosoma, ya que no se 

observó cambio significalivo en la canlidad de ONA plasmidlco purificado de la cepa JT46 

deficiente en recombinación y transfonnada con p8G1. 

Ahora bien. para localizar al gen /ip de s. a/bus G en el fragmento Bgnl de 7 Kb 

subclonado. se hlbridizó la sonda radioactiva antes descrita con el plésmldo pBG2 digerido con 

las enzimas san, smal y Sst11. Nuevamente se detectó la banda Sst11 de 1.3 Kb, y también el 

rragmento san de 2.5 Kb. La pérdida de los 600 pb no arectó a ninguna de las bandas que 

hlbr1dlzaron ya que todas ellas se observaron con el mismo patrón en los plásmldos pBG1 y 

pBG2. 

Se procedió asl a subclonar el fragmento san de 2.5 Kb en el plásmido pUCl8 de E. 

coli, obteniéndose el plásmido pBG3, el cual se utilizó en los experimentos de secuenciaclón. 

EXPRESION DEL GEN llp EN s. //vlrlans 1326 

La actividad lipolltlca se estudió sólo de manera cualitativa en cajas del medio sólido 

senalado en la sección •Material y métodos•, Incubadas a 2S°C. De acuerdo al temano del 

halo fluorescente observado, a las 72 h se detectó la mayor actividad de lipóllsis, 

A pesar de que la actividad lipoHtlca de la clona original fue conspicua, nunca llegó a 

ser tan grande como la presentada por la transfonnante del plásmido p813 que lleva clonado 

el gen lip de Streptomyr;os sp. M11 (Pérez et al., 1993). Sin embargo, una dilerencla no tan 

marcada ya se habla observado durante la búsqueda de cepas productoras de Jlpasas y, 

Streplomyces sp. M11 mostró siempre los halos de lipólisis mayores. Al respecto cabe 

destacar que el gen lip de Streptomyces sp. M11 se cionó utilizando el vector plJ486 -uno de 

los plásmidos que conformar al p821·, en alto número de copias y junto con un supuesto gen 

que regula de manera positiva la expresión de la enzima (Pérez etaf., 1993). 

Al tener un gen clonado en un vector multicopia, es posible producir un efecto de 

dosificación que puede verse reOejado en la sobreproducción de la enzima que codifique. En 

el presente caso, el plásmldo pBG1 no se está replicando en ello número de coplas, por tal 

motivo, no se obseiva la sobreprodur;ción de la lipasa de S. a/bus G. 
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A partir del plásmido pBG1 cortado con ras enzimas EcoRI y Hmdlll, se obluvo el 

7.8 Kb clonado inicialmente. Este fragmento se subclonó en el plásmido pfJ486 

colOnlas transfonnantes de pBG4 seleccionadas con tioestreptona mostraron halos lipollllcos, 

el tamano de los mismos lndleó que no se estaba dando un incremento en la producción y/o en 

la secreción de la Jipasa ex1racelu/ar. 

El phlsmldo pBG4, a direrencia del pBG 1, no liene runclones de replicación híbridas; 

además, este replicón proviene del vector de clonación utilizado en el lrabajo de Pérez et al. 

(1993), donde se logró sobreproduclr la llpasa de streptomyr:es sp. M11 en el mismo 

hospedero que se utilizó en el presenle trabajo. Can lafes evidencias, se puede suponer que el 

vector de clonación no es responsable de Ja posible disminución en el número de coplas por 

cromosoma del pBG1. Como no se conoce la cantidad de pBG1 y p8G4 por cromosoma de S. 

/Mdans 1326, no es posible evaluar en cuál de e/los se está arectando más la eficiencia de 

replicación. Para poder afirmar que el íragmento clonado es responsable de la replicación 

anormal de los plásmidos recombinantes, se tendrían que realizar subclonaciones en airas 

vectores y cuantificar la cantidad de DNA pJasmídlco en cada caso. 

Si se contempla la posibilidad de que el plásmido pBG4 esté replicándose 

normalmente dentro del hospedero, entonces se podrfa pensar que la lipasa tuviera 

dlficuHades para ser secretada, tanto por factores extrínsecos como intrínsecos a ella. Un 

factor extrlnseco sería el funcionamiento Incorrecto o deficiente de otros elementos, como san 

genes y protefnas, involucrados en fa exportación de productos sintetizados (Silhavy et a/., 

1983; von Heljne, 1988). El péptido senal de la enzima seria un ractor intrlnseco responsable 

de Ja menor actividad llpo/itica extracelular detectada en fas colon las transfannadas con pBG 1 

y pBG4, respecto a /as clonas que llevan el plásmldo pB13. 

Ya no se estudió más la producción de la enzima porque los plásmidos pBG2 y pBG3 

tienen el problema de no funcionar en Sfreptomyces, debido al elevado conlenido de G+C en 

su genoma. Por tal mollvo, estos 2 plásmidos se utilizaron en E. co/i. En esta bacteria, como 

en las demás Gram negativas, la ma}'·orfa o toda /a cantidad de protelna extracelular 

sJntetlzad~ se queda en el espacio pertp/ásmico (Hale et al., 1992), en ellas el procesamiento 

de secreción (Sllhavy et a/., 1983) no suele llevarse a cabo de manera exitosa. Lo más 

probable es que el gen lip ni siquiera se esté expresando en E. coti. Debido a estas razones 

fue Imposible examinar la cantidad de enzima producida por las subclonas. 
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Flg. 3 Mapa de res1ricclón del fragmento Bgni do 7 Kb. No están senalados todos los sitios de 
reconocimiento de las endonucleasas de restricción utilizadas. Se muestre el fragmento 
san de 2.5 Kb, del cual se obtuvo la secuencia de nucieótldas, y se Indica Ja posición del 
gen Up de S. albus G dentro de este último fragmento de DNA. 

Se obtuvo la secuencia nucleotldica del fragmento San de 2.5 Kb -Flg. 4-, usando el 

programa ASSEMGEL para ensamblar cada porción leida. Las 3 técnicas para secuenciaclón 

empleadas dieron datos complementarios que sirvieron para obtener la secuencia completa. 

