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Los plasmidos o vectores son plataformas que nos permiten introducir cambios
genéticos en células bacterianas o de otros tipos. La bacteria mas utilizada en
manipulacion genética es Escherichia coli, sin embargo hay ciertos procesos que no
pueden llevarse a cabo en dicha bacteria, y es aqui donde entran a escena las bacterias
del género Streptomyces, que aunque presentan un ciclo de vida mas complejo, llevan a
cabo procesos de biosintesis de compuestos bioactivos de una forma mas eficiente
(antibidticos, antitumorales, immunosupresores, etc.). Es por ello que el desarrollo de
nuevos vectores bifuncionales E. coli/Streptomyces facilita el trabajo a la hora de

realizar experimentos cuyo hospedador final es Streptomyces.

Mediante técnicas muy diversas tales como la busqueda bioinformadtica, el aislamiento
de ADN plasmidico, digestiones enzimaticas, ligaciones, transformaciones de ADN
plasmidico en E. coli y Streptomyces y demas procesos, que abarcan distintas areas de

la biologia, se ha conseguido desarrollar el trabajo que se expone a continuacion.

Con la utilizacion de la plataforma SEVA se han conseguido desarrollar plasmidos con
genes de resistencia a kanamicina, cloranfenicol, oxitetraciclina y estreptomicina y que
contienen origenes de replicacion diferentes tanto para E. coli como para Streptomyces,

obteniéndose asi pldsmidos bifuncionales para ambos microorganismos.
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La biotecnologia ha tenido un desarrollo exponencial desde sus inicios, impulsado
desde los afios 50 por el descubrimiento y desarrollo del ADN extracromosémico
bacteriano (plasmidos) de la mano de Lederberg (1952). Este descubrimiento abri6 las
puertas de la manipulacion de los genomas bacterianos, permitiéndonos hoy dia
transferir a dichos organismos secuencias de ADN de interés, como marcadores de
resistencias a antibidticos, realizar mutaciones en su secuencia gendmica e incluso
producir en estos microorganismos proteinas de interés humano o rutas de biosintesis de

productos bioactivos.

Tradicionalmente, Escherichia coli era la bacteria de eleccion para albergar genes de
forma heterologa puesto que es una bacteria bien conocida y facil de manipular. Sin
embargo plantea algunos problemas post-traduccionales importantes en el caso de
proteinas eucariotas, tales como la glicosilacion y un plegamiento proteinico incorrecto
en algunos casos, resultando en insolubilidad y pérdida de bioactividad del producto,
ademads también se puede producir una disminucion en los niveles de expresion debido a
problemas con el uso de codones en esta especie de enterobacteria, que posee un bajo

contenido GC en sus genes (Anné et al., 2012; Silva-Rocha et al., 2013).

En las altimas décadas, Streptomyces spp. ha sido objeto de investigaciones para la
produccion de antibidticos y proteinas recombinantes, ya que tiene la habilidad de
secretar proteinas correctamente plegadas en el medio de produccion, lo que simplifica
los pasos subsecuentes de purificacion. Estas caracteristicas, entre otras, hacen de
Streptomyces spp. una alternativa mas atractiva a otras bacterias como E. coli 'y Bacillus

subtilis (Anné et al., 2012).

Este proyecto se ha realizado con la colaboracion del Programa de Biologia de Sistemas
dirigido por el Dr. Victor de Lorenzo del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-
CSIC). Este grupo ha desarrollado la plataforma SEVA (The Standard European Vector
Architecture) (Fig. 1). Se trata de un recurso online y un repositorio de clones para
optimizar la asistencia a la hora de seleccionar plasmidos y realizar cambios fenotipicos
en procariotas.
‘-,
SE% Standard EuropeanVector Architecture

Figura 1: Logotipo de la plataforma SEVA (Standard European Vector Architecture)
Silva-Rocha et al., 2013 7



2 INSTITUTO
y /g h Universidad ZG\ vmvessmao
n' .l ; \%’
:]Illlfll O ’ml\.'.un de Oviedo : ‘ m
ooon aooon OBRA SOCIAL CAJASTUR

Esta plataforma permite disponer de un vector base que agiliza la construccion de los
plasmidos necesarios para una gran variedad de objetivos, teniendo que decidir
simplemente la mejor combinacion de origen de replicacion, marcador de seleccion y el

segmento de carga (Silva-Rocha et al., 2013).

1.1. Streptomyces

Se trata de bacterias Gram positivas con un s s

. . Gumtube/ . 18hrs - \
alto contenido CG pertenecientes al filo @ G

10hrs
Actinobacteria (Kieser et al., 2000), son whigenes
Free spore expressed
bacterias filamentosas, que dan lugar a \ /l’%
micelios ramificados similares al de los -_ - é I~ o~
S

hongos filamentosos. Se encuentran de forma <,

4to10days

ubicua en la naturaleza gracias a su habilidad

Figura 2: Representacion del ciclo de vida

para colonizar una gran variedad de habitats ;... eptomyces (Slonczewski et al., 2013).

como puede ser el suelo o la vegetacion
(Kieser et al., 2000; Gorny et al., 2003). Presentan un ciclo de vida muy complejo (Fig.
2), que implica procesos de diferenciacion morfologica y fisiologica (Kieser et al.,

2000; Slonczewski et al., 2013).

Tras las germinacion de las esporas, el micelio se compartimentaliza y se produce el
desarrollo del micelio I (MI), un micelio monogénico. Los compartimentos de este
micelio estdn separados por membranas que generalmente no desarrollan paredes
celulares gruesas. Una parte de las células que componen el MI entran en una etapa de
muerte programada y las células que permanecen viables se diferencian a un micelio
poligénico que se divide en septos y forma las hifas, es lo que se denomina micelio II
(MII) (Yaglie et al, 2014). Estas hifas van a sufrir un proceso de curvatura,
enrollamiento y engrosamiento de la pared celular para dar lugar a una cadena de
esporas uninucleares, que se liberaran al medio y desarrollaran un nuevo micelio si
geerminan (Kieser ef al., 2000). Es en este MII donde se producen los antibioticos como

resultado del metabolismo secundario de estas bacterias (Yagiie et al., 2014).

La ruta principal de consumo de glucosa en este género bacteriano es la Embden-
Meyerhof-Parnas o glicolisis, exceptuando algunas especies como S. antibioticus (via

de la hexosa monofosfato). En todos los casos estudiados, la principal ruta de
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asimilacion de nitrogeno es via glutamato sintetasa y glutamato-2-oxoglutarato

aminotransferasa (GOGAT) (Kieser ef al., 2000).

Streptomyces (Fig. 3) presenta un metabolismo muy diverso, los
compuestos que produce en su metabolismo secundario abarcan
un rango muy amplio, son de alto valor en la industria y
presentan diversos propositos farmacéuticos, esto incluye

antibioticos para medicina humana y veterinaria o aplicaciones en

la agricultura, anti-cdncer, agentes inmunosupresores, etc.

Figura 3: Imagen de un
cultivo en medio liquido ~ Algunas de las enzimas producidas tienen un alto valor afiadido.
de Streptomyces

Es por ello que algunos de estos compuestos se producen a escala
industrial, donde se secretan al medio de cultivo en una alta concentracion. Esta
secrecion tan eficiente permite emplear esta bacteria para la produccion de proteinas
heterologas (Anné et al., 2012). La mayoria de las cepas de Streptomyces contienen
plasmidos, tanto circulares como lineales, ademas, otro de los atractivos de estos
microorganismos es la produccién de antibidticos durante el metabolismo secundario

(Kieser et al., 2000), como se ha comentado anteriormente.

