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RESUMEN 

Los actinomicetos son un grupo de bacterias Gram positivas cuya importancia 

biotecnológica radica en su capacidad de producir un gran número de metabolitos 

secundarios, entre los que se encuentran los antibióticos. Streptomyces avermitilis produce 

28 metabolitos secundarios entre los que destacan por su interés industrial las avermectinas 

y la oligomicina. Las avermectinas son empleadas en medicina y agricultura, debido a sus 

propiedades antiparasitarias y antihelmínticas, aunque también se han reportado con 

actividad antibacterial y antifúngica si se usan en altas concentraciones (Egerton et al., 1979; 

Chen et al., 2008). La oligomicina es un compuesto que muestra una amplia variedad de 

actividades biológicas, especialmente un fuerte efecto antifúngico por inhibición específica de 

la ATPasa mitocondrial, actividad inmunosupresora (Wei et al., 2006), y una potente 

actividad antitumoral contra hepatoma humano, leucemia mielógena crónica y varios tipos de 

células de carcinoma colónico (Xiuping et al., 2009). Debido a lo anterior se han 

incrementado los estudios para el mejoramiento genético de este microorganismo.  

Por otro lado, se han encontrado genes involucrados en la resistencia y exportación 

de los antibióticos propios de cada microorganismo productor. Se ha demostrado que puede 

presentarse un efecto tóxico propio de la actividad del antibiótico que sintetizan cuando las 

concentraciones del mismo son altas lo que marca un límite en la producción en cepas 

industriales de alta producción. En este sentido se han identificado en muchos actinomicetos 

proteínas de membrana que funciona como una bomba exportadora de antibiótico. Tal es el 

caso de Streptomyces pristinaespiralis, productor de pristinamicina en quien el gen ptr 

codifica una proteína responsable de la exportación de dicho antibiótico mediante un sistema 

antiport, pristinamicina/proton (Folcher et al., 2001). 

Con estos antecedentes, se buscó una proteína similar en S. avermitilis y mediante 

análisis insílico se encontró que el gen SAV4194 contiene 13 dominios transmembranales 

típicos de proteínas transportadoras  además, se identificó que presenta 78% de similitud 

con el gen Ptr de S. pristinaespiralis y 74% con el gen RifP de A. mediterranei. Tanto el gen 
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Ptr como el gen RifP codifican para proteínas transportadoras de antibióticos (Folcher et al., 

2001; Absalón et al., 2007). En base a esta similitud es que consideramos que el gen 

SAV4194 también codifica para una proteína de transporte. 

Para probar la hipótesis, se plantearon dos estrategias. La primera fue interrumpir el 

gen SAV4194 mediante el transposón Tn5062. Para esto fue necesario en principio, 

amplificar el gen mediante PCR, posteriormente clonarlo en el plásmido pME6 e interrumpir 

con el transposón el gen ya clonado. Finalmente se trató de transformar a S. avermitilis con 

este nuevo vector para que mediante recombinación homóloga el gen interrumpido se 

integrara al cromosoma;  con lo cual se obtendrían mutantes con el gen SAV4194 

interrumpido. Sin embargo, no fue posible transformar por ninguna de las técnicas 

reportadas la cepa de S. avermitilis con la cual se trabajó lo que nos llevó a la conclusión de 

que el problema se debía a que se ha reportado que este microorganismo tiene un sistema 

de restricción muy fuerte (Macneil et al.,1998, Hwang et al., 2001, Gong et al., 2004). Por lo 

tanto, fue necesario implementar una estrategia alternativa para obtener información que nos 

permitiera responder la pregunta original del presente trabajo de tesis, sobre si este gen 

codifica o no para una proteína transportadora de avermectinas. Ésta consistió en evaluar la 

expresión del gen durante la trofofase e idiofase de S. avermitilis en diferentes medios de 

cultivo (medio semilla, medio de producción de oligomicina y medio de producción de 

avermectina). Las muestras de ARN se estudiaron mediante métodos cualitativos (RT-PCR) 

y cuantitativos (QRT-PCR). Tanto los resultados de RT-PCR como los de PCR en tiempo 

real mostraron que el gen SAV4194 no se expresa durante la producción de avermectinas 

pero si se expresa durante la producción de oligomicina. Por lo tanto, la no expresión del gen 

SAV4194 en el medio de producción de avermectina demuestra que este gen no está 

involucrado en su exportación. Y la expresión del gen SAV4194 en los medios donde hay 

producción de oligomicina sugiere que este gen podría estar implicado en el transporte de 

oligomicina hacia el exterior de la célula.  

 



ÍNDICE 

1. Introducción 1 
2. Antecedentes 3 

2.1. S. avermitilis  3 
2.2. Avermectinas 4 
2.3. Biosíntesis de avermectinas  5 

2.3.1. Biosíntesis de unidades de iniciación. 6 
2.3.2. Biosíntesis del aglicón inicial por la policétido sintetasa. 6 
2.3.3. Modificación del aglicón inicial para formar la avermectina 

glicocilada. 
 
8 

2.3.4. Glicocilación del aglicón de avermectina usando 
desoxitimidina difosfato (dTDP)-L-oleandrosa para formar 
avermectinas.  

 
 
9 

2.3.5. Regulación de la biosíntesis de avermectina. 9 
2.4. Cluster Biosintético 10 
2.5. Proteínas transportadoras.  12 

2.5.1. Proteínas Integrales  de membrana. 12 
2.5.2. Sistemas de excreción mediados por proteínas integrales de 

membrana. 
 
12 

3. Justificación. 16 
4. Hipótesis. 17 
5. Objetivos. 18 
6. Materiales y Métodos. 19 

6.1. Microorganismos. 19 
6.1.1. Conservación de los microorganismos. 20 
6.1.2. Condiciones de cultivo de los microorganismos. 20 

6.2.  Plásmidos. 20 
6.3. Transposón 22 
6.4. Medios de cultivo. 24 
6.5. Extracción y purificación de ADN total de S. avermitilis. 27 
6.6. Aislamiento y amplificación del gen de interés. 27 

6.6.1. Diseño de oligonucleótidos para PCR. 27 
6.6.2. Amplificación del gen SAV4194 mediante la reacción en 

cadena de la ADN polimerasa (PCR). 
 
28 

6.6.3. Separación de fragmentos de ADN por electroforesis. 31 
6.6.4. Aislamiento y purificación de ADN a partir de geles de 

agarosa.  (6.6.4) 
 
32 

6.7. Preparación de células electrocompetentes (JM109). 32 
6.8. Transformación de JM109 con los plásmidos pME6 y pQM5062. 33 
6.9. Purificación de pME6 y pQM5062. 34 
6.10. Digestión de los plásmidos pME6 y pQM5062 así como del gen 

SAV4194. 
 
35 

6.10.1. Purificación de ADN por precipitación. 36 
6.11. Ligación del producto de PCR en el vector pGEM®-T Easy y su 

purificación.  
 
37 



6.11.1.   Digestión del vector pGEM4194 39 
6.12. Clonación del gen SAV4194/EcoRI en el plásmido pME6 y su 

purificación. 
 
39 

6.12.1. Digestión de pME6-4194. 42 
6.13. Interrupción del gen SAV4194 con el transposón Tn5062.  42 

6.13.1.   Digestión del plásmido pME6-4194 43 
6.13.2.   Desfosforilación del vector pME6-4194 44 
6.13.3.   Clonación del Tn5062 en el plásmido pME6-4194 44 
6.13.4.   Digestión del vector pMET4194 45 

6.14. Transformación de S. avermitilis mediante biobalística. 45 
6.14.1.   Preparación de las células blanco. 45 
6.14.2.   Preparación de microcarriers. 45 
6.14.3.   Revestimiento de microcarriers con DNA. 46 
6.14.4.   Bombardeo. 47 
6.14.5. Selección de las mutantes con resistencia a un solo 

marcador. 
 
47 

6.15. Transformación de S. avermitilis mediante protoplastos 48 
6.15.1. Preparación de protoplastos 48 
6.15.2. Transformación por protoplastos 49 

6.16. Transformación de S. avermitilis por la técnica de 
electroporación 

 
49 

6.17. Estudios de expresión 49 
6.17.1. Extracción de ARN 50 
6.17.2. Cuantificación de ARN 51 
6.17.3. Electroforesis en geles desnaturalizantes 

(agarosa/formaldehido) 
 
51 

6.18. RT-PCR  52 
6.19. Tiempo real PCR (qRT-PCR) 53 
6.20. Ensayo de oligomicina.  54 

7. Resultados y Discusión. 56 
7.1. Extracción de ADN total de S. Avermitilis. 56 
7.2. Amplificación del gen SAV4194 mediante la Reacción en 

Cadena de la ADN polimerasa (PCR). 
 
57 

7.3. Separación de fragmentos de ADN por electroforesis.  58 
7.4. Purificación de los plásmidos pME6 y pQM5062. 59 
7.5. Digestión de los plásmidos pME6 y pQM5062. 60 
7.6. Plásmido pGEM4194 (clona 1). 61 
7.7. Digestión del plásmido pGEM4194 (clona 1). 61 
7.8. Plásmido pME6-4194 (clona 2). 62 

7.8.1. Digestión del plásmido pME6-4194 (clona 2) con la enzima 
EcoRI. 

 
63 

7.8.2. Digestión del plásmido pME6-4194 (clona 2) con la enzima 
NruI. 

 
63 

7.9. Plásmido pMET4194 64 
7.9.1. Digestión del plásmido pMET4194. 65 

7.10. Transformación de S. avermitilis con el plásmido que contiene el  



gen SAV4194 interrumpido. 66 
7.11. Estudios de expresión 67 

7.11.1. RT-PCR 67 
7.11.2. Tiempo real PCR (qRT-PCR) 69 

7.12. Ensayo de oligomicina 71 
8. Conclusiones. 72 
9. Referencias. 73 

 



Introducción 

 
Victoria Sicairos Díaz. Tesis de Maestría. UAM‐I 

 
1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUCCIÓN. 
 

El mecanismo de resistencia a antibióticos más frecuentemente encontrado en 

actinomicetos productores de antibióticos es el que está mediado por proteínas integrales de 

membrana (Paulsen et al., 1996; Putman et al., 2000). Este mecanismo, además, funciona 

como un sistema de excreción del antibiótico producido. 

En microorganismos eucariontes que producen antibióticos como Penicillium 

chrysogenum productor de penicilina, los antibióticos son concentrados en vesículas 

membranales internas para ser posteriormente liberados al medio por exocitosis. Sin 

embargo, los organismos procariontes no forman tales vesículas, por lo que tienen que 

exportar el producto por un sistema de transporte de membrana, el cual también funciona 

como un mecanismo de defensa frente a antibióticos (Paulsen et al., 1996 y Putman et al., 

2000). 

Se han identificado en muchos actinomicetos proteínas de membrana que funcionan 

como una bomba exportadora de antibiótico (Folcher et al., 2001). Este sistema de 

transporte abre la posibilidad de ser usado como blanco dentro de un programa de 

mejoramiento genético, ya que consideramos que este transporte podría ser 
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determinante en la concentración intracelular del metabolito, lo cual a su vez podría 

retrorregular su biosíntesis. 

Por otro lado y de manera específica se considera de gran importancia hacer 

mejoramiento genético en cepas de interés industrial, como Streptomyces avermitilis, la cual 

produce una serie de metabolitos entre los cuales se encuentran la oligomicina y las 

avermectinas; el primero posee un fuerte efecto antifúngico (Wei et al., 2006) y 

anticancerígeno, con una potente actividad antitumoral contra hepatoma humano, leucemia 

mieloide crónica y varios tipos de células de carcinoma colónico (Xiuping et al., 2009). El 

segundo, es un metabolito utilizado como un excelente antiparasítico en la ganadería, 

bioinsecticida en la agricultura (Ikeda et al., 2003) y además en seres humanos como 

tratamiento de enfermedades causadas por parásitos (oncocercosis, escabiosis, elefantiasis, 

etc.) (Rodríguez y Rivas, 1991). 
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2. ANTECEDENTES. 

 
2.1. Streptomyces avermitilis. 

Streptomyces es un género de bacterias Gram-positivas que crecen en la tierra 

(Hodgson et al., 2000), pantanos, y hábitats marinos costeros, y forman filamentos como los 

micelios de los hongos. La diferenciación morfológica en Streptomyces involucra la 

formación de un micelio terrestre y un micelio aéreo, con la posterior formación de grupos de 

esporas (Lamb et al., 2003). Este proceso, único entre bacterias Gram-positivas, requiere la 

coordinación especializada del metabolismo y es más complejo que en otras bacterias Gram-

positivas (Satoshi et al., 2001). Debido al estilo de vida saprófito de los actinomicetos, éstos 

han desarrollado un micelio vegetativo, que les sirve tanto de anclaje como para captar 

nutrientes. 

Sin embargo, este sistema les impide poder desplazarse a otros nuevos nichos, pero 

mediante un sistema de dispersión por medio de esporas, las cuales son sintetizadas en el 

llamado micelio aéreo; han podido resolver este problema (Schauer et al., 1988 y Schauer et 

al., 1991). 
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La característica más interesante del género Streptomyces es su habilidad de 

producir metabolitos secundarios incluyendo antibióticos y compuestos bioactivos apreciados 

en la medicina humana, veterinaria, y en la agricultura (Chen et al., 2008). Se observa una 

gran diversidad estructural en estos metabolitos secundarios ya que no sólo abarcan 

compuestos antibacterianos (p. e. la higromicina B), antifúngicos (p. e. destomicina), 

antivirales, antiparasitarios (p. e. la paramomicina) y antitumorales, sino también metabolitos 

con propiedades inmunosupresoras, antihipertensivas, y propiedades 

antihipercolesterolémicas (Satoshi et al., 2001). 

Dentro de este género, se encuentra la bacteria Streptomyces avermitilis, cuyo 

genoma ha sido secuenciado al completo debido a su gran importancia como 

microorganismo industrial. Por lo menos 8.7 millones de pares de bases existen en su 

cromosoma lineal; ésta es la secuencia de genoma bacteriano más grande conocida, y 

proporciona una visión acerca de la diversidad intrínseca de la producción de metabolitos 

secundarios de Streptomyces. Se ha encontrado que este estreptomiceto produce veinticinco 

tipos de metabolitos secundarios (Satoshi et al., 2001). S. avermitilis produce oligomicina, 

compuesto que muestra una amplia variedad de actividades biológicas, especialmente un 

fuerte efecto antifúngico por inhibición específica de la ATPasa mitocondrial, actividad 

inmunosupresora (Wei et al., 2006), y una potente actividad antitumoral contra hepatoma 

humano, leucemia mielógena crónica y varios tipos de células de carcinoma colónico 

(Xiuping et al., 2009). 

Por otro lado, S. avermitilis produce un grupo de compuestos llamados avermectinas, 

las cuales son empleadas en medicina y agricultura, debido a sus propiedades 

antiparasitarias y antihelmínticas, aunque también se han reportado con actividad 

antibacterial y antifúngica si se usan en altas concentraciones (Egerton et al., 1979; Chen et 

al., 2008). 