De rutina, cada molde de cadena sencilla se secuenció por lo menos dos veces. una con dGTP 

y la otra con ITP o con deaza-dGTP. 
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Fig . .C Secuencia de nucleótldos del rragmenlo san de 2.5 Kb, donde se encuenlra el gen lip 
de S. afbus G. Los silios de reconocimiento de algunas endonucleasas de restricción se 
senalan arriba de la secuencia nucleotfdlca. Los asteriscos representan codones de 
término de la transcripción. El sitio de unión a ribosomas -RBS- está subrayado. Se 
muestra ra posible secuencia de aminoácidos codificada por los ORFs vecinos. La 
flecha hacia arriba indica el supuesto sitio de procesamiento del péptldo sena!. Se 
enmarca la reglón hfdrofóblca que rodea al silla activo de Serina dentro del motivo 
consenso (Brady et e/., 1990) senalado con doble raya. 
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localizados a la izquierda y a la dert"?cha se llamaron ORF2 y ORF3, respectivamente. El ORF 

lntemledio esté complelo y consta de 912 pb con un atto contenido de G+C en la tercera 

posición de los codones -N3>-, dentro de la secuencia leida de Izquierda a derecha. Con el 

anélisls del programa FRAME y can los datos del programa COD_FICK .qua datecta reglones 

codificadoras por el método de Fickett-, se determinó que este ORF comienza en el codón 

GTG locallzado en la posición 780 y tennlna en el codón TGA de la posición 1691. Este ORF 

deducido corresponde al gen fip de S. a/bus G, el cual codifica pera una protelna de 304 

amlnollcldos -Flg. 4- Es posible que otros codones de inicia puedan utillzar.;e, ya que otros 

dos GTGs se encuentran en las nucteóttodas 693 y 651. Cualquiera de ellos podría servir 

como un sitia de inicio de transcnpción ollemattvo; sin embargo, coma se destaca mlls 

adelante, este probablemente no es el caso. 

El uso de codones --determinada con el programa COUSAGE- para et gen líp fue 

similar al tlpico encontrado en otros genes de estreptomlcetos descritos previamente (Bibb et 

al., 1984). En la Tabla 1 se aprecian los contenidos de G+C para les posiciones de codones 

1, 2 y 3 del gen lip. En este gen, como en los demés genes de Streptamyces que se han 

estudiado (Wright & Bibb, 1992), se observa un uso preferencial de las codanes con e o Gen 

le tercera posición, tal coma se observa en la Tabla 2. 

Un sitio potencial de unión a ribosomas, RBS -GAGAGGA-. se encontró 8 nucteótidos 

arriba ~el codón GTG de la posición 780. Este RBS es idéntico al del gen /ip de Streptomyces 

sp. M11 (Pérez et al., 1993). Sin embargo, no se encontró alguna región promotora parecida 

a las observadas en otros genes de Streplomyces (Hütter & Eckharát, 1988). 

De Igual forma, ninguna región repetida inversa o repetida directa se detecta 

secuencie-aniba del gen lip, \a cual püdiera ejercer una actividad terminadora de la 

transcripción del ORF2 que le esté antecediendo. Tampoco se encontró alguna estructure 

semejante sequencia-abajo del gen lip que pudiera servir como un terminador de su propia 

transcripción. 

La sec•Jencia l1e aminoécidos de la protelna codificada por el gen lip se dedujo con el 

prog1amt:t TRANSL y se c'Jmparó con otras secuencias pote11c1ales de proteínas de la base de 

datos COPROT24 Solamente se enc.ontró que esta ~nzirr.a es significativamente homólogtt a 

la lipasa extrace\utar 1 de Moraxella TA144. Al respecto se discute en la siguiente secci6r1. 
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Fig. 5 Análisis de la secuencia de nucleótidos con el programa FRAME (Bibb et al., 1984), 
que calcula el contenido de G+C de tas posiciones de los nucleótldos en cada codón, y 
que detectó la presencia de un ORF completo correspondiente al gen lip de S. a/bus G, 
marcado con la flecha horizontal apuntando hacia la dirección en que se transcribe; y 
otros dos ORFs Incompletas: ORF2 a la izquierda y ORF3 a la derecha del primero de 
ellos. En la parte inferior se incluyó el mapa de restricción del fragmento de DNA 
secuenciado con los sitios de reconocimiento de algunas endonucleasas de restricción. 
Hacia la parte superior se encuentran indicados todos los posibles codones de Inicio 
·ATG y GTG· y los codones de paro encontrados en cada una de las 3 posiciones 
-N1, N2 y N3- f:n ambos sentidos, a lo largo de los dos hebras antiparalelas del DNA. 

37 

2529 

Sall 



, . La llpasa extracclular de S. a/bus G posee una región hidrofóblca que enmarca al 

.: ·,¡;Óllvo 'consenso ·G·X1·S-X2·G· alrededor del silfo activo de Sertna (Feller el al., 1991 b), el 

cual confonna el centro catalltico de una trlacllglicerol lipasa (Brady ef al., 1990). E.n la figura 

4,--dlCha región está senalada con doble raya y con un merco. Este consenso se observa 

también en la secuencia de la llpasa ex1racelular de S/rep/omyces sp. M11 (Pérez el 81.; 

1993). 

Tabla-1.- Porcentaje de G+C en tas posiciones de codones de los marcos de lectUr~ eblá'rtá 
-=---- -- • .. oRFs-- localizados dentro del Inserto sen de 2.5 Kb secuenciado. -

Contenido de G+C (%molar) 

Posición en el codón 
ORF 1 2 3 Global 

teórico• 63-75 46-54 >90 73.0 

llp 62.7 58.1 97.3 72.7 

87.7 50.8 96.5 71.7 

86.9 61.6 94.8 a1.o 

•los valores teóricos fueron tomados de Bibb et al., 1964. 