Uno de los Streptomyces mas utilizados en el d&mbito del laboratorio es Streptomyces
albus. Esta especie presenta uno de los genomas mas pequefios del género
Streptomyces, lo cual es interesante para estudiar su biologia. S. albus tiende a reducir el
numero de genes ortdlogos y posee el mayor contenido en CG conocido de todo el
género Streptomyces (73,3%), ademas presenta un mayor nimero de operones ARNr
(ARN ribosémico), que es posiblemente la explicacion del excepcional crecimiento y

versatilidad que presentan estas células (Zaburannyi et al., 2014).
1.2. Plasmidos

Este ADN extracromosdmico presenta una estructura de doble cadena que se replica de
forma auténoma en la célula hospedadora. El tamano varia desde unas pocas kilobases
(kb) hasta centenares. Entre las bacterias, estos plasmidos se transfieren de forma
horizontal, principalmente por conjugacién, aunque existen otros procesos de
transferencia (Miljkovic-Selimovic et al., 2007). En Streptomyces la composicion base
de los plasmidos nativos no difieren significativamente de la composicion del ADN
cromosomico (Kieser et al., 2000). La gran mayoria de la ingenieria genética se ha

desarrollado en E. coli, como se ha comentado anteriormente, debido a la facilidad de
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ensamblaje fisico del ADN recombinante en esta especie. Sin embargo este
microorganismo no es la plataforma 6ptima a la hora de desarrollar algunos productos
biotecnoldgicos especificos (metabolitos complejos, proteinas extracelulares, etc.)

(Anné et al., 2012; Silva-Rocha et al., 2013).

Para este trabajo en concreto, se ha recurrido a la plataforma de vectores SEVA, que se
organiza en fragmentos de ADN minimizados para cada funcién plasmidica, editados
para evitar sitios de reconocimiento para enzimas de restriccion en la secuencia y/o en
su funcionalidad y aislados por conexiones fisicas a través de tres segmentos
flanqueados por sitios de restriccion fijos e inusuales. Esta plataforma estd constituida
por tres segmentos basicos necesarios para el desarrollo de estos pldsmidos (Fig. 4)

(Silva-Rocha et al., 2013):

8 Origen de replicacién, es el sitio de inicio de la

Pacl Cargo Spel

replicacion. Esta flanqueado por los sitios de

restriccion Ascl y Fsel.

8 Marcador de seleccion, se trata normalmente oriV (

de genes de resistencias a antibidticos que
nos permiten diferenciar las bacterias
transformadas. Esta flanqueado por los sitios

Swal y PshAl. Fsel . 1T " pshal

8 Segmento de carga, se trata de un segmento

Figura 4: Representacion esquematica de un

a través del cual se introduce el fragmento de . 4.1, plataforma SEVA (Silva-Rocha

ADN de interés a clonar. Esta flanqueado por

los sitios Pacl y Spel.

Marcadores de seleccion: genes de resistencia a
antibidticos
En los ultimos 70 afios, los antibidticos han sido esenciales en la lucha contra las
enfermedades infecciosas y han contribuido a la mejora de las expectativas de vida
(Hansen et al., 2015). Es bien conocido que los miembros del género Streptomyces
producen muchos antibidticos y otras clases de metabolitos secundarios bioldgicamente

activos. Mas del 80% de los antibidticos no sintéticos estan producidos por miembros

del género Streptomyces (Kieser et al., 2000).

10
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Los genes usados como marcadores de resistencia en los plasmidos comerciales poseen
alta similitud a nivel de secuencia con genes de resistencia procedentes de
agrupamientos génicos de biosintesis de antibidticos en las especies productoras de
estas moléculas (Riesenfeld ef al., 2004). Su transferencia natural a otras especies,
patdgenas en este caso, es un grave problema clinico en la actualidad (Hansen et al.,
2015). La mayoria de los genes codificadores de resistencias con interés clinico han
sido descubiertos en bacterias aisladas de muestras veterinarias y en hospitales. Estos
mecanismos de resistencias son muy importantes porque son utilizados en investigacion
basica y aplicada, como por ejemplo como marcas de resistencia en vectores

bacterianos.

En este estudio se ha optado por utilizar como antibidticos de seleccion en E. coli y

Streptomyces la oxitetraciclina, cloranfenicol, kanamicina y estreptomicina.

Oxitetraciclina

La oxitetraciclina (5’-hidroxitetraciclina, Oxi) (Fig.
5) pertenece al grupo de las tetraciclinas y es por
tanto un potente inhibidor de la sintesis proteica

bacteriana con un amplio espectro de actividad

Figura 5: Estructura quimica de la  frente a patdgenos Gram positivos y Gram negativos
oxitetraciclina. (Petkovic ef al,, 2006) (Yin et al., 2015), uniéndose a la subunidad 30S del
ribosoma, evitando la formacion del complejo aminoacil ARNt — ribosoma (Petkovi¢ et
al., 2006). Las tetraciclinas se han ido abandonando para usos clinicos debido a la
aparicion de resistencias. Por esto que se han buscado derivados mas activos como es el
caso de la oxitetraciclina, un antibidtico producido por Streptomyces rimosus (Yin et

al., 2015).

Los genes que codifican la resistencia frente a la oxitetraciclina se denominan otr4,
otrB y otrC y han sido aislados desde este productor S. rimosus (Doyle et al., 1991;
Butler et al., 1989). OtrA protege al ribosoma (Doyle ef al., 1991), uniéndose de forma
no covalente a la GTPasa asociada al mismo e impidiendo su bloqueo por accion del
antibidtico (Connell ef al., 2003). El gen que codifica esta proteina OtrA est4 presente
también en otros Streptomyces como por ejemplo S. lividans. El gen otrB codifica una

proteina de membrana integral responsable de expulsar la oxitetraciclina de la célula. El

11
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mecanismo mediante el cual actiia la proteina codificada por el gen otrC todavia no ha

sido descrito (Petkovi¢ et al., 2006).

Cloranfenicol

El cloranfenicol (Cm) (Fig. 6) es un antibiotico

clasico de amplio espectro que es producido por

diversas especies del género bacteriano Streptomyces, 4]\

O,N
incluyendo a S. venezuelae (Morales et al., 2007). ? O CHCl,
Figura 6: Estructura quimica del
cloranfenicol. (Sambrook et al.,
2001)

El cloranfenicol fue aislado por primera vez en
actinomicetos en 1947. Sin embargo su uso clinico ha
sido reducido por la toxicidad que induce en la médula 6sea (Tobe et al., 2013) y por la
resistencia que se desarrolla rapidamente en las bacterias frente a este antibidtico
(Sambrook et al., 2001). El cloranfenicol inhibe la sintesis proteica en bacterias
bloqueando el paso de transferencia del péptido durante la fase de elongacion peptidica

(Tobe etal., 2013).

