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RESUMEN 

La fusión de protoplastos inducida por polietilenglicol (PEGl. I!S un mClodo diciente para producir 
cepas recombinantes en cruzas intraespecie dentro del grnpo de Actinomicetos. particularmente en 
especies del género $tupll1ItfJ!!:D.. Adema'i de la ventaja de alta frecuencia de recombinación. la fusión 
de protoplastos vence la necesidad de transferencia de cromosomas mediada por un factor sexual y 
problemas potenciales asociados con el tipo de apareamiento ó factores de incompalihilidad que rueden 
límitar el uso de procedimientos de acoplamiento. La fusión de protoplastos lambi':" provee una vía util 
potencialmente para combinar características de cepas divergentes o c"pccies diferentes para mejorar el 
rendimiento de productos comerciales. desarrollo de \-ias biosinteticas híbridas j producción de 
estructuras químicas ouevas (Mirdamadi-Tchraoi el al.. 1992). 

La Eritromicioa fue descubierta en 1952 por McGuire et al .. y la compañia Eli l.illy. fue nhtenida del 
cultivo de Sacchul'l1JlºÚ'>J!0M eIJ!lfmwl. (aotes ~ W1hm1I) (Sen0 &. HUlchinson. 1986; 
Higashíde, 1984). 

El interés a nivel mundial en la investigación sobre la manipulación gem:tica, clonación de los genes 
responsables d. la bioslotesis de los aotibóticos, la geoeración de antibióticos hibridos y la regulación de 
la producción de los microorganismos sigue incrementándose. En este seiltido, en el C8S0 particular de 
eritromicina a la fec;:ha se han clonado casi todos los genes de la biosíntesis. sin embargo nad<l se ha 
reportado de su regulación ni tampoco se hn reportado la fusión dl. pnH,)pl,lstos intraespccificos e 
intergenéricos de _IJ«JJ. y otros microorganismos. Es por estas razones que los 
objetivos de este trabajo fueron: mejoramiento genético de SJiaharopollJwQra erythraea mediante la 
obtención de cepas híbridas a través de fusión de protoplastos ¡ntraespccíficos e íntergenéricos. 

Después de montar las condiciones necesarias para formar. fusionar y regenerar protoplastos de 
diferentes cepas de $treptom,yces. se obtuvieron 4 colonias híbridas de la fusión de protoplastos 
intraespecíficos de Saccharapo/)'spora er:ytl,raea B-IO? y .5accllU'ºPoÓ'V2ºra cO'tl1raea CA-340. en los 
que se seleccionó una doble resistencia a los antibiótcos. Estos híbridos producen er¡trornicina e a 
diferencia de una de las cepas parentales CA-340 que produce principalmente eritromicina A. También 
se obtuvieron 2 híbridos de la fusión de protoplastos intergenéricos de Sacchamp0b='5po,ª crythraea 
NRRL 2338 Y Streptomyces kanaml'{'WcUS . Los que producen cuando menos eritromicina A. 

Adicionando los antibióticos a diferentes tiempos. después de realizar la fusión de protoplastos, se 
logró aumentar el número de hibridos obtenidos. Se obtuvieron 11 colonias híbridas de la fusión de 
protoplastos intraespecie de SlICcharQpolyspºrªwnspora erytIrrqea 8-107 Y Saqharqpolvspora 
erythct«a CA-340 adicionando los marcadores a las 96 horas después de la fusión. con diferentes rangos 
de producción del antibiótico. sin alcanzar la producción de la cepa parental CA-340. 

Por otro lado también se obtuvieron 8 hibridos de la fusión de protoplaSlos de Saccharopou'Wooo 
cr.ythclWI NRRL 2338 Y SacchqropolYspora er.ythwa B-107. adicionando los marcadores a las O y 72 
horas después de la fusión. Con producción de antibiótico similar a 13 cepa parental B-I 07. 
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INTRODUCCION. 