Se sometió la secuencia aminoacfdica de la protefna codificada por el gen lip al 

análisls del programa SOAP que halló un segmento hldrofóbico lransmembranal: 

LAASAAAVAAWGLTIL, con el cual podrla Incluirse en la membrana celular de forma 

Integral, con ayuda de las estructuras helicoidales inducidas por las abundantes Valinas y 

Leuclnas. Además, los programas CUTPRO y PSIGNAL coincidieron en senatar el sitio más 

probable donde una peplldasa señal 1 podria realizar el corte (von Heljne, 1986; 1988) que 

liberaria una protelna extracelular madura y una secuencie senal de secreción. En la figura 4, 

una flecha que apunta hacia arriba senala el probable sitio de corte conforme a la "regla ·3, ·1" 

(von Heijne. 1986), de un péplido se~al de 42 aminoácidos de longitud que cumple 

perfectamente con las caracteristlcas generales de otras secuencies senat conocidas (von 

Heljne, 1988; Hale el al., 1992). 
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Codón Aa Uso Codón Aa Uso 

TTT (Phe) o TCT (Ser) o 
TTC (Phe) 9 TCC (Ser) 12 

TTA (Leu) o TCA (Ser) 1 

TTG (Leu) o TCG (Ser) 7 

CTT (Leu) o CCT (Pro) o 
CTC (Leu) 11 ccc (Pro) 10 

CTA (Leu) o CCA (Pro) 1 

CTG (Leu) 15 CCG (Pro) 14 

ATT (lle) o ACT (Thr) o 
ATC (lle) 9 ACC (Thr) 28 

ATA (lle) o ACA (Thr) 1 

ATG (MEn 3 ACG (Thr) 8 

GTT (Val) o GCT (Ala) o 
GTC (Val) 18 GCC (Ala) 23 

GTA (Val) o GCA (Ala) o 
GTG (Val) 4 GCG (Ala) 11 

GTG (MEn 1 

S. a/bus G. Los codones de lénnlno de la 
Aa· Son los amlnécldos codificados 

Codón Aa Uso Codón Aa Uso 

TAT (Tyr) o TGT (Cys) o 
TAC (Tyr) 10 TGC (Cys) 2 

TAA (-) o TGA (-) 1 

TAG (-) o TGG (TrpJ 4 

CAT (Hls) o CGT (Arg) 2 

CAC (Hls) 4 CGC (ArgJ 12 

CAA (Gin) o CGA (Arg) 1 

CAG (Gin) 7 CGG (Arg) 4 

AAT (Asn) o AGT (Ser) o 
AAC (Asn) 6 AGC (Ser) 7 

AAA (Lys) o AGA (Arg) o 
AAG (LysJ 6 AGG (Arg) o 
GAT (Asp) o GGT (GlyJ 1 

GAC (Asp) 16 GGC (GlyJ 24 

GAA (Glu) o GGA (Gly) 1 

GAG (GluJ 10 GGG (Gly) 3 

La secuencia de la prolelna Llp de S. a/bus G se alineó con la secuencia de 310 

aminoácidos de la llpasa de Streptomyces sp. M11, utilizando el programa PALIGN. Se 

encontró que entre ambas protefnas existe un 74.7% de residuos idénticos y un 6.9% de 

residuos similares -la identidad implica residuos de aminoácidos iguales y la slmll!tud habla de 

los que son bloquimlcamenle parecidos- con lodo y péptido sena!. Ya sin la sequenc/a sena1, 

la Identidad entre las protefnas maduras aumenta a 82.1% y le similitud a 5.7%. Esto es, los 

péptldos senal de las proteínas extracelulares no tienen que ser necesariamente idénticos, sólo 

baste con que tengan una región N-tennlnal con carga positiva, una reglón central h!drofóblca 

y una región C-tennlnal más polar (von He/jne, 1986; 1988); tales condiciones se cumplen en 

las secuencias senal de las dos enzimas sin ser idénticas, según se muestra en la figura 6. 
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Flg. 6 Secuencias senal de las lipasas extrac:elulares de S. a/bus G y de Streptomyces sp. 
M11. En ambas se aprecian las tres regiones flslcoqulmlcas d!stingulbles y comunes en 
es1as estruduras: n, la reglón amino-terminal con carga positiva; h, la reglón hldroróblca 
central, y e, le reglón cart>oxl-terminal mAs polar (von Heijne, 1966; 1986). Las flechas 
apuntando hacia aniba seftelan los sitios de corte para una peptldasa scnal 1 que libere 
al péptldo senal de la protelna madura, una vez que el transpor1e a través de la 
membrana se ha llevado a cabo. Los residuos subrayados ocupan las posiciones -1 y-3, 
a partir del sitio de corte, y son los residuos pequenos no cargados que se espera 
encontrar conforme a la •regla -3,-1• (von HeiJne, 1986). 

Los resultados del alineamiento entre las protelnos conflnnan que el sitio de Inicio de 

la transafpciOn es, en efecto, el GTG de la posición 780 y no alguno de los otros dos que ni 

siquiera presentan un probable sitio de unión a ribosomas. 

Como se recordara, la técnica de Southem ya habla senalado una alta homologla 

entre los genes de las Upases de Streptomyces. 

Cabe aclarar dos cosas: una es que al comparar la secuencia amlnoacidlca de la 

lipasa de S. a/bus G en la base de datos COPROT24 únicamente se encontró una protefna 

homóloga -la llpasa 1 de Moraxelfa TA144-, puesto que la secuencia de la prnterna Up de 

Streptomyces sp. M11 todavfa no se Incluye en la base de datos citada; y la otra es que aún no 

se ha hecho taxonomla en Ja cepa Streplomyces sp. M11 y no se sabe con cuáles especies se 

pueda agrupar. Lo cierto es que, aún siendo del mismo género, no podrfa ester muy 

cercanamente emparentada con S. a/bus G, ya que esta cepa se aisló hace bastante tiempo y 

ahora pertenece a la colección del Instituto John Iones en Norwich, Reino Unido; mientras que 

Streptomyces sp. M11 se aisló hace aproximadamenle 3 aftas del suelo en Cuemavaca, 

More los. 



contenido de G+C típica de los genes de estreptomicetos ·Ver Tabla 1-. Según el análisis de 

la posible secuencia de aminoácidos del ORF2 -aJ menos de 208 residuos-, realizado con los 

programas SOAP, HELIXMEM y RAOARGOS, se trata de una poterna muy hidrcfóblca con 5 

supuestos dominios trensmembranales, 4 de ellos Involucrados en la formación de posibles 

a-hélices hldrofóblcas. Aunque en el inserto original, probablemente no se tiene entero al 

ORF2 que COdlfica para esta molécula hi<Jrofóbica -Ver Figs 3 y 5-, la porción de prctelna 

generada, sin duda estarla integrada a la membrana celular y, de ser funcional, podrle estar 

colaborando en la exportación de la /ipasa extracelular de S. a/bus G, tal como supuestamente 

ocurre con la protelna LlmA. moduladora del gen de llpasa de Pseudomonas cepacia 

(Jorgensan el al., 1991). Ahora bien, si el ORF2 se clonó completo, entonces serla mayor la 

probabilidad de que la protelna hidrofóbica para la cual codifica tuviere que ver con la 

secreción de la llpasa. 