 

2.2. Avermectinas. 
En 1975 William Campbell, un investigador veterinario que trabajaba en el Instituto 

Kitasato de Japón aisló del actinomiceto Streptomyces avermitilis un grupo de lactonas 

macrocíclicas a las que llamó avermectinas.  
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Esta familia de nuevos agentes antihelmínticos son policétidos producidos por la 

fermentación de S. avermitilis  y presentan un gran poder insecticida (Burg et al., 1979; Miller 

et al., 1978). Fue usada en granjas y en animales domésticos (Egerton et al., 1979) desde 

1977. En 1978 el Dr. William Campbell probó la ivermectina (derivado semisintético de las 

avermectinas) contra parásitos intestinales en caballos, teniendo éxito su experimento, y 

señaló que este fármaco era también efectivo contra el parásito Onchocerca volvulus que 

causa la oncocercosis o "ceguera de los ríos". 

S. avermetilis produce una mezcla de ocho avermectinas estructuralmente 

relacionadas A1a, A1b, A2a, A2b, B1a, B1b, B2a y B2b (MacNeil et al., 1988, Xu y Cen 

1998). Los tipos de avermectina más comunes son A2a, A1a, B2a y B1a. (Xu y Cen, 1999). 

Las fracciones de avermectinas a y b difieren en las unidades de iniciación para su 

biosíntesis (2-metil butirato e isobutarato, respectivamente) (Mironov et al., 2002). De los 

ocho componentes del complejo avermectinas, la fracción B1 es la que tiene la más alta 

actividad antiparasítica (Ikeda et al., 1997). Cerca del 28-34% del total de avermectinas 

corresponde al componente B1a. (Egerton et al., 1979). Y de todas ellas la única usada en 

humanos desde 1981 es la ivermectina cuando se descubrió su uso en el tratamiento de 

enfermedades causadas por nemátodos endoparásitos, como es el caso de la oncocercosis, 

enfermedad causada por Onchocerca volvulus y cuyas secuelas son la pérdida total de la 

visión (Dadzie et al., 2002). Este derivado semisintético (ivermectina) fue indicado como el 

fármaco de elección desde 1988 en el Programa de Control de la Oncocercosis (OCP) en 

países del África y en América Latina, en donde la enfermedad es endémica. El fármaco es 

también efectivo en el tratamiento de la filariasis y contra nemátodos intestinales, 

principalmente estrongiloidiasis. Asimismo, en el sur de Texas y norte de México, se ha 

reportado su uso en el tratamiento de la fiebre del ganado transmitida por la garrapata 

Boophilus annulatus, que produce pérdidas económicas importantes (Millar et al., 2001). 

Las avermectinas tienen su mecanismo de acción modulando los canales γ-

aminobutiricálcicos en las neuronas de los vertebrados (Sigel y Baur, 1987) y también actúan 

sobre los canales de unión de glutamato en nemátodos (Arena et al., 1991). 
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2.3. Biosíntesis de avermectinas. 
La biosíntesis de avermectinas puede ser dividida en 4 etapas;(1) biosíntesis de 

unidades de iniciación, (2) la formación inicial de un aglicón, (6, 8a-seco-6,8a-desoxi-5-

oxoavermectina aglicón) por policétido sintasa (PKSs), (3) la modificación del aglicón inicial 

para formar la avermectina glicosilada, (4) glicosilación del aglicón de avermectina usando 

desoxitimidina difosfato (dTDP)- L-oleandrosa para formar avermectinas (Yoon et al., 2003). 

 

2.3.1. Biosíntesis de unidades de iniciación. 
Estudios de marcaje mostraron que el grupo acilo iniciador para formar avermectinas 

es derivado del catabolismo de L-isoleucina (2-metil butirato) en las series alternas a y/o L-

valina (isobutarato) en las series b. Figura 2.1.  
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Figura 2.1. Ruta biosintética de las unidades iniciadoras. Las formas acil-CoA de la unidad de 

iniciación son formadas a través de una transaminación, formándose cetoácidos, seguida de una 

deshidrogenación por una deshidrogenasa de cetoácidos de cadena ramificada (BCDH) (Yoon et al., 

2003). 
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2.3.2. Biosíntesis del aglicón inicial por la policétido sintasa. 
Las avermectinas agliconadas son sintetizadas por la adición de siete acetatos y 

cinco unidades de propianato para elongar la unidad de iniciación, en un proceso similar a la 

biosíntesis de otros tipos de policétidos. 

 

 
 

Figura 2.2. Predicción de la organización modular y productos (6, 8a-seco-6,8a-deoxy-5- 

oxoavermectin aglycons) de la avermectina policétido sintasa. Cada subunidad de proteína es 

mostrada como una barra ancha. Cada círculo representa un dominio enzimático cuya identidad 

(indicada por iniciales) es explicada en el texto. Cada módulo cataliza un ciclo de elongación de la 

cadena y el procesamiento del grupo beta-ceto, con el resultado final de la biosíntesis de una 

macrolactona (Yoon et al., 2003). 
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Los genes PKS están organizados en dos bloques de marcos de lectura abierta 

(ORFs), AVES1-AES2 Y AVES3-AVES4, los cuales son convergentemente transcritos. Estos 

cuatro grandes marcos de lectura abierta codifican un módulo iniciador más doce módulos 

de elongación. Cada módulo contiene diferentes dominios con actividades enzimáticas 

específicas requeridas para un ciclo de elongación del policétido (Yoon et al., 2003).Véase 

figura 2.2. 

Seguido de cada condensación, el grupo beta-ceto es reducido a un grupo hidroxi por 

una cetoreductasa (KR), y el grupo hidroxi es deshidratado para generar un doble enlace por 

una deshidratasa (DH) (Yoon et al., 2003). 

 

2.3.3. Modificación del aglicón inicial para formar la avermectina 
glicosilada. 

La cadena de carbono presenta diversas modificaciones puesto que la formación de 

un anillo de furano ocurre después de la formación del aglicón inicial y antes de la reducción 

del grupo ceto en el carbono C5 (Yoon et al., 2003). Figura 2.3.  
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Figura 2.3. Ruta propuesta para las modificaciones post-policétido en la biosíntesis de avermectinas 

(Yoon et al., 2003). 
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2.3.4. Glicosilación del aglicón de avermectina usando desoxitimidina 

difosfato (dTDP)-L-oleandrosa para formar avermectinas. 
En los pasos finales de la síntesis de la avermectina glicosilada interviene un 

derivado de la oleandrosa (dioxitimidin difosfato oleandrosa), para así formar la avermectina 

como se muestra en la figura 2.4 (Satoshi et al., 2001). El gen aveB1 codifica una 

glicosiltransferasa para catalizar el paso de incorporación de oleandrosa dentro del aglicón 

(Yoon et al., 2003). 

 

 
 

Figura 2.4. Estructura química de la ivermectina (Yoon et al., 2003). 

 

2.3.5. Regulación de la biosíntesis de avermectinas 
Se cree que el gen aveR codifica a un regulador positivo en la producción de 

avermectinas, ya que la secuencia polipeptídica traducida demuestra identidad significativa 

con diversas secuencias predictivas por tener un dominio de unión helix-loop-helix (Mac Neil, 

1988).  
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Los análisis de la secuencia mostraron que el producto de aveR contiene un helix-

loop-helix que le permite unirse al ADN, lo cual también fue encontrado en otras probables 

proteínas regulatorias. El tamaño del gen aveR es de 5 kb, mucho más grande que otros 

reguladores positivos de rutas específicas que involucran la producción de metabolitos 

secundarios (Yoon et al., 2003). 

Mientras que casi todos los genes reguladores de rutas específicas se localizan 

dentro del conjunto de genes cuya expresión controlan, los genes de regulación global 

(broad-domain regulators) se localizan fuera del conjunto de genes, estos últimos pueden 

controlar la biosíntesis de más de un antibiótico (Yoon et al., 2003). Vease fugura 2.5.  

 

 
Figura 2.5. Organización del cluster para la biosíntesis de avermectinas. La dirección de la 

transcripción y los tamaños relativos de los ORFs deducidos del análisis de la secuencia de 

nucleótidos son indicados (Yoon et al., 2003). 

 

2.4. Cluster Biosintético 
Tanto el interés en la salud como el interés económico que tienen las avermectinas 

han llevado a profundizar los estudios en el conocimiento sobre su producción, de tal manera 

que se ha secuenciado completamente el cluster biosintético (Ikeda et al., 2003). 
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Los genes involucrados en la producción de avermectina están organizados dentro del 

cluster en una manera similar a los de otros policétidos complejos, incluyendo los genes de 

la eritromicina en Sacchapolyspora erythraea, y la rifamicina, en S. hygroscopicus (Weber, 

1985). 

La secuencia de 82 Kb del cluster biosintético ha sido determinada, encontrándose 

que contiene 18 ORF's. La organización genética del cluster parece reflejar bien el módulo 

natural ordenado de las PKS (Haruo et al., 2003). 

Cuatro extensos ORF’s (aveA1, aveA2, aveA3 y aveA4) codifican los policétidos 

multifuncionales, constituyendo la avermectina policétido sintasa. Dentro de este cluster, dos 

grupos convergentemente transcritos, de las seis repeticiones modulares, aveA1-aveA2 y 

aveA3-aveA4, generan los doce módulos de actividad enzimática responsable de la 

elongación de la cadena de policétidos. (Mac Neil, 1988). Dos ORF’s aveC y aveE, se 

encuentran entre los dos grupos de genes PKS y están implicados en la modificación del 

policétido (Mac Neil, 1988). 

Hacia la izquierda, aveD y aveF transcriben una C5 O-metiltransferasa y una C5-

Cetoreductasa, respectivamente, las cuales están asociadas con la modificación de los 

intermediarios de la avermectina. Corriente arriba de aveA4 se encuentran varios genes que 

muestran homología con los genes de la síntesis de la oleandrosa (aveBII-aveBVIII) y los 

genes de la glicosilación (aveB1) implicados en la biosíntesis de los macrólidos (MacNeil, 

1988). 

La naturaleza modular del conjunto de genes de la policétido sintasa tipo I ha 

facilitado las investigaciones combinatorias para generar nuevos compuestos. La 

manipulación genética ha probado poder alterar el número, contenido y orden de los 

módulos dentro del cluster genético, resultando en la síntesis de nuevos policétidos (Cane et 

al., 1983). Por ejemplo, el módulo de lectura para el policétido sintasa de la avermectina ha 

sido sustituido dentro del cluster genético de la eritromicina, en lugar de un dominio de 

lectura normal  (Weber et al., 1985). Este trabajo demostró que la expresión de la enzima 

híbrida resulta en la producción de nuevos análogos de eritromicina (Marsden et al., 1998). 

Otros estudios comparativos entre los genomas de S. coelicolor y S. Avermitilis han revelado  
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una región altamente conservada, cuya importancia radica en que es una zona que contiene 

genes involucrados en su metabolismo secundario (Bishop et al., 2004). 

Otras evidencias sobre la relación que guardan distintas especies de Streptomyces 

es la descripción sobre la clonación de un fragmento regulatorio (ESCO5749) de S. 

avermitilis en S. coelicolor, el cual causa una sobreproducción de actinorrodina y 

undecilprodigiosina en este último (Bishop et al, 2004), y la relación que guarda la 

osmoadaptación con la sobreproducción de antibiótico (Bishop et al., 2004). 

 

2.5. Proteínas transportadoras. 
 

2.5.1. Proteínas Integrales de membrana. 
Las proteínas integrales de membrana son aquellas que cruzan la membrana y 

aparecen a ambos lados de la capa de fosfolípidos (figura 2.6). Una parte de estas proteínas 

son glicoproteínas, proteínas que tiene unidos uno varios monosacáridos (Prakash et al., 

2001). La naturaleza de las proteínas de membrana determina su función; por ejemplo, las 

proteínas transportadoras son proteínas que cambian de forma para dar paso a 

determinados productos. 

 

 
Figura 2.6. Proteína integral de membrana. 
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2.5.2. Sistemas de secreción mediados por proteínas integrales de 

membrana. 
El mecanismo de resistencia a antibióticos más frecuentemente encontrado en actinomicetos 

productores de antibióticos es el que está mediado por proteínas integrales de membrana 

(Paulsen et al., 1996; Putman et al., 2000). Este mecanismo, además, funciona como un 

sistema de secreción del antibiótico producido. 

Se han identificado en muchos actinomicetos proteínas de membrana que funcionan 

como una bomba exportadora de antibiótico. Tal es el caso de Streptomyces pristinaespiralis 

(figura 2.7), productor de pristinamicina, en el cual el gen ptr codifica una proteína 

responsable de la exportación de dicho antibiótico mediante un sistema antiporte, 

pristinamicina/protón. 

 

 
 
Figura 2.7. Mecanismo propuesto por Folcher et al., ( 2001) para la exportación y resistencia a 

pristinamicina en Streptomyces pristinaespiralis, mediada por la proteína transmembranal Ptr. 

 

Existe un mecanismo mediado por proteínas integrales de membrana (Paulsen et al., 

1996 y Putman et al., 2000) que funciona como un sistema de transporte del metabolito 

secundario producido hacia el exterior de la célula. En microorganismos eucariontes que 

producen antibióticos como Penicillium chrysogenum (productor de penicilina) o  
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Acremonyum chrysogenum (productor de cefalosporina), los antibióticos son concentrados 

en vesículas membranales internas y posteriormente son liberados al medio por un 

mecanismo de exocitosis. Sin embargo, los organismos procariontes no son capaces de 

formar tales vesículas, por lo que se ven obligados a excretar el producto generado mediante 

un sistema de transporte a través de membrana distinto. Las proteínas involucradas en este 

mecanismo son conocidas como “secondary multidrug transporters”. Estos sistemas 

bacterianos están divididos en cuatro familias: 

1) Superfamilia de difusión facilitada. The Major Facilitator Superfamily (MFS),  

2) Familia de resistencia a pequeños multifármacos. The Small Multidrug Resistance (SMR),  

3) Familia de resistencia a la división celular. The Resistance Nodulation-cell Division (RND), 

4) La familia de excreción de compuestos tóxicos y multifármacos. The Multidrug And Toxic 

Compound Extrusion (MATE).  

Los cuatro sistemas participan en el transporte de monosacáridos y Oligosacáridos, y 

como intermediarios del ciclo de Krebs y otras vías metabólicas (Putman et al., 2000). 

Por mencionar algunos ejemplos, en Streptomyces virginiae (productor de virginiamicina S), 

se ha demostrado que el producto del gen varS es una proteína que secreta al antibiótico. En 

un análisis comparativo de la secuencia de aminoácidos de VarS se encontró una similitud 

de entre el 68 y el 73% con otras proteínas exportadores de antibióticos (Lee et al., 1999). 

