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Resumen

RESUMEN

La rifamicina es un antibidtico ansamicinico naftalénico producido por la bacteria
Gram positiva Amycolatopsis mediterranei, que pertenece al orden de los Actinomycetales.
Este antibidtico se usa contra los patdogenos Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
leprae (causantes de la tuberculosis y lepra, respectivamente), Mycobacterium avium
(asociado con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, SIDA) y Pneumococcus, entre
otros, y actda inhibiendo especificamente la sintesis de ARN al unirse a la subunidad f de la
ARN polimerasa. Debido a la amplia demanda de la rifamicina, por su gran valor practico
contra este tipo de enfermedades, se han desarrollado diversas estrategias para incrementar su
produccion, como la obtencion de cepas mejoradas mediante mutagénesis clasica, la
modificacion en la composicion del medio de cultivo (adicion de Barbital, por ejemplo), la
recombinacion genética, y, recientemente, la utilizacién de métodos de clonacion génica. Un
problema recurrente en la produccion de rifamicina a nivel industrial ha sido que las cepas de
alta produccion tienden a producir caldos extremadamente viscosos, lo que ocasiona una gran
dificultad para proporcionar un adecuado mezclado y aporte de oxigeno en el biorreactor; esta
viscosidad es consecuencia de la forma filamentosa y ramificada (miceliar) en que crece A.
mediterranei. La menor transferencia de oxigeno en edades avanzadas del cultivo provoca el
cese de la produccion de rifamicina B. En este trabajo se plantea, como posible solucion a este
problema de demanda de oxigeno, la introduccién de un gen bacteriano que codifica para la
sintesis de una proteina (hemoglobina bacteriana) con capacidad de transporte de oxigeno.

En la produccion de otros antibidticos como la cefalosporina, se ha demostrado que la
expresion intracelular del gen de la hemoglobina bacteriana (vhb, aislado de Vitreoscilla
stercoraria) en Acremonium chrysogenum incrementa la captacion de oxigeno, también
considerado uno de los principales factores limitantes de la produccion de este antibiotico. El
gen de hemoglobina bacteriana ha sido expresado también en E. coli y en Saccharopolyspora
erythraea, que al igual que Amycolatopsis mediterranei pertenece al grupo de los

actinomicetos.
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Resumen

La introduccion del gen vhb con el promotor constitutivo Perme en A. mediterranei se
realizé utilizando el plasmido pUAMSAG1 como vehiculo de clonacion. Este es un plasmido
construido a partir del plasmido pULVK2, un plasmido bifuncional A. mediterranei-E. coli, y

del plasmido plJ4026, del que se tomd el marcador de resistencia a eritromicina.

Se probaron diferentes metodologias para transformar A. mediterranei, como la
transformacion por electroporacion, con protoplastos y utilizando cationes alcalinos y
polietilenglicol, asi como combinaciones de las mismas sin lograr obtener transformantes.
Finalmente, resulté exitoso el método de transformacion por biobalistica. Dos de las diez
transformantes seleccionadas por resistencia a eritromicina y mayor captacion de oxigeno se
evaluaron en condiciones de baja aireacion. Para la cuantificacién de rifamicina B se utiliz6 el
metodo espectrofotométrico, observandose un incremento estadisticamente significativo en la
produccion de rifamicina B de la transformante Bl1110 de 13.9% en la fermentacion con

barbital y de 29.5% en la fermentacion sin barbital.

La utilizacion de técnicas moleculares dirigidas, en este caso la expresion heterdloga
de un gen para una hemoglobina bacteriana, permitié aumentar la produccién de rifamicina B

por A. mediterranei en condiciones limitantes de oxigeno.

La produccion preliminar de rifamicina B obtenida en este experimento probablemente
no refleja la produccion potencial de esta nueva cepa; sera necesario optimizar las condiciones

de cultivo para esta cepa en particular.

Priscila G.R.



indice

INDICE

I. ANTECEDENTES
1.1) RIFAMICINA B

1.2) Amycolatopsis mediterranei
1.3) GEN vhb

1.4) PROMOTOR DEL GEN
1.5) VECTOR DE CLONACION
11. JUSTIFICACION

1. HIPOTESIS

IV. OBJETIVO

V. MATERIALES Y METODOS

5.1) MICROORGANISMOS UTILIZADOS
5.1.2) CONSERVACION DE MICROORGANISMOS

5.2) APARATOS Y REACTIVOS
5.2.1) APARATOS
5.2.2) REACTIVOS PARA BIOLOGIA MOLECULAR
5.2.3) OTROS SISTEMAS PARA LA MANIPULACION DE ADN

5.3) VECTORES UTILIZADOS

5.4) MEDIOS DE CULTIVO

5.5) SECUENCIA DEL GEN vhb DE Vitreoscilla stercoraria Y DEL
PROMOTOR Perme DE Saccharopolyspora erythraea

5.6) DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

5.7) ESQUEMA GENERAL DE LA CLONACION DEL GENvhb Y DEL
PROMOTOR Perme EN EL PLASMIDO pULVKZ2, CON EL QUE SE

LLEVO A CABO LA POSTERIOR TRANSFORMACION DE A.mediterrangi

5.7.1) EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE V. stercoraria
5.7.2) EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE S. erythraea

5.7.3) REACCION EN CADENA DE LA ADN POLIMERASA (PCR)

5.7.4) ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA
5.7.5) EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE GELES

DE AGAROSA UTILIZANDO EL SISTEMA QUIAEXII
5.7.6) DIGESTION

Pagina

N RO
o

15

15

16
16

17
17
18
18

19

22

26
27

29
30
30
32
33

34
35

Priscila G.R.



indice

5.7.7) LIGACION
5.7.8) PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. coli
5.7.9) TRANSFORMACION DE E.coli POR ELECTROPORACION
5.7.10) AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO

DE E. coli (MINIPREPARACIONES)
5.7.11) ELIMINACION DE ARN Y PROTEINAS DEL ADN
5.7.12). SECUENCIACION

5.8) MUTAGENESIS DIRIGIDA

5.9) CLONACION DEL GEN DE RESISTENCIA A ERITROMICINA
COMO MARCADOR DE SELECCION ALTERNO (CONSTRUCCION
DEL PLASMIDO pUAMSAG1)

5.10) TRANSFORMACION DE A. mediterranei
5.10.1) PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE
A. mediterranei
5.10.2) TRANSFORMACION DE A. mediterranei
POR ELECTROPORACION

5.10.3) TRANSFORMACION DE A. mediterranei POR BIOBALISTICA

5.11) EXTRACCION DE ADN DE TRANSFORMANTES DE A. mediterranei

5.12) COMPROBACION DE TRANSFORMANTES

5.13) FERMENTACION (PRODUCCION DE RIFAMICINA)
5.14) CUANTIFICACION DE RIFAMICINA

5.15) DETERMINACION DE BIOMASA (peso seco)

VI. RESULTADOS )
6.1) OBTENCION DE ADN GENOMICO DE V. stercoraria, Y S. erythraea

6.2) DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA OBTENCION POR
PCR DEL PROMOTOR Perme (de S. erythraea) Y DEL GEN vhb

(de V. stercoraria)

6.3) OBTENCION DEL PROMOTOR Pgrme Y DEL GEN vhb POR PCR

6.4) EXTRACCION DE LOS FRAGMENTOS DE INTERES DEL GEL
DE AGAROSA CON QUIAEXII

6.5) CLONACION Y COMPROBACION DE LOS FRAGMENTOS
DE INTERES EN EL PLASMIDO pULVK2

36
37
39
39
40
41

42

44

44

45
48

50

51

51

52

54

55

55

56

57

58

Priscila G.R.



indice

6.6) CLONACION DEL FRAGMENTO DE 809 pb EN EL PLASMIDO
pBKS+ PARA REALIZAR SU SECUENCIACION

6.7) SECUENCIA DEL FRAGMENTO DE 809 pb INSERTADO
en pULVK2 y en pPBKS+

6.8) CORRECCION DE LA DELECION DE DOS BASES EN EL
PUNTO DE FUSION DE LOS FRAGMENTOS CORRESPONDIENTES AL
PROMOTOR Perme Y AL GEN vhb MEDIANTE MUTAGENESIS DIRIGIDA

6.9) INSERCION DEL GEN DE RESISTENCIA A ERITROMICINA
COMO MARCADOR DE SELECCION ALTERNO

6.10) REINSERCION DEL GEN DE RESISTENCIA A ERITROMICINA
PARA CONSER\/AR LA REGION MINIMA REQUERIDA PARA

LA REPLICACION

6.11) ANALISIS DE RESTRICCION DEL pUAMSAG1

6.12) TRANSFORMACION DE A. mediterranei

6.13) DETERMINACION DE LA DOSIS DE ERITROMICINA
PARA SELECCION DE TRANSFORMANTES

6.14) TRANSFORMACION POR BIOBALISTICA

6.15) EXTRACCION DE ADN DE POSIBLES TRANSFORMANTES
6.16) COMPROBACION DE TRANSFORMANTES POR PCR

6.17) FERMENTACION (PRODUCCION DE RIFAMICINA)

6.18) CUANTIFICACION DE RIFAMICINA

6.19) DETERMINACION DE BIOMASA (peso seco)

6.20) ANALISIS ESTADISTICO

VII. DISCUSION

VI11. CONCLUSION

IX. PERSPECTIVAS

X. REFERENCIAS

60

61

64

67

68

70

71

72

72

73

74

76

77

81

82

84

89

90

91

Priscila G.R.



indice

INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Estructura de la rifamicina B

Figura 2. Etapa final de la biosintesis de rifamicina B
sin ramificaciones

Figura 3. Morfologia filamentosa y ramificada que adopta
el micelio de Amycolatopsis mediterranei

Figura 4. Estructura tridimensional de la hemoglobina
Bacteriana de Vitrescilla

Figura 5. Mapa del plasmido pULVK2

Figura 6. Mapa del plasmido pBluescript KS (+) (pBKS+)
Figura 7. Mapa del plasmido plJ4026

Figura 8. Secuencia del gen vhb, acceso M27061

Figura 9. Secuencia del promotor Perme, acceso M11200

Figura 10. Esquema general de clonacion del gen vhb y del
promotor Perme en pULVK?2

Figura 11. Digestion de los plasmidos pBluescript KS+y pUAMPG2
con las enzimas BamHI y HindlllI,

Figura 12. Obtencion de ADN genomico de (A) V. stercoraria, y (B) S. erythraea

Figura 13. Amplificacion por PCR del promotor Perme de S. erythraea
y del gen vhb de V. stercoraria

Figura 14. Extraccion de los fragmentos correspondientes al gen vhb

y al promotor Perme directamente del gel de agarosa con Quiaexl|

Figura 15. Minipreps con los plasmidos linearizados con BamHI

Figura 16. Andlisis de las 3 transformantes que probablemente poseen el inserto

Figura 17. Minipreps de la clonacion del fragmento de 809 pb
en el plasmido pBKS+

Figura 18. Comprobacion de la presencia del inseto mediante la liberacion de éste

19

20

21

26

27

29

42

57

57
59

59

60

61

Priscila G.R.



indice

Figura 19. Secuencia obtenida con el cebador GV3

Figura 20. Secuencia obtenida con el cebador PVV5

Figura 21. Comparacion entre la secuencia esperada y la secuencia obtenida.
Figura 22. PCR para la Mutagénesis Dirigida con el plasmido pUAMPG2
Figura 23. PCR para la Mutagénesis Dirigida con el plasmido pVKSVH

Figura 24. Secuenciacion de la fusion Perme - vhb en donde se
observa la repeticion del cebador en tandem

Figura 25. Plasmido pBKSVH amplificado por una reaccion de
PCR para Mutagénesis Dirigida

Figura 26. Secuenciacion del fragmento mutado con temperatura de
hibridacion de 65 °C

Figura 27. Minipreps de la clonacién del gen de resistencia a eritromicina
en pUAMPG1

Figura 28. Mapa de la construccion del plasmido pUAMPG2 y pUAMSAG1
Figura 29. Andlisis de restriccion del pUAMSAG1

Figura 30. Extraccion de ADN de posibles transformantes de A. mediterranei
Figura 31. Comprobacion de transformantes por PCR

Figura 32. Comprobacion de transformantes por PCR

Figura 33. Comparacion del color del caldo de fermentacion

Figura 34. Comparacion del color de la fermentacion

Figura 35. Gréfica de la curva patron obtenida

Figura 36. Concentracion de rifamicina B en los tratamientos con barbital

Figura 37. Concentracion de rifamicina B en los tratamientos sin barbital

Figura 38. Concentracion de rifamicina B en los tratamientos con y sin barbital

Figura 39. Valores promedio de biomasa (peso seco) en los diferentes tratamientos

61

62

63

64

65

65

66

67

68

69

70

73

75

75

76

76

78

79

80

80

81

Priscila G.R.



indice

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Concentraciones de agarosa utilizadas en los
geles para la resolucion de los tamafios de fragmentos de ADN

Tabla 2. Resultados del crecimiento de A. mediterranei con dosis
de eritromicina de 1 a 10 pg/mL

Tabla 3. Absorbancias obtenidas a 425 nm de soluciones
de rifamicina B de concentracion conocida para la elaboracion
de la curva patron.

Tabla 4. Valores promedio de las absorbancias obtenidas a 425 nm

y concentracion de rifamicina B (ug/mL), calculada a partir de la
ecuacion de la curva) del caldo de fermentacion al T1y T2.

Tabla 5. Valores promedio de biomasa (peso seco) determinada al T2
Tabla 6. Analisis estadistico de la comparacion de la produccién de
rifamicina B (valores en la ultima columna menores de 0.05 indican
diferencia significativa)

Tabla 7. Analisis estadistico de la comparacion de la biomasa obtenida

(valores en la dltima columna menores de 0.05 indican diferencia significativa).

33

72

77

79

81

82

83

Priscila G.R.



Antecedentes

I. ANTECEDENTES
1.1) RIFAMICINA B.

Las ansamicinas son una clase muy importante de antibidticos producidos por varios
actinomicetos. Estructuralmente, se caracterizan por contener un macrociclo compuesto de un
croméforo bencénico o naftalénico unido por una cadena alifatica ansa, que finaliza en el
croméforo mediante un enlace amida. Entre las caracteristicas que distinguen a los diferentes
tipos de estos antibioticos se encuentran la longitud de la cadena macrociclica, el tipo de
cromoforo y el grado de modificacidn post-sintética. Ejemplos de ansamicinas incluyen las
ansamitocinas, geldanamicinas estreptovaricinas y naftomicinas (Rinehart y Shields, 1976). La
rifamicina B producida por Amycolatopsis mediterranei, es uno de los miembros mas notables
de la familia de las ansamicinas. Se ha usado clinicamente en una forma sintética modificada
Ilamada rifampicina desde mediados de la década de los 60°s y se considera todavia una de las
terapias mas efectivas en el tratamiento de la tuberculosis y de otras infecciones
micobacterianas (Sepkowitz et al., 1995) como la lepra (enfermedades que en los Gltimos afios
han resurgido con gran fuerza, ya que ademas la tuberculosis es muy frecuente en enfermos
con Sindrome de Inmuno-Deficiencia Adquirida, SIDA). En nuestro pais se estima que el 12%
de los casos de SIDA también presentan tuberculosis (Ferreira, 1995). También es usado
contra M. avium y Pneumococcus resistentes a penicilina, principalmente, ademéas de ser
activo contra una gran variedad de otros organismos, incluyendo muchas bacterias, y algunos

eucariontes y virus (Lal et al., 1995).

La rifamicina B y su derivado sintético, la rifampicina, inhiben especificamente la
transcripcion por ARN polimerasas procarioticas. Aungue tienen una marcada preferencia por
la enzima bacteriana, también inhiben la ARN polimerasa de los cloroplastos y mitocondrias
de algunos eucariontes (Madigan, 1997). Esta selectividad, y su elevada potencia (la ARN
polimerasa bacteriana es inhibida en un 50% por concentraciones 2 x 10°M de rifampicina),
han hecho de estos dos antibioticos agentes bactericidas de aplicacion médica contra un gran
namero de enfermedades, como las mencionadas anteriormente. El aislamiento de mutantes

resistentes a la rifamicina que tenian subunidades § de movilidad electroforética modificada
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indica que esta subunidad contiene el sitio de union a rifamicina. Las rifamicinas no inhiben la
unién de la ARN polimerasa al promotor, ni tampoco evitan la formacién del primer enlace
fosfodiéster, sino que bloquean el alargamiento posterior de la cadena. La ARN polimerasa
inactivada queda unida al promotor, bloqueando en consecuencia la iniciacion por otra
molécula de enzima activa. Sin embargo, una vez que ha tenido lugar la iniciacion de la
sintesis de la cadena de ARN, las rifamicinas no tienen efecto alguno sobre el proceso de

alargamiento posterior (Voet y Voet, 1990).

CHy  CHy  CHy Oxigeno

atmostérico

CH,E00
CH,0

CH,

QCHCOOH

ul
Oxigeno —"

atmoasferico

Figura 1. Estructura de la rifamicina B

En la Fig. 1 se puede observar que la estructura de la rifamicina B esta constituida de
dos partes basicas, una de ellas es un grupo aromatico con un anillo naftalénico conocida
como cromdforo y la otra es una cadena alifatica también conocida como cadena ansa. Esta
cadena forma un puente entre dos posiciones no adyacentes del grupo aromatico (Brufani et
al., 1964).

La biosintesis de la rifamicina comienza en la via HMP (ciclo de las pentosas o de la
hexosa monofosfato), en donde por cada dos moléculas de glucosa se producen una eritrosa-4-
fosfato y una fructosa-6-fosfato. Esta Gltima puede ser incorporada a la glucolisis o via EMP

(Emden-Meyerhoff-Parnas) para producir fosfoenolpiruvato, que posteriormente es
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condensado con eritrosa-4-fosfato para formar 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato (DAH). El
DAH pertenece a la tercera ruta del metabolismo primario, la via del sikimato, que conduce
por un lado hacia la biosintesis de aminoacidos aromaticos y por el otro al metabolismo
secundario (para la biosintesis del croméforo o nucleo central de la rifamicina).
Particularmente, la ruta se desvia en el &cido 3-desoxi-D-arabinoheptulosénico 7-fosfato
(DAHP), lo cual fue demostrado por Gygax et al. en 1990. Posteriormente este aminoacido
aromatico es convertido en 3-amino 5-hidroxi-benzil-CoA (Becker et al., 1983; Gygax et al.,
1990), por transferencia del grupo amino de la glutamina, originando glutamato que queda
disponible para captar otro grupo amino (generalmente a partir de (NH;).SO4 0 de NH,OH).
En una etapa siguiente se sintetiza la mencionada cadena ansa, mediante la incorporacion
sucesiva de dos moléculas de malonato y ocho de metilmalonato a través de malonil-CoA y
metil-malonil-CoA, las cuales son generadas por isomerizacion enzimatica de succinil-CoA
(Karlsson et al., 1974; Weiwen y Ruishen, 1996), cuyo origen es la via EMP y el ciclo de los

acidos tricarboxilicos.

La Fig. 2 muestra los ltimos pasos de la biosintesis de rifamicinas. En esta etapa final
es importante resaltar la incorporacién de un atomo de oxigeno como grupo éter vinilico, en el
carbono 29 de la molécula de rifamicina S. Este oxigeno, al igual que el del carbono 1 del
grupo aromatico, proviene del oxigeno atmosférico, como demostraron Anderson et al. (1989)
mediante estudios en atmésfera artificial con oxigeno radiactivo (**0,). La rifamicina S, por su
parte, es transformada en rifamicina SV por reduccion NADH+H dependiente (Ghisalba et al.,
1982), y ésta es finalmente convertida en rifamicina B. Esta Gltima transformacion aun no esta
muy clara, sin embargo, mediante estudios con isétopos radiactivos ((1-'*C)-glicerol), se ha
demostrado que el grupo acetato esterificado en el hidroxilo del carbono 4 del anillo aromético
proviene de un compuesto de 3 &tomos de carbono relacionado con el glicerol (Ghisalba et
al., 1982).
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Figura 2. Etapa final de la biosintesis de rifamicina B sin ramificaciones (White et al., 1973), los

cambios se muestran en color azul.
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1.2) Amycolatopsis mediterranei.

Amycolatopsis mediterranei se aislo en 1957 del suelo de un bosque de pino francés.
Aunque otras cepas bacterianas, como Streptomyces tolypophorus o Micromonospora
lacustris sp., también producen rifamicina se considera a Amycolatopsis mediterranei como la
cepa industrial, debido a su capacidad para producir grandes cantidades de dicho compuesto.
La morfologia de esta bacteria es filamentosa (Fig. 3) y presenta una amplia gama de colores
en sus colonias, que van de gris a amarillo y naranja, dependiendo del medio. En medio
liquido, A. mediterranei produce al menos 5 diferentes fracciones de rifamicina. Inicialmente,
cuando fue descubierta la cepa se le llamo Streptomyces mediterranei, sin embargo, debido a
su pobre esporulacion y a la tendencia del micelio a fragmentarse en pequefias unidades en
forma de bastoncillos, posteriormente se reexamind su posicion taxondmica clasificandola por
la composicion de su pared como Nocardia mediterranei. Un criterio morfologico y
bioquimico mas estricto, basado tanto en la composicion de su pared como en la ausencia de
acido micadlico, reclasificaria nuevamente a esta bacteria como Amycolatopsis mediterranei
(Lal et al., 1995).