La resistencia frente a este antibidtico ocurre de forma natural en las bacterias gracias a
la enzima cloranfenicol acetiltransferasa (codificada por el gen caf), que cataliza la
transferencia del grupo acetilo desde el acetil-CoA al grupo C3-hidroxilo del antibidtico
(Tobe et al., 2013). En ciertas cepas de enterobacterias y en otras bacterias Gram
negativas, el gen cat se expresa de forma constitutiva y se encuentra en plasmidos que
confieren resistencias. Se han descrito algunos productos variantes de este gen cat

(Sambrook et al., 2001).

Kanamicina
OH La kanamicina (Kn) (Fig. 7) es un aminoglicésido
HO o aislado por primera vez en 1957 en el Instituto
R HoN
I o OH Nacional Japonés de la Salud desde cultivos de S.
HO o) . . ..
R'o me kanamyceticus. Hay tres tipos de kanamicinas
HaN dependiendo de la posicion de dos grupos
Kanamycin A N’?—iz oR,... funcionales. La kanamicina comercial es una
Kanamyc?nB NH2 NH> . .
KanamycinC OH  NH; mezcla de los tres tipos, siendo la forma
Figura 7: Estruct imica de 1 o .
i ksa;l;;ﬁz?ngmmlca e mayoritaria la A (Fig. 7) (Sambrook et al,

https://www.medicinescomplete.com

12
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2001).Presenta un amplio espectro de actividad frente a muchas especies de bacterias
patogenas, y durante varios afios fue un importante antibidtico en el tratamiento de

graves infecciones producidas por bacilos Gram negativos (Yow et al., 1961).

Los antibidticos aminoglicésidos son policationes que difunden facilmente a través de
porinas, y una vez en el citosol, estos antibidticos interaccionan con al menos tres
proteinas ribosomales, produciendo una inhibiciéon de la sintesis de proteinas y un

aumento de los errores traduccionales (Sambrook et al., 2001; Katzung et al., 2012).

En estructura, la kanamicina se parece a la gentamicina, neomicina y geneticina y todos
ellos son inactivados por muchas aminofosfotransferasas bacterianas. Como marcadores
de seleccion se han utilizado ampliamente dos genes de resistencia a kanamicina

aislados del transposon Tn903 y Tn5 (Sambrook et al., 2001).

Estreptomicina
La estreptomicina (Sm) (Fig. 8) es OH
también un aminoglicosido, aislado por
primera vez en S. griseus, y como tal HOH/O% / NH,
inhibe de forma irreversible la subunidad
30S  del ribosoma  bacteriano, HsC OH/C% NH,
concretamente se une a la proteina S12 OH CHs NH,
encargada de estabilizar el 16S ARNr Figura 8: Estructura quimica de la
estreptomicina

(Sreevatsan et al., 1995). Su mecanismo https://en.wikipedia.org/wiki/Streptomycin
de accién es el mismo que el descrito en

el apartado anterior para kanamicina (Katzung et al., 2012).

Una de las primeras resistencias a estreptomicina descritas fue la mutacion en el gen
rpsL, cuya proteina mutada afecta de manera muy significativa a la estructura del 16S
ARNr y como consecuencia le confiere resistencia a estreptomicina (Sreevatsan ef al.,
1995). Otro tipo de mecanismos de resistencias se basan en la produccién de enzimas
que inactivan este aminoglicosido mediante adenilaciones, acetilaciones o

fosforilaciones (Katzung ef al., 2012).

13
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Origenes de replicacion

Muchas de las caracteristicas de la replicacion cromosdmica del ADN se han mantenido
a lo largo de los tres filos de la vida, incluida la iniciacion desde un origen discreto, la
progresion bidireccional y la terminaciéon por una horquilla de replicaciéon opuesta
(Gowrishankar, 2015). En las células bacterianas, la replicacion del cromosoma es
bidireccional desde un origen simple y termina en una region opuesta (Wolanski et al.,

2015; Gowrishankar, 2015).

Los vectores bifuncionales recombinantes, que se replican tanto en E. coli como en
Streptomyces son muy interesantes, ya que sigue siendo mas facil manipular ADN en E.
coli que en Streptomyces, usado como destino final para la produccion de la proteina o
metabolito de interés. Probablemente el vector bifuncional més utilizado es aquel que
contiene el oriT de RP4, que permite la movilizacion del plasmido desde E. coli a
Streptomyces (Kieser et al., 2000). Sin embargo en el presente estudio se ha optado por
construir plasmidos que presenten dos origenes de replicacion diferentes, uno para E.
coli y otro para Streptomyces, ya que asi se puede modular mejor el nivel de copias en

esta ultima bacteria.

Los plasmidos replicativos, en general se pueden clasificar en bajo, medio y alto

nimero de copias, adicionalmente también se dispone de plasmidos integrativos.

Bajo numero de copias

Son plasmidos que necesitan una funcion especifica para asegurar su estabilidad
genética. Sin embargo se pueden conservar manteniendo una presion selectiva. Estos
plasmidos se pueden perder de forma espontdnea, caracteristica muy utilizada para
asegurar que un cambio fenotipico es debido al pldsmido y no a una mutacion
secundaria (Kieser ef al., 2000). Son también muy utiles cuando se trata de expresar
sustancias toxicas para las células y mantenerlas asi en bajos niveles que permitan

estudiar su funcion o sus efectos (Watve et al., 2010).

En el caso de Streptomyces, el tinico plasmido de bajo nimero de copias disponible
deriva del SCP2* (Kieser et al., 2000). En E. coli alguno de los origenes de replicacion
que entran en esta categoria son RK2 (Stalker er al., 1981) y RSF1010 (Scholz et al.,
1989).

14
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Alto numero de copias

Presentan una estructura inestable pero son muy utiles en clonaciéon de genes
reguladores o secuencias amplificadoras (secuencias que aumentan los niveles de
replicacion) o genes de biosintesis de antibidticos, ya que te permite obtener gran
cantidad de copias en menos ciclos (Million-Weaver & Camps, 2014; Watve et al.,

2010).

plJ101 es uno de las plasmidos de mayor numero de copias mdas conocidos de
Streptomyces, y presenta 300 copias por cromosoma, o lo que es lo mismo, el 30% del
ADN total de la célula (Kieser et al., 2000). En el caso de E. coli el plasmido de este
tipo mas usado es el pUC, que deriva del pBR322 (Lin-Chao et al., 1992; Szpirer et al.,
2001).

Medio numero de copias

Presentan una estabilidad genética mayor que los plasmidos de bajo y alto ntimero de
copias, al mismo tiempo que permiten tener unos niveles del plasmido adecuados para
expresar sustancias toxicas. Es por ello que son muy utilizados en el &mbito industrial

(Anindyajati et al., 2016).

Se puede considerar dentro de este grupo el plasmido pBBRI1, aislado de Bordetella
bronchiseptica S87, pero que tras la introduccion de un marcador de resistencia a un
antibiotico puede ser usado en E. coli, entre otros hospedadores (Antoine and Locht,

1992).

Integrativos

Los plasmidos integrativos proporcionan una Optima estabilidad segregacional y una
unica copia por cromosoma (Kieser et al., 2000). Estos plasmidos se integran a través
de los sitios at#tP (localizado en el plasmido) y attB (localizado en el genoma
bacteriano) (Fig. 9) mediante recombinacion homologa (Scharbaal-Vazquez et al.,
2008). Estos vectores son mejor aceptados por el receptor que los plasmidos de alto
nimero de copias, con los que se puede llegar a reducir los niveles de expresion por

problemas de toxicidad (Kieser ef al., 2000).
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Ademas de los sitios attP y attB, se requiere la presencia de la enzima integrasa,
codificada por ejemplo por el gen int procedente del fago ¢ C31, presente en algunos de

estos vectores (Gregory et al., 2003).