Streptomyces venezuelae es productor de cloranfenicol, un antibiótico que actúa 

inhibiendo la síntesis de proteínas. En el conjunto de genes que codifica para las enzimas 

involucradas en la biosíntesis de cloranfenicol se encontró, mediante estudios topológicos y 

disrupción génica mediada por recombinación homóloga, que el producto del gen cmlF 

participa en el mecanismo de resistencia y exportación del cloranfenicol (He et al., 2001). 

Por otro lado, se encontró en el conjunto de genes de biosíntesis de candicidina, un 

antibiótico sintetizado por Streptomyces griseus, dos genes relacionados con la exportación 

de dicho antibiótico, (Campelo y Gil, 2002). Streptomyces antibioticus, productor de 

simociclinona, posee dentro del grupo de genes de biosíntesis de este antibiótico dos genes 

que presentan una alta identidad con proteínas exportadoras, simEx1 y simEx2. Además 

está presente un gen que codifica una proteína que presenta alta identidad con el represor 

TetR involucrado en la resistencia a tetraciclina (Trefzer et al., 2002). 
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Por su parte, en nuestro laboratorio se ha demostrado que el producto del gen rifP de 

Amycolatopsis mediterranei es la proteína que exporta y a la vez funciona como un sistema 

de resistencia a rifamicina (Absalón et al., 2007). En ese sentido se realizó una búsqueda de 

posibles genes similares involucrados en el transporte de metabolitos secundarios, tomando 

como referencia a Streptomyces pristinaespiralis y Amycolatopsis mediterranei. Los 

resultados de la búsqueda mostraron un gen SAV4194 de S. avermitilis cuyo producto es 

similar al del gen ptr en S. pristinaespiralis y al gen rifP en A. mediterranei. La similitud 

encontrada fue del 79% con el gen de S. pristinaespiralis y del 74% con el de A. 

mediterranei. 
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3. JUSTIFICACIÓN. 
 

Debido a la necesidad de la disminución de costos y a la disponibilidad a la 

comunidad en general de las avermectinas, es que se considera de gran importancia 

intensificar las investigaciones enfocadas al estudio de cómo incrementar la producción de 

dichos antibióticos. 

En este sentido existen diferentes factores muy importantes que determinan los 

niveles de producto generado (metabolitos secundarios) y uno de ellos es la capacidad que 

tiene el microorganismo de secretarlo al medio. Además, conociendo que otros genes como 

el caso del gen ptr, el cual codifica para una proteína de transporte en S. pristinaespiralis y 

que existe un gen (SAV4194) en S. Avermitilis con un alto grado de similitud (79%), se 

espera que el producto del gen sea una proteína que transporte los metabolitos producidos 

al exterior de la célula. 

De confirmarse lo anterior, se podría proponer como estrategia de mejoramiento 

genético el incremento de la dosis génica del gen SAV4194. 
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4. HIPÓTESIS. 
 

De acuerdo a la evidencia que hay sobre la similitud que existe entre el gen 

SAV4194 de Streptomyces avermitilis y otros genes cuyo producto son proteínas 

exportadoras, se plantea la hipótesis: 

El gen SAV4194 se expresa durante la producción de avermectina y su 

interrupción provocará la falta de la proteína membranal de transporte, con lo cual, el 

metabolito producido no será exportado al medio. 
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5. OBJETIVOS. 
 

Objetivo general 
Determinar el papel del gen SAV4194 sobre la exportación de avermectina en 

Streptomyces avermitilis. 

 

Objetivos específicos 
• Construir un vector con el gen SAV4194 interrumpido con el transposón Tn5062. 

 

• Obtener una cepa transformante con el gen SAV4194 interrumpido y evaluar su 

capacidad de exportación de metabolitos secundarios. 

 

• Cuantificar la expresión del gen SAV4194 durante la trofofase e idiofase de S. 

avermitilis en diferentes medios de cultivo. 

 

 



Materiales y Métodos 

 
Victoria Sicairos Díaz. Tesis de Maestría. UAM‐I 
 

21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. MATERIALES Y MÉTODOS. 
 

6.1.  Microorganismos. 
Streptomyces avermitilis ATCC31267, cepa silvestres donada por el Dr. P. Dayson.  

Streptomyces avermitilis ATCC31780, cepa sobreproductora de avermectina.  

Escherichia coli JM109, cepa que tiene una mutación en el genoma que impide que 

metile el ADN, por lo cual el ADN foráneo amplificado en esta cepa puede ser usado para la 

transformación de organismos con un sistema de restricción fuerte. 

 

6.1.1. Conservación de los microorganismos. 
Las células electrocompetentes de E. coli JM109 se almacenaron a -70ºC en glicerol 

al 20% para su conservación.  

Streptomyces avermitilis se conservó mediante suspensión de esporas (1X109) que 

se almacenó a -20ºC en glicerol al 20%. 

Para la obtención de nuevas esporas se prepararon cajas Petri con 25 ml de medio 

SFM en las cuales se añadieron 20ml de la suspensión de esporas. La suspensión de 

esporas se hizo de la siguiente manera: 
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1. Se tomó una caja de Petri que contenía un césped S. avermitilis ya esporulado y se le 

adicionaron 2 ml de glicerol al 20%. 

2. Posteriormente con un asa flameada se raspó suavemente la superficie de la caja para 

despegar la mayor cantidad de esporas posibles. 

3. Se hizo cuenta de esporas 

4. Finalmente con una micro pipeta se tomaron las esporas y se colocaron en viales, las 

cuales fueron almacenadas como se indicó previamente. 

 

6.1.2. Condiciones de cultivo de los microorganismos. 
A las células de E. coli transformadas con ADN plasmídico se les agregó un 

antibiótico de selección de acuerdo al gen de resistencia contenido en el plásmido. 

Para el caso de E. coli JM109 transformada con el plásmido pME6 se agregó 

Kanamicina (Km). La concentración de la solución patrón de antibiótico fue de 25 mg/ml y se 

llevó a una concentración final en el medio de cultivo de 25 mg/ml. E. coli JM109 

transformada con el plásmido pQM5062 se utilizó Apramicina (Apm). La concentración de la 

solución patrón de antibiótico fue de 100 mg/ml y la concentración final utilizada en el medio 

de cultivo fue de 100 mg/ml. S. avermitilis se cultivó en 25 ml de medio SFM, sin antibiótico y 

se incubó a 28ºC durante 7 días. 

 

6.2.  Plásmidos. 
A continuación se muestran las características y mapas de restricción de los plásmidos 

utilizados durante este trabajo: 

El plásmido pGEM®-T Easy Vector (figura 6.1)  contiene un gen de resistencia a la 

ampicilina (Apm), pUC ori, un origen de replicación del fago f1, y un fragmento del gen lacZ 

capaz de complementar la mutación en la subunidad α de la β-galactosidasa presente en 

algunas cepas de E. coli. Posee una región de clonación múltiple con enzimas de corte único 

en medio de la secuencia del gen lacZ. Esta característica permite seleccionar 

transformantes que hayan integrado el plásmido con un color crema en presencia de IPTG y 

X-gal ya que la inserción de un fragmento en la región de clonaje múltiple del plásmido 



Materiales y Métodos 

 
Victoria Sicairos Díaz. Tesis de Maestría. UAM‐I 
 

23 

provoca la desaparición del color azul. Posee además secuencias complementarias para 

oligonucleótidos M13 que permiten secuenciar los productos clonados y los promotores SP6 

RNA polimerasa y T7 RNA polipemerasa. 

 

 
 

Figura 6.1. Mapa del pGEM®-T Easy Vector. 

 

El plásmido pME6 (figura 6.2) contiene un gen de resistencia a Kanamicina (Km), 

pUC ori, un origen de replicación del fago f1, y un fragmento del gen lacZ. Posee una región 

de clonación múltiple con enzimas de corte único en medio de la secuencia del gen lacZ. 

Otro de los plásmidos utilizados en el presente trabajo fue el pQM5062. Este plásmido posee 

resistencia a la Apramicina (Apm) y tiene insertado un Transposón llamado Tn5062 de 

3442pb. 
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Figura 6.2. Mapa del plásmido pME6. 

 

6.3.  Transposón. 
Los elementos genéticos transponibles son secuencias de ADN que tienen la 

propiedad de cambiar de posición dentro del genoma, por tal causa también reciben el 

nombre de elementos genéticos móviles. Cuando cambian de posición y abandonan el lugar 

en el que estaban, en ese sitio, se produce una deleción o pérdida de bases. Si el elemento 

transponible estaba insertado en el interior de un gen, puede que se recupere la función de 

dicho gen.  
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De igual forma, si el elemento genético móvil al cambiar de posición se inserta dentro 

de un gen se produce una adición de una gran cantidad de nucleótidos que tendrá como 

consecuencia la pérdida de la función de dicho gen. Por consiguiente, los elementos 

genéticos transponibles producen mutaciones. Su existencia fue propuesta por B. Mc 

Clintock (1951 a 1957) en maíz, sin embargo, su existencia no se demostró hasta mucho 

más tarde en bacterias. En el fenómeno de la transposición no se ha encontrado una 

relación clara entre la secuencia de la sede donadora (lugar en el que está el transposón) y 

la sede aceptora (lugar al que se incorpora el transposón). Algunos transposones muestran 

una preferencia por una determinada región (zona de 2000 a 3000 pares de bases), pero 

dentro de ella parecen insertarse al azar. En bacterias existen dos tipos de elementos 

genéticos móviles: 

Transposón Simple. Secuencia de Inserción o Elemento de Inserción (IS): los 

transposones simples contienen una secuencia central con información para la transposasa 

y en los extremos una secuencia repetida en orden inverso. Esta secuencia repetida en 

orden inverso no es necesariamente idéntica, aunque sí muy parecida. Cuando un 

transposón simple se integra en un determinado punto del ADN aparece una repetición 

directa de la secuencia diana (5-12pb). 

Transposón Compuesto (Tn): contienen un elemento de inserción (IS) en cada 

extremo en orden directo o inverso y una región central que además suele contener 

información de otro tipo. Por ejemplo, los Factores de transferencia de resistencia (RTF), 

poseen información en la zona central para resistencia a antibióticos (apramicina, 

kanamicina, tetraciclina, cloranfenicol, etc.). 

El transposón Tn5062 (figura 6.3) que se extrajo del plásmido pQM5062 es del tipo 

compuesto (Tn) y contiene resistencia a la apramicina. A este transposón se le eliminó el gen 

que codifica para la transposasa para que una vez dentro del genoma no pueda 

transponerse a otros sitios provocando la interrupción de otros genes que no son de interés 

para el presente estudio. 
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Figura 6.3. Transposón Tn5062.  (E-L y OE-R) Secuencias repetidas invertidas que flanquean  una 

region interna que contiene los siguientes elementos: (EGFP) Gen sin promotor que produce una 

proteína verde fluorescente, (aac3(IV)) gen de resistencia a la apramicina flanqueado por sus dos 

terminadores transcipcionales (T4t2 y T4t1) y un origen de transferencia (OriT).  

 

6.4.  Medios de cultivo. 
Medio Luria-Bertani (LB) líquido (Miller, 1972). 

Este medio se utilizó tanto para recuperar las células de E. coli JM109 después del 

choque térmico durante la transformación con ADN plasmídico, como para crecer células de 

E. coli y extraer su ADN plasmídico después de haber sido transformadas. 

 

Bacto-triptona  10.0g 

NaCl  10.0g 

Extracto de levadura    5.0g 

dH2O aforar   1L 

pH = 7.2 con NaOH  
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Medio LB agar. Este medio se utilizó para crecer y aislar células de E. coli JM109 

después de haber sido transformadas. 

 

Bacto-triptona  10.0g 

NaCl    5.0g 

Extracto de levadura    5.0g 

Agar 15.0g 

dH2O aforar    1L 

pH = 7.2 con NaOH  

 

Medio 2X YT (extracto de levadura-triptona 2X). Este medio se utilizó para obtener 

biomasa de la cepa nativa de S. avermitilis y extraer ADN total. 

 

Bacto-triptona  10.0g 

NaCl    5.0g 

Extracto de levadura  10.0g 

Agar 20.0g 

dH2O aforar    1L 

 

Medio SFM. Este medio fue utilizado para obtener esporas de S. avermitilis. 

 

Manitol 20.0g 

Harina de soya  20.0g 

dH2O aforar    1L 

pH = 7.2  y esterilizar  
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Medio ϕ  (phage) líquido. Utilizado para obtener biomasa de S. avermitilis y extraer 

ADN. 

MgSO4 . 7 H2O    0.5g 

CaCl2 . 2H2O    4.2g 

Extracto de levadura (Difco)    5.0g 

Glucosa monohidratada  10.0g 

Triptona    5.0g 

Lab-lemco powder (Oxoid)    5.0g 

Agar 15.0g 

H2O de la llave, aforar    1L 

pH = 7.2 con NaOH y esterilizar  

 

Medio 1F manitol. En este medio se crecieron colonias de S. avermitilis que se 

usaron para ser transformadas con ADN plasmídico. Se esterilizó una papa sin cáscara 

durante 20min en autoclave a 20lb. Se molió la papa y se agregaron la soluciones en el 

siguiente orden: 

 

Papa  20.0g 

CaCl2 (al 20%)    1.9ml 

MgS04 (al 5%)    0.5ml  

NaCl (al 20%)    1.9ml 

KNO3 (al 20%)    5.0ml 

K2HPO4 (al 5%)    0.6ml 

Manitol ( cf = 0.75M)  27.3g 

Agar    4.0g 

dH2O aforar a 200ml.  

Se esterilizó a 20lb durante 15 min. 
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Medio SFM sorbitol 0.75M. Utilizado para crecer a S. avermitlis para ser 

transformado por la técnica de biobalística. 

 

Manitol   20.0g 

Harina de soya    20.0g 

Sorbitol  136.6g   

dH2O aforar      1L 

 

Medio YPD. Medio de propagación para S. avermitilis (Pitman et al., 2001). 

 

Extracto de levadura    5.0g 

Peptona    5.0g 

Dextrosa    2.5g 

Agar  14.0g 

dH2O  500ml 

pH = 6.9  

 

Medio Ap-5. Medio utilizado para la producción de oligomicina (Pitman et al., 2001). 

 

Acido glutámico    0.6g 

FeSO4    0.01g 

*Solución de metales traza    1.0ml 

Almidón de maíz soluble  80.0g 

Extracto de levadura    5.0g 

CaCO3    7.0g 

MgSO4 . 7H2O    1.0g 

K2HPO4    1.0g 

Agar  17.0g 

dH2O, aforar    1L 
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*Solución de metales traza. Se esteriliza aparte y se agrega a la mezcla anterior. 

 

ZnCl2   20.0mg 

FeSO4 . 7H2O   20.0mg 

MnCl2 . 4H2O   20.0mg 

dH2O   20.0ml 

pH = 6.9  

 

 

Medio MS (Hobbs et al., 1989). Usado para crecimiento rápido, buena esporulación y 

en conjugación. 

 

Manitol   20g 

Harina de soya   20g  

Agar   20g 

Agua Aforar a     1L 

 

 

Medio de Producción de avermectinas (MP) (Hwang et al., 2001). 