No se observó una cuenta significativa al comparar la secuencia amlnoacldlca del 

ORF2 en la base de dalos CDPROT24. 

En lo que concierne al ORF3, su comienzo pod'rfa Involucrar al codón ATG en la 
posición 1771 y/o al codón GTG en el sttio 1801 en el marco 1 -N1», Fig . 5-. Para el 

supuesto sitio de inicio de la transcripción ATG no se observa un trplco sitio de unión a 

ribosomas, mientras que para el otro, GTG, una sequencia GAGGAA se localiza 

lamentablemente muy lejos ·a 21 pb--. No es posible saber cuál de los dos es funcional, pero 

se optó por considerar al primero que codiflca para Metlonlna. Se evaluó entonces su 

contenido de G+C y resultó ser más alto que el promedio teórico -Véase Tabla 1-. Se dedujo 

la secuencia de aminoácidos codificada por el ORF3 y tampoco se encontraron otras proteinas 

homólogas denlro de la base de datos CDPROT24; a pesar de esto, al scmelerta a anélisls se 

encontró que se trata de la porción de una proteína periférica -sin duda, presente en su 

totalidad dentro del inserto original clonado- significativamente parecida a la que codifica el 

gen localizado secuencia.abajo del gen lip de Streptomyces sp. M11. En el alineamiento de 

las dos protefnas se obtuvo que 30.6% de sus residuos de aminoácido son Idénticos y que 

6.2% de éstos son similares. Esta protefna homóloga a fa del ORF3 parece regular la alfa 

expresión del gen /ip de Streptomyces sp. M11, ya que la subclonación del gen estructural 

solo, resulta en la disminución de la actividad lipolitica de esta cepa (Pérez et al., 1993). 

41 



La disposición semejante de ambos ORFs respecto a Jos genes estructurales de lipasa 

pertenecientes a las dos especies de estreptomicelos, junto con la homología significativa de 

las protefnas que codifican. podrfan sugerir una función reguladora similar. Sin embargo, se 

observan dííerencias en las regiones que separan los genes estructurales y los ORFs 

secuencia-abajo: En S. a/bus G, la región fntercistrónlca tiene 76 nucleótidos que no parecen 

estar Jnvorucrados en la formación de estructuras terminadoras de la transcripción, mientras 

que en Streptomyces sp. M11 esta región es mayor, con 401 nucieólldos, y debido a una 

secuencia repetida inversa de 16 pb, se puede formar una estructura tipo "tallo-esa• que 

probablemente pone fin a /a transcripción del gen de Upasa. Si ambas lipasas extracelulares 

fueron clonadas con sus respectivos genes reguladores, entonces las diferencias existentes en 

las regiones intercistrónicas, posiblemente produzcan cambios en la regulación de la expresión 

enzimática causantes de la activldad l/política desigual obseiveda en S. afbus G y en 

Streptomyr:es sp. M11. 

otras diferencias entre estas /lpasas de estreptomicetos son, por parte de 

Streptomyces sp. M11, fa presencia de un promotor parecido a otros promotores vegetativos 

del género, y la presencia de posibles estructuras tennlnadoras de la lranscrfpclón en las 

reglones interclstrónicas que flanquean al gen de la /lpasa -una de ellas descrtta con 

anterioridad-, con 10 cual se piensa que muy probablemente su expresión sea monocistrónlca, 

es decir, que se sintetice un mRNA exclusivo del gen estructural. Por Jo que respecta a S. 

a/bus G, no se detecta promotor ni estructuras con función tennfnadora de la transcripción. 

Este hecho supondría una transcripción de tipo policlstrón/ca, esto es, que a partir de la misma 

molécula de mRNA sintetizada se traduzcan múltiples protefnas. 

CoMPARACION DE LIPASAS BACTERIANAS 

En la tesis de maestría realizada por Cristina Pérez en este ano, se presenta un 

alineamiento hecho entre la secuencia de 310 aminoácidos codificada por el gen lip de 

Slreplomyr:es sp. M11 y la correspondiente secuencia do 319 aminoácidos del gen de la llpasa 

extracelular 1 do Moraxel/a TA144 (Feller el al, 1990b). Esta ultima es una bacterta Gram 

negativa psicrótrofa halotoleranle aislada en aguas del Océano Anh!rtlco (Feller el al., 1990a). 

A estas fipasas se fes reporta una identidad del 33.5% y una similitud del 18.1%, lo cual Indica 

que estén relacionadas. 

La proteina presente en Ja base de datos CDPROT24 que resultó homóloga a la lipasa 

de S. a/bus G fue, precisamente, la alineada con la enzima de Streptomyces sp. M11. Asf 

pues, por medio del programa CLUSTAL se realizó el alineamiento de las 3 llpasas -Fig. 7- y 

se o!Jtuvo que las proteínas son 28 8% idénticas y 40.2% similares con todo y secuencia señal 

de secreción. 
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Secuencia de residuos de aminoácidos No. 

H------PQllLLPARRQAARPSRl?R't'LTGLLAAAAA'I:AGLLL-SGLAFGA 43 
11--------HSTP'R7'G7"l'QAPGLSJUU.AASAAAVAAVVGL'lT-LS-TPGA 40 

MFna:KltSELA!tAl:rv'l'GALVFSIPTL&EV'l'LSE'lTVSSIKSEA'l.'VSSTlt 50 
. • .. 