Fago

attg

E. coli %;-l@rﬁ%

——mio v onmn——

Figura 9: Esquema del proceso de integracion y escision de un
vector integrativo, a través de los sitios attB y attP, en el
genoma bacteriano.
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OBJETIVOS

Con todos los antecedentes presentados en el anterior apartado de introduccion, el
objetivo principal de este trabajo es la obtencion de plasmidos bifuncionales, para E.

coli'y Streptomyces, disefiados a partir de la plataforma SEVA, de forma que:

0 Se obtengan todas las combinaciones posibles entre los origenes de replicacion
en E. coli, RK2, pUC y pBRRI1, y los genes de resistencia a los antibidticos,

kanamicina, oxitetraciclina, cloranfenicol y estreptomicina con:
v" El origen de replicacion SCP2* en Streptomyces.
v" El integron del fago ¢ C31 en Streptomyces.

9 Se introduzcan los plasmidos obtenidos en S. albus

17
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Microorganismos empleados y plasmidos base
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Manoil and

ORGANISMO CEPA GENOTIPO REFERENCIA
araD139 A(ara,leu)7697
AlacX74 phoAA20 galE
E. coli CCl118 galK thi rpsE rpoB

argE,,, recAl

S. albus J1074 Ilv-1, sal-2.

Tabla 1: Descripcion de los microorganismos empleados.

PLASMIDO CARACTERISTICAS REFERENCIA

pSEVAISI  Ap%, pUC,MCS (2,6 kb)  Panke et al, 2013

pSEVA22]  Kn® RK2, MCS (38kb) Slva-Rocha R.er

al.,, 2013
CmRa pBBR1, MCS Silva-Rocha, R. et
PSEVA331 (3 kb) al., 2013
SmRa RS1010, MCS Silva-Rocha, R. et
PSEVA451 (5.3 kb) al., 2013
Vector de seleccion
pUCS57 positiva de E. coli; lacZ", Fermentas

Ap® (2,7 kb)
Tabla 2: Descripcion de los plasmidos utilizados.

3.2. Métodos microbioldgicos

Beckwith, 1985

Chater and Wilde,

1980

GENBANK

pSEVA181.gbk

JX560327

JX560333

JX560340

Y 14837.1

Los métodos utilizados para el cultivo de E. coli y S. albus, han sido los descritos por

Sambrook et al., 2001 y Kieser ef al., 2000, respectivamente.

Medios de cultivo

Los medios solidos se han realizado afiadiendo agar en un porcentaje adecuado

(generalmente el 2%). Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 120 °C

durante 20 min.
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0 Medio LB: (Kieser et al. 2000). Medio liquido utilizado para obtener
masa celular de la que se puede obtener ADN plasmidico. Composicion:
Triptona (5 g/L), extracto de levadura (5 g/L), NaCl (10 g/L). Al anadir
agar (15 g/L) se obtiene el medio LA.

0 Medio TSB: (Trytone Soya Broth, Merck). Medio liquido comercial
compuesto de peptona de caseina (17 g/L), peptona de soja (3 g/L), NaCl
(5 g/L), fosfato dipotasico (2,5 g/L), y glucosa (2,5 g/L) en agua
destilada. Si al TSB le afiadimos 15 g/L de agar obtenemos el medio
TSA. Se utiliza para obtener masa celular en E. coli o para realizar
preindculos de Streptomyces destinados a la obtencion de ADN

cromosdmico o plasmidico.

0 Medio YEME 17%: (Kieser et al. 2000). Medio liquido utilizado para
obtener protoplastos de S. al/bus. Composicion: glucosa (10 g/L), extracto
de levadura (3 g/L), extracto de malta (3 g/L), peptona de carne (5 g/L) y
sacarosa (170 g/L). Tras el autoclavado se suplementa con glicina al 20%

(937 uL/25 mL) y MgCl, 1M (125 pL/25 mL).

90 Medio R5: (Kieser et al. 2000). Medio sélido para regenerar protoplastos
de Streptomyces. Composicion: Sacarosa (103 g/L), K,SO4 (0,25 g/L),
MgCl,*6H,0 (10,12 g/L), glucosa (10 g/L), casaminoacidos (0,1 g/L),
extracto de levadura (5 g/L), TES (5,73 g/L), 2 mL de soluciéon de
oligoelementos (ZnCl, 0,04 g/L, FeCl;*6H,0 0,2 g/L, CuCL,*2H,0 g/L,
MnCl,*4H,0 0,01g/L, Na,B407*10H,0 0,01g/L y (NH4)sMo070,*4H,0
0,01g/L) y agar 25 g/L. Tras autoclavar se suplementa con 10 mL/L de
KH,PO4 0,5%, 4 mL/L de CaCl,*2H,0 5M, 15 mL/L de L-prolina 20% y
7 mL/L de NaOH 1M.

9 Medio Bennet: (Kieser et al. 2000): Medio solido utilizado para la
esporulacion de S. albus. Composicion: Glucosa (5 g/L), extracto de
levadura (0,5 g/L), extracto de carne (0,5 g/L), casaminoacidos (1 g/L) y
agar (22 g/L). Se ajusta a pH 7 utilizando KOH.
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Cultivo de E. coli y Streptomyces

1. Para los cultivos de E. coli se ha partido siempre de una colonia aislada en
medio so6lido, que se inocula en medio TSB o LB al que se afiade el antibidtico
de seleccion para luego incubar a 37 °C en agitacion (250 rpm) durante una

noche.
2. Para Streptomyces:

a) Recogida de esporas: sembramos en medio Bennet (sé6lido) cubriendo con
esporas o micelio la superficie de la placa Petri, e incubamos los dias

suficientes para que se produzca la esporulacion (una semana a 30 °C).

b) Obtencion de protoplastos: De las esporas en suspension obtenidas y
guardadas en glicerol 20% a -20 °C, se hace un preindculo a una
concentracion final de 107 esporas/mL en medio liquido (10 mL de TSB),
que se deja una noche a 30 °C y 250 rpm en matraces lisos de 50 mL. Tras
24 h de crecimiento se inoculan 750 pL de este micelio fresco recién
obtenido en matraces invaginados de 250 mL con 25 mL de medio liquido

YEME 17% suplementado y se dejan 36 h a 30 °C y 250 rpm.

Condiciones de conservacion de las células

Para conservar las células de E. coli de interés, se parte de 1,5 mL de cultivo liquido, se
centrifuga 5 min a 14.000 rpm, el pellet celular se resuspende en 750 uL. de medio LB y
se afiade 750 pL de glicerol al 50%.

Las esporas de Streptomyces recogidas de medio sélido se han conservado en glicerol al

20%.

Ambas suspensiones celulares se guardan a -20 °C para su posterior uso como indculos.

Antibioticos

Las soluciones utilizadas se muestran en la siguiente tabla:
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Antibiotico

Kanamicina, Kn
Cloranfenicol, Cm
Ampicilina, Ap
Oxitetraciclina, Oxi

Estreptomicina, Sm

Solvente

H,O

Etanol 100%

H,O

DMSO 100%

H,O
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Concentracion

almacén (mg/ml)
50
50
100
40

50

Tabla 3: Concentraciones de antibidticos utilizadas.

