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RESUMEN . A partir del vector bifuncional y multicopia pUWL-218 se cons-
truyó un vector de clonación pRET 1, para la transferencia conjugativa de
ADN de E. col• a.Streptomyces spp . Este vector contiene el fragmento oriT
de 760 pb, proveniente del plasmidio RK2 (INcP), el cual permite la conju-
gación. Ademís de ser bifuncional y conjugativo-replicativo, este vector
presenta ventajas tales como: amplio espectro de hospederos en Streptomy
ces, multicopia con replicación autónoma, gen marcador tsr confiriendo'
resistencia a tioestreptona en Streptomyces, gen marcador bla confiriendo
resistencia a ampicillina en E . col•, posee múltiples sitios de clonación, per-
mite secuenciación directa de fragmentos deADN y su expresión heteróloga .
Su efectividad y funcionalidad fue comprobada con la clonación de un frag
mento activador pleiotrópico aislado en el laboratorio. Se obtuvo el plasmidio
recombinante conjugativo-replicativo pRKT 1, el cual permite obtener en
un breve.plazo y con gran eficiencia conjugantes de varias especies de Strep- .
tomyces : S. fradiae, S . ambofaciens y S . rimosus . Estas son cepas producto-
ras de antibióticos poliquétidos de interés comercial, pero al trabajarlas :ge-
néticamente presentan una dificultad notoria para formar y transformar
protoplastos, procesos que ocurren con muy baja eficiencia . Se obtuvieron
con ambos plasmidios, construidos porcentajes elevados de conjugantes y
ademís, cepas recombinantes de Streptomyces genéticamente mís estables
que las obtenidas por el procedimiento convencionalmente utilizado, que-
dando demostrado las ventajas de la conjugación sobre la transformación
en este género .'

ABSTRACT. A cloning vector pRET1, for the conjugal transfer of DNA from
E : coli to Streptomyres spp., was built starting from the multicopy shuttle
vector pUWL-218 . This vector contains the '760 by oriT fragment from the
INcP piasmid RK2, which allows the conjugation . Besides being conjugal
and bifurictional, this vector has advantages .: like : wide-host-range in µStrep- .
tomyces, vector multicopy with autonomous replication marker tsr gene
conferring resistance to thioestrepton in . Streptornyces, -marker bla ,gene-,
co iferring'resistance to ampicillin in E . coli, it possesses multiple cloning
of unique restriction sites,' it allows directsequencing of fragments of DNA
and expression ;of heterologous proteins. The effectiveness of this vector
was proven with the cloning of a pleiotrŒpic activator fragment isolated in
the laboratory. The conjugal, recombinantplasmid pRKT 1 was obtained,
which allowed to obtain in a brief term and with high efficiency conjugants
of several species of Streptomyces S.fradiae, S. ambof,aciens.and S. rimósus .
These three strains produce poliketide antibiotics b27 commercial attrac-
tive, but it is very difficult working genetically because it is not aneasy form
and transform, protoplasts with them . Both processes take a place with low ef-
fectiveness . High per cent of cónjugants with both plasmids and recombinants
strains of Streptomyces genetically more stable were obtained in this work .'
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INTRODUCCION
Los Streptomyces son bacterias

Gram positivas, conocidas por su ha-
bilidad de sintetizar metabolitos se-
cundarios útiles con un amplio es-
pectro de actividad biológica . El 70 %
de los' antibióticos conocidos en el
mundo son producidos por Strep-
toryces. Dentro de estos, se desta-
can los del grupo de los poliquétidos
que abarcan compuestos tales como
los macrólidos : tilosina (producido
por S. fradiae)' y espiramicina (pro-
ducido por S. ambofaciens) 2 usada en
medicina humana y veterinaria ; y las
tetraciclinas: oxitetraciclina (produ-
cido porS. rimosus) administrada en
el forraje como alimento al ganado
vacuno `para prevenir infecciones,
entre otros ejemplos .