 

Sacarosa  70.0g  

Harina de soya  14.0g  

Extracto de levadura    2.5g 

NaCl    0.1g 

CaCO3    1.0g 

K2HPO4    0.5g 

MOPS  10.0g 

H2O Aforar      1L 

pH = 7.24  
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6.5.  Extracción y purificación de ADN total de S. avermitilis. 
Este método se utilizó para aislar ADN total y utilizarlo como ADN molde en la 

amplificación del gen SAV4194 mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La 

extracción de ADN total de Streptomyces avermitilis se hizo con el protocolo del kit DNA 

sistem purification (Promega®). 

 

6.6.  Aislamiento y amplificación del gen de interés. 
 

6.6.1. Diseño de oligonucleótidos para PCR. 
En el diseño de los oligonucleótidos se partió de la secuencia del gen SAV4194 

(figura 6.4) previamente descubierta en el Instituto Kitasato de Japón por el Dr. Omura S. y 

colaboradores en 2001; la cual se encuentra en el banco de genes del “National Center of 

Biotechnology Information” (NCBI). 

Los oligonucleótidos diseñados fueron los siguientes: 

 

5’-TTACTTAAGCTACGCGGACGCCGC- 3’ R 

Con un contenido de C+G = 58.33%, Tm de 76ºC y longitud 24b. 

 

5’- TAGGAATTCATGTCCACCTCCCCG-3’ F 

Con un contenido de C+G = 54.17%, Tm de 74ºC y longitud 24b. 

Fueron diluidos hasta una concentración de 5 pmol/ml. 

 

CTACGCGGACGCCGC Secuencia complementaria del extremo 3’ del gen SAV4194 

ATGTCCACCTCCCCG Secuencia que corresponde al extremo 5’ del gen SAV4194 

CTTAAG y GAATTC Sitio de corte que reconoce la enzima EcoRI 
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atgtccacctccccggctcccgaggtcccccagggccacccccagcgctggctgatcctc 

ggtgtcatctgcctcgcgcagctcaccgtcctgctcgacaacaccgtgctgaacgtggcg 

atcccctccctcacccgggagctgggcgcggcgacctccgacatccagtggatgatcaac 

gcctactcgctggtgcagtccgggctgctgctcaccgcgggcagcgcggccgaccgctac 

ggccgcaagaagatgctgatcgcggggctcgcgctgttcggcgtcggttccctgatcgcc 

ggactcgccgactccaccgggcagctgatcgccgcgcgggccgggatgggtgtgggcggc 

gcgctgctgctgaccacgaccctcgccgtggcgatgcagatcttctcgcccgaggagacc 

ccgaaggcgatcggcatctggagcgcggtgaacgcgctgggcttcgcggtcggccccctt 

ctcggcggcttcatgctgaaccacttctggtggggcgcgatcttcctgatcaacctgccg 

gtggcggcgctggggctggtcgcggtcatcgccctcgtgcccgagtcgaagaatccgagc 

ggcgaccggcccgacgccctgggcgccgtactctccacgatcggcatgacctcgctcgtg 

tacgcgatcatctcggggccggagcacggctggacctcgggcagggtgctgctgaccgcg 

gccgtggcggtggccgtgctgggggccttcgcgtactgggagagccggatcccgtacccc 

atgctggacctgcacttcttccgggaccggcgcttcacgggcgcggtcgccggggcggtg 

ctcatcaccttcggcatgggcggcgcgctgttcctgctcacccagcacctccagttcgtc 

ctcgggtacggggcgttggaggcgggcctgcggacggccccgctcgcgctctcggtggtg 

gcgctgaacttctcggggctgtcggcgaagtggacggcgaagctgggcgcgccggtgtcg 

atcgcgctcggcatggcgctgatgtccggcggactggtgtcgatcgcgacgctcgccgcc 

gacggctacggcggcacgctcgtcggcctgctcctcatcggcgcgggctgcgcgctcgcc 

aaccccgcgatggcgtacgccatcatgagcgcgatccccccggcgaaggcgggcgtgggc 

gcgggcatcaacggcacgctcgccgagttcggcaacggcctgggcgtggcggtgctcggc 

gcggtcctcaactcccgcttcgccgcgctgatcccggtcgcggcgtcctcgctgccggcg 

gcgctggcgtcggcgggatcggccgaggagcgcggacggatcacggacgcgttctcatcg 

ggcctggagaccagccagctggtgggcgcggtggccgtgctgctcggcggactgctggcg 

gcggcgttgctgcgccgggcggagcgggcagactccgcggtggcggcgtccgcgtag 

 
Figura 6.4. Secuencia del gen SAV4194. 
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6.6.2. Amplificación del gen SAV4194 mediante la reacción en cadena 

de la ADN polimerasa (PCR). 
Esta técnica se basa en la actividad de las ADN polimerasas, cuya función es 

sintetizar en dirección 5’ flecha 3’ una cadena de ADN a partir de una cadena molde, 

oligonucleótidos y desoxiribonucleótidos. 

Las ADN polimerasas Pfu polimerasa y Taq polimerasa, provenientes de los 

microorganismos termófilos Pyrococcus furiosus y Thermus aquaticus respectivamente, se 

han utilizado preferentemente en esta técnica por su estabilidad a las altas temperaturas 

requeridas para desnaturalizar el ADN. 

Con esta técnica es posible amplificar fragmentos específicos de ADN, acotados por 

los oligonucleótidos diseñados para tal efecto, mediante la repetición de tres pasos: 

1) desnaturalización del ADN molde, 2) hibridación de los oligonucleótidos a cada una de las 

cadenas molde y 3) polimerización a partir de los cebadores. 

1) La desnaturalización del ADN molde es el primer paso para amplificar el ADN; este 

proceso se debe realizar a temperaturas altas (entre 93 y 95°C, durante 3-5 minutos en el 

primer ciclo, y posteriormente entre cada ciclo solo 1 minuto) para romper los puentes de 

hidrógeno que mantienen el apareamiento de Watson y Crick y permitir la separación de las 

dos cadenas complementarias de ADN. 

2) La hibridación de los oligonucleótidos a cada una de las cadenas molde, la temperatura 

óptima va a depender de los oligonucleótidos, la diferencia de temperatura entre ellos no 

debe de ser mayor de 2°C. Al estar presentes los cebadores en alta concentración, estos 

tienden a unirse al ADN molde antes que la cadena molde complementaria lo haga. Una 

temperatura de hibridación menor a la óptima favorece la unión inespecífica de los 

cebadores a otras regiones del ADN. 

3) Finalmente, en el paso de polimerización a partir de los oligonucleótidos es donde 

interviene la ADN polimerasa termoestable, cuya temperatura óptima de amplificación se 

encuentra entre 70 y 75°C. Esta enzima sintetiza la cadena complementaria a partir de los 

oligonucleótidos. Para obtener una alta cantidad de ADN amplificado, estos tres pasos se 

repiten entre 25 y 35 ciclos. 
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Es recomendable que el número de ciclos no sea muy alto ya que la frecuencia de 

mutaciones por parte de la Taq ADN polimerasa se incrementa exponencialmente a partir del 

ciclo 30. Por otro lado el uso de 25 ciclos en la amplificación ocasiona un bajo rendimiento. 

Se recomienda que el numero de ciclos sea de 30, por lo que a partir de una sola copia del 

ADN molde presente en la mezcla, es posible obtener 1 073 741 824 copias en 30 ciclos. 

Para amplificar el gen en este trabajo se utilizó la Taq ADN polimerasa ya que aun 

cuando el tamaño del gen que se deseaba amplificar tiene más de 1000pb y esta enzima 

podría tener más de un error cuando lo amplificara, no era importante puesto que el objetivo 

era interrumpir el gen. 

Previo a la preparación todos los componentes de la mezcla de reacción con 

excepción de la Taq ADN polimerasa, se homogenizaron perfectamente. Durante la 

preparación de la mezcla los tubos se mantuvieron a 4°C. 

Las condiciones de reacción fueron las siguientes: 

 

Agua  28.0µl 

10Xbuffer (NH4)2SO2    5.0µl 

MgCl (25mM)    4.0µl 

Dimetilsulfóxido (10%)    5.0µl     

ADN (100ng/ml)    1.0µl 

Oligo F (5 pMol)    2.0µl 

Oligo R (5 pMol)    2.0µl 

dNTPs (10mM)    2.0µl 

Enzima (5u/µl)    1.0µl 

Volumen Total 50.0µl 

 

Hecha la mezcla se homogenizó por agitación suave y se les aplicó un pulso en la centrífuga 

durante 3 seg. 
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La reacción de PCR se llevó acabo en 30 ciclos con el siguiente programa: 

 

1. Temperatura de desnaturalización   T = 95ºC 3 min 

2. Temperatura de desnaturalización   T = 95ºC 1 min 

3. Temperatura de Hibridación   T = 66ºC 45 seg 

4. Temperatura de elongación   T = 72ºC 1.45 min 

5. Ir al 2 rep 30  

6. Incubación  T = 4ºC 

 

  

La posición del Gen SAV4194 dentro del genoma se muestra en la figura 6.5.  

 

 
 

Figura 6.5. Gen SAV4194 amplificado mediante la técnica de PCR. 
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6.6.3. Separación de fragmentos de ADN por electroforesis. 
Para separar los fragmentos de ADN se utilizó la electroforesis en geles de agarosa. 

Se utilizó agarosa SeaKem LE (grado biología molecular) en concentraciones entre 0.5-1.0% 

según el caso, disuelta en solución TAE 1% y con bromuro de etidio a una concentración de 

0.02 µg/ml. El gel se sumergió en la cámara de electroforesis y se cubrió con solución TAE 

1% 0.5 cm por encima del gel. 

Las muestras se mezclaron con 1/10 del volumen de tampón de carga y se cargaron 

en los pocillos del gel. Se sometieron a una diferencia de potencial de entre 50 y 100 V. 

El bromuro de etidio es un reactivo que se intercala con el ADN y permite su 

visualización mediante radiación ultravioleta (UV). Los geles se observaron a través de un 

fotodocumentador GelDoc 2000 de BioRad®, y las imágenes fueron procesadas mediante el 

software Quantity One de BioRad®. 

Para identificar los tamaños de los fragmentos de ADN observados se utilizaron 

marcadores de peso molecular hechos con el ADN de fago l digerido con endonucleasas de 

restricción. Se utilizaron: 

1) ADN del fago & digerido con la enzima HindIII, que genera fragmentos de 23130, 9416, 

6557, 4361, 2322, 2027, 564 y 125 pb. 

2) ADN del fago & digerido con EcoRI, que genera tamaños de 24756, 7421, 5994, 5643 y 

4878pb. 

3) ADN del fago & digerido en doble digestión con HindIII y EcoRI que genera tamaños de 

24,756, 5,148, 4,973, 4,268, 2,027, 1,904, 1,709, 1,375, 947, 831 y 564pb. 

También se utilizaron dos marcadores comerciales: 1Kb el cual genera 14 bandas de 

tamaños 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 

250pb y 1Kb que genera 13 bandas de tamaños 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 

2000, 1500, 1000, 750, 500, 250pb 

 

6.6.4. Aislamiento y purificación de ADN a partir de geles de agarosa. 
Cuando se encontraron las condiciones adecuadas para la amplificación del gen, el 

producto del PCR se corrió en un gel de agarosa al 1% y la banda que correspondía al  
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tamaño del fragmento esperado, se cortó y purificó con el protocolo de Wizard(R) SV Gel 

and PCR Clean-Up System (Promega®). 

 

6.7.  Preparación de células electrocompetentes (E. coli JM109). 
El procedimiento que se realizó fue el siguiente: 

1. Se tomaron alícuotas de 50 µl de las células electrocompetentes y se pusieron en 5 ml de 

medio LB líquido en un frasco. Cuando se partió de colonias, se tomó una de ellas con una 

punta y se colocó en un frasco que contenía de 5 a 10 ml de medio LB. 

2. Se incubaron un tiempo de 18 a 20 hrs a 37ºC y 250 rpm. 

3. Posteriormente se tomaron alícuotas de 400 µl y se colocaron en 40 ml de medio de 

cultivo LB. 

4. Se incubaron por 3 horas o hasta observar un medio turbio y después de esto los 

siguientes pasos se hicieron en frío. 

5. Se distribuyó el cultivo en alícuotas de 500 µl, en tubos Eppendorf y se centrifugaron a 

14000 rpm durante 3 min a 4ºC. Se tiró el sobrenadante. 

6. Se adicionó 1ml de glicerol al 10% y se centrifugó a 14000 rpm durante 3min a 4ºC. Se tiró 

el sobrenadante. Este paso se repitió dos veces más. 

7. Y finalmente se agregaron de 40-50 µl de glicerol al 10% para su conservación a -70ºC. 

 

6.8.  Transformación de E. coli JM109 con los plásmidos pME6 y 
pQM5062. 

Una vez que se prepararon las células electrocompetentes de la cepa de E. coli 

JM109, fueron transformadas mediante la electroporación con el plásmido pME6. Otra 

alícuota de la misma suspensión fue transformada con el plásmido pQM5062. La técnica se 

realizó de la siguiente manera: 

1. Se agregaron 1.5 µl de plásmido, ya fuera pME6 o pQM5062 en 50 µl de células JM109 

contenidas en un eppendorf. 

2. Después se colocó el contenido del Eppendorf en la celda de electroporación y se le 

aplicaron dos pulsos de 1000 volts. 

3. Posteriormente se sacó la celda y se le agregaron 400 µl de medio LB líquido. 
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4. Con una micropipeta se tomó el contenido de la celda y se colocó en un nuevo Eppendorf 

para incubarlo a 37º C a 250 rpm durante 1 hr. 

5. En este lapso de 1 h se prepararon cajas con medio LB agar con su respectivo antibiótico. 

Cuando se trasformó con el plásmido pME6 se utilizó Kanamicina. En este caso se 

adicionaron 50 µl de Km en 50ml de LB agar en cada caja. Cuando se trasformó con el 

plásmido pQM5062 se utilizó Apramicina. En este caso se adicionó 50 µl de Apm en 50 ml 

de LB agar en cada caja. También se preparó una caja sin antibiótico como control. 

6. Ya habiendo trascurrido la hora, se tomaron 130 µl aproximadamente de las células 

trasformadas y se agregaron a las cajas previamente preparadas. Se hizo un césped y se 

incubaron a 37ºC durante aproximadamente 16 horas. 

 

6.9.  Purificación de los plásmidos pME6 y pQM5062. 
Para la extracción y purificación de los plásmidos, se prepararon previamente cultivos 

de la siguiente manera: 

1. Se tomó con una punta una colonia transformada con el plásmido de interés, de 16 hrs de 

incubación aproximadamente, y se colocó en un frasco que contenía de 5 a 10 ml de medio 

LB líquido con su respectivo antibiótico. Se hicieron 4 frascos. Los frascos fueron incubados 

a 37ºC a 250rpm durante aproximadamente 16 horas. 