3.3. Aislamiento de ADN plasmidico

Los métodos de este apartado han sido los descritos por Sambrook et al. (2001) y Kieser

et al. (2000).

Minipreparaciones de ADN plasmidico a partir de E.

coli

La obtencion de ADN plasmidico a pequena escala desde E. coli se ha realizado

siguiendo los protocolos que aparecen en el libro de Sambrook et al., 2001 (adaptacion

del protocolo de extraccion de ADN plasmidico de Birnboim y Doly, 1979) con algunas

pequefias modificaciones:

* Solucion I: Tris-HCI 50 mM y EDTA 10 mM, pH= 8.

* Solucidn II: NaOH 0,1 Ny SDS 1%.

* Solucion III: Acetato potéasico 2,5 M y 4cido acético glaciar hasta pH 5,5.

e Etanol 70%.

* Isopropanol absoluto.

* TE: Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM, pH= 8.

21



i ol
HOOOS

2 % INSTITUTO
) N\ 4 Universidad §4l gggﬁgmﬂu
o A0 de Oviedo Z2\\Y

noooon OBRA SOCIAL CAJASTUR

Minipreparaciones de ADN plasmidico a partir de S.

albus

La obtencion de ADN plasmidico a pequefia escala desde S. albus se ha realizado
segun el kit comercial “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” de Thermo Scientific,

siguiendo el protocolo recomendado.

3.4. Manipulacion in vitro del ADN

Digestiones de ADN

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se han realizado siguiendo los
métodos descritos por Sambrook ef al. (2001). Los tampones y las condiciones de

reaccion han sido los recomendados por el fabricante.

* Enzimas de restriccion: Takara, Roche, Thermo Fisher y EurX.

* RNasa: Sigma. Se prepar6 una concentracion final de 10 mg/mL en Tris-HCl y
NaCl 15 mM, calentandola a 90 °C durante 15 min, para luego dejarla enfriar a
temperatura ambiente y almacenarla a -20 °C.

* En las desfosforilaciones, necesarias en algunos casos antes de la purificacion de
algunos de los plasmidos digeridos, se usaron 2 pLL de fosfatasa alcalina “CIAP”

(40 U/uL) (EURX) durante 10 min a 37 °C, en un volumen final de 100 pL.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se necesita para comprobar en algunos casos la correcta introduccion de las
bandas en los pldsmidos, ya que algunos no se han podido comprobar mediante la
digestion de ADN comentada en el apartado anterior, concretamente los plasmidos que
presentar la resistencia a oxitetraciclina y en algunos casos los que presentan resistencia

a estreptomicina.

El disefio de los oligonucledtidos cebadores se realizd tomando como referencia la
secuencia nucleotidica de los fragmentos a amplificar. Para ello se tuvo en cuenta
criterios como la proporcion de CG, el tamariio, la temperatura de desnaturalizacion y la
posible existencia de hibridaciones entre pareja de cebadores, asi como hibridaciones

intercadena que podrian interferir en la reaccion de amplificacion. Para facilitar este
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proceso, se utilizaron herramientas informaticas como SnapGene en el disefio de los

oligonucleotidos.

En la siguiente tabla se muestran los oligonucle6tidos sintéticos utilizados para
amplificar una region perteneciente a la resistencia a oxitetraciclina (OXYT) y a la

resistencia a estreptomicina (SM).

Oligonucledtidos =~ Secuencia de ADN (5°-3°) up Secuencia de ADN (5°-3°) rp

CGG-O0XYT TGGAGTTCAACGGCAAGGAC GCGCGGACCGTTGTC
CGG-SM ATCAGAGGTAGTTGGCGTCAT | AGGGTTATGCAGCGGAAAAG
Tabla 4: Secuencia de los oligonucledtidos up y rp para OXYT y SM.

El fragmento de amplificacion con los oligonucledtidos OXYT tiene un tamafio de 698

pb, mientras que con los oligonucleotidos SM tiene un tamafio de 784 pb.

Condiciones de reaccion de PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo afiadiendo los siguientes elementos a un

volumen final de 50 pl.

H,0O 34,5 uL
Tampon Amplus, 10x (EURX) S5uL
Mezcla de desoxirribonucledtidos 5 il
dNTPs (2mM)
Oligonucleotido up (20 uM) 1,5 uL
Oligonucleotido rp (20 uM) 1,5 uL
ADN molde 2 ulL

Polimerasa Amplus 5U/ ul (EURX) 0,5 uL
Tabla 5: Reactivos y volumenes de la PCR.

El termociclador utilizado fue Veriti 96 Whell Thermal Cycler (Applied Biosystems).
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Programa de amplificacion

El programa de amplificacion estandar fue el siguiente:

1. 94°C/2 Paso inicial de desnaturalizacion.

2. 94°C/10°

3 57°C/1 Anillamiento. Ciclos de amplificacion: 30x
4. 68°C/ 1 (1" por cada Kb amplificada).

5. 68°C/7 Paso final de la extension.

6. 4°C/ o0 Fin de reaccion.

Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis se realizaron con tampén TBE 1X (Tris-acetato 108 g, acido bdrico
55 g, EDTA 0,5 M 20 ml y agua hasta 1 L) como electrolito. La concentracion de
agarosa en el gel fue de 0,7 %. Las muestras de ADN se mezclaron con el tampoén de
carga 10X (100 mM de EDTA, 43 % glicerol y 0,5 % azul de bromofenol) utilizado

como densificante y con RedSafe como marcador cromogénico bajo luz ultravioleta.

Los marcadores de peso molecular utilizados a lo largo del trabajo fueron “GeneRuler™
1 kb DNA Ladder” (Thermo Fisher), y “Perfect Plus™ 1 kb DNA Ladder” (EURx), 0,5
pg/uL. Estos se resuspendieron en 100 pL. de tampdn de carga (Thermo FisherThermo
Fisher) y 400 pL de agua miliQ, a una concentracion final de 0,1 pg/uL.

A las soluciones del ADN a cargar en los pocillos de agarosa se afiadi6 el tampon de
carga “Loading buffer 10x” (TaKaRa Biotechnology). Los geles se visualizaron en un

equipo “Gel Doc 2000 (Bio-Rad).

Purificacion de fragmentos de ADN

Finalizada la electroforesis, se cortd la agarosa con los fragmentos de ADN de interés
con un bisturi estéril. Los fragmentos resultantes de los cortes con enzimas de
restriccion en geles de agarosa al 0,7 % se llevo a cabo con el kit comercial GeneJET

Gel Extraction Kit (Thermo scientific). Para purificar el ADN después de las
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digestiones con enzimas de restriccion se utilizé el kit de purificacion StrataPrep®PCR

(Agilent Technologies).