~PAP'.naSiltASR--GP'U..TSQTSVSSLVASGFGOO'n 91. 
IJAAJ)---NP"!UlGPAPTRl.SZEAPR--GPYAVSQTSVSSLWSGFGGGTI 85 
Kll.PA!rPSDCUDSICI'UVALSDTRDNGPFS:rnn:rusRQSAmP'GGGTI 100 

....... •. 
ttP'rS'llD-GTEG&VVISPGF?llQSSX.Mn.lJPRLAS~lNTT 1.40 
ttPTSTGD-GTFGAVVVTPGli'T.U'XS~QGFVVFfiDTLrr 1.34 
HYP'l'HA8GCGLLG&UVVPGYVSrENBil<JiWGPRLUWGEVVITDmtSI 150 .......... •• ... •• .......................... . 
LDQPDS!tGRQLL.su.D?L'l'Q:MSVRTl\VDATRLGVM:)HS!CGGGSIJUAIC 190 

B. ~ G l'.J>QPDSRGRQMLAALDrLTERSs..&Rl:'lUDGTRLGVIGHSMGGGGTLliLAAX 184 
Hor~.lh T&l.44. 'IDDPDSUAQLNAALDmQ'.ADD'I'VGSKIDPim.LGA.IGWSMGGGG&LICLAT 200 

•. ····· • ............................. • .. . 
Kl.1 SMSLD.AIPL'l'GWNTDltTR'PEI.JlTPTLVVGADGDTVAPVM'HSICP.E'YES 240 
s. aJ.bu5 G BlmSLJtAAIPLT'PRNLD!CI'W2EVTTP'l'LVVGADGDTVAPVATRAJCPnss 234. 
)l:)rax•lla. 'l!Al.44. DS'l'VRAIMPLAPYH-Dl'CBYGJN'KTPTLVUCUIDRJ:UTJOO'.ANAFnlf 249 

......•. •• ... •• ..•. ······ ................ . 
K11 LPGSLDDYLELRGASHFI'P'N--TBD'l'Tl'.AlCt'Sl:SliLJCM'DlSD'XRXEQ:&' 298 
B. albwt G LPSS'lD~--LSN'rl'ZAJC{SVSWLJQ\:&'D)DD'l:RDQ:&' 292 
Hor.ouc.U.. TA.144 UGPXMK--VEVNNGSllFCPSYRna::ILLSKl?GIAHMQicrnmD'l"lUi'DK:&' 297 . . . . • ..... 
K!.1 LCPIP----RPSLTU.EYRGTCPHTS 
S. a.Jbus G LCPLP----VPDRD~LGG 

Mora.salla. U.14.4. LC&NKNYSX.SPRJ:SAn>Tim-CP---. . . • .... 

LONGITUD DE LA REGION CONSENSO: 

RESIDUOS DE AMINOACIDOS IDENTICOS: 

RESIDUOS DE AMINOACIDOS SIMILARES: 

.......... •. • ........ . 

326 

94 (28.6%) 

131 (40.2%) 

310 
304 
319 

Flg. 7 Alineamiento de las secuencias de residuos de amlnoécldos de las lipasas extra
celulares de Streptomyces sp. M11. S. a/bus G y de la llpasa 1 de Moraxe//a TA144. Los 
asteriscos (') y los puntos (.) senalan la posición que esté perfectamente conservada y 
la que esté bien conservada en el alineamiento, respectivamente. 
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Feller et al. (1991b) dicen que lo que distingue a las llpasas de las serin-proteasas, a 

nivel del sitio ac11vo, es una reglón altamente hldrofóbica que rodea al residuo de Serina. Esta 

propiedad facilitaria la adsorción de la enzima y la Interacción del sitio activo con el sustrato. 

Puede apreciarse que las tres llpasas son muy homólogas en esta zona hldrofóblca, ya que 

tienen muchas Glicinas. La Glicina es un aminoácido pequeno que podria ayudar en le 

formación de estruc1uras de giro ~ dentro de la cadena peptldlca. Pues bien, se piensa que 

este peculiaridad genera un sitio activo muy flexible que hace a las lipasas pslcrotróflcas muy 

sensibles el calor, pero es probable que esto sea un pre.requisito para la alta eficiencia 

cataltllca a bajas temperaturas (Feller et el., 1991c). 

En base a los datos del alineamiento de las lipasas extracelulares, se elaboró un 

dendrograma que muestra gráficamente la relación de estas enzimas bacterianas ·Fig. S.-. 

De acuerdo a Pérez (1993), la llpasa extracelular de s. a/bus G, la de SCreptomyces 

sp. M11 y la lipasa 1 de Moraxeffa TA144, formerien parte de uno de los dos posibles grupos o 

familias de Upases en procariontes. El otro grupo estarfa constltufdo por una gran mayorfa de 

las lipasas encontradas en bacterias del género Pseudomonas. 

Indudablemente, la obtención de nuevas secuencias de llpasas procariótlcas, podrfa 

apoyar más ampliamente la idea de estas fammas de enzimas. 

Por otro lado, aún considerando que las llpasas son producidas por muchos seres 

vivos, los parecidos de las enzimas no dejan de ser Interesantes, dadas las diferencias de 

hábitat y de fisloiogla er.tre los géneros bac1erianos: Strepfomyces y Moraxeffa. 

~------ Streptomycu sp. M11 

S.albusG 

Moraxe/fa TA144 (llp1) 

Fig. 8 Dendrogrema obtenido del alineamiento de les secuencias de aminoácidos de las 
llpasas extracelulares de Sfreptomyces sp. M11, S. a/bus G y de la llpasa 1 de 
Moraxeffa TA 144 



a la relación estructura-función de las Upases, puede decirse que, de acuerdo 

a las observaciones de Feller el al. (1990a; 1990b), la posibilidad de que haya llpólisis a baja 

: temperatura podria ester ligada un tanto a la conformación tridimensional que una fuerte 

asociación con lipopolisacllridos darla a una protelna "adaplada" al frlo. 

En otras palabras, las llpasas encontradas en Moraxella TA1« que actúan a bajas 

temperaturas, dependen del fria para ser secretadas, forman complejos de atto peso molecular 

con lipopollsacáridos; con lo cual obtienen mayor flexlbilidad en su conformación, requiriendo 

ast menor energia de activación y, por supuesto, disminuyendo su estabilidad térmica (Feller 

otal., 1990a; 1991a). 