2. Transcurridas las 16 hrs, se utilizó el protocolo del kit Wizard(R) Plus Minipreps DNA 

Purification Sistem (Promega®), con la modificación de que el paso 4 se omitió ya que 

Streptomyces avermitilis es una bacteria gram positiva y este paso es para bacterias gram 

negativas. También se hizo extracción de plásmido siguiendo el siguiente protocolo: 

1. Se tomó con una punta de micropipeta, una colonia transformada con el plásmido de 

interés de 16hrs de incubación aproximadamente y se colocó en un frasco que contenía de 5 

a 10 ml de medio LB líquido con su respectivo antibiótico. Se hicieron 4 frascos. Los frascos 

fueron incubados a 37ºC a 250 rpm durante aproximadamente 16hrs. 

Trascurrido las 16hrs, se tomó 1.5 ml del cultivo y se colocó en un Eppendorf. Se 

utilizó un Eppendorf por cada frasco con medio de cultivo. 
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2. Las células se colectaron por centrifugación a 5000 rpm durante 10 min. Se desechó el 

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 350 µl de STET1, posteriormente se 

añadieron 20 µl de una solución de lisozima a una concentración de 10 mg/ml en agua para 

una concentración final de 500 µg/µl. 

3. Los tubos se mezclaron durante 1 min y posteriormente se hirvieron en un baño de agua 

durante 90 segundos. Las proteínas, los restos celulares y el ADN cromosómico se 

precipitaron inmediatamente por centrifugación a 14000 rpm durante 15 min y se eliminaron 

con un palillo estéril. 

4. Para precipitar el DNA plasmídico, se agregaron 40 µl de acetato de sodio 3M, pH = 5.2 y 

600 µl de isopropanol. Se mezclaron y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 

min. 

5. Finalmente se centrifugó el DNA plasmídico a 14000 rpm durante 5 min y se lavó el 

precipitado con 500 µl de etanol al 70%(v/v). Se secó y se resuspendió en 50 µl de agua 

estéril. 

 

6.10. Digestión de los plásmidos pME6 y pQM5062 así como del gen 

SAV4194. 
Para clonar el gen SAV4194 en el plásmido pME6 fue necesario digerir tanto el plásmido 

como el gen con la enzima EcoRI (figura 6.6). La mezcla de reacción fue la siguiente: 

 

Agua  24.0µl 

10X buffer (1X)    5.0µl 

pME6 (50ng/µl)  20.0µl 

Enzima (12u/µl)    1.0µl 

Volumen Total 50.0µl 

 

Agua  14.0µl 

10X buffer (1X)    5.0µl 

SAV4194 (10ng/µl)  30.0µl 

Enzima (12u/µl)    1.0µl 

Volumen Total 50.0µl 
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Se les dio un pulso en la centrífuga para mezclar y se incubaron a 37ºC durante 1hr. 

 
 

Figura 6.6. SAV4194 digerido con EcoRI. 

 

El plásmido pQM5062 fue digerido con el objetivo de extraer el transposón Tn5062, el 

cual se pretende utilizar en experimentos posteriores para interrumpir el gen SAV4194 

clonado en el plásmido pME6. La enzima utilizada fue la PvuII y la mezcla de reacción para 

digerir fue la siguiente: 

 

Agua   34.0µl 

10X buffer (1X)    5.0µl 

pME6 (50ng/µl)  10.0µl 

Enzima (10u/µl)    1.0µl 

Volumen Total 50.0µl 

 

Se les dio un pulso en la centrífuga para mezclar. El tiempo de incubación fue igual, a 37ºC 

durante 1hr. 

 

6.10.1. Purificación de ADN por precipitación. 
Posteriormente a las digestiones se purificó el ADN plasmídico por precipitación. El 

protocolo se llevó a cabo en frío y mediante los siguientes pasos: 



Materiales y Métodos 

 
Victoria Sicairos Díaz. Tesis de Maestría. UAM‐I 
 

41 

1. Se agregó a la solución de ADN - 1/10 de volumen de AcNa 3M. Para este experimento se 

agregaron 5 µl, puesto que se tenían 50 µl de solución. - 2 volúmenes de etanol 100%. Para 

este trabajo se agregaron 100µl. 

2. Se mezcló y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente o a -20ºC durante 1hr. 

Se centrifugó 10 minutos a 13000 rpm y a 4ºC. 

3. Se descartó el sobrenadante y se secó a temperatura ambiente. 

4. Después se agregaron 500 µl de etano al 70% frío y se agitó en vortex de manera rápida. 

Posteriormente se centrifugó durante 10 minutos a 13000 rpm y a 4ºC. Se descartó el 

sobrenadante y se dejó secar a temperatura ambiente. 

5. Finalmente se resuspendió el ADN en 50µl de agua libre de DNAsas. Las muestras se 

almacenaron a -20ºC 

 

6.11. Ligación del producto de PCR en el vector pGEM®-T Easy y su 
purificación. 

Este sistema se basa en la actividad de transferasa terminal independiente del molde 

que presentan algunas polimerasas como la enzima Taq ADN polimerasa. Esto da como 

resultado la adición de un nucleótido en el extremo 3’ (Clark, 1988) (Mole et al., 1989) 

durante la amplificación de fragmentos por PCR. La actividad de transferasa terminal puede 

agregar cualquiera de los 4 nucleótidos (dAMP, dTMP, dCMP, y dGMP) en esa posición, 

pero preferentemente se incorpora un nucleótido de adenina (dAMP), con lo cual los 

fragmentos amplificados por PCR tienen en su mayoría extremos 3’ con un nucleótido 

adenina protuberante (Clark, 1988). 

La actividad de transferasa terminal independiente de molde de la Taq ADN 

polimerasa se puede utilizar para el ligado de fragmentos amplificados por PCR con una 

extensión A-3’, utilizando un vector linearizado con un nucleótido de timina 3’ protuberante lo 

que permite el apareamiento de Watson y Crick y favorece la reacción por parte de la T4 

ADN ligasa. El uso de este sistema es más eficiente que la ligación de extremos romos. Y 

también que la ligación de fragmentos digeridos con una sola enzima de restricción, porque 

con estos puede generarse un alto número de plásmidos recircularizados, mientras que el  

“TA-cloning” el número de recircularizaciones es menor debido a que los extremos 3’T 

no permiten apareamiento de Watson y Crick, por lo que no pueden ser ligados. 
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Según lo expuesto por los proveedores (Promega®), la construcción del vector 

pGEM®- T se llevó a cabo siguiendo la técnica descrita por Marchuk et al., en 1991. 

 

El vector linearizado pGEM®-T se construyó a partir del plásmido pGEM®-5Zf(+) 

linearizado con la enzima EcoRV, y posteriormente se agregó el extremo 3’ T con la enzima 

Taq polimerasa. 

Fue necesario utilizar este vector debido a que los oligonucleótidos que se diseñaron 

para amplificar el gen SAV4194 no contenían los sitios de corte que se les pidieron a los 

fabricantes. Por lo que al ser clonado el gen dentro de este vector (figura 6.7 y 6.8) se 

solucionó el problema ya que en el sitio múltiple de clonación hay un sitio de reconocimiento 

para la enzima que en un principio se esperaba. El protocolo de ligación fue el siguiente: 

Se dio un pulso al tubo del vector y para homogenizar el buffer de ligación se usó vortex por 

20 seg. Todo el procedimiento se realizó en hielo. 

 

Buffer 2x de ligación rápida   5.0µl 

Vector (50ng/µl)   1.0µl 

SAV4194 (50ng/µl)   3.0µl 

T4 DNA Ligasa (3u/µl)   1.0µl 

Volumen Total 10.0µl 

 

*Se mezcló con la micropipeta, se dio un pulso en la centrifuga y se cerró el tubo Eppendorf 

con parafilm para evitar la evaporación. Se incubó la mezcla a 4ºC por 16 hrs. 

Posteriormente se transformó la cepa JM109 de E. coli con la mezcla de ligación mediante 

electroporación, con el objetivo de amplificar el nuevo vector. 
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Figura 6.7. Clonación del gen SAV4194 en pGEM®-T Easy 
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Figura 6.8. Clonación 1. pGEM4194. 

 

6.11.1. Digestión del vector pGEM4194 
Las condiciones de digestión fueron las siguientes: 

 

Agua estéril    1.5µl  

Vector (100ng/µl)  15.0µl 

10X Buffer H (1X)    2.0µl 

Enzima (EcoRI) (12u/µl)    1.5µl 

Volumen Total 50.0µl 

 

Se incubó durante 1h a 37º C. Se inactivó la actividad de la enzima incubando la mezcla a 

74º C durante 15 min. 

 

6.12. Clonación del gen SAV4194/EcoRI en el plásmido pME6 y su 
purificación. 

Antes de ligar el gen sav4194 en el plásmido pME6 (figura 6.9) se desfosforiló el 

vector con el fin de prevenir que el plásmido se religara dando falsos positivos.  

 

pGEM4194   
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Condiciones: 

 

H2O estéril     2.5µl  

pME6/EcoRI (480ng/ml)   15.0µl 

10Xbuffer E (1X)    2.0µl 

*Enzima TSAP (20u/µl)      0.5µl     

Volumen Total  20.0µl 

 

*Fosfatasa de camarón 

Se incubó la mezcla a 37ºC por 25 min e inmediatamente después se inactivó la enzima 

incubando la mezcla a 74ºC por15 min. 

 

 
Figura 6.9. Clonación del gen SAV4194/EcoRI en pME6. 
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Para realizar la ligación se utilizó la enzima T4 DNA ligasa y las condiciones fueron 

las siguientes: 

 

10X buffer (1X)   1.0µl 

pME6 (40ng/µl)   2.0µl  

Inserto (20ng/µl)   6.0µl 

Enzima (3u/µl)   1.0µl     

Volumen Total 10.0µl 

 

Se le dio un pulso en la centrífuga para mezclar y se dejó durante 6 días a 4ºC. 

Después se colocó el Eppendorf con la ligación en hielo y se le agregaron 30 µl de 

agua libre de DNAsas. Más tarde se electroporó a E. coli JM109 con la ligación. El 

procedimiento realizado fue el anteriormente descrito pero con la siguiente modificación del 

paso 5: 

5. En el lapso de 1h se prepararon 3 cajas con 25 ml de medio LB agar, 50 microlitos de 

Kanamicina, 40 µl de X-gal y 15 µl de IPTG. Para la purificación de este nuevo plásmido, 

pME6-4194, se utilizó el procedimiento previamente descrito. Cabe resaltar que las colonias 

seleccionadas fueron las de color crema y esto debido a: ß-galactosidasa y X-Gal. E. coli 

utiliza los productos de la hidrólisis de la lactosa: la glucosa y la galactosa. La ß-

galactosidasa hidroliza la lactosa, pero si no la encuentra en el medio de cultivo, E. coli 

expresa solamente muy poco de ß-galactosidasa. Al contrario, en presencia de lactosa, la ß- 

galactosidasa es abundantemente expresada. 

La ß-galactosidasa hidroliza también el substrato sintético X-gal: ella produce 

entonces un compuesto coloreado de azul. LacZ alfa péptido (lacZ). El LacZ-alfa péptido es 

una parte de la ß-galactosidasa que no posee actividad por sí misma, pero que es necesaria 

para la acción de la enzima. LacZ forma parte del gen de ß-gal. Es posible cortar la 

secuencia LacZ y meterla en un plásmido donde ella utilizará el péptido alfa. Existen cultivos 

comerciales de E. coli a los cuales se les ha quitado el alfa péptido y de plásmidos que 

contienen ése péptido.  
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Para este estudio se utilizó las células de E. coli JM109 que precisamente no tienen 

la subunidad alfa y el plásmido utilizado pME6 contiene LacZ-alfa. Pero debido a que en este 

plásmido se clonó el gen SAV4194 dentro del sitio LacZ-alfa, las bacterias no tendrán 

actividad ß-gal, por lo que la coloración de las células seleccionadas fueron las cremas. 

Como ya se mencionó, la lactosa cuando está presente es un inductor de la expresión de ß-

gal pero existen otros compuestos capaces de reaccionar é inducir. En el laboratorio, se 

utilizó como inductor el isopropil -b-D-galactosido (IPTG). Solo que al contrario de la lactosa, 

el IPTG no es metabolizado y subsiste en el medio. 

A continuación se muestra gráficamente como quedó la ligación (figura 6.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

Figura 6.10. Mapa del plásmido pME6-4194 con un sitio de reconocimiento para la enzima NruI, en 

donde será insertado el Tn5062. 

 

6.12.1. Digestión de pME6-4194. 
Después de haber sido purificado el plásmido, se digirió con la enzima de restricción 

EcoRI y mediante la técnica de electroforesis se corrió un gel de agarosa al 1% para ver 

mediante el tamaño de las bandas si se obtuvo el plásmido esperado. 

 

pME6-4194 
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El protocolo de digestión realizado fue el siguiente: 

 

Agua    2.0µl  

10X buffer (H) (1X)    1.0µl 

pME6-4194 (50ng/µl)    5.0µl 

Enzima (10u/µl)    1.0µl     

Volumen Total 10.0µl 

 

La mezcla de reacción se incubó a 37ºC durante 1 hora. 

 

6.13. Interrupción del gen SAV4194 con el transposón Tn5062. 
Para esta parte del trabajo ya se contaba con el transposón Tn5062 con extremos 

romos hechos por la enzima PvuII y también con el gen  SAV4194 clonado en el plásmido 

pME6. Este plásmido se digirió (descrito previamente) con la enzima NruI, que al igual que la 

enzima PvuII, también deja extremos romos. Vease figura 6.11.  
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Figura 6.11. Vector pMET4194 

 

 

pME6-4194 

pMET4194 
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6.13.1. Digestión del plásmido pME6-4194. 
La enzima utilizada en esta digestión fue la NruI. 

Condiciones de reacción: 

 

dH2O    3.5µl 

10X buffer (H) (1X)    1.0µl 

Vector (50ng/µl)    5.0µl 

Enzima (10u/µl)    1.0µl     

dH2O    3.5µl 

Volumen Total 10.0µl 

 

Se incubó a 37ºC durante una hora y posteriormente se inactivo la enzima a 74ºC 

durante 15 min. 

 

6.13.2. Desfosforilación del vector pME6-4194. 
La enzima utilizada para la desfosforilación fue la fosfatasa de camarón (TSAP). 

 

dH2O    3.5µl 

10X buffer (H) (1X)    1.0µl 

Vector (50ng/µl)    5.0µl 

Enzima (10u/µl)    1.0µl     

dH2O    3.5µl 

Volumen Total 10.0µl 
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6.13.3. Clonación del Tn5062 en el plásmido pME6-4194. 
La reacción de ligación fue la siguiente: 

 

5X buffer T4 DNA Ligasa (1X)    3.0µl 

Vector (25ng/µl)    2.0µl 

Inserto (20ng/µl)    8.5µl 

Enzima (3u/µl)    1.5µl     

5X buffer T4 DNA Ligasa (1X)    3.0µl 

Vector (25ng/µl)    2.0µl 

Volumen Total 10.0µl 

 

Se incubó la mezcla de ligación a 4ºC durante 6 días. 