Ligaciones de ADN

En este apartado se tuvieron en cuenta las indicaciones descritas por Sambrook et al.
(2001). La enzima utilizada fue la ADN ligasa del fago T4 (Invitrogen), la cual es
apropiada para la union de extremos cohesivos o romos. La proporcion molar del vector
respecto del fragmento a clonar fue al menos cuatro veces favorable al fragmento de
interés, estando el vector en algunos casos defosforilado para evitar religaciones del
mismo. Para las ligaciones romas se utilizo la ADN ligasa de 5 U/uL y se dejaron una
noche a temperatura ambiente, mientras que para las ligaciones con extremos cohesivos

se utiliz6 una ADN ligasa de 1 U/pL y se dejaron 2 h a temperatura ambiente.
3.5. Transformacion con ADN plasmidico en E. coli

Las células competentes de E. coli CC118 se obtuvieron de cultivos en fase de
crecimiento exponencial, induciendo la competencia con sales de calcio. La
transformacion de dichas células se realizo siguiendo el método descrito por Sambrook
et al. (2001). Las células transformadas se sembraron en placas de TSA con el

antibiotico de seleccidon adecuado.

Antes de sembrar en placa, a la alicuota de células competentes transformada con el
ADN plasmidico, se le afiadié 1 mL de LB y se incub6 en un eppendorf a 37 °C durante
1 h; asi aseguramos que se exprese el gen de resistencia al antibidtico. Transcurrido este
tiempo las células fueron sembradas en placas de TSA y se dejaron a 37 °C 24 h hasta

observar colonias aisladas.
3.6. Obtencion y transformacion de protoplastos de S. albus

Para la obtencion de protoplastos se siguieron los protocolos descritos por Kieser et al.

(2000).

Para la transformacion de protoplastos se cogen alicuotas de 200 pL y se les afiade 20
puL de ADN plasmidico y 500 uL de PEG 6000 al 25% resuspendido en tampén P (103
g sacarosa, 0,25 g K,SO4, 2,02 g MgCl,*6H,0, 2 mL de los oligoelementos descritos en
el apartado 3.2.1, y H,O hasta 800 mL, suplementado tras autoclavar con: 1 mL
KH,PO4 0,5% + 10 mL CaCl, 3,68% + 10 mL TES 5,73% pH=7,2 por cada 80 mL). A
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continuacion se siembran placas de RS que se incuban durante 24-30 h a 30 °C. Una vez
se observa regeneracion del micelio, se afiaden 1,5 mL de H,O con el antibiodtico

correspondiente y se incuban 7 dias a 30 °C.
3.7. Replicacion de colonias con terciopelo

Para replicar colonias de Streptomyces con terciopelo, se coloca la placa con las
colonias a replicar sobre el terciopelo estéril durante 20 segundos y seguidamente se
deposita sobre el mismo una placa de medio nueva con el antibidtico correspondiente y

se incuban a 30 °C hasta la aparicion de nuevas colonias.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Busqueda bioinformatica

Mediante la bisqueda bioinformatica se obtuvieron las secuencias publicadas de los
genes de resistencia necesarios, y se disefiaron las secuencias finales para CGG-
Resistance-otr4 (resistencia a oxitetraciclina), CGG-Replicon-SCP2* (origen de bajo
nimero de copias en Streptomyces) y LTS-Integron-attP (secuencia aftP e integrasa en
Streptomyces) que se introdujeron en el plasmido pUCS57, flanqueados por sitios de
restriccion compatibles en cada caso para lograr la posicion y la orientacion adecuada
en los plasmidos base en los que posteriormente se introducen. Ademas estas secuencias
sintéticas presentan codones optimizados y sitios de union al ribosoma adecuados para

Streptomyces, asi como ausencia de sitios de restriccion.

4.2.0btencion del cassette génico Replicon-SCP2* e introduccion

en el plasmido pSEVA221

El cassette génico sintético del Replicon-SCP2* se encontraba clonado en el plasmido
pUCS57 (pCGG-SCP2*), por lo cual se tuvieron que realizar una serie de pasos que
permitieran obtener Unicamente la secuencia perteneciente a este cassette. Para ello se
realizé un aislamiento de este plasmido desde E. coli, su comprobacion con BamHI y
HindIll (4,2 y 0 kb) y Xbal y Pstl (2,7 y 1,5 kb) (Fig. 10), su digestion con las enzimas
Ascl y Mlul, separacion de fragmentos en un gel de agarosa y purificacion de la banda

correspondiente de 1,5 kb.

A

4,2 kb

3kb 3kb

2,7kb

1,5kb

1kb 1kb

Figura 10: Digestion del plasmido pCGG-SCP2* con BamH1 y HindlIll (A) y Xbal y Pstl
(B).
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Una vez se obtuvo el cassette Replicon-SCP2*, se ligd con el plasmido base pSEVA181
digerido previamente con Ascl y desfosforilado, para obtener el vector pCGG3 (Fig.
11). A continuaciéon se transformd la ligacion de este vector (5 pL) en células

competentes de E. coli, donde se obtuvieron colonias aisladas.

(3705) Ascl

)
/é§/

~

~J

pSEVA221

‘MIuI (1978)

(5247) Ascl
|

Figura 11: Genealogia del plasmido pCGG3 (bajo niimero de copias en E. coli y en
Streptomyces).
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_| 51kb Se comprobd mediante digestion con Ascl y
EcoRI en el ADN plasmidico obtenido desde

12 colonias de la transformacion con
pCGG3, que el cassette génico se habia
introducido con la orientacion deseada (5,1 y

0,2 kb) y por tanto el plasmido pCGG3

Figura 12: Digestion de comprobacion estuviera correcto (Fig. 12).

del plasmido pCGG3 con A4scl y EcoRI
(la segunda banda liberada, de 0,2 kb, no
se aprecia en la foto).

4.3.0btencion de los plasmidos pCGG4, pCGGS y pCGG6

Plasmido Origen en E. coli St?e};foei’;;:es Resistencia
pCGG4 RK2 SCP2* Oxitetraciclina
pCGGS RK2 SCP2* Cloranfenicol
pCGG6 RK2 SCP2* Estreptomicina

Tabla 6: Resumen de las caracteristicas de los plasmidos pCGG4, pCGGS5 y pCGG6 (RK2
replicon de bajo nimero de copias en E.coli, SCP2* replicon de bajo nimero de copias en
Streptomyces).

El gen sintético disefiado otr4 se encontraba clonado en el plasmido pUC57 (pCGG-
otr4). Para comprobar dicho plasmido se realizé un aislamiento desde E. coli y se

digiri6 con EcoRI y Xhol (0,6; 1,5y 3,3 kb) y Hindlll y Scal (3,5 y 1,7 kb) (Fig. 13).

A B

—| 3,3kb 3,5kb

3kb 3kb

1,7 kb

1,5kb

1kb }—— 1kb

Figura 13: Digestion de comprobacion del plasmido pCGG-otrA con EcoRl'y Xhol (A) y
Hindll y Scal (B).
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Para obtener las bandas correspondientes a los genes de resistencia a oxitetraciclina,
kanamicina, cloranfenicol y estreptomicina se digirieron los pldsmidos pCGG-ortA,
pSEVA331 y pSEVA451 con las enzimas Swal y PshAl, se realizo un gel de agarosa y

se aislaron y purificaron las bandas correspondientes de 2,6; 0,8 y 1 kb respectivamente.

A continuacién se ligaron estas bandas con el pldsmido pCGG3 previamente digerido

con Swal y PshAl obteniéndose los plasmidos pCGG4, pCGGS y pCGG6 (Fig. 14).