Figura 3. Morfologia filamentosa y ramificada que adopta el micelio de Amycolatopsis mediterranei.

Priscila G.R.



Antecedentes

Un problema recurrente en la produccién de rifamicina a nivel industrial ha sido que
las cepas de alto rendimiento tienden a generar caldos extremadamente viscosos, lo que
dificulta un adecuado mezclado y aporte de oxigeno en el biorreactor (Mejia, 1998). Esta
viscosidad también es consecuencia de la forma filamentosa y ramificada (miceliar) en que

crece A. mediterranei.

La menor transferencia de oxigeno en edades avanzadas de cultivo provoca el cese de
la produccion de rifamicina B, con la consiguiente acumulacién de rifamicina W
(intermediario de la ruta biosintética inmediatamente anterior a la incorporacion de O,
atmosférico para la creacion del grupo eter vinilico en el carbono 29 de la molécula de
ansamicina). También resulta importante considerar que A. mediterranei es un
microorganismo aerdbico, por lo que la demanda de oxigeno durante la idiofase depende no
solo de los requerimientos biosintéticos del antibidtico, sino también de los energéticos a

través de la actividad de su cadena respiratoria (Mejia et al., 1998).

Se han empleado diferentes métodos para mejorar la produccion industrial de

rifamicina (Lal et al., 1995), entre ellos, se pueden destacar:

1) Modificaciones en la composicién del medio de cultivo. Por ejemplo, Margalith y
Pagani (1961) encontraron que ciertas sustancias pueden causar un cambio en el medio
que se refleja en un incremento en la produccion de rifamicina B. El dietilbarbiturato
de sodio tiene este efecto, al actuar inhibiendo el consumo de oxigeno en cadena
respiratoria para que de esta manera se permita la utilizacion del oxigeno en la
biosintesis de rifamicina. De esta manera se han obtenido mutantes sensibles a 0.5% de
barbital con una capacidad de produccion de rifamicina B superior en casi 200% con
respecto a la cepa progenitora (Mejia, 1998).

2) Mutaciones. En general, la cepa productora se somete a radiacion U.V. o tratamiento
con N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina y las colonias mutantes que producen mayor
cantidad de antibiotico se seleccionan.De esta manera, mientras que en el afio de 1957,
la produccién era de 500 mg/L, actualmente se ha incrementado hasta 15 g/L en cepas

altamente mejoradas mediante esta técnica.
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3) Recombinacion génica. En este método, clonas parentales se cultivan por separado y
posteriormente se realiza una mezcla con sus micelios, que se plaquea sobre agar
suplementado con diferentes aminoacidos, a los cuales son deficientes las cepas
parentales. De esta manera, por ejemplo, Schupp et al. (1981) fueron capaces de aislar
la cepa recombinante R-21 (fototrdpica y resistente a eritromicina), a partir de la cruza
intraespecifica de dos cepas de A. mediterranei (T-104 y F-191). Esta cepa produjo
nuevas rifamicinas, aparte de la rifamicina B, las rifamicinas O, S, W y P. Ademas de
que la mayoria de las cepas recombinantes muestran un incremento en los niveles de
produccidn en comparacion con las cepas parentales

4) Métodos de clonacion génica. A. mediterranei posee una naturaleza compleja que
dificulta extremadamente su manipulacion genética. Inicialmente, algunos grupos de
investigacion aplicaron los métodos de clonacién usados para Streptomyces en A.
mediterranei por las similitudes entre los dos microorganismos, aunque no se logré

obtener un vector de clonacién adecuado, debido principalmente a:
- la no disponibilidad de un plasmido que pudiera usarse como vector de clonacion,

- gue los vectores de clonacion de Streptomyces como el plJ61, plJ922 o plJ702 no son

estables en A. mediterranei,

- la no aplicabilidad de los métodos de clonacidén génica de Streptomyces para A.

mediterranei.

La presencia de plasmidos nativos de A. mediterranei no es muy comun. Solamente un
plasmido, el denominado pMEA100, ha sido aislado de esta bacteria, pero presenta bajo
numero de copias, se integra al cromosoma y es dificil de aislar (Madon et al., 1987). Por otro
lado, Schupp y Divers (1986), desarrollaron un método de preparaciéon y regeneracion de
protoplastos para A. mediterranei, con la finalidad de transformar el microorganismo
utilizando un método similar al usado para Streptomyces, aunque no lograron su

transformacion con plasmidos derivados de éste ultimo.
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Finalmente, Lal et al. (1995), mencionan que su equipo logré aislar el plasmido pA387
de Amycolatopsis sp.; plasmido que presenta un tamafo de 29.6 Kpb y esta presente en forma
libre. A partir de éste se seleccioné el plasmido recombinante pRL1 que pudo ser usado para
transformar Amycolatopsis orientalis por electroporacion. Este es el primer vector de
clonacién que se ha logrado usar con éxito para transformar A. mediterranei, lo cual marcé el

primer paso para el posterior mejoramiento mediante clonacién génica.

1.3) GEN vhb

La bacteria filamentosa Gram-negativa Vitreoscilla, un miembro de la familia
Beggiatoa, es un aerobio estricto que se encuentra en ambientes pobres en oxigeno, tales
como aguas estancadas y materia organica en descomposicion. El crecimiento de esta bacteria
bajo condiciones hipdxicas da como resultado la induccién de la sintesis de una hemoproteina
homodimérica soluble que tiene una extraordinaria similitud con la hemoglobina eucariotica
(Khosla y Bailey, 1988a). Esta hemoglobina producida por Vitreoscilla es una molécula
homodimérica constituida por dos subunidades idénticas, de 15.7 kDa junto con dos grupos

protohemo IX por molécula (Fig. 4).

Figura 4. Estructura tridimensional de la hemoglobina bacteriana de Vitreoscilla (Joshi, M. et al.,
1998).
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La secuencia de aminoacidos de la hemoproteina soluble muestra homologia con otras
hemoglobinas, por lo que se le designo con el nombre de Vitreoscilla Hb (o VtHb, abreviado).
Bajo condiciones de laboratorio, la concentracion del grupo hemo en la célula de Vitreoscilla
se incrementa de 20 a 40 veces cuando la concentracion de oxigeno disminuye por debajo del
nivel critico o cuando el organismo se expone a condiciones hipoxicas. Esto se debe a un
incremento en la concentracion de la VtHb, lo cual demuestra su capacidad de captacion de
oxigeno y de transferencia a las membranas respiratorias bajo estas condiciones de limitacién
de oxigeno (Dikshit y Webster, 1988).

La expresion intracelular de esta hemoproteina bacteriana ha provocado incrementos
tanto en la productividad como en el crecimiento de un gran nimero de organismos de interés
industrial. La introduccion y la expresion intracelular del gen vhb que produce la VtHb se
estudio primero en E. coli, en donde su expresion provocd un incremento en el crecimiento
celular, realzé la sintesis proteica y mejord la produccion derivada de genes clonados, tales
como el de la cloranfenicol acetiltransferasa, la 3-galactosidasa, la catecol-2,3-dioxigenasa y
la a-amilasa, en cultivos con limitacion de oxigeno. Investigaciones bioquimicas posteriores
mostraron que la expresion del gen vhb en E. coli incrementa el nUmero neto de protones
transferidos del citoplasma por oxigeno reducido, el incremento del pH transmembranal y el

contenido de ATP con respecto a las células sin dicho gen (Khosla y Bailey, 1988b).

El gen vhb ha sido introducido y expresado también en varios microorganismos y en
eucariontes con importancia industrial. La introduccién de la VtHb en Acremonium
chrysogenum incrementa la produccién de cefalosporina C de 2 a 3 veces con respecto a la

cepa control (DeModena et al., 1993), por ejemplo.

En Streptomyces coelicolor, la expresion del gen vhb mejoré el rendimiento especifico
del antibidtico policétido aromatico actinorrodina hasta en 10 veces, en cultivo en lote
(Magnolo et al., 1991).

Sander et al. (1994) introdujeron y expresaron el gen vhb en una cepa de

Corynebacterium glutamicum que produce elevados niveles de L-lisina. La expresion del gen

Priscila G.R.



Antecedentes

incremento la concentracion y el rendimiento final de L-lisina en cerca de un 30% en un

biorreactor.

Chen et al. (1994) han expresado constitutivamente el gen vhb en el citoplasma de
Saccharomyces cerevisiae. Las células de levadura con VtHb crecieron hasta una densidad
Optica menor pero produjeron mas etanol que la cepa control cuando la concentraciéon de
oxigeno disuelto fue méas baja que el 10% de saturacion de aire en el biorreactor. Los autores
propusieron que la posible accion de la VtHb esta ligada a la transferencia de electrones en S.

cerevisiae, de la misma manera en que lo hace en E. coli.

En Saccharopolyspora erythraea, la expresion del gen vhb incrementd
aproximadamente en un 60% la produccion de eritromicina (Brinker et al., 1998).

Por altimo, en plantas de tabaco transgénicas, la expresion del gen vhb tiene un efecto
positivo en un paso dependiente de oxigeno de la sintesis de nicotina. Se ha observado que en
las plantas de tabaco recombinantes se produce un incremento del 34% en el contenido de
nicotina y que también muestran mayor facilidad para germinar y florecer, y son capaces de

producir biomasa (peso seco) relativamente mas rapido que el control (Holmberg et al., 1997).

1.4) PROMOTOR DEL GEN.

El inicio de la sintesis de ARN en puntos al azar de la molécula de ADN seria un
proceso sumamente antiecondémico. En lugar de ello, la ARN polimerasa se une a secuencias
especificas de ADN denominadas promotores, las cuales dirigen la transcripcion de segmentos
adyacentes de ADN (los genes). En E. coli, la ARN polimerasa se une a una regién que se
extiende desde unos 70 pares de bases antes del sitio de iniciacion de la transcripcion hasta
unos 30 pares de bases mas alla. Por convencion, los pares de bases del ADN que
corresponden al principio de la molécula de ARN reciben numeros positivos y los que
preceden al sitio de inicio del ARN reciben nimeros negativos. La region del promotor se

extiende, pues, de -70 a +30. El anélisis y la comparacién de las secuencias de la clase mas
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comun de promotores bacterianos ha puesto de manifiesto similitudes en dos cortas secuencias
centradas alrededor de las posiciones -10 y -35. Las secuencias no son idénticas en todos los
promotores bacterianos, pero los nucleétidos que se encuentran con mucho mas frecuencia que
otros en cada posicion forman una secuencia consenso. En la region -10 es (5")TATAAT(3");
en la region -35 es (5)TTGACA(3’). Un tercer elemento de reconocimiento rico en AT,
denominado elemento UP (por las siglas en inglés de promotor corriente arriba), se encuentra
en los promotores de algunos genes con un nivel de expresion elevado entre las posiciones -40
y -60. La subunidad o de la ARN polimerasa se une al elemento UP. La eficiencia de la union
de la ARN polimerasa y del inicio de la transcripcion en un promotor depende en buena
medida de estas secuencias, del espacio entre ellas y de su distancia al sitio de inicio de la
transcripcion (Nelson y Cox, 2000).

Rowe et al. (1998) mencionan que el promotor Perme (promotor del gen de resistencia a
eritromicina, aislado de S. erythraea) es un promotor constitutivo fuerte, que se ha utilizado
para la sobreexpresion de genes nativos y heter6logos en actinomicetos. Asi, Perme Se ha usado
en S. erythraea para la expresion estable del gen vhb aislado de Vitreoscilla; también se ha
usado para la produccién de hemoglobina quimicamente activa en Streptomyces lividans
TK24 transformada con vectores que presentan el gen vhb bajo el control de Perme (Briinker et
al., 1998).

1.5) VECTOR DE CLONACION

Los plasmidos se utilizan ampliamente como vehiculos o vectores de clonacion. Son
replicones que se heredan de manera estable en estado extracromosémico, y se encuentran
ampliamente distribuidos en los procariontes. Su tamafio varia desde menos de 1 x 10° hasta
més de 200 x 10° daltons. Los plasmidos se pueden clasificar en dos grupos principales —
conjugativos y no conjugativos- segun lleven o no un conjunto de genes (llamados genes tra)
que promueven la conjugacion bacteriana. También se pueden clasificar segun se mantengan

multiples copias por célula (plasmidos relajados) o un ndmero limitado de copias en cada
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célula (plasmidos restringidos). La replicacion de los plasmidos restringidos va
necesariamente ligada a la replicacion cromosémica, de ahi el bajo numero de copias
(Sambroock y Russell, 2001)

Un vector de clonacion ideal debe tener las tres propiedades siguientes:

1) Bajo peso molecular

2) Capacidad de conferir caracteres fenotipicos facilmente seleccionables en las células
huésped

3) Puntos de corte Gnico para un gran numero de endonucleasas de restriccion,
preferentemente en genes con un fenotipo facilmente identificable (Sambroock y Russell,
2001).

Como ya se comenté anteriormente, la presencia de plasmidos enddgenos en las
diferentes especies de Amycolatopsis no es muy comun, ademas de que plasmidos como el
PMEAL00 aislado de A. mediterranei no presenta caracteristicas adecuadas para ser usado
como vector de clonacion, pues presenta bajo nimero de copias y tiende a integrarse al

cromosoma, lo que resulta en un bajo rendimiento en las preparaciones de plasmidos.

En investigaciones previas (Kumar et al., 1994), se demostré que diferentes especies
de bacterias nocardiformes (como N. lactamdurans) que no poseen plasmidos enddgenos no
pueden ser transformadas con vectores basados en replicones de Streptomyces, por lo que se
probaron replicones de diferentes bacterias relacionadas con el grupo Nocardia, como
Corynebacterium, Rhodococcus fascians, y Amycolatopsis sp. De esta manera, se
desarrollaron varios vectores de clonacién eficientes para N. lactamdurans, entre los que se
encuentra el plasmido pULVK?2. Este plasmido se origina a partir del plasmido enddgeno
pA387 de 29.6 Kpb, aislado de Amycolatopsis sp. DSM 43387. Mediante la clonacion de un
fragmento de 5.1 Kpb de pA387, que contiene el origen de replicacion, en el vector de E. coli
pDM10, se obtuvo el pRL1 de 10.4 Kpb (Lal et al., 1991), que es un plasmido bifuncional
(Amycolatopsis-E. coli) y que ademas contiene el marcador de resistencia a kanamicina (Km").

Cuando este plasmido se introdujo en N. lactamdurans se mostrd notoriamente inestable y
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sufrio una delecion espontanea que dié origen al plasmido pULVK1 de 6.0 Kpb. Este
plasmido delecionado conserva el origen de replicacion para E. coli y Amycolatopsis sp,
ademas del marcador de resistencia a kanamicina, es estable y puede replicarse tanto en E. coli
como en N. lactamdurans. A partir de este plasmido se originé el pULVK2, de 5.7 Kpb,
reemplazando el fragmento EcoRV-HindlIll del pULVK1 (posicion de los nucleétidos 5480 a
1) por un “polilinker” sintético con algunos sitios de corte unicos (EcoRV, Dral, BamHl,
EcoRlI, Hindlll y Sstl).

Varios otros intentos con géneros relacionados, como miembros de la familia
Pseudonocardiaceae (incluyendo especies de Saccharopolyspora), utilizando los plasmidos
plJ702 o PWOR120 como vectores de clonacién, no tuvieron éxito debido a la rapida
segregacion del vector bajo condiciones no selectivas (Schupp y Divers, 1986; Yamamoto et
al., 1986; Matsushima et al., 1987). En este contexto, el desarrollo del plasmido hibrido
pRL1, a partir del cual se origina el pULVK2, capaz de replicarse en A. mediterranei y en E.
coli y de provocar una eficiente transformacion en el actinomiceto es muy importante, puesto
que representa un prototipo de vector de clonacion tanto para E. coli como para A.
mediterranei (Lal et al., 1991).
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I1. JUSTIFICACION

La rifamicina es un antibidtico producido por la bacteria Gram positiva Amycolatopsis
mediterranei, el cual se usa contra los patdgenos Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
leprae (causantes de la tuberculosis y lepra, respectivamente), Mycobacterium avium
(asociado con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, SIDA) y Pneumococcus, entre
otros. Un problema recurrente en la produccion de rifamicina a nivel industrial ha sido que las
cepas de alta produccion tienden a producir caldos extremadamente viscosos, 10 que ocasiona
una gran dificultad para proporcionar un adecuado mezclado y aporte de oxigeno en el
biorreactor; esta viscosidad es consecuencia de la forma filamentosa y ramificada (miceliar) en
que crece A. mediterranei. La menor transferencia de oxigeno en edades avanzadas del cultivo
provoca el cese de la produccién de rifamicina B.

Debido a la amplia demanda de la rifamicina B, por su gran valor practico contra un
gran nimero de enfermedades, se han desarrollado diversas estrategias para incrementar su
produccion. Con base en los multiples ejemplos de los efectos positivos del gen vhb en una
gran variedad de organismos, en este trabajo se plantea, como posible solucién al problema de
demanda de oxigeno que presentan sus caldos de fermentacion durante al produccion de
rifamicina B, la introduccion del gen vhb aislado de V. stercoraria que codifica para la sintesis
de una de las pocas hemoglobinas procariéticas con capacidad de transporte de oxigeno.
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I11. HIPOTESIS

La transformacion de Amycolatoposis mediterranei con el gen de la hemoglobina vhb aislado
de Vitreoscilla stercoraria producira un incremento en la captacién de oxigeno y por

consiguiente se favorecera la biosintesis de rifamicina B en condiciones de baja aiereacion.

IV.OBJETIVO

Introducir el gen vhb aislado de Vitreoscilla stercoraria y el promotor Perme aislado de
Saccharopolyspora erytraea en Amycolatopsis mediterranei, utilizando el plasmido pULVK2

como vehiculo de clonacion, y evaluar su efecto sobre la biosintesis de rifamicina B.

15
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1) MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Vitreoscilla stercoraria ATCC 15218: Cepa utilizada para la obtencion por PCR del gen de
la hemoglobina vhb.Este microorganismo se propagé a 30°C y en caso de cultivo liquido con

una agitacion de 250 rpm.

Saccharopolyspora erythraea: Cepa utilizada para la obtencion por PCR del promotor Perme.
Este microorganismo se propagd a 34°C y en caso de cultivo liquido con una agitacion de 150

rpm.

Escherichia coli DH5a: Cepa utilizada en las técnicas de clonacion y construccion del
plasmido definitivo.Este microorganismo se propagé a 37°C y en caso de cultivo liquido con

una agitacion de 250 rpm.

Amycolatopsis mediterranei MSB: Cepa mutante, derivada de la cepa M18 (ATCC 21789),
utilizada para introducir el gen vhb y evaluar su efecto sobre la biosintesis de rifamicina B.
Este microorganismo se propagd a 30°C y en caso de cultivo liquido con una agitacion de 200
rpm. Para evaluar el efecto de la expresion del gen vhb se llevé a cabo la fermentacion
(produccion de rifamicina B) en condiciones de baja aireacion segun lo descrito por Krishna et
al., 1998.

5.1.2) CONSERVACION DE MICROORGANISMOS
Las cepas de E. coli (DH5a y transformantes) se conservaron a 4°C en cajas de Petri

selladas con Parafilm (como maximo durante un mes). Para periodos mas largos de tiempo, se

conservaron a -20°C en suspensiones de glicerol con una concentracion final del 20% (v/v).
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Las cepas de V. stercoraria, S. erythraea y A. mediterranei (MSB y transformantes) se
conservaron a -20°C en suspensiones de glicerol con una concentracion final del 20% (v/v).

Una vez preparadas las células competentes (de acuerdo a los protocolos descritos en
los apartados correspondientes) tanto de E. coli como de A. mediterranei, se utilizaron

inmediatamente o bien se conservaron a -80°C, previa congelacion en nitrégeno liquido.

5.2) APARATOS Y REACTIVOS
5.2.1) APARATOS

ULTRACENTRIFUGA AVANTI™ 30 BECKMAN

CENTRIFUGA 5415 D Eppendorf

Camaras de electroforesis: Electroforetic Gel System E-C Minicell EC370M y EC350
Incubadora con agitacion orbital: Environ-shaker 3597 (Lab-Line Instruments, Inc.)
GEL DOC 2000 BIO-RAD

Microscopio Olympus CH30

Potenciometro Orion modelo 525A

Bomba de vacio

Balanza analitica OHAUS Explorer

Microondas SANYO

TERMOCICLADOR: Mastercycler Personal, Eppendorf

Estufa

Transiluminador de luz U.V.