\ la lecha ~e cvno("cn alrededor de 3.000 antLDLóticos. sin cmhar!-,,, ,\)11) un P·.'cjUl.:ño nllOlCf0 de estos 
~on manufacturado=" Lomercialmente. de ~stos 91 :'Im realifad\'_ r' '1" prULCSO'i h:rment..lti\ p", 

Actualmente Il1S antibióticos se clasifican principalmente cnn hase l'l! :,1I estnh.:tura q ¡mica i R,l'>I,.'. I Q7fJ i 

La Eritromicina fue descubierta en 19S~ por Mc(iLlirc el aL.;. la compañia EIt LIII). Y es producida 

por un CUltlvu de Sacc/wrnnoln/lQIJ1 eO'/hrufa (ante" Siren{!1fl{l'n'f eo·tlICeuYI Este mIcroorganismo 
fue encontrado en una muestra de tierra cerca de la ciudad de Ik1i!o. Fillipinas. 

La eritromicina también es producida por cepas de SlreplOm.vc~ f,ist!Q,planuf, A"hrobtlclec NRRL 
83381, Y MicrQmQnospora sp. 1225. ademas de la cepa de Spccharopolvmora W,t/,,ªca Abbott 
2NU 1 53 la cual produce eritromicina E (Seno & Hutchinson. 1986; Higashide. 1984 l. 

El término macrólido fue originalmcnte aplicado a un grupo ,k JI1:ibioticos hasicos ,,:c)J1 un ar.11I0 
lactona macrocíclico en su cstructura química (Higashide. 11.)84) La Erítrnnllcina es un anribi(,¡ico 
macrólido. y su estructura consiste de una lactona de 14 carbono~ y dos aminoazucares ldesosamina:. 
cladinosa). El principal compuesto es la eritromicina A. la cual se ut:lil.a clínicamente' para tratarnit?ntos 
de infecciones de bacterias Gram.positivas principalmente (Sl!no & Hutchinson, 1986). 

La eritromicina es un agente bdcteriostático. Su actividad biológica depende de dos factores, :.u 
acumulación intracelular y la posterior unión a la subunidad ribosomal 50 S de las bacterias susceptibles 
(Rose, 1979; Omura & Tanaka, 1983: Higashide. 1984; Crueger & Cmeger. 1984: Seno & Hutchinsnn. 
1986; Rosenstcin, 1988). 

La resistencia a eritromicina está asociada con la N·6·dirflctilación dI! un residuo de adenina 
específica en el rR."JA 23 S de SacchacopolYSQom eQ'thraea, que reduce la afinidad del antibiótico por 
el r¡bosoma. El gene de resistencia a eritrornicin3 ermE ha siJI' clonado ~ <>eclit.·nclaJo en s.. YJ1/lim:J1 
por Thompson et al.. (1982); Uchi)an~a & Wcisblulll. (1985): Bibb ('1 al.. (1 9R5) ~ por Jan",,,t:ll & Bibh. 
(1988) Y cudifica para una metilasa ribosomal. 

La Eritromicina es sintetizada en 3 etapas (Coreoran, 1981): en la primera etapa se ensambla la 
macrolaclona de 14 carbonos a partir de propionato y 2 metilmalonn!o para formar el 6-
desoxieritronólido B (6DEB), una posterior hidroxilación da lugar a la formación del critronólido fl 
(EH), en la segunda etapa se forman los desoxiazúcares ffiicarosa y desosamina a partir de glucosa y su 
adición a EH para hactr eritromicina D. y finalmente en la tercer etapa se lleva acabo una C-12 
hidroxilación y una CJ" O·mctilación de este último compuesto que producen eritromicina A \ Vara et 
al., 1989). 

De acuerdo a todos los reportes re\ ¡sados. se puede decir que el mapíl físi';0 aproximado de los genes 
de las enzimas que participan en la biosíntesis de erillOlnicina. que han sido lo.:alizados en el gcnoma de 
s.. eo·tlrmea, se encuentra en el orden siguiente: ery B. elJ' D. ay el. erm E. er)' 81. ('1)' H, ery F. ery G. 
ery BIl, ery ell, ery AI/I, ery AII, ery Al, ery K. 