Swal (275)

PshAI (1211)

Swal (283)

Swal (408)

©
50

- lacz,
) romote, <@
9P 2 P er
$ N P«\O

pCGG-otrA PsShAT (1281)

5247 bp

PSEVA451
5334 bp

?
PSEVA331 Sk,

2968 bp |

(3002) PshAI

PshAI (1067)

Swal (275) Swal (75) Swal (275)

PshAT (1273)

PshAT (2869)

Figura 14: Genealogia de los plasmidos pCGG4, pCGGS5 y pCGG6
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Se transformaron dichas ligaciones (5 pL) en células competentes de E. coli. Se
obtuvieron colonias aisladas y se comprobd la correcta introducciéon de los genes

mediante PCR en el caso de pCGG4 y pCGG6 y mediante digestion con Scal y EcoRI

en el caso de pCGGS (4,1 y 1 kb) (Fig. 15).
4,1 kb
1 kb

0,8 kb

A

6 kb

3 kb

1kb

1kb

Figura 15: PCR de comprobacion de los plasmidos pCGG4 (A), pCGG6 (C)
y digestion de comprobacion del pCGGS con Scal y EcoRI (B).

4.4.Introduccion del cassette génico Replicon-SCP2* en el

plasmido pSEVA181

El procedimiento es el mismo que en el apartado 4.2, partiendo del cassette génico
Replicon-SCP2* aislado y ligandolo con el plasmido pSEVA181 previamente digerido
con Ascl y desfosforilado, obteniéndose como resultado el plasmido pCGG7 (Fig. 16).
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(2513) Ascl

/'AscI (436)

pSEVA181

2631 bp

.MIuI (1978)

Figura 16: Genealogia del plasmido pCGG7 (alto numero de copias en E. coli,
bajo nimero de copias en Streptomyces).

Se comprobo mediante digestion con Ascl y
EcoRI en el ADN plasmidico obtenido desde
12 colonias de la transformacion con pCGG7,
que el cassette génico se habia introducido con

la orientacion deseada (4 y 0,2 kb) (Fig. 17).

Figura 17: Digestion ewmprobaci(')n del
plasmido pCGG7 con Ascl y EcoRI (la banda
de 0,2 kb no se aprecia en la foto). 32
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4.5. Obtencion de los plasmidos pCGGS8, pCGGY, pCGG10 y

pCGGl11
Plasmido Origen en E. coli St?e’;foe:a;:es Resistencia
pCGGS pUC SCP2* Kanamicina
pCGGY9 pUC SCP2* Oxitetraciclina
pCGGI0 pUC SCP2* Cloranfenicol
pCGGl1 pUC SCP2* Estreptomicina

Tabla 7: Resumen de las caracteristicas de los plasmidos pCGGS, pCGGY, pCGG10 y pCGG11
(pUC replicon de alto numero de copias en E. coli, SCP2* replicon de bajo numero de copias en
Streptomyces).

El procedimiento es el mismo que el descrito en el apartado 4.3, se digieren los
plasmidos pSEVA221, pCGG-ortA, pSEVA331 y pSEVA451 con Swal y PshAl y estas
bandas se introducen en el plasmido pCGG7 previamente digerido con Swal y PshAl
para obtener respectivamente los plasmidos pCGGS8, pCGGY, pCGG10 y pCGG11 (Fig.
18).

Swal (275)

Swal (283)

o
(SR omote;

PSEVA451 PShAT (1251)

5334 bp

.'lam Reo™

PSEVA221
3823 bp

A
§
g PSEVA331
2968 bp

>

PCGG-otrA
5247 bp

£ /9*/
~//

PCGGS
4061 bp

PShAT (1273)

(2869) PshAT

Figura 18: Genealogia de los plasmidos pCGG8, pCGGY, pCGG10 y pCGG11
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Se transformaron dichas ligaciones (5 pL) en células competentes de E. coli. Se
obtuvieron colonias aisladas y se comprobd la correcta introducciéon de los genes
mediante PCR en el caso de pCGGY y mediante digestion con Nsil y EcoRI para el
plasmido pCGGS8 (3,2 y 0,8 kb), con Scal y EcoRI para pCGG10 (3 y 0,9 kb) y con
Dral 'y PshAl para pCGG11 (3,2 y 0,9 kb) (Fig. 19).

Ew

6 kb
32 kb
kb 3kb
Lo
0.8 kb 0,7 kb
6 kb 6 kb
32 kb
3kb 3 kb 3kb
1kb 0,9 kb

Figura 19: Digestion de comprobacion del plasmido pCGG8 con Nsil y EcoRI (A), PCR de comprobacion del
plasmido pCGGY (B), digestion de comprobacion de los plasmidos pCGG10 con Scal y EcoRIl y pCGG11 con Dral
y PshAL

34



VR INSTITUTO

& /#%)\ A Universidad S eooan
\ | [\ i

nn”( ol ln)n'_,n de Oviedo —

n “ n ) () |‘) on OBRA SOCIAL CAJASTUR

4.6.Introduccion del cassette génico Replicon-SCP2* en el

plasmido pSEVA331

El procedimiento es el mismo que en el apartado 4.2, se partid del cassette génico
Replicon-SCP2* aislado y se ligd con el plasmido pSEVA331 previamente digerido con
Ascl y desfosforilado, obteniéndose como resultado el plasmido pCGG12 (Fig. 20).

(2850) AscI

MIul (1978)

A 4

(4392) Ascl
|

pCGG12

4510 bp

Figura 20: Genealogia del plasmido pCGG12 (medio niimero de copias en E.coli y
bajo numero de copias en Stretomyces).
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4,3 kb

Figura 21: Digestion de comprobacion del
plasmido pCGG12 con Ascl y EcoRI (en
este gel no se aprecia la banda de 0,2 kb

liberada).
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Se comprobé mediante digestion con
Ascl y EcoRI en el ADN plasmidico
obtenido desde 12 de la

transformacion con pCGG12, que el

colonias

cassette génico se habia introducido con
la orientacion deseada (4,3 y 0,2 kb) (Fig.
21).

4.7.0btencion de los plasmidos pCGG13, pCGG14 y pCGG15

Plasmido Origen en E. coli St?;ifoe:a;:es Resistencia
pCGGI3 pBBRI1 SCP2* Kanamicina
pCGGl4 pBBRI1 SCP2* Oxitetraciclina
pCGGIS5 pBBR1 SCP2* Estreptomicina

Tabla 8: Resumen de las caracteristicas de los plasmidos pCGG13, pCGG14 y pCGG15 (pBBR1
replicon de medio niimero de copias, SCP2* replicon de bajo niimero de copias en Streptomyces).

El procedimiento es el mismo que el descrito en el apartado 4.3, se digieren los

plasmidos pSEVA221, pCGG-ortA y pSEVA451 con Swal y PshAl y estas bandas se

introducen en el plasmido pCGGI12 previamente digerido con Swal y PshAl para
obtener respectivamente los plasmidos pCGG13, pCGG14 y pCGG15 (Fig. 22).
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Swal (275)

pCGG12 PshAI (1067)

4510 bp

a
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@Q‘
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Swal (283)

Swal (275)

Swal \(408)

/20

PshAT (1281)

PSEVA221
3823 bp

PSEVA451
5334 bp

pPCGG-otrA
5247 bp

°
"Sx
.kl 010 Re?™

(3002) PshAI

Swal (275)
Swal (275)

pCGG13 pCGG15

4654 bp pCGG14 4716 bp

PshAT (1273)

6312 bp

PShAI (2869)

Figura 22: Genealogia de los plasmidos pCGG13, pCGG14 y pCGG15

Se transformaron dichas ligaciones (5 pL) en células competentes de E. coli. Se
obtuvieron colonias aisladas y se comprobd la correcta introduccion de los genes
mediante digestion con Nsil y EcoRI para el plasmido pCGG13 (3,8 y 0,8 kb) y
mediante PCR en el caso de pCGG14 y pCGG15 (Fig. 23).
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08 kb

Figura 23: Digestion de comprobacion del plasmido pCGG13 con Nsil y EcoRI (A), PCR
de comprobacién de los plasmidos pCGG14 (B) y pCGG15 (C).