Ultracongelador -20°C REVCO

Ultracongelador -80°C Forma Scientific

Fuente de poder: Power Pac 3000 BIO-RAD

ELECTROPORADOR 2510 Eppendorf

Sistema de biobalistica (CINVESTAV)

Espectrophotometer UV-1201 SHIMADZU
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5.2.2) REACTIVOS PARA BIOLOGIA MOLECULAR

Agarosa (Promega)

ADN fago A (Gibco BRL)

Oligonucledtidos sintetizados por Invitrogen

Enzimas: ADN polimerasa Pfu turbo (Stratagene)
ADN polimerasa Taq (Promega)

ARNasa (Sigma)

Endonucleasas: Hindlll, BamHI, EcoRI, Kpnl, Xbal, EcoRV, Pstl (Invitrogen).
Ligasa del fago T4 (Invitrogen)

Lisozima (Sigma)

Antibioticos: kanamicina (Sigma)
eritromicina (Sigma)
rifamicina B (Sigma)

ampicilina (Sigma)

5.2.3) OTROS SISTEMAS PARA LA MANIPULACION DE ADN

Algunos de los procesos descritos en Materiales y Métodos se realizaron mediante el
uso de sistemas comerciales que incluyen los componentes necesarios para las reacciones.
Estos sistemas comerciales fueron suministrados por: Quiagen (sistema QUIAEXII, para la
recuperacion del ADN a partir de geles de agarosa), Stratagene (sistema QuikChange™, para
mutagénesis dirigida), Promega (sistema W.izard, para purificacion de ADN con

minicolumnas).
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5.3) VECTORES UTILIZADOS

Plasmido pULVK2 de 5.7 Kpb (Fig. 5). Derivado del plasmido endégeno pA387 de
Amycolatopsis sp. cepa DSM 43387 (Lal et al., 1991). Contiene los origenes de
replicacion tanto para E. coli como para Amycolatopsis sp., un marcador de seleccion por
resistencia a kanamicina y un sitio de clonacion mdltiple sintético con algunos sitios de
corte unicos (EcoRV, Dral, BamHI, EcoRlI, Hindlll y Sstl) (Kumar et al., 1994).

S oD =S =

Belll/BamHI

FEcoRV
Smal

Kpnl Bedl

Km
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, PBR-Oi
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Figura 5. Mapa del plasmido pULVK?2
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- Plasmido pBluescript KS (+) de 2,961 pb (Fig. 6). Derivado de pUC19. La notacion KS
indica un sitio de clonacion mdltiple que va de 5’-Kpnl a Sacl-3’, y la notacion (+)
significa que la cadena sencilla es la codificante para el fragmento del gen lacZ. Posee un
marcador de seleccion de resistencia a ampicilina y el origen de replicacion para E. coli.
Este plasmido es comercializado por Stratagene y se utilizé para realizar la mutagénesis

dirigida y la secuenciacién del fragmento construido con el promotor Perme Y €l gen vhb.

Sspl Sspl

Nael
Xmnl
BssHII
Sacl
Noti
Xbal
BamHI
Scal lacZ Smal
Pstl

pBluescript KS+ EcoR

EcoRV
2.96 kpb rRMC Hincll
Xhol

Kpnl
BssHII

B

Pvul

Figura 6. Mapa del plasmido pBluescript KS (+)
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- Plasmido p1J4026 de 4,312 pb (Fig. 7). (Bibb et al., 1985) Este plasmido es derivado del
pGEM3Zf(+), contiene en su secuencia el gen de resistencia a eritromicina (ermg) de
Saccharopolyspora erythraea, un origen de replicacion para E. coli y un gen de resistencia
a ampicilina (amp®). De este plasmido se extrajo el gen de resistencia a eritromicina para
clonarlo posteriormente en pUAMPG2 y pUAMSAGL1.

Bglll
Pstl
Hindlll
Sphl
Pstl
Accl
Hincll
Sall
Xbal
BamHI
Aval
Smal
Kpnl
Afilll

BamHI

AlwNI

Hindlll
E Pvull
erm
4312 pb
ApR
Scal Noti
Xmnl Nrul
Sspl ' Sstil
Aatfil Pss| Ssfl Kpnl
Drall EcoRI
Balll

Figura 7. Mapa del plasmido plJ4026
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5.4) MEDIOS DE CULTIVO

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos, en botellas de
vidrio con 100 mL de medio para optimizar su utilizacion.

Los reactivos utilizados para preparar medios son marca Bioxon excepto las sales, acidos y
solventes que son marca J. T. Baker. Se utilizaron N-Z-Amina y 5,5-dietilbarbiturato de sodio

(barbital), marca Sigma.

- Medio Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972): Medio de cultivo para E. coli.

Bacto-triptona 10¢g
NaCl 109
Extracto de levadura 50

Se ajusto el pH a 7.5 con NaOH y se afiadié agua destilada hasta 1 litro. Para su
utilizacion como medio sélido (Medio LA) se afiadieron 20 gramos de agar por litro

antes de esterilizar.

- Medio TB (Maniatis et al., 1982): Medio utilizado para el crecimiento de E. coli, con el

fin de obtener el ADN plasmidico.

Extracto de levadura 24 ¢
Bacto-triptona 12 ¢
Glicerol 4 mL

Se afladidé agua destilada hasta 900 mL vy, después de esterilizar en autoclave, se
afiadieron 100 mL de una solucion estéril de KH,PO, 170 mMy K;HPO, 720 mM.

- Medio SOB (Hanahan, 1983): Medio de cultivo para la obtencién de células competentes

de E. coli. (Nota: usar agua MilliQ para su preparacion)

Bacto-triptona 20 g
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Extracto de levadura 50

NaCl 059

Se ajustd el pH a 7.5 con KOH y se afiadié agua destilada hasta 1 litro. Para su
utilizacion como medio sélido se afiadieron 20 g de agar por litro. Se esterilizo, e
inmediatamente antes de ser utilizado se afiadieron 20 mL de una solucion de MgSQO,

1M esterilizada a través de un filtro estéril de 0.22um de didmetro de poro.

- Agar EX (Fermic, 1997): Medio solido utilizado para S. erythraea.

Cloruro de betaina 059
KH,PO, 0.15¢g
CaCl, 0.08 g
Sélidos de maceracion de maiz 059
Glucosa 5049
NaCl 10.0¢g
Bacto triptona 509
Fécula de papa 509
Solucion A 2.0 mL
Bacto Agar 2009

Se ajusto el pH a 7.5 con KOH al 35% (p/v) y se afiadié agua destilada hasta un litro.

Solucion A:

MgSO, 100.0 g
FeSO,4-7H,0 20¢
ZnS0,4-7H,0 109
CuS0O4-5H,0 049
CoCl,-6H,0 0.1g
HCI concentrado 109

Se afadio agua destilada hasta 1000 mL
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- Medio LMD (Fermic, 1997): medio liquido utilizado para S. erythraea

Extracto de levadura 40¢g
glucosa 4.0¢9
Malta 10.0¢g

Se ajusto el pH a 7.9 con NaOH 5 N y se afiadio agua destilada hasta 1 litro

Medio PYA (Khosla y Bailey, 1988a): medio liquido para V. stercoraria:

Extracto de levadura 159
Peptona 159
Acetato de sodio 0.2¢g

Se ajustd el pH a 8.0 con NaOH vy se afiadi6 agua destilada hasta 1 litro.

- Medio sélido para V. stercoraria BMYE 138 (Beggiatoa Medium Yeast Extract)

Extracto de levadura 2049
Cloruro de calcio 0.1g
Acetato de sodio 059
Catalasa 10,000 unidades
Agar 209

Se ajustd el pH a 7.2. Se adiciond la catalasa estéril por filtracion al medio después de

esterilizar en autoclave.

- Medio Bennet (Margalith y Pagani, 1961): Para cultivo de A. mediterranei.

Glucosa 10g
Extracto de carne 19
NZ-amina A 29
Extracto de levadura 1lg

Priscila G. R.
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Se ajusté el pH a 7 y se afiadié agua destilada hasta 1 litro. Para su utilizacion como

medio solido (Agar Bennet) se afiadieron 20 gramos de agar bacteriologico por litro.

- Medio YEME (Hopwood et al., 1985): medio utilizado para un crecimiento masivo y
disgregado de A. mediterranei.

Glucosa 10g
Sacarosa 103 ¢
Extracto de levadura 30
Bacto peptona 59
Extracto de malta 39

*Se sugiere esterilizar por separado la solucion de glucosa y sacarosa en % litro de
agua.

Ajustar a pH 7 antes de esterilizar

Después de esterilizar se agreg6 solucién estéril de MgCl,-H,O, 2mL por cada litro de
medio.

Para un crecimiento disgregado se agreg6 también solucion estéril de glicina al 20%

(p/v), 25 mL por cada litro de medio

- Medio Lee (Lee et al., 1983): para produccion de rifamicina

Glucosa 120 g
Bacto peptona 109
Extracto de levadura 10¢g
5,5-dietilbarbiturato de sodio 0.79

* Se esteriliza por separado la solucién de glucosa preparada en 500 mL de agua
destilada, y los demas componentes en otros 500 mL. Después de esterilizar se

mezclan las dos soluciones para obtener un litro.
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5.5) SECUENCIA DEL GEN vhb DE V. stercoraria Y DEL PROMOTOR P¢me DE S.
erythraea.

codifica para una proteina con funcionalidad semejante a la hemoglobina, se procedié a la

De acuerdo con lo reportado en relacion a que V. stercoraria posee un gen que

busqueda de la secuencia reportada en el banco de genes tanto para el gen vhb de V.

stercoraria, como para el promotor Peme de S. erythraea. Las secuencias se muestran a

continuacion (Fig. 8y 9):

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701

aagcttacag
agttttaaga
tgtatggcaa
cagcaaacca
tggcgttacc
ctgaagtacg
cctaaggctt
tttgccagct
aagcaggcgt
ggtgcgatta
cgcgtgggge
aagcagattt
ggacataaaa
cagcagcagt
taagagcccg

gacgctgggg
ggcaataaag

aaccataata
ttaacatcat
attaccacga
tcecttrgttt
tggcgatgac
attttgcctg
ggcagcagcg
aagaagtatt
aaggcttatg
gtacgctcaa
aacgcaccat
ttggctgttg
ccgttgectgce

ttaaaagtat
attataataa
atgaacttaa
caaagccact
ctttttataa
gatatgggtc
ggtattggcg
cggtcaaaaa
cattatccga
gggcgatgcc
gcgtgattgce
gcggttgaat
aaggtggtct
gccaaaactt
gacgtcttca

ttgagttttg
gtgctgctac
ggaagaccct
gttcctgtat
aaacttgttt
gccaagaatc
gcagcgcaaa
aattgcagtc
ttgtcggtca
gcaaccgatg
agatgtgttt
aaagtttcag
ttttacgtct
gggacaaata
ggtgtgectt

atgtggatta
accatactga
catgttagac
tgaaggagca
gccaaacacc
tttggagcag
acattgaaaa
aaacattgtc
agaattgttg
acattttgga
attcaagtgg
gccgetttca
gatatttaca
ttgccctgtg
ggcat

Figura 8. Secuencia del gen vhb, acceso M27061. En rojo se marca la secuencia utilizada para el
oligonucledtido GV5 y en azul se marca la secuencia utilizada como base para el oligonucleétido GV3.

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

ggtaccagcc
cggagttcga
agtgtccgtt
gcgatcgcag
gaggatctga
ctggacaatc
gcagccgcgce
accggccggt
gggcagaact
agccgagctg
ggctgctcac

cgacccgagc
ggtacgcggc
cgagtggcgg
gtgcacgcgg
ccgacgcggt
gt

ccgcgtcgcec
gctgggecgt
tcctccgega
cggcccgatc
cagggaactc

acgcgccggce
ttgcaggtcc
cttgcgececg
tcgatcttga
ccacacgtgg

gcaaccagga
accgagcggg
ccgcaagacc
tgccggtget
gccgaccgceg

acgcctggtc
aggaagggga
atgctagtcg
cggctggega
caccgcgatg

gtgagca
tcggcagcac
accgcaaccg
atcgcgcgcea
ggaagccgge
cgcgtcaggt

gatgtcggac
cgtccatgcg
cggttgatcg
gaggtgcggg
ctgttgtggg
gttcggacga
cccaaccaga
gcgccagttc
tcgccgagac
cccgtcgaag
gacgtcgtac
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551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651

gagatcgacc
cccgaacatc
ccgagccgtt
atcgtggact
cacgcagctg
gccgcectcac
aaggtcgact
ggaaggcgcg
ccggegtegy
cgccgegtceg
ggtcgcctac
atcagaagaa
ggcggacggg
tcggcgaacc
gcgatcgtcg
cgcgagcagg
gaccggcgga
cggcacgcgg
gaggaatcag
agccgatctc
gcttcgteccce
ttggtctcge
atctgccggce

cccggetggce
gaagtcgtca
cgccttcgtc
ggtgcctgga
gagttcgccc
ggtgatgacc
cggcgatcat
gcgctcgaac
cggcaacatc
aggcggcgtt
gtccggecgg
cgaaccgagg
accacgggga
ggcggecgceg
cagcagcgga
gggaccaagg
cgtccagggc
aacgcggcag
aggttgatgt
caccgctcgce
agtgctggag
ccggtgcgag
tcagccttcc

gaagtcgttg
acgccgactt
ggcgcgatcc
ggcgccgacg
ggaagcggac
tggccgcetgt
gcggcetgege
gctacgagtc
caggcgtcgc
cgaccacgcg
agcagtggct
ggtgggcage
ccggcgaacc
accacaggga
cgcaatcgcg
cgggcggegg
gacgcggegg
gccgtcgagce
cggcccggag
ttgccgccce
ggccgctccg
ttcgaccttc
caggttcgaa

cgggagaagc
cctcaccgcc
cctacggcat
atcgagacgg
cggcgattac
tcgagtggga
aggcgcgcecg
gatggtcgag
ttctgcgcaa
ggggtcgggg
ccggctgttc
cccagcgggg

ggcgggcagg
ccggcaagcc

acgacggacg
gggccgtecg
acccgggcag
ggcctgeccc
gtcgatgtcg
cgagcttcca
cgacgtgcac
tggtacccgg
tcctggegec

tttccggceca
gaaccgccge
cacctcggcg
cgacgatggt
ggccgetgga
gttcgtcgag
aaccgctgct
ctgtgcttca
gtacccgagg
gcggcgecgt
gagcggetgg
caggcgaacc
atcgcggcga
agcggccacg
aaccggcgag
ggggtggacg
cggtagtccc
gttctgtcga
cgcgacgacg
gccgceccgceg
ccggacgcgce
cgagctgtaa

Figura 9. Secuencia del promotor Peme, acceso M11200. En rosa se marca la secuencia utilizada como
base para el oligonucleétido PV5 y en verde se marca la secuencia utilizada para el oligonucleétido

PV3.

5.6) DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS.

Tomando como base las propiedades de los oligonucledtidos que influyen en la

eficiencia de la amplificacion, asi como las secuencias de nucleodtidos del gen vhb y del

promotor Peme se disefiaron 2 pares de oligonucle6tidos para la amplificacién por PCR del

gen vhb y del promotor Perme, que cumplen con las siguientes consideraciones:

1) El contenido de G+C de cada par de oligonucle6tidos debe ser de entre el 40 y el 60%,

evitando segmentos de polipurinas y polipirimidinas.
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2) Laregion del oligonucle6tido complementaria a la secuencia molde debe tener entre 18
y 25 nucledtidos de longitud. Los miembros de un mismo par de oligonucleétidos no
deben diferir en longitud en mas de 3 nucle6tidos.

3) Se deben evitar las secuencias complementarias a si mismas, debido a que este tipo de
secuencias tienden a formar estructuras de horquilla que pueden provocar la no
hibridacion del oligonucle6tido con el ADN molde.

4) Se debe evitar que los miembros de un mismo par de oligonucleétidos presenten
secuencias complementarias; la secuencia terminal 3’ de un oligo debe ser incapaz de
unirse a algun sitio del otro oligo. Debido a que se requiere de una concentracion alta
de oligonucleotidos para llevar a cabo la PCR, un poco de complementareidad entre
los oligos es suficiente para producir oligos que se pueden sintetizar y amplificar,
compitiendo asi por la ADN polimerasa y los nucledtidos y pudiendo suprimir la
amplificacion a partir del ADN molde.

5) Los valores calculados de la temperatura de hibridacion de los miembros de un par de
oligonucledtidos no deben diferir en mas de 5°C. La temperatura de hibridacion del
producto amplificado no debe diferir de los valores de la temperatura de hibridacion
del par de oligonucleétidos en mas de 10°C. Esta propiedad asegura que el producto
amplificado sera desnaturalizado eficientemente durante cada ciclo de PCR.

6) La naturaleza del extremo 3’ terminal de los oligonucledtidos es crucial. Si es posible,
la base final de cada oligo 3’ debe ser G 6 C. Sin embargo, oligonucleétidos con una
secuencia ...NNCG o ...NNGC no son recomendados debido a su inusual valor de AG,
muy alto y que promueve la formacién de horquillas, lo que puede generar dimeros de
oligonucleétidos

7) Generalmente se adicionan secuencias no complementarias al ADN molde en el
extremo 5’ del oligonucle6tido que son muy utiles. En general, la presencia de estas
secuencias no efecta significativamente a la hibridacién de los cebadores al ADN
molde. La adicion de nucleétidos adicionales en la posicion 5°, anteriores al sitio de
corte para la endonucleasa de restriccion, facilita el proceso de digestion para algunas
enzimas que presentan impedimentos de corte cuando la secuencia que reconocen esta

en el extremo de un fragmento de ADN (Sambrook y Russell, 2001).
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5.7) ESQUEMA GENERAL DE LA CLONACION DEL GEN vhb Y DEL PROMOTOR
Peme EN EL PLASMIDO pULVK2, CON EL QUE SE LLEVO A CABO LA
POSTERIOR TRANSFORMACION DE A.mediterranei.

Primeramente se extrajo el ADN gendmico de V. stercoraria y de S. erythraea para
utilizarlo como ADN molde en una reaccion de PCR que tiene como finalidad amplificar el
gen vhb y el promotor Peme. Para ello se utilizaron dos pares de oligonucleétidos disefiados a
partir de las secuencias tanto del gen vhb como del promotor Peme, de tal manera que
contienen en sus extremos 5’ las secuencias correspondientes a las enzimas de restriccion
BamHI y Hindlll respectivamente. Tales cortes se utilizaron para lograr la posterior clonacion
de ambos fragmentos en el plasmido pULVK2, en la direccion apropiada. Finalmente, los

extremos romos en 3’ permitieron la unién de ambos fragmentos entre si (Fig.10).

BamH ind111
_ K

digestion con
BamHI y HindIll

ligacion de
extremos romos
A ————

Figura 10. Esquema general de clonacion del gen vhb y del promotor Perme en pULVK2.

5 genvhh - 3
I

5 Pewme ¥
[ TEBma
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5.7.1) EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE V. stercoraria.

1. En primer lugar se inocularon 100 mL de medio liquido para Vitreoscilla con 1 mL
de células conservadas en glicerol al 20% (v/v) a —20°C. Se incub6 durante 12 horas, a 30°C y
250 rpm.

2. De este cultivo se tomaron 10 mL y se centrifugaron a 5,000 rpm* durante 5
minutos. Se elimind el sobrenadante y el precipitado se resuspendi6 en 3.5 mL de STET?. Se
afiadieron 100 uL de lisozima con una concentracion de 10 mg/mL y se mezclé durante 5
minutos. Las proteinas, restos celulares y el ADN cromosomico bacteriano se precipitaron por
centrifugacion a 14,000 rpm durante 10 minutos y se eliminaron con la ayuda de un palillo
estéril.

4. El sobrenadante se sometio a fenolizacion (ver 4.5.12) y posteriormente se precipito
el ADN total agregando 1/10 volimenes de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 2.5 volumenes de
etanol absoluto frio. Se mezcld y se dejé precipitar a—20'C al menos durante 12 horas.

5. EI ADN total se centrifugd a 14,000 rpm durante 30 minutos a 4 C. El precipitado
obtenido se lavé con 0.5 mL de etanol al 70%, se centrifug0 a temperatura ambiente durante 5
minutos, se desecho el sobrenadante y el ADN obtenido se sec6 con ayuda de una secadora
eléctrica.

6. Finalmente se resuspendié el ADN obtenido en 100 pL de TE®a 4C.

5.7.2) EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE S. erythraea.

1. Se inoculé un matraz de 500 mL con 50 mL de medio LMD con 0.5 mL de
suspension de esporas de S. erythraea. Se incub6 a 34'C y 150 rpm durante 48 horas.
2. El micelio resultante se recogid por filtracion a través de un filtro de Nylon Nytal

estéril de 30 um de poro y se lavo con 100 mL de Amortiguador P, con el objetivo de

! para tubos de 50 mL: 5,000, 10,000 y 14,000 rpm, equivalen a 2,348, 9,391 y 18, 407 x g respectivamente. Para tubos
Eppendorf: 5,000, 10,000 y 14,000 rpm, equivalen a 2,292, 9,168 y 17, 968 x g respectivamente.

2 STET: EDTA 50 mM pH 8.0, Sacarosa al 8% (p/v), Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y Tritén X-100 al 0.5% (v/v).
$TE:EDTA1mM pH 8.0 y Tris-HCI 10 mM pH 8.0.
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eliminar los componentes del medio de cultivo que pudieran haber quedado retenidos en el
filtro junto con el micelio. Se lavo a continuacion con 100 mL de Amortiguador A.

3. Se recogid el micelio exprimiendo el filtro Nytal, se transfirié a un mortero estéril y
se agregd nitrégeno liquido hasta que se congeld el micelio, moliéndose a continuacion.
(También se puede recoger el micelio por centrifugacion, hacerle iguales lavados y luego
transferir al mortero con ayuda de una espatula).