Can el propósito de evaluar la composición de amlnoécldos en las tres lipasas 

extracelulares consideradas, se utilizó el programa AACOMP y se obtuvieran los resultados 

que muestra la slgulenle Tabla: 

Tabla 3. Composición amlnoacldica de las lipasas exlracelulares de Streplomyces sp. M11, S. 
albus G y de la lipasa 1 de Moraxella TA144. Se muestran los valores absolutos y 
porcentuales de los 20 amlnoécldas que componen cada una de las lipasas, 

Amino- Origen de la lipasa Amino- Origen de la llpasa 
ácido M11 S.albUsG MoraxeffllTA14' écldo M11 S.•lbusG Monrxeti.TA144 

Ala 40 34 33 Leu 30 26 19 
'lo 12.9 11.2 10.3 'lo 9.7 8.6 6.0 

Arg 21 19 14 Lys 7 6 23 
'lo 6.a tl.3 4.4 'lo 2.3 2.0 7.2 

Asn 5 6 16 Met 3 4 a 
'lo 1.6 2.0 5.0 'lo 1.0 1.3 2.5 

Asp 13 16 18 Phe 9 9 10 -
% 4.2 5.3 5.6 % 2.9 3.0 3,1 

Cys 2 2 6 Pro 24 25 17 
% 0.6 0.7 1.9 % 7.7 a.2 5.3 

Gin 10 7 3 Ser 32 27 30 
'k 3.2 2.3 0,9 'lo 10.3 8.9 9.4 

Glu 8 10 12 Thr 34 37 22 
% 2.6 3,3 3.8 % 11.0 12.2 6.9 .. 

Gly 28 29 23 Trp 4 4 5 ". 
% 9.0 9.5 7.2 % 1.3 1.3 1.6 

Hls 5 4 3 Tyr 11 10 13 ·,: . 
'lo 1.6 1.3 0.9 'lo 3.5 3.3 ·.4.1·'::. 
lle 11 9 27 Val 13 20 :.c11:':-·:, 
'lo 3.5 3,0 8.5 'lo 4.Z 6.6- 5,3' .-·· 



Puede observarse que la composición emlnoacfdica de las Upases de S. albus G y de 

Sf11lplomyces sp. M11 es muy semejanle, y que en la lipasa 1 de Moraxalla TA144 la cantidad 

de residuos de Asparagina, de Cisteína, de lsoleuclna, de Metlonlna y de Llsina sobrepasa més 

de dos veces a la que se encontró en cualquiera de las dos Upases de Streptomyces. Lo 

contrario sucede con los residuos de Glutamlna. Las demás cantidades de residuos més o 

menos son semejantes en las tres enzimas. 

Probablemente, la distribución y las propiedades fisicoqufmicas de los aminoácidos 

més abundantes a lo largo de la secuencia de la lipasa 1 de Moraxefla TA144 confieren a la 

enzima tas caracterfstlcas requeridas para adquirir la confonnación adecuada al momento de 

Interaccionar con los lipopolisacáridos y durante su actividad en el fria. 

Al presentar los datos de la composición amlnoecldlca de las tres Upases sin procesar, 

de acuerdo a las caracterfstlcas fisicoqufmlcas de los grupos R de sus aminoácidos -Tabla 4-, 

se obseiva que no se tienen diferencias muy significativas, y se puede afinnar que se trata de 

enzimas hldrofóblcas con carga neta positiva. 

Table 4. Porcentaje global de los residuos de aminoácido de las Upases extracelulares de 
Stroplomyces sp. M11, S. albus G y de la Upasa 1 de Moraxalla TA144, según las 
caracterfstlcas fislcoquimlcas de los grupos R de estas moléculas. 

Caracterfstlca del grupo R Composición amfnoacfdlca de las llpasae (%) 

de tos amlnoicidos Streptomyces sp. M11 S. albus G Moraxella TA144 

No polar (hldrofóblco) 

Polar sin carga 

Con carga negativa 

Con carga positiva 

43.2 

39.2 

6.8 

10.7 

43.2 

38.9 

8.6 

9.6 

42.6 

35.4 

9.4 

12.5 

El estudio de los parámetros estnicturales y cateliticos de les enzimas pslcrotróficas 

aún está incompleto y las bases moleculares de la adaptación enzimática al fria son 

hipotéticas (Felier el al., 1991 b). A partir de los resultados de este análisis serla dificil pensar 

que la actividad UpoUtlca de la enzima de Moraxella TA144 a temperaturas debajo de los OOC 

pudiera depender solamente, o bien, de manera decisiva, de las caracterfstlcas fisicoqufmlcas 

globales inherentes a su composición aminoacldica. 

46 



La estructura primaria no ayuda mucho para detennlnar la conformación tridimensional 

de las protefnas, sólo en el caso de presentarse homologfas de secuencia entre una nueva 

proteína y otra cuya estructura terciaria ya se conoce por estudios de crfstalograrra. Esto es, el 

· "problema de la estructuración de la prolelna" -protoln folding problem-. se tiene latente en 

este caso. Y, debkto a que hay mucho que no se comprende respecto a las Interacciones 

entre llpidos y protelnas, no es posible explicar la actividad catalllica de una enzima a partir de 

su sola secuencia amlnoacfdica, se estarte cayendo en lo que Sarkar llama reduccionlsmo 

flslco. 

La determinación de la estructura tridimensional de las llpasas de Streptomyces, 

mediante el análisis por rayos X, ayudarla a adquirir una visión más precisa acerca de la 

conformación y de la manera en que funcionan estas enzimas. 
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CONCLUSIONES 

'·. e" "'"""" ·'· Streptomyces a/bus G se clonó exitosamente en un vector de clonación con 

> : •J: ~1ig~1n .dr> re1pllc:ación lhlb1ndo, siendo expresado por Streptomyces llvidans 1326. 

La naturaleza hlbrfda del replicón utilizado como vector de clonación parece no ser 

responsable de la disminución en el número de coplas de plásmldo recomblnente por 

cromosoma, ya que la clonaclón del gen de llpasa en un plásmido sin rearreglos moleculares 

no muestra diferencias muy apreciables en lo actividad llpolltlca. 

3.· El sitio de unión a rlbosomas GAGAGGA, correspondiente al gen llp de S. a/bus G es 

Idéntico al que funciona durante la expresión del gen de lipasa de Streptomyces sp. M11. 

4.· En la secuencia de la protelna Llp de S. a/bus G se detecta un péptldo sena! de 42 

amlnoécidos y un motivo G-X1·S-X2-G enmarcado por una reglón muy hldrofóblca, lo cual 

Identifica al tlplco sitio activo de las trlacllgllcerol llpasas. 

s... Tanto la secuencia senal de secreción como su sitio de procesamiento encajan 

perfectamente en las caracterfstlcas consenso observadas para otras secuencies de este tipo 

en procariontes. 