Posteriormente se transformó a E. coli JM109 con esta mezcla de ligación mediante 

la técnica de electroporación y se hicieron minipreps con el objetivo de purificar y amplificar 

el nuevo vector pMET4194. El protocolo es el descrito por el kit Lizard® plus sv minipreps de 

Promega®. 

 

6.13.4. Digestión del vector pMET4194.  
Para linealizar el plásmido ya purificado, se digirió con la enzima de restricción NruI. 

Posteriormente mediante la técnica de electroforesis se corrió un gel de agarosa al 1% para 

ver por el tamaño de las bandas si se obtuvo el plásmido con el gen SAV4194 interrumpido 

por el transposón. El protocolo de digestión realizado fue el siguiente: 

 

dH2O    3.5µl 

10X buffer (H) (1X)    1.0µl 

Vector (50ng/µl)    5.0µl 

Enzima (10u/µl)    0.5µl     

Volumen Total 10.0µl 

 

La mezcla de reacción se incubó a 37ºC durante 1hr y para inactivar la enzima se 

incubó la mezcla a 74ºC durante 15 min. 
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6.14. Transformación de S. avermitilis mediante biobalística. 
Debido a que en el presente trabajo no fue posible transformar a S. avermitilis con las 

técnicas de electroporación, protoplastos, y muy baja eficiencia con la técnica por 

conjugación ; fue necesario implementar la técnica de biobalística.  Este método de 

transformación usa presión de helio para introducir los Microacarreadores revestidos de ADN 

dentro de las células. Tiene alta eficiencia de transformación y consiste en: 

 

6.14.1. Preparación de las células blanco. 
Las condiciones finales fueron: 

Se tomaron 23.5 µl de una suspensión de 5X108 esp/ml de S. avermitilis y se 

sembraron por césped en una caja de Petri que contenía 25ml de medio SFM sorbitol 0.75M. 

Se incubó la placa a 28ºC por 18 h. 

 

6.14.2. Preparación de microcarriers. 
Preparación para 120 bombardeos usando 500 µg de microcarrier por bombardeo. 

1. En un tubo de 1.5 ml se pesaron 30 mg de micropartículas de tugsteno . 

2. A las micropartículas de tugsteno se le agregaron 1ml de etanol al 70%. 

3. Durante 5 min se agitó vigorosamente (con vortex). 

4. Para permitir que las micropartículas se empaparan de etanol se dejó reposar por 15 min. 

5. Por 5seg se centrífugo para obtener un pellet. 

6. El sobrenadante se descartó. 

7. Se le adicionó 1 ml de agua estéril. 

8. Por 1 min se agitó vigorosamente 

9. La mezcla se dejó reposar durante 1 min. 

10. Nuevamente se centrifugó durante 5 seg para obtener un pellet. 

11. El sobrenadante se descartó . 

12. Se repitió el lavado con agua 3 veces. 

13. Y finalmente se añadieron 500µl de glicerol al 50% estéril. 

Las micropartículas fueron almacenadas hasta por dos semanas a -20ºC en un ambiente 

seco. 
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6.14.3. Revestimiento de microcarriers con DNA. 
Este procedimiento fue para 6 bombardeos. Durante este procedimiento fue muy 

importante agitar continuamente. 

1. Las partículas en glicerol se agitaron vigorosamente durante 5min para destruir 

aglomerados. 

2. En un tubo estéril de 1.5 µl se colocaron 50 µl de las partículas en glicerol (el resto se 

almacenó a -20ºC por un máximo de 2 semanas). 

3. Con agitación fuerte y continua se agregaron en orden: 

◊  5µl de ADN (1µg/µl) 

◊  50µl de CaCl2 2.5M 

◊ 20µl de Spermina .1M (grado cultivo celular). 

4. Durante 3min se continuó agitando. 

5. La mezcla se dejó reposar durante 1 min. 

6. Para colectar el pellet se centrifugó durante 2 seg. 

7. El líquido se descartó . 

8. Se adicionaron 140 µl de etanol al 70% (grado HPLC). 

9. Y se descartó el líquido. 

10. Se adicionaron 140 µl de etanol al 100% (grado HPLC). 

11. El líquido se descartó. 

12. Se adicionaron 48 µl de etanol al 100%. 

13. Y finalmente se resuspendió el pellet por agitación manual. 

 

6.14.4. Bombardeo. 
1. Los parámetros de bombardeo se seleccionaron y ajustaron. La distancia fue de 9 cm. 

2. La presión de helio se ajustó a 200 psi en exceso de la presión de ruptura. 

3. El área de trabajo se limpió con etanol al 70% y se colocó todo el material estéril 

necesario. 

4. Se colocaron 6 µl de los microcarriers revestidos de ADN en el macrocarrier holder dentro 

de una caja de Petri con una membrana de papel filtro sobre CaCl2 como desecante. 

5. El equipo se encendió. 

6. Las paredes de la cámara se limpiaron con etanol al 70%. 
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7. El disco de ruptura ya estéril (para esterilizarlos, cada disco se sumergió en isopropanol al 

70% y se colocaron en un papel filtro para secarlos) se colocó dentro del Retaining cap 

estéril. 

8. Se fijó el Retaining cap al final del tubo de aceleración de gas y se apretó con la llave 

inglesa. 

9. El macrocarrier launch assembly y las células blanco se colocaron dentro de la cámara y 

se cerró la puerta. 

10. Se encendió el vacío a 10 pulgadas de mercurio. 

11. La muestra se bombardeó con el botón FIRE continuamente presionado hasta que el 

disco de ruptura estalló y el nivel de presión de helio bajó a cero. 

12. Cuando se liberó el vacío se removieron las células blanco de la cámara. 

13. El microcarrier launch assembly se desarmó. 

14. Se removió el disco de ruptura dañado. 

15. Y se bajó la presión de Helio. 

 

6.14.5. Selección de las mutantes con resistencia a un solo marcador. 
Después de haber sido bombardeadas las células blanco por las micropartículas de 

tungsteno revestidas de ADN, fueron incubadas a 28ºC durante 10 hrs. Transcurrido el 

tiempo se le agregó a cada caja Apm (cf: 12.5µg/ml) y se continuó la incubación por 7 días o 

hasta observar crecimiento de colonias transformantes. La aplicación del antibiótico se llevó 

a cabo de la siguiente manera: 

a. Se añadieron 6.25 µl de apramicina (100 mg/ml) a 1ml de agua estéril. 

b. Y se vertió todo sobre la caja. Se incubaron de nuevo las cajas hasta que el 

antibiótico se absorbió completamente y de manera uniforme en el medio. 

 

6.15. Transformación de S. avermitilis mediante protoplastos. 
También se trató de transformar a S. avermitilis mediante la técnica de protoplastos 

(Gong et al., 2004) como se ha hecho con S. venezuelae y S. clavulígerus (Graças et al., 

2002; Jozef et al., 1989 y Hwang et al., 2001), entre muchos otros actinomicetos. 
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6.15.1. Preparación de protoplastos. 
1. En un matraz de 250 ml se agregaron 50 ml de medio YEME y se inocularon con 150 mL 

de suspensión de esporas [107 esp/ml]. Se incubó a 28ºC y 200 rpm durante 56 h. 

2. Se homogenizó el cultivo y se tomaron 2 ml del precultivo para inocular un matraz que 

contenía 50 ml de medio LB (con 0.5% de glicina y 10% (p/v) de sacarosa). Se incubó a a 

28ºC y 200rpm durante 28 hrs. 

3. Se centrifugó por 10 min a 4000 rpm. 

4. Se lavó el pelet con 10 ml de NaCl al 0.9%. 

5. Se centrifugó por 10 min a 4000rpm. 

6. Se lavó el pelet con 10 ml de PTC. 

7. Se centrifugó por 10 min a 4000 rpm. 

8. Se prepararon 7 ml de PTC conteniendo 10 mg/ml de lisozima los cuales se esterilizaron 

por filtración. Se preparó en el momento. 

9. Se resuspendió el pelet en 5 ml de la solución de lisozima y se incubó a 28ºC a 120 rpm 

durante 2hrs. Durante este tiempo se formaron los protoplastos y se comprobó que 

estuvieran listos observándolos al microscopios 

10. Se adicionaron 10 ml de PTC buffer, se mezcló suavemente por pipeteo y se centrifugó a 

2000 rpm durante 5 min (los protoplastos quedaron en suspensión y el micelio como pelet). 

11. Se tomó la suspensión cuidadosamente y se transfirió a otro tubo estéril. 

12. Se centrifugaron los protoplastos a 4000 rpm por 10 min. 

13. Se lavaron los protoplastos con 10 ml de PTC buffer. 

14. Se centrifugó a 4000 rpm durante 10 min. 

15. Se resuspendieron los protoplastos en 7 ml de PTC buffer hasta obtener una OD≈1.0. 

16. Los protoplastos que no se utilizaron en el momento para la transformación se dividieron 

en alícuotas de 1 ml y se almacenaron a 70ºC. 

 

6.15.2. Transformación por protoplastos. 
1. Se tomaron 200 ml de la suspensión de protoplastos y se colocaron en un Eppendorf 

estéril. 

2. Se agregaron 3 ml de ADN [1ìg/ml] a los protoplastos y se mezclaron suavemente 

por pipeteo. 
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3. Se adicionaron inmediatamente 500 mL de la solución de PEG 6000 al 35% y se mezcló 

cuidadosamente por pipeteo. El PEG se preparó en el buffer PTC y se esterilizó por filtración. 

4. Se dejó la mezcla durante 5 min a temperatura ambiente. 

5. Se sembraron 150 ml en medio R2 y se incubaron a 28ºC durante 20 hrs para que los 

protoplastos se recuperaran. 

6. Se agregó 1 ml de antibiótico (cf = 12.5 mg/ml) en cada caja. 

 

6.16. Transformación de S. avermitilis por la técnica de electroporación. 
Electroporación fue otra de las técnicas que se desarrollaron en el presente trabajo 

para tratar de transformar a S. avermitilis. El protocolo fue el propuesto por Hwang y 

colaboradores (2001). 

 

6.17. Estudios de expresión. 
Se estudió la expresión del gen en los medios Phage (semilla), Medio de producción 

de avermectinas MP y Medio de producción de oligomicina AP-5. 

 

6.17.1. Extracción de ARN. 
El ARN total obtenido por medio de cualquier procedimiento de extracción y 

purificación debe de estar libre de proteína (absorbencia 260 nm/280 nm), libre de ADN 

genómico, no debe de estar degradado (con una baja cantidad de fragmentos cortos); libre 

de inhibidores enzimáticos para reacciones de RT y PCR y no debe de haber presencia de 

nucleasas si se va a almacenar por un largo periodo de tiempo (Fleige et al., 2006). 

La mayor dificultad que se presenta en la obtención de ARN de buena calidad y 

cantidad es debida a la existencia de ARNasas, enzimas muy activas que no necesitan 

cofactores para su actividad. Cualquier método que pretenda ser válido para la extracción de 

ARN debe cumplir una serie de requisitos: 

- La extracción del ARN ha de realizarse en una solución que contenga algún agente capaz 

de inactivar las ARNasas (como el fenol, el dietilpirocarbonato o el isotiocianato de 

guanidina). 
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- Debe ser un método rápido y realizado en condiciones que no favorezcan la actuación de 

las ARNasas, como por ejemplo, efectuando el proceso de rotura de las células en presencia 

de nitrógeno líquido (proporciona una temperatura de -170°C que no permite la actividad de 

estas enzimas). 

- Independientemente del método utilizado, es muy importante el uso de guantes a lo largo 

de todo el proceso, así como el aumento en el nivel de exigencia en cuanto al grado de 

limpieza del material utilizado y del lugar de trabajo. Las moléculas de ARN más 

representadas en la célula son las de ARN ribosómico (ARNr) y las de ARN de transferencia 

(ARNt), siendo minoritarias las moléculas de ARN mensajero (ARNm). La extracción del ARN 

para los 3 medios de cultivo se llevó a cabo utilizando columnas de extracción de SV Total 

RNA Isolation (Promega®) y/o por la técnica del trizol. 

 

Cinética en medio phage. 
En matraces de 250 ml se inocularon 25 ml de medio phage con 50 ml de una 

suspensión de esporas de 1x109 / ml y se incubaron a 28ºC, 250 rpm. 

La fermentación se monitoreó durante 20 hrs y se tomaron 3 muestras: a las 12 hrs, 

15 hrs y 18 hrs. De muestra se tomaron 25 ml, se centrifugaron a 5000 rpm durante 8 min e 

inmediatamente el pelet se congeló con nitrogeno líquido para la técnica del trizol y para la 

técnica de extración con el kit de promega, el pelet se trató de inmediato. Este medio 

también se utilizó como medio semilla para el preinoculo de MP y AP-5. 

 

Cinética en medio de producción de avermectinas (MP) y en medio 
de producción oligomicina (AP-5). 

Con 5 ml de precultivo se inocularon 20 ml de medio MP en matraces de 250 ml que 

contenían 50 perlas de vidrio. Las condiciones de incubación fueron las mismas en los tres 

medios de cultivo. El medio AP-5 se inoculó de la misma manera que el medio MP. Tanto la 

fermentación en medio AP como en MP para la extracción de ARN se monitorearon durante 

8 días tomando una muestra de 5 ml cada 24 hrs. 
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6.17.2. Cuantificación de ARN. 
La concentración y pureza del ARN se determinaron midiendo la absorbancia de 2 ml 

de muestra de ARN que se diluyeron con 998 mL de agua libre de ARNasas a 260 nm 

(A260) y 280 nm (A280) en un espectrofotómetro. Una absorbancia de 1 unidad a 260 nm 

corresponde a 40 mg/ml de ARN (A260=1=40 mg/ml). La relación entre los valores de 

absorbancia A260/A280 permiten estimar la pureza del ARN, considerándose como puro la 

siguiente relación: 1.7>A260/A280 <2.0. 

 

6.17.3. Electroforesis en geles desnaturalizantes 
(agarosa/formaldehido). 

Esta modalidad de electroforesis se utiliza para conseguir separar las moléculas de 

ARN en función de su tamaño. Para ello se añade formaldehído como agente 

desnaturalizante, con el fin de evitar la formación de estructuras secundarias en el ARN. La 

integridad y distribución de tamaños del ARN total purificado se comprueba en estos geles. 

Dos bandas claras correspondientes a los ARN ribosómicos 23S y 16S deben aparecer, 

siendo la banda de 23S dos veces más intensa que la de 16S. Si estas bandas no se 

presentan o aparecen como ARN de tamaño pequeño, es probable que la muestra se haya 

degradado. Los geles se prepararon de la siguiente manera: 

En un matraz libre de RNAasas se agregaron 1.2 g de agarosa para RNA y 10 ml de 

MAE 10X con 84 ml de H2Od-DEPC. Se fundió la agarosa y cuando bajó la temperatura se 

agregaron 3 ml de formaldehido. Para cargar las muestras en el gel se agregaron 4 ml de 

buffer (bromuro de etidio incluido) por cada ml de ARN, se calentaron a 65ºC por 15 min e 

inmediatamente se cargaron. Todo se preparó en tubos Eppendorfs libres de RNAsas. La 

cámara de electroforesis se lavó con SDS y agua libre de RNAasas. 