4. Se recogio el polvo y se transfirid a tubos Eppendorf (aprox. 100 mg de micelio
pulverizado por tubo) y se afiadieron 0.5 mL de Amortiguador de rotura | a cada tubo. Se
homogenizo6 la mezcla y se afiadieron 0.5 mL de fenol y 0.5 mL de CIA (ver 4.5.12) en cada
tubo. Se mezclé con suavidad y se incub6 a 50°C durante 20 minutos (mezclando suavemente
cada 5 minutos).

5. Transcurridos los 20 minutos se centrifugd a temperatura ambiente y 14,000 rpm
durante 5 minutos. Se recupero la fase acuosa, que se sometié nuevamente a fenolizacion, y
posteriormente se precipitdé el ADN total afiadiendo 0.7 volimenes de isopropanol y dejando
la mezcla a 4°C durante 4 horas. Se centrifugé a 4'C y 14,000 rpm durante 20 minutos, se
desechd el sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 mL de etanol al 70%. Se sec6 el ADN
obtenido con ayuda de una secadora eléctrica.

6. Finalmente se resuspendié el ADN obtenido en 0.5 mL de TE a4'C.

Amortiguador P (Hopwood et al., 1985):
Soluciodn base: Sacarosa 103 g
K2SO,4 0.25¢g
Sol. de elementos traza 2mL
Aforar con agua destilada a 800 mL
Dosificar en alicuotas de 80 mL y esterilizar.

Solucion de elementos traza: (mg/L)

ZnCl, 40
FeClz-6H,0 200
CuCly2H,0 10
MnCl,-4H,0 10
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Na,B407:10H,0 10
(NH4)sM0704-4H,0 10

Antes de usar adicionar a cada alicuota:
KH,PO, al 0.5% 1mL
CaCl,-2H,0 al 3.68% (p/v) 10 mL

Amortiguador TES (5.73% pH 7.2) 10 mL

Amortiguador A: EDTA 10 mM pH 8, NaCl 150 mM y TRIS-HCI 50 mM pH 8

Amortiguador de rotura I: EDTA 100 mM pH 8, SDS al 1% (p/v) y Tris-HCI 0.2 M.
Se ajusta el pH a 8.2.

5.7.3) REACCION EN CADENA DE LA ADN POLIMERASA (PCR)

Este método se utiliz6 para amplificar tanto el gen vhb como el promotor Perme @ partir
del ADN total de V. stercoraria y S. erythraea, respectivamente, utilizando para ello los
oligonucleotidos previamente disefiados y sintetizados por Invitrogen. Esta técnica se basa en
la repeticion de un conjunto de tres pasos, efectuados de forma sucesiva y en condiciones
determinadas de temperatura. En el primer paso se efectla la desnaturalizacion o separacién
de la doble cadena del ADN utilizado como molde a una temperatura elevada (94°C). A
continuacion se realiza la hibridacion de los oligonucleétidos o cebadores. Estos son un par de
oligonucleotidos sintéticos capaces de unirse a secuencias de ADN que limitan fisicamente
con la region que se pretende amplificar. Cada uno de ellos es una réplica de una de las dos
cadenas del ADN vy su disefio es tal que queden enfrentados por sus extremos 3’ tras la unién a
la molécula de ADN molde. La distancia entre ellos en el conjunto ADN-cebadores
determinara la longitud de la secuencia de ADN amplificada. La temperatura Optima para la
hibridacién de los oligonucledtidos se estimé en 50°C. El tercer paso en el procedimiento
consiste en la elongacién de los oligonucle6tidos en el conjunto ADN-cebadores por la accion

de la ADN polimerasa. Este Gltimo paso se lleva a cabo a 72°C y el resultado del proceso es la
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formacion de unas cadenas de ADN copiadas de las moléculas molde y que han incorporado
en el extremo 5’ de su secuencia, en virtud de haber incorporado los cebadores, los sitios de
corte para la respectiva enzima de restriccion, con la finalidad de poder obtener extremos

cohesivos y facilitar el ligado al vector.

5.7.4) ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Se siguieron, béasicamente, los métodos descritos por Maniatis et al. (1982) y
Sambrook y Russell (2001). Se utiliz6 agarosa en concentraciones de entre 0.3% y 2.0% (p/v)
y disuelta por calentamiento en microondas en tampén TAE* La concentracién de agarosa

utilizada depende del rango de tamafio del fragmento de ADN a separar (Tabla 1).

Concentracion Tamario de los
de agarosa fragmentos de ADN
(% pl/v) separados (Kpb)
0.3 5-60
0.5 1-30
0.7 0.8-12
1.0 0.5-10
1.2 0.4-7
1.5 0.2-3
2.0 0.05-2

Tabla 1.- Concentraciones de agarosa utilizadas en los geles para la resolucién de los tamafios de
fragmentos de ADN.

Las muestras de ADN se mezclaron con 1/10 del volumen final de amortiguador de
carga” concentrado y se calentaron durante 5-10 minutos a 65°C, enfriandose posteriormente
en un bafio de hielo y agua durante 2-3 minutos. EI ADN se carga en el gel y la electroforesis

se desarrolla en amortiguador TAE mediante la aplicacion de una diferencia de potencial de

* TAE 50X: 57.1 mL de 4cido acético glacial, 100 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0, 242 g de Tris base y agua destilada hasta
completar un litro.

5 Amortiguador de carga 6X: Azul de bromofenol al 0.25% (p/v), Sacarosa al 40% (p/v) y Xileno cianol al 0.25% (p/v). Se
esteriliza en una olla a presion durante 20 minutos y se conserva a 4°C para evitar el crecimiento de microorganismos.
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entre 1 y 5 V/cm. La tincién del ADN se realizé con una solucién de bromuro de etidio®
(BrEt) en una concentracién final de 0.5 ug/mL. Los geles se fotografiaron a través de un
fotodocumentador GelDoc 2000 de BioRad, y las imagenes fueron procesadas mediante el

software Quantity One de BioRad.

Los marcadores de tamafio usados para identificar los fragmentos de ADN se hicieron
con el ADN del fago A digerido con endonucleasas de restriccion. La longitud de los

fragmentos generados tras la digestion se indican a continuacion:

1) ADN del fago A digerido con HindlIll (A/HindlIl): 23,130; 9,416; 6,557; 4,361; 2,322;
2,027; 564 y 125 pb.

2) ADN del fago A digerido con Pstl (A/Pstl): 11,509; 5,080; 4,649; 4,505; 2,840; 2,577,
2,454; 2,443; 2,140; 1,980; 1,700; 805; 516; 467; 448; 339; 265; 247 y 210 pb.

5.7.5) EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA UTILIZANDO
EL SISTEMA QUIAEXII

Este método de extraccion de ADN se utiliza generalmente para la extraccion a partir
de geles de agarosa o de soluciones de fragmentos de ADN relativamente pequefios. En este
caso se utilizé para la extraccion del gen y del promotor. Se basa en la solubilizacién de
agarosa y adsorcion selectiva y cuantitativa de los acidos nucleicos a las particulas de silica
gel de QUIAEXII en presencia de un alto contenido de sales. El protocolo seguido se detalla a
continuacion:

1. Una vez realizada la electroforesis y tefiido el gel, se cort6 el trozo de agarosa donde se
encuentra el ADN de interés y se colocd en un tubo Eppendorf de peso conocido,

pesandose a continuacion el conjunto tubo-agarosa.

¢ Bromuro de etidio: se prepara una solucion 10 mg/mL en agua y se conserva a 4°C. Para un litro de agua destilada se
requieren 50 pL de esta solucion.
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2. Se solubilizé el gel de agarosa adicionando 3 volumenes de Buffer QXI por cada volumen
de gel y se incub6 a 50°C durante 10 minutos.

3. Posteriormente se resuspendid la emulsion de QUIAEXII mezclando en vortex durante 30
segundos y se afiadieron 10 pL de esta suspension al tubo que contiene la agarosa y el
Buffer QXI (para cantidades de ADN superiores a los 2 ug se afiaden 30 uL).

4. Se mezcld bien y se incub6 a 50°C durante 10 minutos. Las particulas se mantuvieron en
suspension, mezclando el tubo cada dos minutos.

5. A continuacion se centrifugd la mezcla 30 segundos y se desechd el sobrenadante. El
precipitado se lavé con 500 uL de amortiguador PE. Se repitid la centrifugacion y el
lavado con este buffer y el precipitado obtenido al final se dejé secar de 10-15 minutos a
temperatura ambiente (o hasta que adquiere un color blanco).

6. Una vez seco el precipitado, se le afiadieron 20 uL de agua destilada esteéril, se resuspendio
con vortex y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos.

7. Finalmente, se centrifugd a 14,000 rpm durante 30 segundos y se recogié el sobrenadante
en un tubo limpio estéril. Este sobrenadante contiene el ADN de interés, listo para su uso.

5.7.6) DIGESTION

Las enzimas de restriccion y modificacion fueron wusadas siguiendo las
recomendaciones de los distintos proveedores. Cada enzima tiene unas condiciones &ptimas
de funcionamiento, en cuanto a temperatura y tiempo de digestion, concentracion de sales y
condiciones de pH (estas dos Ultimas caracteristicas las proporciona el amortiguador de
reaccion). Como norma general el volumen de la enzima no debe superar 1/10 del volumen

total de la mezcla de reaccion.

Esquema general de la digestion de ADN con una endonucleasa de restriccion: En un
tubo Eppendorf se mezclan, en el orden mencionado, los siguientes componentes de la
reaccion:

- Agua destilada estéril hasta completar el volumen final de la mezcla de digestion.
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Amortiguador de digestion en la concentracion éptima descrita (normalmente se requiere
un volumen que sea la décima parte del volumen final de la mezcla, debido a que el
tampon se distribuye con una concentracién 10 veces mayor de la recomendada para su
uso).

n ug de ADN disuelto en agua destilada o en tampon TE (si el ADN estd disuelto en
tampon TE es recomendable que el volimen utilizado en la mezcla no supere la décima
parte del total de la reaccion).

2n unidades de enzima.

Posteriormente se incuba a la temperatura adecuada y el tiempo necesario. El ADN digerido se

utiliza para su andlisis por migracion electroforética en geles de agarosa o se limpia por

fenolizacion.

Esquema general de digestion seguido:

1.

Digestion de pULVK2 con BamHI y Hindlll: primeramente se realizé la digestion con la
enzima Hindlll durante 20 horas, se fenoliz6 y se precipitd el plasmido digerido. A
continuacion se resuspendio nuevamente en 10 uL de agua destilada y se realizo la
digestion con BamHI durante 3 horas, se fenoliz6 y se precipito el plasmido ya digerido
con ambas enzimas.

Digestion del gen vhb: el gen se digiri6 con BamHI durante 3 horas y posteriormente se
realizo su extraccion utilizando QUIAEXII

Digestion del Promotor Perme: €l promotor se digirio con Hindlll durante 20 horas y

posteriormente se realizd su extraccion utilizando QUIAEXII.

5.7.7) LIGACION

1.

Esquema general de ligacion:

Extremos cohesivos:

Vehiculo de clonacion pULVK2 digerido
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con BamHI y HindllI 0.5uL

Insertos: Gen digerido con BamHlI 10 pL
Promotor digerido con HindllI 10 uL

Tampon de ligacion 2.5 uL

Ligasa 2.5 uL

Volumen total 25.5 uL

Se incubo durante 3 horas a temperatura ambiente.

2. Extremos romos:

Mezcla anterior 25.5 uL
Buffer de ligacion 20 uL
Agua 153.5 puL
Ligasa 1uL
Volumen total 200 uL

Se incub6 un minimo de 12 horas a aproximadamente 15 °C

Una vez realizada la ligacion, tanto de extremos cohesivos como de extremos romos, el
plasmido se precipita afiadiendo 20 pL de acetato de sodio y 500 uL de etanol absoluto frio.
Una vez precipitado, lavado y secado, se resuspende en 5 uL de agua destilada estéril y a
continuacion se realiza la transformacion por electroporacion de E. coli con este nuevo

plasmido.

5.7.8) PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. coli.

Este método fue descrito por Hanahan (1983) y se utiliz6 en todos aquéllos casos en
los que requeria una eficiencia de transformacion elevada (este es el caso de la cepa de E.coli

DH5a, normalmente utilizada como receptora de mezclas de ligacion y que proporciona
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eficiencias de transformacion de hasta 5 X 10° transformantes por pug de ADN cuando se
prepara siguiendo este protocolo). Se utiliza agua de calidad MilliQ (Millipore) para preparar
todas las soluciones y medios de cultivo, asi como para el lavado del material utilizado en la
preparacion y almacenamiento de soluciones y medios y en el procesamiento de las células

(Fernandez, 1997). Los pasos a seguir son los siguientes:

1. Se siembra una placa de medio SOB solido con la cepa de E. coli DH5q, de tal
forma que se obtengan colonias aisladas, y se incuba a 37°C durante 12-14 horas.

2. Se inocula con una colonia aislada un matraz de 500 mL con 100 mL de medio
SOB. Se incuba a 37°C con agitacion de 250 rpm hasta que el cultivo alcance una
densidad optica a 600 nm de entre 0.4 y 0.45, manteniéndose posteriormente el
matraz a 4°C durante 20 minutos.

3. Se recogen las células por centrifugacion a 3,000 rpm durante 10 minutos, a una
temperatura de 4°C.

4. A continuacién se resuspenden las células (con suavidad y manteniendo su
temperatura alrededor de 4°C) en solucién RF1’ (un tercio del volumen inicial) y la
suspension se mantiene durante 20 minutos en hielo).

5. Se centrifuga en las mismas condiciones descritas en el paso 3, se resuspenden las
células en solucion RF2® (1/12.5 del volumen inicial) y la suspension se mantiene
en hielo durante 20 minutos. Finalmente se reparte la suspension en alicuotas de
200 pL.

6. Las células competentes asi preparadas pueden ser usadas inmediatamente o bien

se pueden conservar a -80°C, previa congelacion en nitrégeno liquido.

" RF1: Acetato de potasio 30 mL, CaCl, 10 mM, glicerol al 15 % (p/v), MnCl, 50 mM y RbCI 100 mM. Se ajusta el pH a un
valor de 5.8 con &cido acético 0.2 M. Se esteriliza por filtracion a través de un filtro estéril de 0.22 um de didmetro de poro.

8 RF2: CaCl, 75 mM, glicerol al 15 % (p/v), MOPS 10 mM pH 7.0 y RbCI 10 mM. Se ajusta el pH a 6.8 con NaOH y se
esteriliza por filtracion a través de un filtro estéril de 0.22 um de didmetro de poro.
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5.7.9) TRANSFORMACION DE E.coli POR ELECTROPORACION

Para realizar la transformacion por electroporacion se utiliz6 un electroporador

Eppendorf modelo 2510. El procedimiento experimental se describe a continuacion:

1. Se mezclan en una cubeta para electroporacién fria con distancia de 0.1 cm entre
electrodos, 10 uL de plasmido ligado y 50 uL de células competentes de E. coli DH5a.

2. Se introduce la cubeta en la rejilla del electroporador y se lleva a cabo una descarga
eléctrica de aproximadamente 1,250 Volts con un tiempo promedio de 5 mseg.

3. A continuacion se afiaden rapidamente a la cubeta 400 puL de medio LB, se mezcla
perfectamente con ayuda de una pipeta y se recupera el volumen total en un tubo
Eppendorf.

4. Seincuba a37°C y 260 rpm durante una hora para permitir que se exprese la resistencia al
antibiotico.

5. Transcurrido este tiempo se siembra por extension en medio LA adicionado con
kanamicina y se incuba a 37'C durante 12 horas.

6. Las transformantes se analizan mediante minipreparaciones, y al mismo tiempo se
resiembran en una placa replica.

7. Posteriormente se realiza la extraccion del plasmido y su comprobacion mediante

digestion con BamHI y HindlllI.

5.7.10) AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO DE E. coli (MINIPREPARACIONES).

El método seguido para obtener ADN plasmidico a pequefia escala fue una
modificacion del descrito por Holmes y Quigley (1981).

1. En primer lugar se pica una colonia con un palillo estéril y se inocula en un tubo
Eppendorf estéril con 1 mL de medio TB al que se afiade el antibiético adecuado (kanamicina
en este caso) para el mantenimiento del pldsmido dentro de la bacteria. Se incuba el tubo a

37°Cy 260 rpm durante 12 horas con el fin de permitir el crecimiento de la bacteria.
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2. Tras este tiempo se recogen las células mediante centrifugacion a 14,000 rpm
durante 1 minuto. El precipitado obtenido se resuspende en 350 uL de STET y se afiaden en la
tapa del tubo 10 pL de una solucién de lisozima preparada a una concentracion de 10 mg/mL
en agua.

3. Se mezcla vigorosamente durante 30 segundos y se hierve durante 45 segundos. Las
proteinas, restos celulares y el ADN cromosomico bacteriano se precipitan por centrifugacién
a 14,000 rpm durante 10 minutos y se eliminan con la ayuda de un palillo estéril. EI ADN
plasmidico se precipita tras afiadir 40 puL de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 600 uL de
isopropanol, mezclar y mantener a temperatura ambiente durante 15 minutos.

4. ElI ADN plasmidico se centrifuga a 14,000 rpm durante 5 minutos y el precipitado se
lava con etanol al 70% (v/v). Posteriormente se seca hasta evaporacion total y se resuspende
en 30 uL de TE.

5.7.11) ELIMINACION DE ARN Y PROTEINAS DEL ADN

Una vez extraido el ADN total, es necesario someterlo a un proceso de limpieza antes
de que pueda ser utilizado en otros ensayos. EI ADN obtenido se trata con ARNasa a una
concentracion final de 100 pg/mL incubandose a 37°C durante 90 minutos.

Transcurrido este tiempo se afiade un volumen de fenol neutro®, mezclandose bien
durante 5 minutos y centrifugandose a 14,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se
recoge la fase acuosa y se mezcla con un volumen de fenol-CIA™, centrifugandose en las
mismas condiciones citadas anteriormente. Se repite este paso hasta obtener una interfase

limpia. Normalmente no son necesarias mas de dos extracciones en este paso. Finalmente se

° Fenol neutro: se mezclan por agitacién 4 volumenes de fenol acido con 1 volumen de Tris-HCI 1M pH 8.0. Se mantiene la
mezcla en reposo hasta que se separen la fase acuosa superior y la inferior fendlica. El fenol asi preparado se conserva a 4°C
en un recipiente opaco, manteniéndose durante al menos un mes. Para la preparacion de fenol acido se mezclan 500 mL de
fenol s6lido con 500 mL de agua destilada, se agita, se deja reposar y se retira parte de la fase superior acuosa. Se guarda a
4°C en un recipiente oscuro. En este estado se puede mantener hasta 3 meses.

0 Fenol-CIA: se prepara mezclando volimenes iguales de fenol neutro y de CIA.
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recoge la fase superior y se mezcla con un volumen de CIA™ durante 5 minutos,
centrifugandose en las misma condiciones descritas anteriormente.

Se transfiere la fase superior a otro tubo en donde se lleva a cabo la precipitacion del
ADN en la forma habitual.

5.7.12) SECUENCIACION

Para secuenciar el fragmento que contiene tanto el gen vhb como el promotor Perme, se
realizd la extraccion de dicho fragmento mediante digestion con BamHI y Hindlll, que
posteriormente se clond en el plasmido pBluescript KS+, obteniéndose el plasmido pBKSVH,

como se describe a continuacion:

1. Se digirié el plasmido pUAMPG2 con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll,
obteniéndose cuatro bandas tras su electroforesis en gel de agarosa: 5.2, 1.8, 0.8 y 0.3 kpb
(fig. 5). Se purificé la banda de 809 pb (fusidon Peme -vhb) a partir del gel, utilizando el
sistema de extraccion de ADN a partir de geles de agarosa QUIAEXII.

2. El plasmido pBluescript KS+ se sometid al mismo tratamiento, obteniéndose una banda

Unica de aproximadamente 2.9 kpb (Fig. 9).

3. Los fragmentos obtenidos se ligaron, dando como resultado un nuevo plasmido: pBKSVH

de 3,770 pb, con resistencia a ampicilina.

El plasmido pBKSVH se mand6 a secuenciar al Instituto de Fisiologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM), utilizandose un sistema de marcaje Dye Terminator
y un analizador de secuencia ABIPRISM. En la secuencia se encontré una delecion de dos
nucledtidos en el fragmento correspondiente a la fusion del promotor Perme con el gen vhb.,

Las bases faltantes se corrigieron mediante mutagénesis dirigida

1A se prepara mezclando 24 volimenes de cloroformo con un volumen de alcohol isoamilico.
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1 2 3 Kpb

L 4.36

2.9
2.3

Figura 11.- Digestion de los plasmidos con las enzimas
0.809__| BamHI y Hindlll, (1) pBluescript KS+, (2) pUAMPG2
— 0.56 y (3)marcador de tamafio molecular A/Hind111.

5.8) MUTAGENESIS DIRIGIDA

El protocolo se desarrollé conforme a lo descrito en el sistema QuikChange™ Site-
Directed Mutagenesis, de STRATAGENE, con algunas modificaciones. La mutagénesis
dirigida fue necesaria para corregir la falta de dos nucleétidos en la construcciéon que podria
afectar la expresion del gen.