Los trabajos, genéticos en. Strep
tomyces son llevados a cabo con
vectores que estín disponibles, pero
para ser introducidos en la bacteria
se 'requiere de la transformación de
protoplastos mediada por PEG. Este
procedimiento no ha sido muy efi- -
ciente 3 aún con el aislamiento de
mutantes de baja restricción, 4 debi-
do a la baja frecuencia de transfor-
mación con ADN aislado de E. col•,
y por el tiempo y la ardua labor que
necesita la preparación de protoplas-
toS e

La transferencia inter-genérica
de plasmidios de E.coli a Streptomy-
ces fue, demostrada inicialmente por
Mazoier y col . ∎ que incorporaron
oriTdesde RK2 a un plasmidio repli-
cativo` pPM803 y luego, por Smo-
kvina y col-. 7 'que construyeron el
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vector integrativo pSAM-2 basado
en vectores integrativos que incor-
poraron la región oriT A partir de
entonces, la conjugación ha demos-
trado ser un proceso mís efectivo y
eficiente que la transformación, e a
pesar de que en muchos laboratorios
se sigue el protocolo de preparación
y transformación de protoplastos .
En el caso bajo estudio, se continua-
ba con el proceso de transfomación
de protoplastos por la poca disponi-
bilidad de vectores, ya que ninguna
firma los comercializa . Se necesita-
ba ademís que fuese un vector ade-
cuado para hacer efectiva la conju-
gación, ya que con los que se conta-
ba eran integrativos o presentaban
resistencia a apramicina, antibióti-
co no disponible en el mercado in-
ternacional .

El presente trabajo tuvo como
objetivo obtener un vector de clo-
nación para la transferencia conju-
gativa de ADN de E. col• a Strep-
tomyces, asñ como demostrar su
utilidad en el clonaje y expresión
de fragmentos de ADN de natura-
leza heteróloga .

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas y plasmidios

S. lividans TK21 (str-6 SLP2 - ,
SLP3-) 8 (colección John Innes) .

S. ambofaciens SQF 183 : produc-
tora de espiramicina y netropsina
(cepario CQF) .

S. fradiae SQF 121: productora
de tilosina (cepario CQF) .

S. rimosus SQF 4: productora de
oxitetraciclina (cepario CQF) .

E. col• JM109 : K-12 recAl d (lac-
pro) endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl .

(F' traD36 proAB' laclq A15) .`
E. col• ET12567: cepa donante

para la conjugación ."
pUZ8002 : cloranfenicolR, kana-

micinaR, interviene en el proceso de
conjugación ."

pUWL-218 : ampicillinaR, (3gal,
tioestreptona", multicopia y bifun-
cional ."

pIJ2925: ampicillinaR, (3gal(colec-
ción John Innes) .

pIJ4090 12 : pIJ487 que contiene
el fragmento KpnI-BamHI ermEp
de 280 pb, promotor del gen de re-
sistencia a eritromicina prove-
niente de Saccharopolyspora ery-
thraea . 18

pLE203114 : plasmidio que contie-
ne el fragmento de 400 pb, activador
de la producción de compuestos de
naturaleza poliquétida.

pSET 152: ampicillinaR, aprami-
cinaR, integrativo-conjugativo, con-
tiene el fragmento oriT (cortesña del

Dr. Paul Dayson, School of Biological
Sciences, University of Wales, Swan-
sea, UK) .

Condiciones de cultivo, procedi-
mientos microbiológicos y manipu-
laciones genéticas

La formación y transformación
de células competentes, asñ como el
aislamiento de ADN plasmñdico en
E. col•, se hicieron como estí descri-
to en el Manual de Maniatis y cola-
boradores.` Se crecieron en LB agar
o LB a 37 •C y cuando fue necesario, se
empleó como suplemento ampicillina
100 Žg/mL (Empresa Farmacéutica "8
de Marzo", Ciudad de La Habana), íci-
do nalidñxico 100 Žg/rnL (SIGMA), ka-
namicina 50 Žg/mL (SIGMA) y(o)
cloranfenicol 25 Žg/mL (Bóehringer
Mannheim) .

Para Streptomyces se utilizaron
los medios lñquidos y con agar TSB
y YEME para el aislamiento de ADN
plasmñdico, descritos por Hopwood
y colaboradores .' 6 Se emplearon ade-
mís los medios con agar SYM (almi-
dón soluble 0,6 %, extracto de leva-
dura 0,1 %, extracto de malta 0,1%,
K2HPO4 0,1 %, MgS04 - 7H20 0,1 %,
NaCI 0,3 %, agar 2,0 %, pH 7,0) para
crecer esporas y MS (manitol 2 %,
harina de soya 2 % y agua corriente)
para la siembra de la mezcla de con-
jugación. Para la pre-germinación de
esporas se empleó el medio apropia-
do." Se adicionó a los medios tioes-
treptona como suplemento (S.J .
Lucania, E .R . Squibb and Sons,
Princeton, N.J .) cuando fue necesa-
rio. Para la manipulación de ícidos
nucleicos se emplearon las técnicas
descritas.''