 

6.18. RT-PCR. 
La técnica de transcriptasa reversa-PCR (RT-PCR) consiste en el empleo de una 

transcriptasa reversa para generar un ADNc a partir de una muestra de ARN, y 

posteriormente, amplificar este ADNc por medio de la reacción en cadena de la ADN 

polimerasa. 
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Ya que la evaluación de la integridad del ARN es un paso crítico en la obtención de 

datos significativos en la expresión de genes (Fleige et al., 2006) se realizó un PCR de cada 

muestra con oligos que amplifican la subunidad alfa de la RNA polimerasa puesto que ésta 

se expresa de manera constitutiva. 

Debido a que es frecuente encontrar ADN junto con el ARN extraído, todas las 

muestras fueron tratadas con ADNasa y posteriormente se llevó a cabo un PCR con las 

condiciones ya establecidas para la amplicación del gen SAV4194 utilizando el ARN como 

molde de la reacción. Se repitieron los tratamientos con ADNasa hasta que estos ensayos 

por PCR dieron claramente negativos. Inmediatamente después del tratamiento con 

ADNasa, se llevó a cabo la RT-PCR siguiendo el protocolo descrito: 

El coctel de reacción para RT-PCR: 

 

Buffer 5X Quiagen  10.0µl  

dNTPs    2.0µl 

oligo 5´(0.6µM)    2.4µl 

0ligo 3´ (0.6µM)    3.4µl 

Mezcla enzimática    2.0µl 

RNA molde (1µg)  

H2O-DEPC, Aforar a  50.0µl 

 

El programa utilizado para RT-PCR fue: 

 

1.              30min  50ºC 

2               15min  95ºC 

3.              1min  94ºC 

4.              1min  64ºC 

5.              3min  72ºC   

6 .             Ir a 3 rep 45 veces 72ºC 

7.              10min   

8.              HOLD  4ºC 
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6.19. Tiempo real PCR (qRT-PCR). 
La PCR en tiempo real permite detectar, amplificar y cuantificar secuencias de ADN. 

Además de proporcionar información cuantitativa el hecho de que los datos sean tomados en 

la fase exponencial del proceso de amplificación, permite detectar pequeñas variaciones en 

la cantidad de ARN inicial siendo por tanto muy sensible. La química de detección utilizada 

en el presente trabajo fue SYBR green 1. 

 

Normalización de ARN en las muestras. 
Antes de cuantificar la expresión, se normalizó la concentración de las muestras. Esto 

con el objetivo de evitar observar un aumento o disminución de la expresión por efecto de 

una mayor o menor concentración de ARN. En principio, por medio del espectrofotómetro se 

cuantificó la concentración de ARN y posteriormente se realizó un qRT-PCR con oligos 

diseñados para amplificar la subunidad alfa de la ARN polimerasa. Y finalmente con los 

valores de CT obtenidos se cuantificó la cantidad de ARN y se ajustó la concentración en 

todas las muestras. 

 

Curva patrón. 
Se construyó una curva estándar que nos sirviera como base para calcular el número 

de copias/µl del gen de interés. Se tomó como molde el propio gen, del cual se hicieron 

varias diluciones: 1µg/µl, 1X10-2, 1X10-3, 1X10-4 y 1X10-5 y se le realizó el mismo tratamiento 

que a todas las muestras. 

Paso 1. El objetivo fue pasar el ARN a ADNc mediante la transcriptasa reversa con el kit one 

step RT-PCR (QUIAGEN®).  

 

Master mix 1   

2X buffer  12.5µl   

oligo 5´ (10mM)    4.0µl 

oligo 3´ (10mM)    4.0µl 

ARN  Xµl  

H2O-DEPC, Aforar 25.0µl 
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Se incubó la muestra a 95ºC durante 2 min. Ya que bajó la temperatura a 50ºC se 

agregó 0.5 µl de la mezcla enzimática, se volvió a mezclar, centrifugar y se dejó incubando 

durante 30 min a 50ºC. 

Paso 2. El programa utilizado fue: 2 min a 94ºC, 15 seg a 95ºC, y 50 ciclos de 90 seg a 64ºC 

en el equipo Rotor Gene® RG-3000. Es importante resaltar que en este paso fue de vital 

importancia centrifugar las muestras hasta eliminar todas las burbujas de aire ya que eso 

podría dar resultados erróneos debido a que la medición se hace mediante un sistema 

óptico. 

 

Master mix 2   

Mix SYBR  10.0µl   

oligo 5´ (10mM)    1.0µl 

oligo 3´ (10mM)    1.0µl 

cDNA     3.0µl 

dH2O, Aforar 20.0µl 

 

 

6.20. Ensayo de oligomicina. 
Este ensayo se hizo con el objetivo de saber si había producción de oligomicina en 

los medios phage y MP. La producción de oligomicina en medio Phage se monitoreó durante 

20 hrs y se tomaron 3 muestras: a las 12 hrs, 15 hrs y 18 hrs. Tanto la producción en medio 

AP-5 como la del medio MP se monitorearon durante 8 días tomando una muestra de 5ml 

diariamente. 

Se prepararon cajas con 25 ml de medio PDA (óptimo para el crecimiento del hongo), 

se sembró por césped A. níger, se hizo un orificio en el centro de la caja con un sacabocado 

y se agregó dentro del orificio una cantidad del producto de la fermentación de S. avermitilis 

de cada medio de cultivo en los diferentes tiempos. Las cajas se incubaron a 28ºC durante 2 

días (Pitman et al., 2001). 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 
 

7.1. Análisis in sílico.  
Se realizaron análisis de la secuencia del gen SAV4194 por medio del programa 

BLAST. Los alineamientos mostraron que tiene similitud del 79% con la secuencia del gen 

rifPde S. pristinaespiralis y del 74% con la secuencia del gen ptr de A. mediterranei. Tanto el 

gen rifP como ptr codifican para una proteína de transporte (Folcher et al., 2001; Absalón et 

al., 2007). Según el NCBI las proteínas que pertenecen a la familia MFS  tienen típicamente 

de 400 a 600 aminoácidos y la mayoría contienen 12 dominios transmembranales (TMs) 

conectados por loops hidrofílicos. La proteína de interés para el presente trabajo tiene 498 

aminoácidos y 13 dominios transmembranales (tabla 1). 
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Dominio (TMs) Localización dentro de la 
proteína 

1 15-37 

2 86-103 

3 109-131 

4 144-166 

5 171-193 

6 206-225 

7 231-253 

8 272-294 

9 309-328 

10 335-357 

11 367-389 

12 401-423 

13 467-484 

 
Tabla 1. Dominios transmembranales (TMs) que contiene el producto del gen SAV4194. 

 

Por medio del programa Swiss-PdbViewer 4.0.1. se obtuvo una probable estructura 

de la proteína en 3D (figura 7.1). En esta figura podemos observar la posible disposición de 

los fragmentos transmembranales hidrofóbicos, formando una estructura en forma de canal 

que podría funcionar como un transportador específico para el metabolito a secretar. 
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Figura 7.1. Modelamiento en 3D de la proteína codificada por el gen SAV4194 de S. avermitilis. 

Presenta 13 segmentos transmembranales alfa-hélice unidos por loops hidrofílicos.  

 

La ubicación del gen dentro del genoma de S. avermitilis se muestra en la figura 7.2. 

Este gen no se encuentra dentro de ningún cluster; lo que sugiere que pudiera estar 

implicado en el transporte de más de un metabolito secundario.  

 

 
 

Figura 7.2. Localización del gen SAV4194 en el genoma de S. avermitilis, (143193..5144689). 
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7.2. Extracción de ADN total de S. avermitilis. 
Se aisló ADN total de S. avermitilis para utilizarlo como molde en la amplificación del 

gen SAV4194 mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

 

 
Figura 7.3. Gel de agarosa que muestra el ADN total aislado de S. avermitilis. Los carriles del 2 al 7 

muestran ADN genómico de 23000 pb aproximadamente. En el carril 1 se encuentra el fago & digerido 

con la enzima HindIII. 

 

7.3. Amplificación del gen SAV4194 mediante la Reacción en Cadena de la 
ADN polimerasa (PCR). 

Se aisló el gen SAV4194 mediante PCR (figura 7.4) a partir del ADN total de S. 

avermitilis. Para esta parte del trabajo fue necesario el uso de dimetil sulfóxido y aumentar la 

temperatura inicial de desnaturalización debido a que el genoma de S. avermitilis tiene un 

alto contenido de guanina y citosina, por lo que tantos triples enlaces dificultaron la 

desnaturalización de las cadenas. El dimetil sulfóxido ayudó al rompimiento de estos triples 

enlaces y por ende a la desnaturalización de las cadenas. 

En el diseño de los cebadores fue necesario partir de la secuencia nucleotídica del 

gen SAV4194 previamente identificada en el Instituto Kitasato de Japón por el Dr. Omura y 

colaboradores (2001), la cual se encuentra reportada en el banco de genes del “National 

Center of Biotechnology Information” (NCBI). Los oligonucleótidos se diseñaron para ambos 

extremos del gen SAV4194. Contienen en el extremo 5’ nueve nucleótidos extras que no 

pertenecen al gen, de éstos, 6 correspondían al sitio de corte que reconoce la enzima EcoRI, 

esto con fines de la posterior clonación del producto de PCR; y los otros 3 nucleótidos se 

agregaron para facilitar la digestión con la enzima EcoRI. Los 15 nucleótidos restantes 
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aparean con el gen. Los oligonucleótidos fueron diluidos hasta una concentración de 5 

pmol/ml y sus secuencias se muestran a continuación. 

5’-TTACTTAAGCTACGCGGACGCCGC- 3’ R 

Con un contenido de C+G = 58.33%, Tm de 76ºC y longitud 24b. 

5’- TACGAATTCATGTCCACCTCCCCG-3’ F 

Con un contenido de C+G = 54.17%, Tm de 74ºC y longitud 24b. 

La parte de la secuencia sombreada corresponde al sitio de reconocimiento para la 

enzima EcoRI, la subrayada corresponde a la parte que aparea con el gen y la secuencia en 

negrita son las bases que se diseñaron para facilitar el corte con la enzima. 

 

 
Figura 7.4. En esta electroforesis se muestra el producto de PCR. En el primer carril se encuentra el 

marcador de peso molecular 1 Kb y en los carriles del 2 al 5 se pueden observar bandas de ADN de 

1515 pb, peso sugerido por el marcador y esperado para el presente trabajo. 

 

7.4. Separación de fragmentos de ADN por electroforesis. 
Para llevar a cabo la clonación del producto de PCR era necesario que se obtuviera 

una banda específica de 1515pb (que corresponde al tamaño del gen), ya que si la 

electroforesis mostraba más bandas de diferente tamaños y se clonaba directamente del 

producto de PCR se corría el riesgo de clonar otros genes que para el presente 
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trabajo no eran de interés. Por lo tanto fue necesario purificar este producto de PCR a partir 

del gel de agarosa y así obtener solo la banda que correspondía al tamaño deseado (figura 

7.5). 

 

 
Figura 7.5. ADN que proviene de la purificación de banda del producto de PCR de la figura anterior. El 

peso molecular de la banda indica que este fragmento de ADN es el gen SAV4194, amplificado por 

PCR. 

 

7.5. Purificación de los plásmidos pME6 y pQM5062. 
Para el presente trabajo fue necesario clonar el gen SAV4194 en el plásmido pME6 

(donado por el Dr. Paul Dyson) figura 7.5, debido a que éste cuenta con resistencia a la 

kanamicina, antibiótico que junto con el IPTG y X-Gal permitieron una mejor selección de las 

colonias transformantes. 
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Figura 7.6. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular 1 Kb y en los carriles 2, 3 y 4 se 

observa el plásmido pME6 ya purificado. 

 

Con el objetivo de amplificar y purificar el transposón Tn5062, que posteriormente se 

utilizaría para interrumpir el gen SAV4194, fue necesario purificar el plásmido pQM5062 

(figura 7.7) ya que el transposón se encontraba dentro de este plásmido (Bishop et al., 

2004). 

 

 
Figura 7.7. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular 1Kb y en los carriles 2 y 3 se 

observa el plásmido pQM5062. 

 

7.6. Digestión de los plásmidos pME6 y pQM5062. 
Con el fin de corroborar que los plásmidos que se estaban amplificando a partir de las 

supuestas colonias transformantes fueran los correctos, se hicieron 2 digestiones. 
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Por un lado se digirió el plásmido pME6 con la enzima EcoRI, la cual linealizó el plásmido, 

dando el peso molecular esperado como se muestra en la figura 7.8. Se eligió esta enzima 

porque el plásmido pME6 tiene un sitio único de reconocimiento para ella. Por otro lado, el 

plásmido pQM5062 contiene un transposón el cual a su vez posee resistencia a la 

apramicina. En los extremos del transposón hay un sitio de reconocimiento para la enzima 

PvuII; por lo que para poder amplificar y purificar éste, se digirió el plásmido con la enzima 

PvuII (figura 7.9) (Bishop et al., 2004). Este transposón fue de vital importancia para el 

trabajo ya que con él se interrumpió (Como se relata más adelante) el gen SAV4194 y 

además la resistencia que posee permitiría hacer una selección de las posibles colonias 

transformantes Cabe mencionar que el transposón Tn5062 con el cual se trabajó en el 

presente estudio, también ha sido utilizado en la interrupción de otros genes de 

actinomicetos (p.e. S. coelicor) por el grupo de trabajo del Dr. Paul J. Dyson (Hoskisson et 

al., 2006). 

 
Figura 7.8. Plásmido pME6 digerido con la enzima EcoRI en el carril 2. En el carril 1 se observa el 

marcador 1Kb el cual sugiere el peso molecular del plásmido como de 3.9 Kb, siendo éste el tamaño 

esperado. 
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Figura 7.9. Plásmido pQM5062 digerido con la enzima PvuII. La banda de 3.4Kb corresponde al 

transposón Tn5062, de acuerdo con el tamaño de la banda del marcador de peso molecular que se 

observa en el carril 1. El marcador es el 1Kb. 

 

7.7. Plásmido pGEM4194 (clona 1). 
Fue necesario utilizar el vector pGEM-T Easy debido a que al parecer el fabricante de 

los oligonucleótidos para amplificar el gen SAV4194, introdujo un error en el cambio de una 

base que provocó la pérdida de un sitio de corte para la enzima EcoRI originalmente incluido 

en el diseño del oligonucleótido. Al ser clonado el gen SAV4194 dentro de este vector (figura 

7.10) se solucionó el problema, ya que a ambos lados del sitio donde se introduce el inserto 

en el sitio múltiple de clonación existen dos sitios de reconocimiento para la enzima EcoRI, 

que fue la que en un principio se diseñó para posteriormente clonar en el plásmido pME6. 