Se usaron cebadores con una Tm de 66.4°C, incluyéndose en su secuencia los
nucledtidos faltantes en la construccion.

La primera parte de la mutagénesis dirigida se realizd por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), usando los cebadores PRIS1 Y PRIS2 que incluyen las bases
que se quieren afiadir y como ADN molde el plasmido pBKSVH. A continuacién se muestra

la secuencia de los cebadores mencionados:

PRIS 1: 5’- GGTAGGATCCAGCGATGTTAGACCAG-3
PRIS2: 5’- CTGGTCTAACATCGCTGGATCCTACC -3’

Inicialmente, el ADN molde se desnaturaliza y se hibrida con los cebadores que llevan
la mutacién. La polimerizacion se da, incorporandose los cebadores mutagénicos, utilizando

Pfu ADN polimerasa, una enzima termoestable y con alta fidelidad de copia.
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Se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion, probando diferentes rangos de

concentracion de plasmido molde:

dH,0 29 uL
Buffer de reaccién 10x 5uL
ADN molde (0.04-1.5 ng/uL) 10 uL
Cebador PRIS1 (64 ng) 2 uL
Cebador PRIS2 (64 ng) 2 uL
Mezcla dNTPs (10 mM) 1ul
MgSO, (50 mM) 1ulL
Pfu ADN polimerasa 1pL

El producto de la PCR se sometié a continuacion a digestion con la enzima Dpnl, que
reconoce la secuencia 5 -G™ATC-3" y degrada el ADN parental no mutado. EI ADN
plasmidico procede de cepas convencionales de E. coli con metilacion dam, por lo que
siempre estard metilado, mientras que el nuevo ADN sintetizado (en el que se han incorporado
los cebadores mutagénicos) no lo estard y, por lo tanto, no sera susceptible de ser degradado
tras el corte con Dpnl. De esta manera se selecciona sélo el ADN con la mutacion para

transformarlo en E. coli.

Las condiciones usadas para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), fueron las

siguientes:

1) Incubacion: 95°C, 3:30 min.
2) Desnaturalizacion: 95°C, 30 seg.

3) Hibridacion: 62 - 67°C, 30 seg.
4) Polimerizacion: 68°C, 8 min

5) Repetir 12 ciclos de 2) a 4).
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59) CLONACION DEL GEN DE RESISTENCIA A ERITROMICINA COMO
MARCADOR DE SELECCION ALTERNO (CONSTRUCCION DEL PLASMIDO
PUAMSAG)

El plasmido plJ4026 contiene el gen de resistencia a eritromicina ermk, flanqueado por
sitios de reconocimiento y corte para las endonucleasas EcoRI (en 1910 pb) y Xbal (en 257
pb); ambas enzimas delimitan el fragmento de 1653 pb que contiene a dicho gen. Por otro
lado, el plasmido pUAMPGL1 contiene estos mismos sitios de corte en el sitio de clonacion
maltiple. Al someterse ambos plasmidos a las digestiones correspondientes se obtiene el
fragmento EcoRI-Xbal de 1,653 pb del plJ4026 y el plasmido pUAMPG1 linearizado, de
6,400 pb, con extremos EcoRI-Xbal. Tanto el plasmido linearizado como el fragmento se
purificaron a partir del gel de agarosa utilizando QUIAEXII, y posteriormente se ligaron. De
esta manera se obtiene el plasmido pUAMSAG de 8,162 pb.

5.10) TRANSFORMACION DE A. mediterranei
5.10.1) PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE A. mediterranei.

A partir de un glicerol de la cepa MSB se sembraron 2 cajas con medio Bennet
(Margalith y Pagani, 1961), por estria y en césped, y se incubaron a 28°C durante 5 dias. De la
caja sembrada por estria se tomo una colonia aislada y se inocul6é un matraz de 500 mL con
100 mL de medio YEME adicionado con MgCl; (400 pL de una solucion 2.5 M) y glicina (2.5
mL de una solucion al 20% p/v).

Adicionalmente, se colocd un resorte en el matraz antes de esterilizarlo con la finalidad de
obtener un micelio mas disperso. Este cultivo se incubd a 28°C y 250 rpm durante 48 hrs
(cultivo ). Una vez transcurrido este tiempo y solo con la finalidad de acomodar horarios se
guardo el cultivo a 4°C durante 5 dias. Posteriormente se inoculé un matraz preparado como
se describié anteriormente, con 5 mL del cultivo I, y se incubé nuevamente durante 48 hrs

(cultivo I1)
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Con el cultivo Il se hicieron gliceroles para la conservacion del microorganismo con una
concentracion final del 20% (v/v), y se inocularon matraces de 250 mL con resorte y con 50
mL de medio MYM cada uno, agregando 2.5 mL a cada matraz e incubando durante 21-24 hrs
(cultivo 111), de acuerdo con Ding et al. (2003). A continuacion se coseché el cultivo 111
siguiendo dos metodologias con algunas modificaciones; la descrita por Lal et al. (1997) y la
descrita por Ding et al. (2003).

De acuerdo con Lal et al. (1997):

- Cosechar cultivo anterior de 50 mL, centrifugando durante 15 min a 5,000 rpmy 4°C

- Lavar con 10 mL de agua desionizada estéril fria (3 veces)

- Adicionar 3.9 mL de glicerol al 10% y 100 uL de lisozima (4 mg/uL) preparada en el
momento (concentracion final de 1mg/mL)

- Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos

- Lavar con glicerol al 10% frio

- Resuspender en 4 mL de glicerol al 10%

- Alicuotear en 400 uL y guardar estas células competentes a -80°C.

De acuerdo con Ding et al. (2003):

- Cosechar cultivo anterior de 50 mL centrifugando a 4,127 rpm durante 10 minutos a 4°C

- Lavar 3 veces con 30 mL de agua desionizada estéril fria

- Resuspender en 3mL de solucion de electroporacion (0.3 M de sacarosa y 15%, v/v, de
glicerol)

- Guardar las células competentes en alicuotas de 200 y 500 uL a -80°C.

5.10.2) TRANSFORMACION DE A. mediterranei POR ELECTROPORACION.

El procedimiento de electroporacion se llevo a cabo utilizando un aparato de Biorad
gue con un eliminador adecuado proporciona pulsos de hasta 2,500 V.
Las alicuotas guardadas a -80°C (ver 4.8.1), se descongelaron en bafio de hielo y se mezclaron

con el plasmido, previamente relajado a 65°C durante 10 min, en las siguientes cantidades: 60
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uL de células con 0.1 ug de plasmido (esto es, de acuerdo con la concentracion estimada del
plasmido, equivalente a 1 uL). La mezcla se mantuvo durante 30 min en bafio de hielo y a
continuacién se transfirié a una cubeta de electroporacion de 2 mm previamente enfriada,
exponiéndose inmediatamente a un pulso sencillo. Cada cubeta asi preparada fué expuesta a
los siguientes voltajes: 200, 400, 600, 800, 1,000, 1,200, 1,400, 1,600, 1,800, 2,000, 2,200 y
2,500 V equivalentesa 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 (Ding et al., 2003), 10 (Lal et al., 1997), 11y 12
kV/cm, respectivamente. El tiempo de duracion del pulso no es una variable controlable en
este equipo. Se registraron tiempos promedio de 5.5 mseg.

Inmediatamente despues del pulso, se agregd 1 mL de medio Bennet liquido a la
mezcla de transformacidn, se mezcl6 pipeteando y esta suspension se transfirié a un tubo
Eppendorf estéril, para su incubacion a 28°C y 250 rpm durante 2-3 h (Ding et al., 2003) para
permitir la expresion del gen de resisitencia a la eritromicina. Una vez transcurrido ese
tiempo, se sembraron placas de Petri con medio Bennet con y sin antibidtico (aprox. 500 pL
de indculo en cada caja) asi como otra caja de Petri control con células sin electroporar, que se
incubaron en las mismas condiciones que las electroporadas (control de antibidtico y control
de viabilidad, respectivamente). La concentracion de eritromicina usada fue de 150 pg/mL.

El método anterior se repitié con las células preparadas de acuerdo con Lal et al.
(1997).

Todas las cajas sin antibidtico crecieron adecuadamente en un tiempo de incubacién de
5-6 dias, el control de viabilidad crecié adecuadamente y en el control del antibiotico no se
observo crecimiento alguno. Tampoco se observd crecimiento en las cajas con antibiotico. Por
tal razon, se probaron dosis de eritromicina en el rango de 100 a 600 pug/mL con base en el
articulo de Lal et al. (1997), en el que utilizan una concentracion de 500 pg/mL de
eritromicina, sembrando por cesped 50 uL de células competentes (Ding et al., 2003) en cajas
con 25 mL de medio Bennet con las diferentes concentraciones de antibiotico. Después de
incubar a 28°C durante 5 dias solo se obtuvo crecimiento en el control sin antibi6tico por lo
que se utilizo la dosis de 100 ug/mL para la seleccidn de transformantes por electroporacion.

Después de una serie de experimentos en los que no se obtuvieron transformantes resistentes a
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eritromicina se llego a la conclusion de que posiblemente la dosis de antibidtico para la
seleccion era muy alta por lo que se probaron dosis menores.

Posteriormente se probaron dosis de antibidtico en el rango de 10 a 100 pg/mL,
obteniéndose crecimiento solamente en el control sin antibiotico nuevamente.

Finalmente se probaron dosis de antibiotico en el intervalo de 1 a 10 ug/mL.

Una vez que se determind que la concentracion mas adecuada del antibiotico para la
seleccién de transformantes era de 10 pug/mL, se llevo a cabo un segundo experimento en el
que se hicieron las siguientes modificaciones: mezcla de transformacién con el doble de las
cantidades probadas inicialmente, esto es 120 uL de células y 2 uL de plasmido (0.2 ug),
voltajes de 500, 1,000, 1,500, 2,000, y 2,500 V; después del pulso se agregaron 2 mL de
medio Bennet y se incubd la suspension en tubos de 15 mL para permitir una mejor aireacion.
El tiempo de incubacion posterior al pulso se incrementd para lograr una expresion del gen
mas confiable, probando sembrar en tres diferentes tiempos: 6 h (con y sin antibiético), aprox.
19 h (con antibi6tico), y aprox 42 h (con antibidtico). En cada tiempo se sembraron 500 uL de
cultivo que fueron tomadas del tubo de 15 mL vy transferidos a un tubo Eppendorf, se
centrifugaron a 5,000 rpm durante 5 min, se elimind aproximadamente 400 uL de
sobrenadante con ayuda de una pipeta y el pellet se resuspendio en los 100 pL sobrantes
mediante agitacion suave en vortex. Estos 100 uL se sembraron en cajas Petri por césped de
forma mucho mas rapida que si se siembran directo los 500 puL.

Todas las cajas sin antibio6tico crecieron adecuadamente en un tiempo de incubacién
de 5-6 dias, el control de viabilidad crecié adecuadamente y en el control del antibidtico no se
observd crecimiento alguno. Tampoco se observé crecimiento en las placas con antibidtico en
ninguno de los tiempos.

Este segundo experimento no se probo con las células preparadas de acuerdo con Lal et
al. (1997).
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5.10.3) TRANSFORMACION DE A. mediterranei POR BIOBALISTICA.

Se cultivd A. mediterranei a 28°C y 250 rpm durante 48 h en matraces con un resorte
de 500 pL con 100 uL de medio Bennet, inoculados con 500 uL y 1000 uL de celulas
competentes preparadas de acuerdo con Ding et al. (2003).

Estos cultivos se utilizaron para sembrar placas de Petri con 10 mL de medio Bennet
preparado con sorbitol 0.6 M como osmoregulador. Las placas se sembraron con una alicuota
de 2 mL de los cultivos anteriores y una vez secas se sometieron al bombardeo con
microproyectiles M5 (BioRad) previamente recubiertos con el plasmido pUAMSAG.

Antes de recubrir los microproyectiles con el ADN, se requiere prepararlos de la
siguiente manera: se pesan 60 mg de particulas de Tungsteno M5 (tamafio promedio de 0.4
um) en un tubo Eppendorf y se agrega 1 mL de NaOH 0.1 N, se mezcla con Vortex, se da un
pulso de centrifuga, se tira el sobrenadante y a continuacion se lava 2 veces con agua
destilada. Este procedimiento se repite con HCI 0.1 N. Finalmente se resuspenden las
particulas ya lavadas con 1 mL de agua destilada estéril.

El recubrimiento de los microproyectiles con ADN plasmidico se realiz6 de acuerdo al
Manual de Laboratorio proporcionado por el Laboratorio de Biologia molecular y
Bioingenieria del CINVESTAV. Se transfirio una alicuota de 50 uL de las particulas
previamente lavadas a un tubo Eppendorf y se agregaron los siguientes componentes: ADN
suficiente para obtener una concentracion de 10 ug, 50 uL de CaCl, 2.5 M estéril, 20 uL de
espermidina 0.1 M. A continuacién se sonicd la mezcla brevemente y se dio un pulso de
centrifuga (10 seg a 10,000 rpm), se quito el sobrenadante y se agregaron 250 uL de etanol
absoluto. Se sonic6 nuevamente y se centrifugd en las mismas condiciones, se quitd el
sobrenadante y se adicionaron 60 pL de etanol absoluto. Se sonico hasta que el aspecto de las
particulas fué homogeéneo, se colocaron 10 uL de la mezcla en la membrana flying disk y se
espero hasta que el etanol se evaporo.

Los parametros utilizados para el bombardeo fueron los siguientes:
*Dos presiones de helio: 450 p.s.i. (con una membrana) y 900 p.s.i. (con dos

membranas de ruptura)
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*Vacio: 20 "Hg

*Distancia al blanco: 6 cm

Distancia gap: 1 cm
A continuacion se describe brevemente el procedimiento de bombardeo:

Primeramente se colocan el nimero apropiado de membranas de ruptura, previamente
humedecidas en etanol absoluto, en la capsula y se enrosca perfectamente. Después se coloca
la membrana flying disk que contiene los microproyectiles recubiertos con ADN, de tal manera
gue la muestra quede en la parte de abajo, asegurandose de que ésta quede perfectamente
centrada. Se coloca también la caja de Petri objetivo con el agar inoculado a una distancia de 6
cm. A continuacion se cierra la camara y se enciende el vacio. Cuando éste alcanza una
presion de aproximadamente 20 "Hg se presiona el boton de bombardeo y se mantiene
presionado hasta que se escucha la ruptura de la o las membranas. Inmediatamente después del
bombardeo se presiona el boton para romper el vacio y cuando esto sucede se puede sacar la
caja Petri de la camara. Antes del siguiente bombardeo se desechan tanto las membranas de
ruptura como la membrana flying disk ya utilizados y se repite el ciclo completo.

Este experimento se realiz6 con 2 repeticiones por cada una de las siguientes
condiciones: 1) 450 psi, seleccion antibittico; 2) 450 psi, selecciébn mayor captacion de
oxigeno; 3) 900 psi, seleccion antibiotico; 4) 900 psi, seleccidn mayor captacion de oxigeno;
5) control bombardeo con particulas sin ADN a 450 psi, a) seleccion antibiotico y b) seleccién
mayor captacion de oxigeno; 6) control bombardeo con particulas sin ADN a 900 psi, a)
seleccion antibidtico y b) seleccion mayor captacién de oxigeno; 7) control sin bombardeo,

seleccidn antibiotico; 8) control sin bombardeo, seleccién mayor captacion de oxigeno.

Posteriormente se incubaron las placas a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h y a continuacion se utilizaron 2 opciones para la seleccion de las
transformantes: 1) resistencia a eritromicina y 2) mayor captacion de oxigeno. En la primera
opcidn se afiadid una cobertera de 20 mL de agar suave Bennet con eritromicina a una
concentracion final de 10 ug/mL (considerando un volumen total de 30 mL). Como segunda
opcidn de seleccion se utilizd la mayor captacion de oxigeno. Por ello, en este segundo

mecanismo de seleccion se adicion6 una cobertera de 20 mL de agar Bennet normal (al 2%)
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sin antibiotico. Debido a la naturaleza aerdbica estricta de A. mediterranei, se penso que los
transformantes con el gen vhb podrian tener una ventaja selectiva frente a la cepa sin
transformar cuando fueran recubiertos por una capa gruesa de medio

En un experimento final se probd la capacidad de crecimiento de A. medierranei a
través de coberteras de agar de diferentes espesores para lo cual se incubaron 9 cajas de Petri
con 10 mL de medio Bennet y 50 uL de inéculo de células competentes durante 48 h.
Transcurrido este tiempo se adicionaron sobre el crecimiento 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, y 45
mL de medio Bennet con agar al 2% a aproximadamente 42°C, dejandose incubar por 10 dias.

En ninguno de los casos se observé crecimiento hacia la superficie de A. mediterranei.

5.11) EXTRACCION DE ADN DE TRANSFORMANTES DE A. mediterranei.

Una vez obtenidas posibles transformantes por biobalistica, se llevd a cabo la
resiembra de 10 colonias elegidas al azar y la propagacion en césped de 2 de las 10 colonias
(la Bl14 y la BI110) para llevar a cabo la extraccion del ADN plasmidico. EI método seguido
es el descrito por Moretti et al., (1985), con algunas modificaciones. En este articulo se
describe el método utilizado para aislar el plasmido endégeno (pPMEA100) de la cepa LBG
A3136 de Nocardia mediterranei. Con este método se obtiene un ADN sumamente degradado
por lo que se hicieron algunas modificaciones tomando como referencia el Manual de
Laboratorio de Sambrook y Russell (2001). EI método modificado es el siguiente: el micelio
raspado de ¥4 de caja bien crecida (3 dias a 30°C) se resuspende (homogeneizando con varilla
de vidrio y Vortex) en 500 uL de solucion de lisis | fria (50 mM glucosa; 25 mM tris-HCI, pH
8; 10 mM EDTA, pH 8). A continuacion se agregan 350 uL de solucion de lisis Il fria
preparada en el momento (0.2 N NaOH; 1% de dodecil sulfato de sodio SDS) y se mezcla con
cuidado invirtiendo el tubo Eppendorf 5 veces (jno Vortex!), manteniendo en bafio de hielo.
Posteriormente se agregan 210 uL de solucion de lisis 111 fria (5 M acetato de potasio 60 mL;
acido acético glacial 11.5 mL; agua 28.5 mL) y se mezcla nuevamente invirtiendo el tubo 5
veces. La mezcla se mantiene en hielo de 3-5 min, se centrifuga a 14,000 rpm, 5 min a 4°C, y

se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo. A continuacion se fenoliza de acuerdo al
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método descrito anteriormente. Se precipita el ADN agregando 2 volumenes de etanol
absoluto frio y dejando a -20°C hasta el siguiente dia. Se centrifuga a 14,000 rpm, 10 min a
4°C, se tira el sobrenadante y el precipitado se lava con etanol al 70%, se seca con secadora y

se resuspende en 30 uL de agua destilada estéril.

5.12) COMPROBACION DE TRANSFORMANTES.

Para comprobar que las posibles transformantes de A. mediterranei obtenidas por
biobalistica son en realidad transformantes que tienen incorporado el plasmido pUAMSAG, se
llevo a cabo una reaccion de PCR, utilizando como ADN molde el ADN extraido de las
posibles transformantes (seccién 5.11) y como cebadores los mismos oligonucleétidos
utilizados para la obtencion de los fragmentos correspondientes al gen vhb y al promotor
promotor Perme (GV5 Yy GV3; PV5 y PV3 respectivamente), asi como los cebadores PV5 y
GV3, con los que se amplifica la construccion promotor-gen. El pUAMSAG utilizado como

ADN molde se us6 como control positivo en la reaccion de PCR.

5.13) FERMENTACION (PRODUCCION DE RIFAMICINA).

La preparacion del inoculo se llevo a cabo de la siguiente manera: se siembran en
césped 2 cajas de Petri con agar Bennet, con 100 uL del glicerol correspondiente a cada cepa
a probar: MSB sin transformar (control), Bll4 (colonia 4 obtenida por transformacion con
biobalistica) y BI110 (colonia 10 obtenida por transformacion con biobalistica). Se incuban a
30 °C hasta obtener buen crecimiento (de 2 a 3 dias) y se raspa con una asa una superficie de
2x2 cm de biomasa que se transfiere a un tubo Eppendorf con 400 uL de medio Bennet para
homogenizar utilizando una varilla de vidrio con punta roma estéril. Una vez homogenizada
la biomasa, se toman 200 pL de ésta para inocular cada matraz de 250 mL con 50 mL de
medio Bennet y resorte (para un crecimiento disperso). Se inoculan 2 matraces por cada cepa.

A los matraces correspondientes a Bll4 y BII10 se les afiade ademas eritromicina a una
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concentracion final de 10 pg/mL para la conservacion del plasmido. Estos matraces se incuban
a30°C y 150 rpm durante 72-96 h.

Una vez transcurrido este tiempo se estandariza la biomasa de la siguiente forma:
primeramente se mezclan los cultivos de los 2 matraces de cada muestra para obtener un
cultivo homogéneo. Se toman 10 mL de cada cultivo y se transfieren a un tubo para centrifuga
conico graduado y se centrifuga a 10,000 rpm durante 15 min en una centrifuga de rotor
basculante. Se mide la biomasa empacada en el fondo del tubo y se toma como base el tubo
con menor biomasa para realizar los calculos necesarios para inocular la misma cantidad de

biomasa en cada uno de los matraces de medio de produccion Lee.