Las digestiones enzimíticas y
ligamientos de ADN, se hicieron de
acuerdo con las indicaciones de los
suministradores (Amersham y Bóeh-
ringer) . Como patrón de tamaÓo se
utilizó el ADN del fago Lambda di-
gerido con Hind III .

Conjugación E. col•-Streptomyces

Se empleó una modificación del
método de Mazodier y colaborado-
res . 6 Se prepararon células compe-
tentes de ET12567 (pUZ8002) bajo
selección de cloranfenicol y kanami-
cina. Se transformaron con los plas-
midios obtenidos en LB con ampici-
llina. Se inocularon a partir de una
suspensión de las cepas donantes de
E. col• a un pre-cultivo de 3 mL de
LB con Amp, Km, Cm y se crecieron
toda la noche a 37 •C . Se centrifugó
el cultivo y al precipitado respectivo
se le hicieron lavados con LB . La
biomasa obtenida se resuspendió
en 0,3 mL del mismo medio . Una alñ-

cuota (0,1 mL) de las suspensiones
de esporas de Streptomyces se lava-
ron dos veces con una disolución
isotónica, y se resuspendieron en
0,5 mL de dicha disolución . Se incu-
baron a 50 •C durante 10-15 min . Se
aÓadieron 0,5 mL de medio de pre-
germinación 2X y se incubaron a
37 •C en zaranda rotatoria a 260 r/min
de 1 a 2 h . Finalmente, se mezcla-
ron las esporas pre-germinadas con
la cepa donante de E . col• . Esta mez-
cla se sembró en placas con medio
MS y MgCl 2 10 mmol/L y se incuba-
ron a 30 •C en tres casos y en uno
(S. fradiae) a 37 •C .

A las 24 h se aÓadió a las placas
1 mL de agua que contenña 0,5 mg
de ícido nalidñxico y la concentra-
ción adecuada de tioestreptona . Los
conjugantes de Streptomyces obte-
nidos se replicaron a placas de SYM
con ícido nalidñxico y tioestrep-
tona a 50 Žg/mL para S. lividans
TK21, 15 Žg/mL para S . rimosus y
25 Žg/mL para S. fradiae y S. ambo-
faciens .

RESULTADOS Y DISCUSION
Construcción del vector de clona-
ción conjugativo-replicativo pRET 1

Se utilizó el plasmidio bifuncio-
nal pUWL-218" donde se clon EcoR
I/BamH I el promotor del gen de re-
sistencia a eritromicina ermEp, que
posee una capacidad promotora fuer-
te .12 A este plasmidio resultante se
le denominó pE9 . El vector pRET 1
se obtuvo por la donación en el pE9
del fragmento de 760 pb oriT Pst I
proveniente del pSET 152 (plasmi-
dio integrativo-conjugativo que con-
tiene el fragmento oriT), ya que la
transferencia conjugativa de ADN
de E. col• a Streptomyces spp. requie-
re del mencionado fragmento y este
proceso necesita ser llevado a cabo
en "trans" por la cepa E . col• donan-
te. Este plasmidio sirve como vector
de clonación de diversos genes,
para construcciones que se reali-
cen en E . col•, las cuales pueden
ser transferidas por conjugación a
las mís variadas especies de Strep-
tomyces (Fig . 1) .

Construcción del plasmidio recom-
binante pRKT 1

A partir del pLE203114 se extrajo
la banda activadora pleiotrópica de
400 pb proveniente de S. rochei y se
clonó en el pIJ2925 (Hinc II) . Del
plasmidio recombinante obtenido
pIJ2934, se eluyó la banda Bgl II que
contenña al activador. Se ligó al
vector en prueba pRET 1 y al plas-
midio recombinante construido se le
denominó pRKT 1(Fig . 2) .
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Fig. 1 . Esquema de construcción del vector conjugativo-replicativo pRET-1 .
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Fig. 2 . Esquema de construcción del plasmidio conjugativo recombinante pRKT-1 .

del plasmidio recombinante pRKT 1 .
Este compuesto de' naturaleza
poliquétida, de color azul, se produ-
ce en esta cepa en niveles basales por
lo que necesita un activador u otro
elemento que dispare su ruta biosin-
tética considerada "silente"17,18 y la
activación de rutas biosintéticas por
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ADN heterólogos ya es un hecho
comprobado . 19,2 o S . lividans es ade-
mís una de las cepas mís emplea-
das para trabajos genéticos, ya que
es fícil su manipulación, la forma-
ción y transformación de protoplas-
tos, posee un sistema de restricción
"dócil", entre otras caracterñsticas
que hacen a la especie idónea para
este tipo de trabajo .