 
Figura 7.10. En los carriles 1 y 2 se observa el plásmido pGEM4194. 
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7.8. Digestión del plásmido pGEM4194 (clona 1). 
Con el fin de comprobar que el inserto se clonó, se digirió el plásmido con la enzima 

EcoRI (figura 7.11). Se eligió esta enzima porque el inserto (SAV4194) tiene en cada 

extremo un sitio de corte para ella. Por lo que por medio del peso molecular de los dos 

fragmentos de ADN que surgieron, indicarían si se clonó el fragmento de tamaño deseado. 

 

 
Figura 7.11. El marcador de peso molecular que se observa en el carril 2 es el 1 Kb y al ser digerido 

este plásmido con la enzima EcoRI produce dos bandas de tamaños 3018 pb y 1533 pb que 

corresponden al los pesos moleculares del plásmido pGEM y del gen SAV4194 respectivamente. 

 

7.9. Plásmido pME6-4194 (clona 2). 
La clonación del gen SAV4194 en el plásmido pME6 se llevó a cabo debido a la 

necesidad de tener el gen de interés clonado en un plásmido con el que se pudiera, 

posteriormente, hacer una mejor selección de las transformantes. Para obtener la segunda 

clonación (figura 7.12), el plásmido pME6 fue digerido con la enzima EcoRI y posteriormente 

desfosforilado para evitar que se religara.  
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Figura 7.12. Gel de agarosa que muestra en el carril 2 muestra el plásmido pME6-4194 aislado de las 

células de E. coli JM109. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular 1Kb. 

 

7.9.1. Digestión del plásmido pME6-4194 (clona 2) con la enzima 
EcoRI. 

Con el fin de corroborar que el gen de interés se clonó en el plásmido pME6, el 

plásmido pME6 4194 se digirió con la enzima EcoRI (figura 7.13). 

 

 
Figura 7.13. El marcador de peso molecular que se observa en el carril 1 sugiere que las 

bandas del carril 2 son de tamaños 3913 pb y 1533 pb, los cuales corresponden al plásmido 

pME6 y al gen SAV4194 respectivamente. 
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7.9.2. Digestión del plásmido pME6-4194 (clona 2) con la enzima NruI. 
Para interrumpir el gen SAV4194 con el transposón Tn5062 (Herron et al., 2004) fue 

necesario digerir el plásmido pME6-4194 (SAV4194 contenido en el plásmido pME6) con la 

enzima NruI (figura 7.14) ya que esta enzima al cortar el ADN deja extremos romos, de igual 

forma como lo hace la enzima PvuII (con la cual se digirió el transposón anteriormente). Por 

lo tanto, al digerir el plásmido pME6-4194 con la enzima PvuII se obtuvo un fragmento de 

ADN lineal con extremos romos, que después de ser desfosforilado quedó listo para ser 

ligado con los extremos romos del transposón. Además de dejar extremos romos, se eligió la 

enzima NruI porque ésta era la única dentro del gen que se encontraba en una posición tal 

que al cortar el gen dejaba 1000pb de un lado, necesario para la recombinación homóloga, 

que se necesitaría más adelante. 

Después de ser digerido el plásmido pME6-4194 con la enzima NruI, se desfosforiló 

para evitar que el plásmido se religara y por ende hubiera falsos positivos, además de que 

disminuiría la probabilidad de que el gen se clonara en el plásmido. Las colonias 

transformantes se seleccionaron con la presencia de kanamicina en el medio, resistencia 

que provee el plásmido pME6. 

 

 
Figura 7.14. Digestión del plásmido pME6-4194 con la enzima NruI. El marcador de peso molecular 

que se observa en el carril 1 sugiere que el tamaño de la banda del carril 2 es de 5446 pb, tamaño que 

corresponde con el esperado. 
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7.10. Plásmido pMET4194. 
La tercera clonación (figura 7.15) se llevó a cabo con el objetivo de interrumpir el gen 

SAV4194 (Herron et al., 2004; Xiong et al., 2006). El tiempo de ligación fue de 6 días  y esto 

se cree que fue debido a que se estaban ligando extremos romos y además el tamaño del 

inserto era muy grande (3.4Kb). Este nuevo plásmido se construyó con el fin de 

posteriormente transformar a S. avermitilis para que por medio de recombinación homóloga 

se integrara al ADN del microorganismo y sustituyera al gen que produce la proteína 

funcional. 

 

 
Figura 7.15. ADN plasmídico aislado de las células de E. coli JM109. En este plásmido se encuentra 

el gen SAV4194 interrumpido por el transposón Tn5062. 

 

7.10.1. Digestión del plásmido pMET4194. 
Para comprobar que el inserto que se ligó en el gen era el transposón, además de 

seleccionar las colonias con la resistencia a la apramicina, se digirió el plásmido con la 

enzima NruI (figura 7.16) para ser linealizado y observar por peso molecular, si el tamaño 

correspondía al esperado (8846pb). 
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Figura 7.16. ADN plasmídico aislado de las células de E. coli JM109 digerido con la enzima NruI. El 

marcador de peso molecular que se observa en el carril 1 es el 10Kb el cual sugiere que el transposón 

se encuentra dentro del plásmido ya que el tamaño de la banda del carril 2 es de aproximadamente 

8846pb. 

 

7.11. Transformación de S. avermitilis con el plásmido que contiene el gen 
SAV4194 interrumpido. 

Mediante diferentes técnicas reportadas como electroporación, conjugación y 

protoplastos se intentó transformar sin éxito a S. avermitilis. Cabe señalar que S. avermitilis 

es reportado como un microorganismo difícil de transformar (Macneil et al., 1998, Hwang et 

al., 2001, Gong et al., 2004), lo cual se pudo comprobar ya que incluso en trabajos paralelos 

en el laboratorio con otros genes, se ha logrado una eficiencia tan baja como una sola 

transformante. Las posibles explicaciones de este hecho serían:  

1. El ADN no puede ser ingresado a la célula.  

2. El ADN sí ingresa pero no recombina adecuadamente para permitir integrarse al 

cromosoma.  

3. El ADN sí ingresa a la célula pero es reconocido como extraño y es degradado por 

nucleasas endógenas. 

Para responder si el problema es que el ADN no puede ingresar a la célula, se intentó 

transformar con el método más drástico reportado en la literatura y conocido como 

Biobalística, el cual consiste en la introducción de micropartículas recubiertas con el ADN 

mediante el disparo de estos proyectiles sobre un césped de células blanco. 

Desafortunadamente, hasta el momento no se ha logrado obtener ninguna 
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transformante, a pesar de que en otros actinomicetos usados como control si se observa una 

elevada frecuencia de transformación. Esto sugiere que el problema no es el ingreso del 

ADN a la célula. 

La segunda opción, que plantea que el problema es la baja frecuencia de 

recombinación, se intentó transformar; sin éxito, con plásmidos de replicación autónoma, lo 

cual indica que tampoco la integración explica la falta de transformantes. 

Esto nos deja sólo con la última explicación ya que se encuentra reportado que S. 

avermitilis posee un sistema de restricción único de metilación específica que previene el 

movimiento de los vectores provenientes de las cepas de E. coli. Macneil y colaboradores 

(1988) demostraron que S. avermitilis restringe ADN metilado in Vitro con modificaciones en 

5-metilcitocina y N6-metiladenina sin una secuencia específica aparente. Por este motivo, 

resulta muy complicado obtener mutantes de algunas cepas de S. avermitilis. Sin embargo, 

como este microorganismo es de gran interés industrial, se han buscado nuevas estrategias 

para transformarlo. Por ejemplo, antes de transformar a S. avermitilis, el vector lo introducen 

en algún otro actinomiceto con un sistema de restricción menos fuerte, aunque obviamente 

esta estrategia sólo es viable para plásmidos de replicación autónoma. 

Es importante resaltar que posiblemente no todas las cepas de S. avermitilis tienen el 

sistema de restricción tan fuerte como la que se utilizó en el presente trabajo; y tal es el caso 

de la cepa 12804, la cual fue transformada con un plásmido que se amplificó en células de E. 

coli GM2929 que no metilan (Pitman et al., 2001). 

 

7.12. Estudios de expresión. 
7.12.1. RT-PCR. 
Como estrategia alternativa para obtener información que nos permitiera responder la 

pregunta original del presente trabajo de tesis, sobre si este gen codifica o no para una 

proteína transportadora de avermectinas, se decidió realizar estudios de la expresión de este 

gen en los medios de cultivo de producción de avermectinas y los usados para otros 

metabolitos secundarios como oligomicina. Para observar la expresión del gen de interés, 

primeramente se llevó a cabo la técnica de RT- PCR (Lu et al., 2007), para lo cual fue 

necesario establecer un control sobre la calidad del ARN y  
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otro control sobre posible contaminación con ADN. Este último control para evitar que se 

concluyera que el gen se estaba expresando en cierto tiempo o medio de cultivo, cuando en 

realidad lo que se estaba observando era amplificación del ADN que pudiera estar mezclado 

con el ARN. Cabe mencionar que todas las muestras fueron tratadas previamente con 

DNAsas. 

En el primer control se utilizó como HKG (House Keeping Gen) la subunidad alfa de 

la RNA polimerasa ya que ésta se expresa de forma constitutiva. En la figura 7.17 se 

observa amplificación de la subunidad alfa de la ARN polimerasa, lo que sugiere que el ARN 

es de buena calidad. 

 

 
Figura 7.17. Electroforesis del primer control. En los carriles 1 (12 hrs), 2 (15 hrs) y 3 (18 hrs) se 

encuentran las muestras obtenidas del medio Phage, en los carriles 4 (72 hrs), 5 (120 hrs) y 6 (168 

hrs) se cargaron las muestras que provienen del medio MP y en los carriles 7 (72 hrs), 8 (120 hrs) y 9 

(168 hrs) las muestras que pertenecen al medio AP-5. En el carril 10 se encuentra el marcadar de 

peso molecular 1kb.  

 

Para el segundo control (negativo) se hizo un PCR con las muestras de ARN. La 

diferencia de este PCR con el convencional es que en lugar de utilizar ADN como molde, se 

utilizaron las muestras de ARN. Se esperaba que no se obuviera producto de amplificación 

ya que en teoría las muestras de ARN deberían de estar libres de ADN.  

En la electroforesis del control negativo no se observaron bandas en ninguno de los tiempos 

de los diferentes medios de cultivo, lo que indica que el ARN no estaba contaminado con 

ADN y cualquier banda que apareciera en el RT-PCR se debería solo a la expresión del gen. 

Los resultados del RT-PCR que se observan en la figura 7.18, indican lo siguiente: el 

gen SAV4194 se está expresando en el medio phage después de las 12 hrs. 
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En el medio de producción de oligomicina AP-5 el gen también se está expresando, 

pero no se observa expresión en el medio de producción de avermectinas (MP). 

 

 
Figura 7.18. Gel de agarosa desnaturalizante con formaldehido. En los carriles 1 (12 hrs), 2 (15 hrs) y 

3 (18 hrs) se encuentran las muestras obtenidas del medio Phage, en los carriles 4 (72 hrs), 5 (120 

hrs) y 6 (168 hrs) se cargaron las muestras que provienen del medio MP y en los carriles 7 (72 hrs), 8 

(120 hrs) y 9 (168 hrs) las muestras que pertenecen al medio AP-5. 

 

El hecho de que no haya expresión en el medio MP indica claramente que contrario a 

la hipótesis planteada en este trabajo, el gen no codifica para una proteína que transporta 

avermectina, si no posiblemente, otro metabolito secundario.  

Por otro lado, el hecho de que el gen se exprese en el medio AP-5 sugiere que la 

función de este sea de transporte de oligomicina. Sin embargo, también se observó 

expresión del gen en el medio phage lo cual podría poner en duda que se trate de un 

transportador específico únicamente de oligomicina. 

Para aclarar lo anterior se hizo un ensayo (detallado más adelante) con oligomicina 

en el cual se demuestra que durante la fermentación de S. avermitilis en este medio, también 

hay producción de oligomicina (Pitman et al., 2001). 

Estos resultados; a pesar de ser diferentes de los esperados, son de gran interés ya 

que Xiuping Lin y colaboradores (2009) publicaron un trabajo en el cual demuestran que la 

oligomicina A, producto de la fermentación de S. avermitilis, es un agente anticancerígeno y 

posee una potente actividad antitumoral contra hematoma humano, leucemia mielógena 

crónica y varios tipos de células de carcinoma colónico (Xiuping et al. 2009). 
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7.12.2. Tiempo real PCR (qRT-PCR). 
 

 
Figura 7.19. Análisis de la transcripción del gen SAV4194 mediante qRT-PCR en matraz de 250 ml 

con 25 ml de medio phage, 230 rpm a 28ºC. 

 

 
Figura 7.20. Análisis de la transcripción del gen SAV4194 mediante qRT-PCR en matraz de 250 ml 

con 25 ml de medio de producción de oligomicina (AP), 230 rpm a 28ºC. 
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Figura 7.21. Análisis de la transcripción del gen SAV4194 mediante qRT-PCR en matraz de 250 ml 

con 25 ml de medio de producción de avermectina (MP), 230 rpm a 28ºC. 

 

Los análisis de PCR en tiempo real confirman lo observado en los resultados de RT-

PCR ya que no se observa expresión del gen SAV4194 en el medio de producción de 

avermectina (figura 7.21) pero sí en el medio de producción de oligomicina (7.20) y en el 

medio phage (7.19). Esto significa que el gen SAV4194 no participa en la exportación de la 

avermectina y tal vez si lo haga en el transporte de oligomicina. Por otro lado, el hecho de 

que se exprese solo bajo ciertas condiciones indica que no es un gen constitutivo, sino 

inducible. 

 

7.13. Ensayo de oligomicina  
Teniendo el conocimiento de que A. niger es sensible a oligomicina se hizo el ensayo 

propuesto por Pitman y colaboradores (Pitman et al., 2001). Tanto el producto de la 

fermentación de S. avermitilis en el medio AP-5 como el del medio Phage formaron un halo 

de inhibición en las cajas de A. niger. Este resultado indica una posible correlación entre la 

producción de oligomicina y la expresión del gen SAV4194. 
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Como se observa en las figuras 7.19 y 7.20 la expresión del gen es en etapas 

tempranas del cultivo disminuyendo de forma notoria en etapas tardías, esto podría ser 

explicado si suponemos que la proteína transportadora una vez formada permanece activa 

en la biomasa de la idiofase y solo se requerirá reponer la que se pierde por muerte celular 

para mantener una fase de crecimiento estacionario. 
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8.  CONCLUSIONES. 
 

1. Se construyó el plásmido pMET4194 con el gen SAV4194 interrumpido. 

2. La no expresión del gen SAV4194 en el medio de producción de avermectina demuestra 

que este gen no está involucrado en su exportación. 

3. La expresión del gen SAV4194 en los medios donde hay producción de oligomicina 

sugiere que este gen podría estar implicado en el transporte de oligomicina hacia el exterior 

de la célula. 

4. El gen SAV4194 no es constitutivo. 
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