Para el inoculo y considerando que se requieren condiciones de baja aireacion para
evaluar el efecto de la expresion del gen vhb de las transformantes, se incrementd el volumen
del medio de produccion (de 20 mL a 70 mL en matraces de 250 mL), se incrementd la
cantidad de in6culo (de 20% a 30%) y se mantuvo la agitacion a 200 rpm (Krishna et al.,
1998). Con estas condiciones se inocularon 4 matraces con Barbital y 4 matraces sin Barbital
por cada cepa a probar, durante un periodo de 8 dias, tiempo reportado por como de maxima

produccion de rifamicina.

5.14) CUANTIFICACION DE RIFAMICINA.

Se cuantificd la rifamicina B mediante el método espectrofotométrico reportado por
Pasqualucci et al. (1970), con algunas modificaciones, el cual se basa en la oxidacion de la
hidroquinona (grupo cromdforo) del compuesto, modificando su maximo de absorcion (425
nm) en el espectro de luz visible. De esta forma se obtiene una absorcion diferencial de la
rifamicina B contra su forma oxidada, lo cual permite restar todos los compuestos que
absorben a 425 nm presentes en el caldo de fermentacion. Los autores adoptan como agente
oxidante una solucién al 1% de NaNO, en buffer de acetato acuoso pH 4.63, tomando como
base un tiempo de reaccion de 5 minutos. La concentracion de rifamicina B en un caldo de

fermentacion la calculan mediante la férmula:
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RifamicinaB(ug/mL) :%(;000)

donde:
Asos= valor de la absorbancia obtenida a 425nm
50,000= factor de dilucion utilizado en este método
21.5= absortividad de la Rifamicina B determinada por este método.

Debido a que la fermentacion se llevo a cabo en condiciones de baja aireacion y la
concentracion de rifamicina B obtenida fue baja, se utiliz6 una dilucién 1:2 (en lugar de la de
1:50 empleada en el articulo), por lo que se opt6 por realizar una curva patrén para obtener la
ecuacion y de alli calcular la concentracion de rifamicina B, en lugar de utilizar la férmula

propuesta en el articulo mencionado.

El procedimiento general modificado se describe a continuacion: primero se prepara
una solucion stock de rifamicina B pura con una concentracion de 10,000 ug/mL (solubilidad
de rifamicina B en metanol 2.62%) a partir de la cual se preparan soluciones de rifamicina B
con diferentes concentraciones para realizar una curva patron. Dos porciones iguales de cada
solucion se diluyen (dilucién 1:2) separadamente, una con el amortiguador de acetato acuoso
pH 4.63'? y otra con el mismo amortiguador conteniendo NaNO; al 1%. Las muestras se dejan
reaccionar durante 5 minutos y a continuacién se leen a 425 nm tomando como blanco la
solucion con NaNO; (oxidada). Con los datos de absorbancia obtenidos se realiza una curva
patrén de la que se obtiene la ecuacion requerida para el calculo de la concentracion de
rifamicina B. Las muestras obtenidas del caldo de fermentacién se someten al siguiente
tratamiento antes de ser leidas en el espectrofotometro: se centrifugan durante 10 min a 10,000
rpm. El sobrenadante se filtra con papel de filtro de 0.4 micras de tamafio de poro. Se realiza
la dilucion 1:2 y se continda con el procedimiento anteriormente descrito. Los valores de

absorbancia obtenidos se sustituyen en la ecuacion obtenida de la curva patron.

2 g amortiguador de acetato se prepara con acetato de sodio 0.7413 M 'y 4cido acético 1M, de acuerdo con la ecuacion de
Henderson-Hasselbalch.
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5.15) DETERMINACION DE BIOMASA (peso seco).

La cuantificacion de biomasa se realiz6 en el T2 (8 dias de fermentacion). Los 60 mL
de cada cultivo (70 mL menos 10 mL que se utilizaron para cuantificar rifamicinaen el T1, se
centrifugaron, en tubos previamente pesados, a 10,000 rpm durante 10 minutos. El caldo de
fermentacion sin células se utilizd para la cuantificacion de rifamicina B, filtrando
previamente con un filtro de didmetro de poro de 0.4 um. Las células se lavaron,
resuspendiendo en 30 mL de agua destilada para eliminar los residuos de glucosa, se
centrifugaron nuevamente a 10,000 rpm durante 10 min. Se deseché el sobrenadante y se
lavaron 2 veces més de la manera descrita. La biomasa obtenida se secé en estufa durante 48 h

para obtener de esta manera el peso seco de la biomasa por diferencia de peso.
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VI. RESULTADOS

6.1) OBTENCION DE ADN GENOMICO DE V. stercoraria, Y S. erythraea.

Kpb

23.13

A B

Figura 12. Obtencion de ADN gendmico de (A) V. stercoraria, carril 1y (B) S. erythraea, carril 4. En
el carril 2 y 3 se muestra el marcador de tamafio molecular A/HindlII1.

6.2) DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA OBTENCION POR PCR DEL
PROMOTOR Peme (de S. erythraea) Y DEL GEN vhb (de V. stercoraria).

Con base en la secuencia anterior se disefiaron los oligonucleotidos o primers
necesarios para la obtencion por PCR de los fragmentos de interés, a los cuales se les
agregaron sitios de corte para su posterior clonacion en el vector pULVK2. Las bases
adicionales, en 5’ se las secuencias de corte, se afiadieron para facilitar la posterior digestion

de los fragmentos con las enzimas.
Para el promotor Perme la secuencia de los oligonucledtidos es la siguiente:
PV5: 5 gcgadagctt/atgcgagtgtccgttcgagtg 3’

HindlIl1l
PV3: 3 5
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Para el gen vhb la secuencia de los oligonucleotidos es la siguiente:

GV5: 5" atgttagaccagcaaaccatt 3

GV3: 3 agaagtccacacggaaccgta/cctagTgat s

BamHl|

6.3) OBTENCION DEL PROMOTOR Peme Y DEL GEN vhb POR PCR.

Para la obtencion por PCR de los fragmentos de interés se realizaron diferentes

mezclas de reaccion y se probaron diferentes temperaturas de hibridacion, con el propésito de

determinar las condiciones para la realizacion de la PCR, encontrdndose como 6ptimas las

siguientes:

Mezcla de reaccion:

Temperaturas por ciclo:

25 mM de MgCl,

10x tampon

10 mM Nucledtidos

20 uM cada oligonucleotido
5 U/uL de Taq polimerasa
dH,0O

DNA molde 1:100
Volumen total
Desnaturalizacion
Hibridacion

Elongacion

6 uL

10 puL

2 uL

SuL

0.5 uL
15l

10 uL

100 pL
94°C, 30 seg
50°C, 30 seg
72°C, 1 min

Una vez determinadas las condiciones Optimas para la realizacion de la PCR se procedio a la

realizacion de un gel de agarosa para la comprobacion de la amplificacion de los fragmentos

de interés, los cuales se muestran a continuacion (Fig. 13)
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564 612

210 197

&

Figura 13. Amplificaciéon por PCR del promotor Peme (carril 2) de S. erythraea y del gen vhb de V
stercoraria (carril 4). En carriles 1 y 3 marcadores de tamafio molecular A/Pstl y A/Hindlll
respectivamente

6.4) EXTRACCION DE LOS FRAGMENTOS DE INTERES DEL GEL DE AGAROSA
CON QUIAEXII.

Los fragmentos obtenidos se extrajeron directamente del gel de agarosa (Fig. 14)
utilizando el sistema Quiaexll, que se basa en la solubilizacion de la agarosa y la adsorcion
selectiva y cuantitativa de los acidos nucleicos a las particulas de silica gel de Quiaex en

presencia de un alto contenido de sales.

205

16 Al

197

Figura 14. Extraccion de los fragmentos correspondientes al gen vhb y al promotor Peme directamente
del gel de agarosa con Quiaexll.
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6.5) CLONACION Y COMPROBACION DE LOS FRAGMENTOS DE INTERES EN
EL PLASMIDO pULVK2.

Una vez obtenidos los fragmentos de interés por Quiaexll, se sometieron a digestion
con las enzimas de restriccion correspondientes (el fragmento del gen con BamHI vy el
fragmento del promotor con Hindlll) con la finalidad de obtener extremos cohesivos. De igual
modo se digirié el plasmido pULVK2 tanto con Hindlll como con BamHI. Estos tres
elementos digeridos se recuperaron nuevamente con Quiaexll para su posterior ligacion.
Como se describe en el método, primeramente se llevo a cabo la ligacion de los extremos
cohesivos y posteriormente se ligaron los extremos romos. El nuevo plasmido asi construido
se recuperé nuevamente con Quiaexll y con €l se transformd E. coli por electroporaciéon. A
continuacién se realizaron minipreps y se linearizaron los plasmidos por digestion con BamHI
para analizar el tamafio de los plasmidos obtenidos. En la Fig. 15 se observan 3 transformantes
con un plasmido del tamafio correspondiente al plasmido con el inserto, que es de 6,509 pb
(carriles 3, 15 y 24). En los otros carriles se observa el plasmido pULVK2 original con un
tamario de 5,700 pb.

Para comprobar la clonacion se realizo la digestion de los plasmidos que presentan el
tamafo correspondiente a 6,509 pb con ambas enzimas (Hindlll y BamHI). Solamente en el
plasmido que corresponde al carril 2 de la Fig. 16 se obtuvieron los dos fragmentos esperados,
cuyos tamarios corresponden al plasmido original (5.7 kpb) y al inserto del promotor y el gen
(809 pb). A este nuevo plasmido se le denominé pUAMPGL1. Ademas se realizd nuevamente
PCR utilizando como ADN molde el plasmido clonado y los oligonucledtidos
correspondientes al extremo 5’ del promotor y 3’ del gen, obteniéndose la amplificacion de un
fragmento de 809 pb que corresponde a construccion promotor-gen completa.
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11.5

502

Figura 15. Minipreps con plasmidos linearizados con BamHI. Los carriles 3, 15 y 24 muestran
plasmidos que corresponden a un tamafio de 6.5 kpb (pULVK2 mas inserto). El carril 1 muestra el
marcador de tamafio A/Pstl. Los carriles restantes muestran plasmidos con un tamafio correspondiente

a 5.7 kpb (PULVK2).

Figura 16. Andlisis de las tres transformantes que probablemente poseen el inserto. El carril 2 muestra
dos fragmentos que corresponden al tamafio de plasmido pULVK2 de 5.7 kpb y al tamafio del inserto
(unioén del gen y promotor) de 809 pb. En los carriles 3 y 4 se observa la presencia de un inserto con un
tamafio que no corresponde al esperado. El carril 5 es el control (plasmido pULVK2 linearizado). En el

carril 1 se muestra el marcador de tamafio A/Pstl.
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6.6) CLONACION DEL FRAGMENTO DE 809 pb EN EL PLASMIDO pBKS+ PARA
REALIZAR SU SECUENCIACION.

Una vez construido el nuevo plasmido pUAMPG1 se procedié a extraer de este
plasmido el fragmento de 809 pb que corresponde a la unién promotor-gen para clonarlo en el
plasmido pBKS+ y proceder a su secuenciacion. Para obtener este fragmento se digiri6 el
plasmido pUAMPG1 con BamHI y Hindlll , se corrié un gel y se extrajo el fragmento de 809
pb con QuiaexIl. También se digirié el plasmido pBKS+ con éstas 2 enzimas. Posteriormente
se realizd la ligacion de los extremos cohesivos de este fragmento con los del plasmido
pBKS+, obteniéndose asi el plasmido pBKSVH. Se efectud la transformacién de E. coli, se
realizaron minipreps y los plasmidos obtenidos se linealizaron con Hindlll. De esta manera se
obtuvieron 9 colonias con tamafio de plasmido pBKSVH de 3,770 pb (2,961 pb del pBKS+

mas 809 pb del inserto), como se muestra en la (Fig. 17).

B 1 2 3 4 5 6 T & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Kpk

4.36

Figura 17. Minipreps de la clonacion del fragmento de 809 pb en el plasmido pBKS+. En los carriles
10, 11, 16 y 18 se observa un tamafio de plasmido correspondiente al pBKS+ de 2,961 pb. En los
carriles 2, 3,4 ,5, 12, 13, 14, 17 y 19 se observa un tamafio de plasmido de 3,770 pb que corresponde al
pBKSVH (pBKS+ clonado con el inserto de 809 pb). El carril 1 corresponde a A/Pstl y el carril 20
corresponde a A/HindllIl.

A continuacion se realizé una digestion doble (con BamHI y Hindlll) de las colonias que
presentaron el tamafio correspondiente a pPBKS+ con el inserto (3.77 kpb), con la finalidad de

comprobar la presencia del inserto mediante la liberacion de éste (Fig. 18).
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11 12

Figura 18. Comprobacion de la presencia del inserto mediante | liberacién de éste. Carriles 2-8
muestran 2 fragmentos, uno de 2,961 pb que corresponde al tamafio de pBKS+ y otro de 809 pb que
corresponde al inserto. Los carriles 9-11 corresponden al plasmido pBKS+ sin inserto (control). En el
carril 1 aparece el marcador de tamafio A/Hindlll. En el carril 12 aparece el marcador de tamafio A/Pstl.

6.7) SECUENCIA DEL FRAGMENTO DE 809 pb INSERTADO en pULVK2 y en
pBKS+.

(3 agaagtccacacggaaccgta/cctagTgat 5°) (Fig. 20):

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601

CGTNCGCAGC
TTTGGCCAAC
GCACCTTATG
CAACCGCTTG
ATCACGCCAT
ATCGCCCAAT
GATAATGCGC
TTGACCGCAG
CAATACCGTC
CCATATCAAA
ATAAAAAGTC
TGGCTTTGAT
AACCGGCACG

AACGGCGGGC
AGCCAAACTG
GTGCGTTTTT
AGCGTACAAA
AAGCCTTGCC
ACTTCTTTAA
TGCTGCCACG
GCAAAATAGC
ATCGCCAAAG
CAAAGGACGT
GTGGTAATGG
GATGTTAATG
ATTGTCCAGC

TCTTACACAG
CTGCTGTGTA
TATGTCCTGA
TCTGCTTCCA
CCACGCGTCC
TCGCACCCAA
CCTGCTTGAC
TGGCAAATTT
CCTTAGGCTG
ACTTCAGGGG
TAACGCCATG
GTTTNGCTGG
CCACACG

GGNCAATATT
AATATCAGAC
AAGCGGCCTG
CTTGAATAAA
AAAATGTCAT
CAATTCTTGA
AATGTTTGAC
TCAATGTTTT
CTCCAAAGAT
TGTTTGGCAA
CTCCTTCAAT
TCTAACATCT

Figura 19. Secuencia obtenida con el cebador GV3

A continuacion se muestra la secuencia obtenida con el cebador GV3

TGTCCCAAGT
GTAAAAAAAC
AAACTTTATT
CACATCTGCA
CGGTTGCGGC
CCGACAATCG
TGCAATTTTT
GCGCTGCCGC
TCTTGGCGAC
ACAAGTTTTT
ACAGGAACAG
GGATCCTACC
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

A continuacion se muestra la secuencia obtenida con el cebador PV5

(5 gcgalagctt/atgcgagtgtccgttcgagtg 3°) (Fig. 19) :

GCAGGCCTTT
CGCAGGTGCA
GGATCTGACC
GGACAATCGT
AACATCATCA
TACCACGACT
CTTTGTTTGA
GCGATGACGG
TTTGCCTGCG
CAGCAGCGCA
GAAGTATTGG
GGCTTATGGC
ACGCTCAAGC
CGCACCATAN
TGGCTGTTGG
CGTTGCTGCG

GCAGCCCCGA
CGCGGTCGAT
GACGCGGTCC
GCCGGTTGGT
AAGCCACTGT
TTTTATAAAA
TATGGGTCGC
TATTGGCGGC
GTCAAAAAAA
TTATCCGATT
GCGATGCCGC
GTGATTGCAG
GGTTGAATAA
GGTGCGTTTT
CCAAAACTTG
ACGTCTTCAG

ATGTCCTAGN
ACTTGACGGC
ACACGTGGCA
AGGATCCAGA
TCCTGTATTG
ACTTGTTTGC
CAAGAATCTT
AGCGCAAAAC
TTGCAGTCAA
GTCGGTCAAG
AACCGATGAC
ATGTGTTTAT
AGTTTCAGGC
TTTACGTCTG
GGACAAATAT
GTGTGCNTGC

TCCGCGGTTG
TGGCGAGCAG
CCGCGATGCT
TGTTAGACCA
AAGGAGCATG
CAAACACCCT
TGGAGCAGCC
ATTGAAAATT
ACATTGTCAA
AATTGTTGGG
ATTTTGGACG
TCAAGTGGAA
CGCTTTCAGG
ATATTTACAC
TGCCCTGTGT
TGGGG

Figura 20. Secuencia obtenida con el cebador PV5

ATNCGGCGAT
GTGCGGGGCA
GTTGTGGGCT
GCAAACCATT
GCGTTACCAT
GAAGTACGTC
TAAGGCTTTG
TGCCAGCTAT
GCAGGCGTGG
TGCGATTAAA
CGTGGGGCAA
GCAGATTTGT
ACATAAAAAA
AGCAGCAGTT
AAGAGCCCGC

Posteriormente se realiz6 una comparacion entre la secuencia obtenida y la secuencia

esperada, encontrandose una delecion de dos bases en la secuencia obtenida, las cuales se

marcan en color rosa (Fig. 21). Ademas, se observa una adicion y el cambio de una base. Estos

dos cambios se marcan en color amarillo y se encuentran fuera de la regién codificante (el

coddn de fin del gen se marca en verde). A continuacion se muestra la comparacién entre la

secuencia esperada y la secuencia obtenida (Fig. 21):
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31
21

g1

1z1

121

161
159

20l
193

2q1
229

251
£79

221
219

261
259

401
293

aq1
323

351
4743

521
519

561
559

EOL1
593

540
629

a0
E73

4
17

Figura 21.

CEEC AT CGECRAGEGET ECACGECGEETCGEGATO CTT & & ESPERADD
CEFC AT CGFCRAGEGET G CACGECOGEEFTCGEGAT CTT & & BESULTADO

FA2FAGGGETECLEEEFEFAGFATCT ACCGEALCGECGEGET ESFERADD
FAFAGCGGTECGEEEGEFAGEATCT ACCGEGACGEGCEET BESTLTADOD

FECACCECGFATGECT &TT T &6 CT G&ACAAT C ESPERADD
FECLACCEFECFATECT @TTGET & CT G F & CA&AT C BEFTLTADO

TEFTAGFATCCAG: g ATTTAGFACCAGCAASRAACLC EFFERADD
TEZEFT 2GEFATCCAG- - ATGETTAGFACCALGOCASRALC PBESTLTADOD

TCATCRAAAGCCAECT ETTOCCT T ATTGEAEAGGE A EIFFERADD
TCATCAAAGFGCCACTGETTCCT T ATTOGEAAG A F BESULTADOD

TACCATTACCACGEACTTTTTAT22234ACTT &T EIFERADD
TACCATTACCACGEACTTTTTAT 222324A4CTT&T BEITLTADO

CACCCTEARAAGTACGECGTCCOTTT T GCGTTTGATAT & & > ESPERADD
CaAaCCCTGEFAAGTACGEGTCECTTTGETTTGATAT & & BESULTADOD

A2A2TCTTTGEGEAGCACCT 2266 CTTTOGEGECGEAT - ESFFERADD
A2ATCTTTGEGEFAGC AGCCT 226G CTTTOGEGELCGELAT - BESULTADO

FECLEFEFCRAECECAEALAMLZRBMCATTGEAARATTTGECC A EFFERADD
FFrCFEFCAGFCEFCALARBMACATTOGARAZAATTTGECCLC A BESULTADD

CCTCGETCARAAZAATTGECAGTCRA2AACATT - ESFERADD
CCTECGETOCARSZAEAAAAATTGEOAGFGTCR2AACATT - BESTLTADO

FCETEGECAGGCRAGFCOFEOATTAT CCGEGATTOGETOCGEET ESPERADD
FCETGECAGCGCRAFECOEFCATTAT CCGEGATTGEGTOC EET BESTLTADOD

ETTGEFGEGGEGT C-ATT &2248G6226TATTOGGEGELCGESAT > EIFFERADD
ETTGEFGEGET C-ATTA228GF26T-ATTOGGEGELCGEAT - BEITLTADO

FAT FACATTTTGEGFACFCGET #7024 0GFGFCTT & ESFERADD
AT EFFACATTTTGEGEACECOGET GEGEFGEC0RA0G6FGECTT & BESTLTADO

TTGCA2GGAT T GETTTATTOCR22A2GTGEGGERZALGCAGAT EIPERADD
TTGCAGAT T TTTATTOCAAGT GFGEF&AGLCATDGAT RBESULTADOD

TCAaGCG6FGETTOGEAEAT aa &a&TTTCAGGECCGECTTT ESFERADD
TCAAGCGEETT E&EAT 224 AGTTTOCAGGEGCCGEZCTT T BEZTLTADO

A4 A ARKRACEFCACCAT 28GFGET G- T TTTTT &C - EZPERADD
A& A ABAACGECACCAT 2A466G6TGEFg T TTTTT & C & BESULTADD

TT ACACAGECAGFECAGCGTTTOGEGECT TT GGECCA&SAA A EFFPERADD
TTACACAGFCAGCAGCGTTTOGEECT TT GGELCCASRAA BESTLTADOD

242 AT ATTGECCCT T T A&AAGFAGFCCCGECCGETT &C EFFERADD
A& 4T ATTCCCT T T &4GFAaGFCCCGFCCGETTGEC BESULTADOD

ESFERADD
BEZUTLT&DO

Comparacion entre la secuencia esperada y la secuencia obtenida
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6.8) CORRECCION DE LA DELECION DE DOS BASES EN EL PUNTO DE FUSION
DE LOS FRAGMENTOS CORRESPONDIENTES AL PROMOTOR Peme Y AL GEN
vhb MEDIANTE MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Una vez que se llevé a cabo la secuenciacion de la fusion del promotor Perme con el gen
vhb, se encontré una delecion de dos bases en el punto de la fusion que podria afectar a la
expresion del gen, por lo que fue necesario insertar las bases faltantes. Esto se realizo
mediante Mutagénesis Dirigida.