4.1.0Obtencion del cassette génico Integron-a#fP e introduccion en

el plasmido pSEVA181

El cassette génico sintético del Integron-attP se encontraba
clonado en el plasmido pUCS57 (pLTS-Integron), por lo
cual se tuvieron que realizar una serie de pasos que
permitieran obtener Unicamente la secuencia perteneciente
a este cassette. Para ello se realizé un aislamiento de este
plasmido desde E. coli, su comprobacion con Scal y Xhol
(2,6 y 2,2 kb) (Fig. 24), su digestion con las enzimas Ascl y
Mlul, gel de agarosa y purificacion de la banda

correspondiente de 2,1 kb.

6 kb

2,6 kb

11

3kb

e
N

1kb }——

Figura 24: Digestion de comprobacién del
pldsmido pLTS-Integron con Scal y Xhol.
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Una vez se obtuvo el cassette Integron-attP, se 1ligd con el plasmido base pSEVA181
digerido previamente con Ascl y desfosforilado, para obtener el vector pCGG24 (Fig.
25). A continuacion se transformd la ligacion de este vector (5 pL) en células

competentes de E. coli, donde se obtuvieron colonias aisladas.

(2513) Ascl AscI (436)

pLTS-Integron

pSEVA181 4851 be

(2564) MIuI‘

(4641) Ascl
|

pCGG24

Figura 25: Genealogia del plasmido pCGG24 (alto nimero de copias en E. coli E. coli,
integrativo en Streptomyces).
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EcoRl y Xhol en el ADN plasmidico

Sen’
}__ ':.: - _| obtenido desde 12 colonias de la
o 4‘ transformacion con pCGG24, que el

cassette génico se habia introducido con la

orientacion deseada (3 y 1,9 kb) (Fig. 26).

Se comprobd, mediante digestion con

1kb }‘

Figura 26: Digestion de comprobacion del
plasmido pCGG24 con EcoRI1 y Xhol.

4.2.0btencion de los plasmidos pCGG25, pCGG26, pCGG27

Plasmido Origen en E. coli St?e’;foesq;:es Resistencia
pCGG25 pUC Integron-attP Kanamicina
pCGG26 pUC Integron-attP Oxitetraciclina
pCGG27 pUC Integron-attP Cloranfenicol

Tabla 9: Resumen de las caracteristicas de los plasmidos pCGG25, pCGG26 y pCGG27 (pUC
replicon de alto numero de copias).

El procedimiento es el mismo que el descrito en el apartado 4.3, se digieren los
plasmidos pSEVA221, pCGG-ortA y pSEVA331 con Swal y PshAl y estas bandas se
introducen en el plasmido pCGG24 previamente digerido con Swal y PshAl para
obtener respectivamente los plasmidos pCGG2S, pCGG26 y pCGG27 (Fig. 27).
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Figura 27: Genealogia de los plasmidos pCGG25, pCGG26 y pCGG27.

Se transformaron dichas ligaciones (5 pL) en células competentes de E. coli. Se
obtuvieron colonias aisladas y se comprob6 la correcta introducciéon de los genes
mediante digestion del plasmido pCGG25 con Nsil y EcoRI (3,8 y 0,9 kb), del pCGG27
con Scal y EcoRI (3,6 y 0,9 kb) y mediante PCR en el caso de pCGG26 (Fig. 28).
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Figura 28: Digestion de comprobacion digestion del plasmido pCGG25 con Nsil y EcoRI (A),
del pCGG27 con Scal y EcoRI (C) y PCR de comprobacion del pCGG26 (B). *Banda
corresponde al plasmido sin digerir, se puede deber a una baja actividad de los enzimas o a un
escaso tiempo de incubacion.

4.3. Transformacion de protoplastos de S. albus J1074 con

pCGG3

i Una vez comprobado el plasmido pCGG3, se transformé 20

nL del mismo en protoplastos de S. albus J1074, a las 24 h

de incubacion a 30 °C se afiadi6 el antibiotico de seleccion a
estas placas (25 pg/mL de kanamicina, concentracion final)

y se esperd 7 dias a 30 °C hasta la aparicion de colonias. Tras

lo cual se observd que la seleccion con la kanamicina anadida

Figura 29: Colonias de S.
albus transformadas con
pCGG3 en medio Bennet.

habia sido incompleta, ya que se veia crecimiento en toda la
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placa y no colonias aisladas. Por lo tanto se procedid a realizar replicas con terciopelo
de las placas iniciales en medio Bennet en kanamicina En este caso si se observaron

colonias aisladas, clones positivos (Fig. 29).

A continuacidén se picaron estas colonias y se aislaron en placas nuevas hasta que

esporularon y se recogieron las esporas.

Paralelamente se inocularon matraces de TSB con estas esporas. Tras 24 h de
incubacion a 30 °C y 250 rpm, se hizo una extraccion de ADN plasmidico en aquellos
matraces en los que se observaba un buen crecimiento (clon 1 (Fig. 29)) y se transform6
este ADN plasmidico en E. coli, obteniéndose clones positivos en esta bacteria Gram-
negativa (Fig. 30), y observandose el plasmido pCGG3 en minipreparaciones desde
estas colonias, lo que indicaba por tanto la introduccion del plasmido pCGG3 de forma

correcta en S. albus J1074.

Figura 30: Clones positivos de
E.coli que demuestran la
correcta introduccion del

plasmido pCGG3 en

Streptomyces.
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Conclusiones

Se han construido los plasmidos pCGG3 al pCGG15, que contienen los origenes de
replicacién en E. coli (RK2 para bajo numero de copias, pUC para alto nimero de
copias y pBBR1 para medio nimero de copias), un origen de Streptomyces (SCP2*) y
los genes de resistencia frente a kanamicina, oxitetraciclina, cloranfenicol y

estreptomicina.

Se han construido los plasmidos pCGG24 al pCGG27, que contienen el origen de
replicacioén en E. coli (pUC), el integron del fago ¢ C31 de Streptomyces y los genes de

resistencia frente a kanamicina, oxitetraciclina y cloranfenicol.
Se han conseguido clones de S. albus J1074 que contienen el plasmido pCGG3,

comprobandose por tanto que el pldsmido es bifuncional y que puede ser utilizado tanto

en E. coli como en Streptomyces.
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Construir el plasmido pCGG28, que contenga el origen de replicacién en E. coli (pUC),

el integron del fago @C31 de Streptomyces y el gen de resistencia frente a

estreptomicina.

Adicionalmente, en un futuro se trasformaran protoplastos de S. albus J1074 con el

resto de los pldsmidos. Esto demostraria de manera definitiva que los genes de

resistencia a los antibidticos seleccionados funciona en esta cepa y nos permitiria usarlo

como antibidtico de seleccion por tanto en las dos especies de estudio.
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