Los conjugantes de S . lividans
TK21 con el vector pRET 1 mantu-
vieron su fenotipo normal, mientras
que con el plasmidio pRKT 1 hubo
una visible activación de la colora-
ción azul. En ambos casos, se obtu-
vieron las placas con agar cubiertas
de conjugantes . Una vez que se,
chequeó la presencia de los plasmi-
dios por aislamiento y restricción y
se mantuvieron los fenotipos esta-
bles después de varios pases de
replicación a medio fresco con anti-
biótico, se decidió probar la efecti-
vidad de esos plasmidios en otras ce-
pas de Streptomyces . En el caso de
trabajo, el fragmento donado en el
vector obtenido pRET 1(provenien-
te de S. rochei), activó la producción
en S . lividans TK21 del poliquétido
actinorrodina, lo cual corroboró que
el vector conjugativo-replicativo es
potencialmente útil en la expresión
de fragmentos de ADN de naturale-
za heteróloga .

Conjugantes de Streptomyces spp .
S. fradiae, S . ambofaciens y S . ri-

mosus son cepas productoras de an-
tibióticos poliquétidos y presentan
una dificultad notoria para formar y
transformar protoplastos mediados
por PEG, ocurriendo ambos proce-
sos con muy baja eficiencia3-5 por lo
que conjugarlas era una alternativa
tentadora. En las tres especies de
Streptomyces se usaron esporas para
la conjugación, ya que este proceso
morfo-fisiológico lo tienen bien de-
sarrollado .

Frecuencias de conjugantes que
se conocen21,22 para estas especies de
Streptomyces conjugadas con otros
plasmidios, son similares oaÓferio-
res a las obtenidas en ..este trabajo .

Se obtuvieron conjugantes esta-
bles (Tabla 1), a pesar de que en el
caso del plasmidio recombinante
pRKT-1 _ el número de conjugantes
obtenidos por placa era menor que
con el pRET 1 . Esto pudo deberse a
que el activador pleiotrópicó sé en-

acontraba clonado en un - vector - de
elevado número de copias pudien-
do resultar tóxico a la célula y al pro-
pio mecanismo por el cual actúa
este fragmento heterólogo, ya que
estí comprobado que la naturale-

Conjugantes de Streptomyces
tividans TK21

Para comprobar el buen funcio-
namiento de los plasmidios obteni-
dos, se conjugó primeramente S . li-
vidans TK21, conociendo de ante-
mano que debña existir activación de
actinorrodina en el caso especñfico
	 125
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Tabla 1 . Frecuencia de conjugantes de Streptomyces spp .

* Valor referido a la población viable inicial de esporas .

za del ADN a expresar afecta la fre-
cuencia de conjugación . 14,23 Los
conjugantes fueron chequeados
también por aislamiento de los plas-
midios, corte de restricción y varios
pases de replicación en medio agar
con tioestreptona . Se comprobó, de
esta forma, que el vector pRET 1 tie-
ne potencialmente amplio espectro
de hospederos .

Las ventajas de la conjugación
sobre la transformación en este tra-
bajo fueron amplias como, que no
dio lugar a tanta manipulación, por
lo que las probabilidades de conta-
minación fueron mñnimas ; demostró
ser un proceso eficiente pues repre-
sentó un ahorro considerable tanto
de material como de tiempo, para fi-
nalmente aportar mejores resulta-
dos. Disponer en el laboratorio de
estos vectores conjugativos-repli-
cativos permitió ademís, obtener ce-
pas recombinantes de Streptomyces
genéticamente mís estables que las
obtenidas por el procedimiento con-
vencionalmente utilizado .

CONCLUSIONES

Se fabricó un vector conjugativo-
replicativo pRET-1 de elevado nú-
mero de copias con amplio espectro
de hospederos en Streptomyces . Se
comprobó su viabilidad y efectividad
con la donación de un fragmento de
ADN de naturaleza heteróloga
pRKT 1 .

Se obtuvieron conjugantes esta-
bles de Streptomyces spp. con estos
plasmidios en breve tiempo y con
mucha eficiencia y se logró el esta-
blecimiento de la técnica de conju-
gación en el laboratorio para traba-
jos futuros .
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Cepas de Streptomyces pRET 1 pRKT1

5-8S. fradiae SQF121 10-15
10-15

S. ambofaciens SQF183 20-25

S. rimosus SQF-4 10-15 3-5