Se inicié probando este protocolo sobre el plasmido pUAMPG2, pero la hibribacién
inespecifica de los cebadores provoco un barrido de bandas polimerizadas, como se observa en

la Fig. 22, que imposibilito la obtencion de resultados.

1 2 3 4

Figura 22. PCR para la Mutagénesis Dirigida con el
plasmido pUAMPG2; usando 4 ng de plasmido (carril
1), con 2ng (carril 2), con 1.3 ng (carril 3) y marcador
de tamafio AHindlll (carril 4).

Para reducir estos altos niveles de inespecificidad se utilizé el plasmido pBKSVH
construido previamente para el andlisis de la secuencia de nucleétidos. El uso de este plasmido
para Mutagénesis Dirigida presentd hibridacion especifica al usar temperatura de hibridacién
de 62°C, concentracidn del plasmido de 1 ng y de 1.5 ng y suplementando el amortiguador de
reaccion con 1 mM de MgSOq, (Fig. 23).
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Figura 23. PCR para la Mutagénesis Dirigida con el plasmido pBKSVH. Carril 1 pBKSVH en sus
diferentes conformaciones (circular abierta, circular cerrada y lineal); carril 2 control de concentracion
de plasmido para la concentracion de 1.5 ng; carril 3 PCR con Mutagénesis Dirigida con 1.5 ng; carril
4 con 1 ng de plasmido, que muestran la polimerizacion del pBKSVH y carril 5 marcador de tamafio

MHindlll.

Una vez obtenido el plasmido mutado a partir de los primeros experimentos de
mutagénesis descritos en la metodologia, se realiz6 la secuenciacion del fragmento que
contiene la mutacion, para verificar el resultado de la Mutagénesis Dirigida. La secuenciacion
revel6 que la delecion fue corregida satisfactoriamente por la insercion de las dos bases, pero
se presentd un nuevo problema: el cebador usado para corregir la delecion se repitié en

tandem, como se observa en la (Fig. 24).

Figura 24. Secuenciacion de la fusion Peqme - vhb en donde se observa la repeticion del cebador en
tandem.
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Por lo anterior se realizaron pruebas con diferentes concentraciones de cebadores y de
MgCl,. En las primeras pruebas con temperatura de hibridacion a 62° C y distintas
concentraciones de Mg*™" y cebadores, los dos mejores resultados se obtuvieron: 1) al usar 1
uL de cebadores y no suplementar con Mg*", y 2) al usar 3 pL de cebadores y suplementar
con 1 pL de Mg™™"; aunque aun se presentaba polimerizacion inespecifica.

Para mejorar la especificidad de la polimerizacion se incrementd gradualmente la temperatura
de hibridacion de los cebadores hasta 67°C. Se observd polimerizacion satisfactoria desde
65°C con las muestras en las que se usaron 3 uL de cebadores y 1 uL de Mg*™ (Fig. 25). Para
asegurarnos la eliminacion completa del ADN parental, la digestion con la enzima Dpnl se
realiz6 dos veces consecutivas. De esta manera se disminuye la posibilidad de tener
transformantes con el plasmido parental (delecionado), imposible de distinguir del generado

por mutagenesis dirigida mas que por analisis de la secuencia de nucleotidos.

Eyh 1 2 3 4 5 EKpb Exp 1 234675 Kb 4 3 4 & 5 Eph

e ————

4341

2.340—

B C

Figura 25. Plasmido pBKSVH amplificado por PCR para Mutagénesis Dirigida. (A) Hibridacion a
65°C, (B) Hibridacién a 66°C, (C) Hibridacion a 67°C. (1) Apstl, (2) pBKSVH, (3), (4), (6) y (7)
productos de PCR, (5) A/HindllII.

Se realiz6 la secuenciacién de 4 fragmentos mutados: uno con temperatura de
hibridacién de 65°C, otro con 66°C y dos mas con 67°C. Los resultados obtenidos son
satisfactorios, ya que en esta ocasion se insertaron las bases delecionadas y no se presentd la
repeticion en tandem del cebador como se muestra en la (Fig. 26).
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IA AJMAJ_*\ ;EH"I.AL,;

Figura 26. Secuenciacion del fragmento mutado con temperatura de hibridacion de 65 °C. Antes de la
Mutagénesis Dirigida (A) y después de mutar (B). Notese las bases adicionadas, no presentes en el
plasmido original, sefialadas con un recuadro.

6.9) INSERCION DEL GEN DE RESISTENCIA A ERITROMICINA COMO
MARCADOR DE SELECCION ALTERNATIVO.

Una vez construido el pUAMPGL corregido se encontrd un problema adicional al
comprobarse que las cepas M18 y MSB de A. mediterranei presenta resistencia a kanamicina,
incluso hasta una concentracion de 1,000 ug/mL. Esto concuerda con lo reportado por Lal et
al. (1997) en relacion a la aparicion de mutantes espontaneas resistentes a km con una
frecuencia de hasta el 80%. El marcador de seleccion presente en el plasmido resultaba
inadecuado, por lo tanto, para la seleccion de transformantes de A. mediterranei. Como
alternativa, se procedio a la clonacion en el vector de un segundo marcador de seleccion: el
gen de resistencia a eritromicina, obtenido a partir del plasmido plJ4026. Este gen se obtuvo
mediante digestion con Kpnl (que flanquea el inicio y el término del gen), y separacion de la
misma en gel de agarosa, extrayéndose el fragmento liberado de 1,641 pb con QuiaexIl. Por
otro lado, se digirio el plasmido pUAMPGL1 con Kpnl (corte Unico) y se realizo la ligacion de
ambos fragmentos. Se transformd E. coli con la mezcla y se analizaron los transformantes
linearizando los plasmidos resultantes con EcoRIl. Como resultado se obtuvo solo una
transformante con el plasmido del tamafio correspondiente a la unién del pUAMPGL1 (6.5 kpb)
con el gen de la eritromicina (1.641 kpb), esto es un tamarfio final de 8.137 kpb (Fig. 27). A

esta nueva construccion se le llamé pUAMPG2 (Fig. 28).
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Figura 27.Minipreps de la clonacion del gen de resistencia a eritromicina en pUAMPGL. En el carril
marcado con asterisco se observa el plasmido con un tamafio de 8.137 kpb correspondiente a la
inserciéon del gen de resistencia a eritromicina en el plasmido pUAMPGL1. A este nuevo plasmido
construido se le Ilamé pUAMPG2.

6.10) REINSERCION DEL GEN DE RESISTENCIA A ERITROMICINA PARA
CONSERVAR LA REGION MINIMA REQUERIDA PARA LA REPLICACION.

Referencias recientes (Ding et al., 2003) mencionan una regién minima requerida para
la replicacion de Amycolatopsis mediterranei que se interrumpe con la insercién del gen de
resistencia a eritromicina en el sitio Kpnl. Esta puede ser una causa muy importante por la
cual el plasmido construido no se replicara en Amycolatopsis mediterranei y en consecuencia
no se lograran obtener transformantes, por lo que se construyé un nuevo plasmido que
conserva esta region, el pUAMSAGL, insertando el gen de resistencia a eritromicina en el sitio
de corte Xbal-EcoRlI (Fig. 28).
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PCR 1 PCR 2
BorrH Hndll
-2  Wsk-d
Tl
v emmnE
800 ply 194 pb

I

plJ4026 plJ4026

Digestién Digestién |

EpnI EcoRI/Xbal

g Digestidn | Digestién |

¥ KpnI EcoRI/Xbal v
e ST SN offTi

1.6 Kb . 1.6 Kb

Figura 28. Mapa de la construccion del plasmido pUAMPG2 y pUAMSAGIL. En el plasmido
pULVK?2 digerido con BamHI y Hindlll, se inserta el fragmento de 809 pb que contiene el promotor
Perme Y €l gen vhb previamente obtenidos por PCR, generando asi el pUAMPGL. En este Gltimo, se
inserta en el sitio de corte Gnico Kpnl, el promotor y gen de resistencia a eritromicina obtenido por
digestion del plasmido plJ4026 con Kpnl, generando asi el plasmido pUAMPG2. Al insertar en el sitio
de corte EcoRI-Xbal, el promotor y gen de resistencia a eritromicina obtenido por digestion del
plasmido pl1J4026 con las mismas enzimas, se genera el plasmido pUAMSAGL.
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6.11) ANALISIS DE RESTRICCION DEL pUAMSAGL1

El pUAMSAGLI, que tiene un tamafio de 8,162 pb, al ser digerido con Hindlll (carril
6) genera 2 fragmentos, uno de aproximadamente 6,400 pb y otro de menos de 2,000 pb
(aproximadamente de 1700 pb). Al ser digerido con Hindlll y Xbal (carril 5) genera 4
fragmentos: uno de aproximadamente 4,000 pb, otro de aproximadamente 2,900 pb, un tercero
de aproximadamente 650 pb y un Gltimo fragmento de aproximadamente 550 pb. Cuando se
lineariza con EcoRV se comprueba el tamafio del plasmido, pues queda entre la segunda linea
de A/Hindlll, correspondiente a 9,416 pb y la tercera que corresponde a 6,557 pb (carriles 3y
4) (Fig. 29).

1 2 34 5 6 7 Eb
04
431

0.564

Figura 29. Andlisis de restriccion del pUAMSAGL. En los carriles 1y 2 se observa el pUAMSAG1
sin digerir; los carriles 3 y 4 corresponden a pUAMSAGL1 linearizado con EcoRV; en el carril 5 se
observa el pUAMSAGL1 digerido con Hindlll y Xbal; el carril 6 corresponde a pUAMSAGL1 digerido
solo con HindlIll; y finalmente en el carril 7 el marcador de tamafio A/HindlIIl.
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6.12) TRANSFORMACION DE A. mediterranei

Se probaron varios métodos descritos en la literatura para la transformacion de A.

mediterranei:

1)

2)

3)

4)

Transformacion de protoplastos de A. mediterranei. En este caso no se obtuvieron
transformantes debido a la escasa obtencion de protoplastos y a la aparicion de

resistencia a km de la cepa de A. mediterranei empleada.

Transformacion con PEG y cationes alcalinos. En este caso tampoco se obtuvieron
transformantes con el plasmido pUAMPG2, debido muy probablemente a la insercion
del gen de resistencia a eritromicina en una region importante del origen de replicacion

de A.mediterranei.

Transformacion por electroporacion. En este caso se probaron una gran variedad de
condiciones: fuerza del campo eléctrico desde 1 KV/cm hasta 20 KV/cm, diferentes
concentraciones de plasmido, diferentes edades de cultivo, realizacion de un
pretratamiento del micelio con lisozima (100 ug/mL), adicién de glicina (inhibidor de
la biosintesis de la pared celular) y/o MgCl, al medio de cultivo para obtener un
cultivo disgregado, utilizacién de un resorte durante la incubacion con agitacion para
obtener un micelio fragmentado, sin obtener en ningln caso transformantes. La
utilizacion del plasmido pUAMSAGL, con el origen de replicacion para A.
mediterranei intacto, tampoco permiti6 obtener transformantes mediante

electroporacion.

Transformacidn por biobalistica con el plasmido pUAMSAGL. Se utilizaron como
microproyectiles particulas de tungsteno M5, que tienen un tamafio promedio de
aproximadamente 0.4 um, obteniéndose en esta ocasion transformantes de color rojizo,

una caracteristica de las hemoglobinas.
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6.13) DETERMINACION DE LA DOSIS DE ERITROMICINA PARA SELECCION
DE TRANSFORMANTES.

Finalmente se probaron dosis de antibidtico en el rango de 1 a 10 ug/mL, obteniéndose los

siguientes resultados (Tabla 2):

Conc. de eritromicina | 1 2 3 4 5 6 7181910
(ng/mL)

crecimiento N 5 == = Y [ SO AR, RN, (R (R [ [ -

Tabla 2. Resultados del crecimiento de A. mediterranei con dosis de eritromicina de 1 a 10 ng/mL.

Con una concentracion de 8 pg/mL ya no se observa crecimiento por lo que se determind que
para dar un margen de error suficiente se utilizaria una concentracion de eritromicina de 10

ug/mL para la seleccion de transformantes.

6.14) TRANSFORMACION POR BIOBALISTICA.

En un primer experimento, se utilizaron como microproyectiles, particulas de
Tungsteno M17 con un tamarfio promedio de 1.1 um, el cual resulto ser demasiado grande para
el bombardeo del micelio de A. mediterranei que tiene un didmetro aproximado de 1 um o
menos. Aun asi después de 11 dias se obtuvieron colonias de posibles transformantes que
crecieron a través de una cobertera de agar de 20 mL sin antibiotico, lo cual indicaba la
posible expresion del gen vhb (mayor captacion de oxigeno). Se aislaron 10 de éstas colonias
de las cuales s6lo 2 mostraron resistencia a eritromicina. Sin embargo, el crecimiento de estas
colonias fue muy lento (de hasta 10 dias), ademas de que mostraron un color diferente al de la
cepa original (crema en lugar de naranja). Lo anterior hace suponer que de alguna manera se
afectd al microorganismo causando un dafio debido tal vez al tamafio excesivo de los

microproyectiles empleados.
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Posteriormente se realizd nuevamente el experimento, utilizando en esta ocasion como
microproyectiles particulas de Tungsteno M5 con un tamafio promedio de 0.4 um. Después de
15 dias se obtuvieron colonias de posibles transformantes que crecieron a través de la
cobertera de agar, tanto de la suave con antibiotico, como de la cobertera de agar normal sin
antibiodtico. Las colonias obtenidas presentaron en ésta ocasion un color naranja mas intenso
que la cepa original. Se aislaron 10 colonias y todas mostraron resistencia a eritromicina. De
manera aleatoria se decidié analizar en primera instancia solo 2 de las 10 colonias, con el fin

de optimizar recursos. Se analizaron las colonias 4 y 10.

6.15) EXTRACCION DE ADN DE POSIBLES TRANSFORMANTES.

Siguiendo la técnica de extraccion de Moretti et al. (1985), en cuyo articulo se describe
el método utilizado para aislar el plasmido endégeno (pPMEA100) de la cepa LBG A3136 de
Nocardia mediterranei, se obtiene un ADN sumamente degradado (Fig. 27 inciso A), por lo
que se hicieron algunas modificaciones tomando como referencia el Manual de Laboratorio
de Sambrook y Russell, 2001. Los resultados obtenidos con estas modificaciones se muestran

en la Fig. 30, inciso B.

Figura 30. Extraccion de ADN de posibles transformantes de A. mediterranei. En los carriles 1y 2 del
gel (A) se muestra el ADN degradado que se extrae de acuerdo con la técnica utilizada por Moretti et
al. (1985) de las posibles transformantes Bll4 y BII10 respectivamente; la técnica de extraccion
modificada, carril 1 y 2 del gel (B) muestra mejores resultados. En el carril 3 de ambos geles se
observa el pUAMSAGL sin digerir y en el carril 4 de ambos geles se observa el marcador de tamafio
MHindlIllI.
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Una vez realizada la extraccion del ADN de las posibles transformantes Bll4 y BI110
se procedio a realizar una PCR utilizando el ADN extraido como ADN molde, con la finalidad

de comprobar la presencia del plasmido en estas dos posibles transformantes.

6.16) COMPROBACION DE TRANSFORMANTES POR PCR.

Utilizando los mismos oligonucleétidos previamente empleados en la clonacién tanto

del gen vhb como del promotor Perme y Una mezcla de reaccion como la siguiente:

25 mM MgCl, 3uL
10x tampon 5uL
10 mM nucleétidos 1ulL
20 mM primer 1 3uL
20 mM primer 2 3uL

5 U/uL Tag. Pol. 0.3 puL
ADN molde 5uL
H,O 29.7 uL
Volumen total= 50 uL

Con los cebadores GV3 y GV5 se amplifica el fragmento correspondiente al gen vhb de 612
pb, tanto del ADN extraido de las colonias 4 y 10 como del plasmido pUAMSAGL, utilizado
en este caso como control positivo. El fragmento total clonado (promotor + gen) de 809 pb se
amplifica con los cebadores PV5 y GV3, y con los cebadores PV5 y PV3 se amplifica el
fragmento correspondiente al promotor Perme de 197 pb (Fig. 31y 32).
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Figura 31. Comprobacion de transformantes por PCR. (A) PCR con ADN molde extraido de la
transformante BI110 (para la transformante Bll4 se obtiene una imagen similar) en donde se observa:
carril 1, fragmento de 809 pb correspondiente al inserto del prom Peme + gen vhb; carril 2, fragmento
de 198 pb correspondiente solo al promotor Pere ; carril 3, fragmento de 612 pb correspondiente al
gen vhb; carril 4, marcador de peso A/Hindlll. (B) fragmento amplificado de 612 pb correspondiente al
gen vhb con ADN molde de transformante BllI4 en carril 1, transformante BII10 en carril 2, y
pUAMSAGL en carril 3 (control positivo); carril 4, marcador de tamafio A/HindllIl.

Figura 32. Comprobacién de transformantes por PCR. El carril 6 muestra fragmento de 809 pb y de
197 pb amplificado con ADN molde de pUAMSAG1 (control positivo). En los carriles 4 y 5 se
observa el mismo fragmento de 809 pb amplificado con ADN molde de transformante BII10 y Bll4
respectivamente. En los carriles 1 y 2 se observa el fragmento de 612 pb correspondiente al gen vhb,
amplificado con ADN molde de transformantes BI110 y Bll4 respectivamente. El carril 7 corresponde

al marcador de tamafio A/HindlIlII.

Los resultados de PCR obtenidos confirman la presencia del gen vhb, del promotor Perme Y del
fragmento promotor + gen (y por extension del plasmido pUAMSAGL1) en el ADN extraido de

las colonias transformantes Bl14 y BI110.
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6.17) FERMENTACION (PRODUCCION DE RIFAMICINA)

Una vez comprobada la presencia del plasmido pUAMSAGLI en las transformantes se
procedid a realizar la fermentacion, en condiciones de baja aireacion, para probar la expresién
del gen vhb (mayor captacion de oxigeno). Primero se realizo la fermentacion en las siguientes
condiciones: matraz de 250 mL con 100 mL de medio, con un 20% de indculo, cultivado a
26°C y 100 rpm. Bajo éstas condiciones de baja aireacion exagerada, las mediciones
espectrofotométricas arrojaron valores negativos, ademas de que el caldo de fermentacién
present6 un color vino rojizo (en lugar de amarillo-naranja), lo que indica que en este caso no

se produjo rifamicina (Fig. 33).

Figura 33. Comparacion del color del caldo de fermentacion. A la izquierda se observa el caldo de
fermentacion que presenta un color vino rojizo, lo cual indica la no produccidn de rifamicina B debido
a las condiciones de baja aireacion; mientras que en el matraz de la derecha se observa el color
amarillo- naranja tipico que corresponde a la produccién de rifamicina B.

Figura 34. Comparacion del color de la fermentacion. A la izquierda se observa la fermentacion de la
cepa control MSB. El matraz de la derecha corresponde a la fermentacién de la cepa transformada
Bll4.
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A continuacion se realizé nuevamente la fermentacion en las siguientes condiciones:
matraz de 250 mL con 70 mL de medio de produccion, con un 30% de inoculo, cultivado a
26°C y a 200 rpm (Krishna et al., 1998). Con estas condiciones se inocularon 4 matraces con
Barbital y 4 matraces sin Barbital por cada cepa a probar, durante un periodo de 8 dias (tiempo
reportado como de méxima produccién de rifamicina). Bajo éstas condiciones de produccion
el caldo de fermentacion presento el esperado color amarillo-naranja tipico de la rifamicina B.
Ademas, la fermentacion correspondiente a las cepas transformantes se observa en un tono

naranja méas obscuro que el correspondiente a la cepa control MSB (Fig. 34).

6.18) CUANTIFICACION DE RIFAMICINA.