6.· Las llpaoas procesadas de S. a/bus G y de Streptomyces sp. M11 tienen el mismo tamano 

de 262 aminoácidos y son significativamente homólogas. 

7.· El gen de lipasa de S. a/bus G probablemente es pollclstrónlco. La transcripción de este 

gen seria diferente a la que se propone para el gen lip de Sfreplomyces sp. M11, dada su 

disposición cercana respecto a otros dos genes que lo flanquean, y debido a la carencia tanto 

de un promotor evidente, como de posibles estructuras terminadoras de la transcripción dentro 

de las reglones intercistrónicas. 

6.· Los dos genes que acampanan al gen de la llpasa de S. a/bus G podrfan estar 

involucrados, uno en la producción, y el otro en la secreción de la enzima: ya que las 

características de las protelnas que codifican son semejantes a las obseivedas en protefnas 

que posiblemente están regulando estos procesos en otras bactertas. 
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La. dÍferencla en la adivldad lipolilica originalmente detedada sugiere una regulación 

d_lstlnta en la expresión y la secreción de la llpasa de S. albus G, respecto a la que se presenta 

en la lipasa de streptomyces sp. M11. 

10.- Debido al parecido significativo entre las respectivas lipasas de S. a/bus G, de 

Strsplomyces sp. M11 y de Moraxe//a TA144, se fundamenta aún más la posible existencia de 

el menos dos grupos de llpasas en procariontes. 

11.- Las caradeñstlcas fisicoquimicas globales de las secuencias aminoacldicas de las tres 

lipasas extracelulares consideradas, les confieren la propiedad común de ser hldrofóblcas y 

tener una carga positiva neta. 
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,'c. Es mecesanio conc1cer· el sitio de inicio de la transcnpclón del gen /ip de S. a/bus G para 

·.··.;;•0 :\'.poeler de•clr algo més seguro sobre la manera en que se expresa. Para lograrlo se podrla 

experimento con la nucleasa S1 que permitirla detectar el nucleótldo exacto en que 

Serie conveniente secuenciar el extremo N·terminal de la lipasa procesada para 

verificar si es correcto el sitia de corte indicado para el péptldo senal. 

Para estudiar la regulación In vivo del gen /lp de S. a/bus G, se le tendría que clonar 

solo en un plásmido cerca de algún promotor fuerte -como es el de la agarasa extracelular de 

S. coe/iCtJ/or A3(2) (Kendall & Cullum, 1984)·, y comparar las actividades iipollticas conferidas 

por esto nuevo replicón con las que son propiciadas por el plásmldo pBG1. También se 

podrfan provocar deleclones o mutaciones en los ORFs 2 y 3 para conocer su función en la 

expresión de le lipasa. 

Es preciso tener un mayor número de secuencias de llpasas de Streptomyces para 

apoyer la Idea de las dos familias de estas enzimas en procariontes. 

Se requieren hacer estudios prorundos acerca de la regulación en la expresión de 

llpasas extracelulares de Streptomyces, tanto para establecer posibles modelos de regulación 

genética, como para llegar a conocer la manera mtis fácil y rtiplda de sobreproducl~as, ya que 

en la actualidad un Qran mercado espera estos nuevos descubrimientos. 
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PEG·1000, ·8000: Pollelilén Glicol con 

SOS: Dodecll·Sullato de Sodio, "Lauril·Sullato• 

TEMED: N,N,N',N'·Tetrametlletil-enedlamlna 

Tris-CI: Trtzma Base acidificado con HCI 

X-Gal: 5-Brom<H-cloro-3-lndolll-~D.galactósldo 

11. SOLUCIONES AMORTIGUADORAS 

Buffer P 
(Okanlshl era/., 1974; Hopwood & Wright; 1978) 

Para 800 mi: _ 
·Sacarosa ...................................................... :. 103.0_g 
• MgCl,-8H20 .................................................... 2.02 g 
-~04 ............................................................. 0.25g 
Aforar con agua deslonlzada y esterilizar en autoclave. 

A cada alicuota de 40 mi, justo antes de usar se le adiciona: 
• Trazas de elementos .: .......................... : .. -.... ; .. -100 µI 
• KH2P04 al 0.5% .............................................. 0.5 mi 
• CaCl2·2H20 al 3.68% ..................................... 5.0 mi 
• Tris-CI al 3% pH 7.2 ...................................... 5.0 mi 

Nota: Todo el material de cristalerla que se ullllce en la elaboración de este buffer debe estar 
perfectamente enjuagado. 

Buffer S1 10x 
(Maniatls el e/., 1982) 

• NaCI 5M ........................................................ 5.0 mi 
·Acetato de Potasio 3M pH 4.5 .... :................. 1: 1 mi 
• Glicerol ........................................................... 5,0 mi 
• ZnS04 1 M ............................................ _. •. , ... ;. 20.0 µI 
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Para 100 mi: 

Buft'erTE 
(Hopwood el al., 1985) 

Buffer TE 25mM 
(Hopwood el al .• 1985) 

- Tris-CI 1 M pH B ..•....••....••••.••••.••••••.••••••••• ; ••••• 
- EDTA·Na 0.5M pH B ....•.•.....•..•.••••...•••.•• ; ••••• :. 5.0 mi; 
Aforar con agua deslonlzada y esterilizar e.~.a~to_~.~~e .. ·: 

BufferTEN . . 
(Hopwood el al., 1985) · 

-- TriS'CI pH B o;: ........ c.;.~"'·"··''·'·; .. ~; .• ,!i.·;;,;'.;: .. :: .. '.: 1ll;;¡M: 
- EDTA·Na .••••••.•.•.•••...••••••..•••.••••.•.•••.• ; ••••• :.: •.••••••. 1mM 
-NaCI ••• ; •....•.•••••.••••..•••..•.••••.. : •. ; ••••• ;.: .•••.•.•• ;; .•••• ;. 1M 

Para 100 mi: 

BulT•rTFB 
(Hanahan, 1988) 

- KCI (ultrapuro) ••....••.•.•.••••••••..•.•.•.•• ; •. ; 0.74 g [100mMJ 
-- MnCl·4H20 ..•••.••... _ •• : .... ,: ....... _._ .•••.••.• :... 0.89 g [45mMJ 
- cac12·2H2o .•...................... : •. : ...... _. ... : 0.15 g [10 mMJ 
- HAC0Cl3 · •••.•••• ; ..•.••..••••. ; •••••.••••.•••.••• ,. _o.ca g [3mMJ 
'K·MES O.SM pH 6.3 ••• : ••.•••• , ........ ;...... . 2 mi [10mMJ 
Ajustar a pH B.20 :!". 0.10, ~llar por membrana de 0.22 µy guardar a 4'C 
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Para 100 mi: 

Medio LB (Lurla Broth) 
(Manlalls et al .• 1982) 

- Bacto-trlptona (Dlfco) ...................................... 1.0 g 
- Extracto de levadura (Difco) .....•.•......•••••••...•••• 0.5 g 
-NaCI •....................•...........••.••..••...........•.•••.•••••• 0.5g 

Para el medio LB sólido, adicionar: 
- Becto-eger (Difco) ........•.••...•.•••........••••••••..•..•• 1.5 g 
Aforar con egue deslonlzede, ajustar e pH 7.0 y esterlllzer en autoclave. 