Las absorbancias obtenidas de la curva patron fueron las siguientes (Tabla 3):

Concentracion | Absorbancia
(ng/mL) (nm)
15 0.164
20 0.198
25 0.222
30 0.274
35 0.336
40 0.404
45 0.450
50 0.486
55 0.526
60 0.562

Tabla 3.Absorbancias obtenidas a 425 nm de soluciones de rifamicina B de concentracion conocida
para la elaboracion de la curva patron.
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Los valores obtenidos anteriormente se graficaron para obtener la curva patron (Fig.

35), y la ecuacién de la recta.

0.7

0.6

0.4 -

0.3

absorbancia (nm)

0.2 1

0.1 -

0 10 20 30 40 50 60 70

concentracion de rifamicina (mcg/mL)

Figura 35. Gréfica de la curva patron.

La ecuacion de la curva obtenida es: y=0.0095x + 0.0044

Con una R* de 0.9939
Despejando x

Absorbancia—0.0044
0.0095

x = Concentracion— de — RifamicinaB(ug/mL) =

Durante la fermentacion se tomaron 2 muestras para la cuantificacion de rifamicina B;
una a los 5 dias (tiempo 1) y otra al final, esto es a los 8 dias de fermentacion (tiempo 2). La
concentracion de rifamicina B correspondiente a cada absorbancia se obtiene utilizando la
ecuacion anterior.

A continuacién se muestran los valores promedio de absorbancia y la concentracion de
rifamicina B obtenidos (Tabla 4, Figuras 36, 37 y 38):
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Muestra Absorbancia| Conc.Rif | Absorbancia| Conc.Rif
T1(5dias) | (ug/ml) | T2(8dias) [ (ug/ml)

MSB 0.594 62.0631 0.796 83.3262

con/barb
MSB

sin/barb 0.5385 56.221 0.6375 66.6421
Bll4

con/barb 0.2735 28.3263 0.791 82.7999
Bll4

sin/barb 0.118 11.9578 0.6195 64.7473
BII10

con/barb 0.542 56.5894 0.906 94,9052
BII10

sin/barb 0.512 53.4315 0.824 86.2736

Tabla 4. Valores promedio de las absorbancias obtenidas a 425 nm y concentracién de rifamicina B
(ng/mL), calculada a partir de la ecuacion de la curva) del caldo de fermentacion al T1y T2.

Conc.de Rif. (mcg/mL)

110
100

90

80 -
70
60 -
50 -
40 -
30
20 -
10 1

Tratamientos con barbital

oTl
mT2

MSB

Bll4

CEPA

BII10

Figura 36. Concentracion de rifamicina B en los tratamientos con barbital, cuantificada al tiempo 1 (5
dias) y tiempo 2 (8 dias) de fermentacion.
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Tratamientos sin barbital

100
90
80
70
60 -
50
40
30
20
10

oT1
oT2

Conc.de rif.B (mcg/mL)

MSB Bll4 BII10
CEPA

Figura 37. Concentracion de rifamicina B en los tratamientos sin barbital, cuantificada al tiempo 1 (5
dias) y tiempo 2 (8 dias) de fermentacion.

Produccién de rif.B (Tiempo 2)

110
100
90 -
80 -
70 -
60 o con barbital

H

50 m sin barbital
40 -

30 -
20
10

Conc.de rif.B (mcg/mL)

MSB control Bll4 BII10
CEPA

Figura 38. Concentracion de rifamicina B en los tratamientos con y sin barbital, cuantificada al tiempo
2 (8 dias) de fermentacion.
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6.19) DETERMINACION DE BIOMASA (peso seco).

La cuantificacion de biomasa se realiz6 en el T2, secando en estufa durante 48 hrs. Los

resultados obtenidos se muestran a continuacién (Tabla 5):

Tabla 5. Valores promedio de biomasa (peso seco) determinada al T2.

Muestra | ¢/60 mL %(r%/Ll)OO
co'\rql/?)irb 0.3679 0.6133
sirl:;IbSaBrb 03578 | 05964
coE/ItIJAélrb 0.3423 0.5705
sinB/Ikigrb 0.3592 0.5987
coE;llllt}grb 0.3668 0.6113
siE}Lla?rb 0.3471 0.5784

0.7

0.6

05

/100 mL

0.2

01

%de Biomasa

HH
HH

H-

HH

HH

04 A

0.3 A

MSB con/barb MSB sin/barb Bll4 con/barb  Bll4 sin/barb BII10 con/barb BII10 sin/barb

Tratamiento

Figura 39. Valores promedio de biomasa (peso seco) en los diferentes tratamientos.
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6.20) ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos tanto en la cuantificacién de rifamicina B, como en la
determinacion de biomasa por peso seco, se analizaron utilizando el programa SPSS version
12. Se les aplicd una prueba T de comparacion de medias por pares, con un 95% de confianza.
A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la comparacion de la produccion de

rifamicina B (Tabla 6) y la comparacion de la biomasa obtenida (Tabla 7):

Paired Samples Test

Paired Difference:
95% Confidence
Interval of the
Std. Error Difference
Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair1  mshcbar - msbsbar 16.684500 546751 273375 |15.814498 (17.554502 61.031 3 .000
Pair 2 msbhcbar - trans4cbar .526500 972835 486418 |-1.021498 | 2.074498 1.082 3 .358
Pair 3  msbcbar - trans10cbar -11.5785 729193 364597 | -12.7388 | -10.4182 -31.757 3 .000
Pair 4  msbcbar - trans4sbar  |18.579000 1.033457 516728 |16.934539 (20.223461 35.955 3 .000
Pair5 mshcbar - trans10sbar |-2.947000 3.160415 | 1.580208 |-7.975926 | 2.081926 -1.865 3 .159
Pair 6 msbsbar - trans4cbar -16.1580 426084 .213042 | -16.8360 | -15.4800 -75.844 3 .000
Pair 7 msbsbar - trans10sbar -19.6315 2.613665 | 1.306832 -23.7904 -15.4726 -15.022 3 .001
Pair 8 msbsbar - trans4cbar -16.1580 426084 .213042 | -16.8360 | -15.4800 -75.844 3 .000
Pair9 msbsbar - trans10cbar -28.2630 .182443 .091221 -28.5533 -27.9727 -309.829 3 .000

Tabla 6. Andlisis estadistico de la comparacion de la produccién de rifamicina B al T2. Valores en la
Gltima columna menores de 0.05 indican diferencia significativa en la pareja evaluada (parejas
1,3,4,6,7,8 y 9 presentan diferencia significativa).

Como se puede observar, existe diferencia estadisticamente significativa en casi todas
las parejas, excepto en la pareja 2 que corresponde a la cepa control MSB con barbital vs la
transformante BII4 con barbital; y en la pareja 5 que corresponde a la cepa control MSB con
barbital vs la transformante BI110 sin barbital. En este dltimo caso, la comparacion de un
tratamiento con barbital con otro sin barbital no tiene sentido, pues es claro que la adicion de
barbital al medio de cultivo incrementa la produccién de rifamicina B. Por lo tanto, solo las
parejas 2 (MSB con barbital vs transformante Bll4 con barbital), 3 (MSB con barbital vs
transformante B1110 con barbital) y 7 (MSB sin barbital vs transformante BI1110 sin barbital)
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resultan de interés en nuestro analisis. En ellas se observa diferencia estadisticamente
significativa cuando se compara el control MSB con la transformante BII10, tanto en el

tratamiento con barbital como en el tratamiento sin barbital.

Este incremento estadisticamente significativo de la produccion de rifamicina B por la
transformante BI110 comparada con la cepa control, no se debe a una mayor produccion de
biomasa, pues solo hay diferencia estadisticamente significativa en relacion a la biomasa
producida, en la pareja 2 de la Tabla 7, que corresponde a cepa control MSB con barbital vs la
transformante BI14 con barbital. En este caso la diferencia en la biomasa puede ser la causa de
que la produccion de rifamicina B no sea estadisticamente significativa (ver pareja 2 en Tabla
6 y Tabla 7). Sin embargo no se puede descartar que en este caso se trate de un error

experimental.

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence
Interval of the
Std. Error Difference

Mean Std. Deviation Mean Lower Upper t df Sig. (2-tailed)
Pair msbiomacbar -
1 msbiomasbar .0168000 .0140873 | .0070437 | -.0056161 | .0392161 2.385 3 .097
Pair msbiomacbar -
2 trans4cbar .0428000 .0170896 .0085448 .0156067 .0699933 5.009 3 .015
Pair msbiomacbar -
3 trans10char .0019000 .0031177 | .0015588 | -.0030609 | .0068609 1.219 3 .310
Pair msbiomasbar -
4 transdsbar -.0022000 .0491902 | .0245951 | -.0804727 | .0760727 -.089 3 934
Pair msbiomasbar -
5 trans10sbar .0180500 .0431281 | .0215640 | -.0505764 | .0866764 .837 3 464
Pair msbiomacbar -
6 trans4sbar .0146000 .0351029 .0175514 | -.0412565 .0704565 .832 3 467
Pair msbiomacbar -
7 trans10sbar .0348500 .0290407 | .0145204 | -.0113603 | .0810603 2.400 3 .096
Pair msbiomasbar -
) trans4cbar .0260000 .0311769 | .0155885 | -.0236094 | .0756094 1.668 3 194
Pair msbiomasbar -
9 trans10cbar -.0149000 .0172050 .0086025 | -.0422771 .0124771 -1.732 3 182

Tabla 7. Analisis estadistico de la comparacion de la biomasa obtenida al T2. Valores en la ultima
columna menores de 0.05 indican diferencia significativa (solamente la pareja 2 presenta diferencia
significativa).

83

Priscila G. R.



Discusion

VII. DISCUSION.

Tanto el promotor Perme como el gen vhb se amplificaron por PCR utilizando ADN total de S.
erythraea y de V. stercoraria, respectivamente. Los dos pares de cebadores para esta reaccién
de PCR se disefiaron de tal manera que contienen en sus extremos 5’ las secuencias
correspondientes a las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI, secuencias que se utilizaron
para lograr la posterior integracion de ambos fragmentos en el vector de clonacion (plasmido
pULVK2, previamente cortado también en Hindlll y BamHI). Finalmente, los extremos 3’
romos permitieron la uniéon de ambos fragmentos entre si. La insercion de este fragmento de
809 pb en el plasmido pULVK?2 de 5,700 pb genero el plasmido pUAMPG1 de 6,509 pb.
Posteriormente se extrajo el fragmento con la fusion Perme — vhb, mediante digestion doble con
Hindlll y BamHI para clonarlo en pBKS+ y llevar a cabo su secuenciacion. El analisis de la
secuencia mostré6 una delecion de dos bases en el punto de fusion de los fragmentos
correspondientes al promotor Perme Y al gen vhb que podria afectar la expresion del gen, por lo
que fue necesario insertar las bases faltantes. Esto se realiz6 mediante un protocolo de
Mutagénesis Dirigida. La secuencia mostro ademas otros dos cambios respecto de lo esperado
(una adicién y el cambio de una base); ambos se encuentran fuera de la region codificante del
gen, por lo que carecen de efecto y no fue necesario corregirlos.

Por otro lado, y desafortunadamente, la cepa de A. mediterranei utilizada produce
mutantes espontaneos resistentes a kanamicina, que es el marcador de seleccién presente en el
plasmido pULVK?2 y también en el plasmido pUAMPGL, por lo que fue necesario insertar un
nuevo marcador de seleccion. Khanna et al. (1998), mencionan que cuando se probaron como
marcadores de seleccion los genes de resistencia a tiostreptona (tsr) y kanamicina (km), se
producen espontaneamente mutantes resistentes. Tuteja et al. (2000) mencionan ademas que
los genes de resistencia a tiostreptona, higromicina, viomicina y gentamicina de los vectores
de clonacion de Streptomyces no se expresan efectivamente en diferentes especies de
Amycolatopsis, lo cual los hace no aptos para su uso. En contraste, los genes ermE
(eritromicina) y am (apramicina) muestran una adecuada expresion en diferentes cepas de A.
mediterranei y no se observan mutantes espontaneas resistentes (Lal et al., 1997; Tuteja et al.,

2000). Por este motivo se clono el promotor y gen de resistencia a eritromicina, obtenido
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mediante digestion con Kpnl del plasmido p1J4026, en el plasmido pUAMPG1, generando asi
el plasmido pUAMPG2. Sin embargo, referencias recientes (Ding et al., 2003) mencionan una
regién minima requerida para la replicacién de Amycolatopsis mediterranei que se interrumpe
con la insercion del gen de resistencia a eritromicina en el sitio Kpnl del plasmido pUAMPGL.
Esta puede ser una causa muy importante por la que el plasmido construido no se replique en
Amycolatopsis mediterranei y en consecuencia no se logren obtener transformantes; por ello
se construyd un nuevo plasmido que conserva esta region: el pPUAMSAGL, insertando el gen
de resistencia a eritromicina en una region que no presente este problema.

Se probaron diferentes metodologias para transformar A. mediterranei con los
plasmidos pUAMPG1, pUAMPG2 y pUAMSAGLI. Inicialmente se probd la transformacion de
protoplastos de A. mediterranei (Schupp y Divers, 1986; Matsushima et al., 1987; Mejia,
1998) con el pUAMPGL. No se obtuvieron transformantes debido a la escasa obtencién de
protoplastos y a la aparicion de resistencia a km de la cepa de A. mediterranei empleada. Una
vez construido el pUAMPG2, se probaron las técnicas de transformacion de protoplastos, la
transformacion con PEG vy cationes alcalinos (Madon y Hutter, 1991) y la transformacion por
electroporacion (Priefert et al., 2002; Ding et al., 2003), esta Gltima con una gran variedad de
condiciones: fuerza del campo eléctrico desde 1 V/cm hasta 20 KV/cm, diferentes
concentraciones de plasmido, diferentes edades de cultivo, realizando un pretratamiento del
micelio con lisozima (Pigac y Schrempf, 1995; Lal et al., 1997) (100 pug/mL), adicionando
glicina (inhibidor de la biosintesis de la pared celular) y/o MgCl, al medio de cultivo para
obtener un micelio disgregado, utilizando un resorte durante la incubacion con agitacién para
obtener un micelio fragmentado, sin obtener en ningun caso transformantes. La utilizacion del
plasmido pUAMSAG, con el origen de replicacion para A. mediterranei intacto, tampoco
permitio obtener transformantes mediante electroporacion.

Posteriormente se probd el método de transformacion por biobalistica (Shark et al.,
1991; Smith et al., 1992) en el que se utilizaron como microproyectiles particulas de tungsteno
M17, con un tamafio promedio de 1.1 um (demasiado grande, puesto que el didmetro de los
filamentos del micelio de A. mediterranei es de 1 um 0 menos). Asi se obtuvieron
transformantes, utilizando como seleccién tanto la resistencia a eritromicina, como la mayor

capacidad de captacion de oxigeno las transformantes, pues pudieron emerger de una
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cobertera de agar cuando el control no fue capaz. Sin embargo, estas primeras transformantes
presentan caracteristicas que nos llevan a pensar que posiblemente sufrieron algin dafio, pues
mostraron un crecimiento extremadamente lento y un color crema claro muy diferente del
color naranja caracteristico de la cepa empleada.

Finalmente se repitio éste método de transformacion por biobalistica utilizando como
microproyectiles particulas de tungsteno M5, que tienen un tamafio promedio de
aproximadamente 0.4 um (mas apropiado para el diametro de los filamentos de micelio de A.
mediterranei), obteniéndose en esta ocasidn transformantes de color rojizo.

En general, en afios recientes, se ha realizado un gran esfuerzo por mejorar la
tecnologia de la transformacion, lo cual ha generado una gran cantidad de informacion y muy
diversas metodologias. Algunos métodos son muy sencillos pero no tienen una aplicacion
amplia. Otros métodos son mas ampliamente utilizados pero representan técnicas muy
complejas y dificiles de seguir. Muchas bacterias Gram negativas como E. coli, son facilmente
transformadas cuando son sometidas a un pretratamiento con iones de metales divalentes antes
de llevar a cabo la adicion de ADN plasmidico. Contrariamente, muchas bacterias Gram
positivas (como A. mediterranei) son notoriamente dificiles de transformar. Se sabe que la
transformacion natural de bacterias gram positivas sélo se presenta en Bacillus subtilis y
algunas especies de Streptococcus. Con un esfuerzo considerable y las técnicas de
transformacion de protoplastos, conjugacion y electroporacion, entre otras, ha sido posible la
manipulacion genética de varios géneros de bacterias Gram positivas, incluyendo Bacillus,
Lactobacillus, Listeria, Staphylococcus, Streptococcus, Streptomyces y bacterias corineformes
(Trieu-Cuot et al., 1987; Luchansky et al., 1988; Mallonee y Speckman, 1989; Schafer et al.,
1990). Sin embargo, algunas especies recalcitrantes permanecen intransformables después de
innumerables pruebas exhaustivas. Ademas, muchos protocolos deben ser cuidadosamente
ajustados para cada cepa en particular con la finalidad de obtener resultados satisfactorios.
Bajo ésta Optica es indiscutible la conveniencia de contar con un método de transformacion de
células rapido y efectivo. En este sentido, el uso de la tecnologia de biobalistica (inicialmente
utilizada como un método para la transferencia genética a células eucaridticas), como un
método expedito con el que se obtiene una alta eficiencia en la transformacion, resulta

sumamente valioso (Shark et al., 1991). En este trabajo sélo se obtuvieron transformantes de
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Amycolatopsis mediterranei cuando se utilizo la técnica de transformacion por biobalistica, lo
cual, aunado a la relativa facilidad y rapidez con que se puede llevar a cabo ésta técnica,
sugiere un uso potencialmente alto en la transformacion de éste y otros organismos
procariéticos dificiles de transformar.

Las transformantes de Amycolatopsis mediterranei obtenidas mediante la técnica de
transformacion por biobalistica se seleccionaron tanto por su resistencia a eritromicina como
por su mayor captacion de oxigeno. Dos de las transformantes se evaluaron en condiciones de
baja aireacion. Inicialmente estas condiciones fueron: matraz de 250 mL con 100 mL de
medio, con un 20% de indculo, cultivado a 25°C y 100 rpm. Bajo éstas condiciones
exageradas de baja aireacion, las mediciones espectrofotométricas arrojaron valores negativos,
ademas de que el caldo de fermentacion presentd un color vino rojizo (en lugar de naranja), lo
que indica que en este caso no se produjo rifamicina B.

A continuacién se realiz6 nuevamente la fermentacion en las siguientes condiciones:
matraz de 250 mL con 70 mL de medio de produccion, con un 30% de inoculo, cultivado a
25°C y a 200 rpm (Krishna et al., 1998). Bajo éstas condiciones, con la transformante BI110
se observé un incremento estadisticamente significativo en la produccion de rifamicina B con
respecto a la cepa control de 13.9% en la fermentacion con barbital y de 29.5% en la
fermentacion sin barbital (parejas 3y 7 de la Tabla 6), mientras que la transformante Bll4 no
presenta una variacion significativa en la produccion de rifamicina B en ninguno de los 2
tratamientos, con un 95 % de confianza. Ademas, al comparar la transformante BI110 con la
cepa control, se observa una diferencia mayor en cuanto a la produccion de rifamicina B en los
tratamientos sin barbital que con barbital, haciendo notorio el efecto de éste; sin barbital la
limitacién de oxigeno es mas critica y se nota una mayor diferencia por la expresion del gen
vhb. Se cree que el barbital inhibe el consumo de oxigeno en cadena respiratoria para que de
esta manera se permita la utilizacién del oxigeno en la biosintesis de rifamicina B, lo cual no
provoca un incremento en la biosintesis de rifamicina, sino que en realidad evita que esta
decaiga en condiciones de baja aireacion (Mejia, 1998)

El incremento en la produccion de rifamicina B observado en la transformante BI110
no se debe a una mayor produccion de biomasa puesto que ésta fue similar (no hay diferencia

significativa, con un 95 % de confianza) a la obtenida por el control.
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Discusion

La produccién preliminar de rifamicina B obtenida en este experimento, sin embargo,
probablemente no refleje la produccion potencial de esta nueva cepa portadora del gen vhb;
sera necesario optimizar las condiciones de cultivo para esta cepa en particular para conocer su
potencial. Ademaés, debido al comportamiento diferencial encontrado en las dos
transformantes evaluadas, es necesario evaluar las otras transformantes obtenidas en busca de

la mejor cepa productora.
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Conclusion

VIIl. CONCLUSION

Se establecio un sistema de transformacion y seleccion de transformantes no reportado
para Amycolatopsis mediterranei.

La transformacion de Amycolatopsis mediterranei con el gen vhb de Vitreoscilla
stercoraria que codifica para una hemoglobina bacteriana incrementé la produccion de
rifamicina B de la transformante BII10 en un 13.9% en los tratamientos con barbital y en un
Amycolatopsis mediterranei 29.5% en los tratamientos sin barbital, bajo condiciones

limitantes de oxigeno.
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Perpectivas

IX. PERSPECTIVAS

1.- Evaluar la produccidn de rifamicina B de la transformante BI110 a nivel industrial.

2.- Identificacion del transcrito y de la proteina codificada por el gen vhb.

3.- Comprobar la estabilidad del plasmido sin presion selectiva

4.- Cuantificacion de la capacidad de captacidn de oxigeno de las cepas transformantes.

5.- Evaluacion de las otras transformantes obtenidas

6.- Realizacion de cinética que relacione la biomasa y el oxigeno disuelto con la produccién

del antibidtico.
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