Pera el medio LB sólido, vaciar en cejes de Petrl y secarles en Campana de 
nujo laminar durante 30 mln. 

-- Nota: -El medio LB blando es semejante, pero lleva solamente 0.75 g de Becto-ager (Dlfco). 

Medio mlnlmo con Rodemlna B 0.1'/o 
(Pérez el e/. 1993) 

Pera 100 mi: 
- MgS04·7H20 el 6% ....................................... . 
- (NH.,)2504 al 20% ........................................ .. 
- Elementos menores ....................................... . 
- Becto-agar (Difco) ........................................ . 
- Agua deslonlzada .......................................... . 

1.0ml 
1.0ml 
o.1.n1 

1.5g 
1oom1 
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Fundir sin que se pierda mucho volumen, y después agregar: 
- Aceite de olivo ................................................ 1.0 mi 
Homogenlzar hasta hacer una emulsión de color blanco. 

De Inmediato, esterilizar en autoclave. Luego, agregar las siguientes 
sustancias esterilizadas: 
- NaH2PO,IK2HP04 1M pH 7.2 ...................... .. 

- Rodamlna B 1 mg/ml .................................... . 
- Casamlnoácidos al 20% ............................... . 
- Tloestreptona 50 mg/ml ................................ .. 
Vaciar en cajas de Petrt y secartas 15 min Ca1mpl1nado ftujolamlnar. 

Para aoo mi: 

Medio R2YE seco 
(Thompson el al., 1980) 

- Sacarosa ........................................................... "'°"' g 
·K2S04 ;:·:: ................................................. , .... ,.~'.~~:·~'.;"::: ••.•• : .. •1:'·.:~G .. 
• MgCl,-BH20 .................................................. .. 
- Glucosa ..................................................... ;.°.::·· 10.0 a¿/c .• ·;éc.•.· .•• ;. 
- Casamlnoácidos ............................................ :. 
Aforar con agua deslonizada. 

Para cada allcuota de 80 mi, agregar: 
- Bacto-agar (Difco) .................................... : .... .. 
Esterilizar en autoclave. 

Después de estelillzar, anadlr las siguientes sustancias esterilizadas: 
- KH2P04 al 0.5% ............................................. 1.0 mi 
- CaCl,-2H20 al 3.60% ..................................... B.O mi 
- L-Prollna al 20% .. .......................................... 1.5 mi 
-Trts-CI al 3% pH 7.2 ....................................... 10.0 mi 
- Trazas de elementos ...................................... 0.2 mi 
- CuS04 2mM ................................................... 0.2 mi 
-NaOH IN ....................................................... 0.2 mi 
- Extracto de levadura al 10% (Dlfco) .............. 5.0 mi 
Vaciar en cajas de Petrt y secar en Campana de fiujo laminar de 3 a 4 h; 

Medio R5 
(Modificado de Hopwood el al., 1985) 

Para 1 ooo mi: 
- K2S04 ............................................................ 0.25 g 

: ~~~~~~H~.~ ... ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::~:::::::::: .1 ~o1:~ ~ .: 
-Casamlnoácldos ...................... ; .......... : ... : .. :.;;:: ·0.1 g 
- Trazas de elementos ..............•....... -.. ~.~ ... ; .. ,.;.'. ' 2 mi 
- Eldracto de levadura (Dlfco) ... : .. ;;.c .... ,:,,::-.:.:::,; ' 5 g 
- Tnzma Base ..................................... ; .. ; ........ ;. , .3 g 
Aforar con agua deslonlzada y ajustar a. pH 7.2 . 
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Para cada alícuota de 100 mi, agregar. 
• Bacto-agar (Olfco) ....................................... ;: .. 

Antes de usarlo anadlr las siguientes-sustancia~ -~ste-~ll~~d~;;:·-
• KH,1'04 al o.5% ............................................. 1.0 mi - -

= ~-~~!~;~~~~ 2~~ ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: ~::-~: - . - -- -
- NaOH 1N ....................................................... 0.2 mi ;:'~~,~ 
• CuS04 ......................................................... ;.. 0.2 mi - . _- ____ . ., ·>."'- . ,_ 
Uenar cajas de Petri con el medio y dejar secando 15 niln en campa~á_de'· 
flujo laminar. · · · -

Medio TSB (Triptone Soy Broth) 
(Hopwood et al., 1965) 

Para 100 mi: 
·Extracto triplico de soya en polvo (Oxokl) .......... 3 g 

Medio VEME (Yeast Extract-Malt Extrae! Medium) 
(Hopwood el a/., 1985) 

Para 100 mi: 
• Extracto de levadura (Olíco) ............................ 0.3 g 
- saeto-peptona (Dirco) ...................................... 0.5 g 
• Extracto de Matta (Difco) ................................. 0.3 g 
• Glucosa ............................................................ 1.0 g 
- Sacarosa .......................................................... 34.0 g 
Arorar con agua deslonlzada, ajustar a pH 7.4 y esterilizar en autoclave. 

Cuando se quiera obtener protoplastos, adicionar. 
• MgCl,-8H20 1M ..................................... , .......... 5 ml/L \---
• Glicina al 20% ................................................. 25 mili 

Para 100ml: 

MedloYT2X 
(Maniatls at si., 1982) 

- Bacto-triptona (Oirco) ...................................... 1.6 g . 
• Extracto de levadura (OirciJ) ............................ 1.0 g 
• NaCI ................................................................. 0.5g 
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