La fusión de protoplastos es considerada como una técnica muy útil ) prometedora para la 
manipulación genética de microorganismos industriales, es invaluable en la construcción de cepas 
industriales con nueva combinación de genes y las propiedades m~tabólicas deseadas que acompallan a 
la recombinnción genética. La fusión de protoplastos no sólo induce alta frecuencia de recombinantcs. 
sino también interacciones genéticas entre diferentes microorganismos a nivel intraespecie, interespecie 
o inlergenéricas (Kim el al., 1983; Evans & Conrad. 1987). 

El interés a nivel mundial en la investigación sobre b manipulación genética. clonación de los genes 
responsables de la biosíntesis de los antibótkos. la generación de antibióticos híbridos y la regulación de 
la producción de los microorganismos sigue incrementándose. En este sentido. en el caso particular de 
eritromicina a la fecha se han clonado casi todos los genes de la biosintesis, sin embargo nada se ha 
reportado de su regulación ni tampoco se ha reportado la fusión de protoplastos intracspecíficos e 
intergenéricos de $(fccharopo(yspoffl ",vlbraea y otros microorgllnismos. Es por I!stas razones que los 
objetivos de este trabajo fueron: mejoramiento genético de SacclwrQQºlvsoom co'thmea mediante la 
obtención de cepas híbridas a traves de fusión de protoplaSlos intraespecilicos e intergenéricos 
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En lo" primcr{ls intentos ~c obtU\ ¡eron ..¡ ~olonia., hihridas de 1.\ fuslon de protllplastos InlracspcClc 
de SaccharQjJo{ywofa erythraea B-!t)-; ) SaccJzarono(l'woTf1 errtlzmea ( .. \.-;.tO utilizando I;¡ 

resistencia a diferentes alllibióticns C(lITIO marcadores. 

Estos hibrido~ produl.:cn critromicina C a difcn.'11C1J d .... l;¡ cepa parelllJI ( .·\-:;";U .;:lC product: 
principalmente t:ritromicina A. 

Por otro ladü tarnbi¿n se obtuvieron 2 hibrillos Ut' la fUS11'1l de prtl!nplao.,¡'l" IIHcrgenerica de 
Sm:J;lraroPºÓ'·5pom ecyÚ,raea NRRL 233R Y SJtgptoml'ceX kmlllmyefr;cu.<; . L1S hihndos obtenidn .. de 
esta fusión intergenérica producen cuando menos eritromicina :\ 

Adicionando los antibióticos a diferentes tiempos después de realizar la :usión de protoplaSl0s se 
logró aumentar el número de híbridos. De esta manera se obtuvieron 11 colonias híbridas de la fusión de 
protoplastos intracspcL'ie a partir de SaccharapOlVfQo,a ~ 0-107 Y Sm;c"a,ºDo{VfQQm 

fO',lI,aea CA-J40 adicionando los marcadores a las 96 horas dcspul..·.; dL' la fusión. C(l1l diferenks r,lIlg¡h: 
de producción del antibiótico. sin alcanzar la producción de la cepa parental CA-J40 

Por otro lado también se obtuvieron 8 hibridos de la fusión de protopla~los de Sªcch«r(}pol~'spora 
e.tJ!1/Wlfll NRRL 2338 Y Saccl,acoDolyspoc« ~ B-I O'. adicionandn 10:- mar,::!dorl's a las O ~ -::.: 
horas después de la fusión, con producción de antibiótico similar a la cepa parelllal B-I 07. 

De la fusión de protoplastos intergenerica se encOntró que el gcnoma receptor fue el de la cepa 

Sacchafflpo!vsporª erylhrara NRRL 2338. ya que los hibrides presentan car~ctcrislicas mas silnilares a 
és~ aunque la recombinación fue probablemente en un sitio diferenle al de producción de eritfl1ll1iLin<l. 

El resumen de los resultados de producción de antibióticos dI..' las fusiollt!5 en donde SI..' obhn ieron 
híbridos, se pueden observar en la tabla No. !. 

TABLA No. 1 
PRODUCCION DE ERITROMICINA 

SacchlJmpº'VSJ2M1i erythraoa. 8-107 s.a'-,IJª'QI2Ql~Q.Qrn ~ 8·107 

~harºDQ(VSDQra orythrs!!8. CA·340 Saccharopo(vspOC¡¡ §lJllhrilü CA·340 

6 Recombjnantes no producen antibiótico 
los d recombinantes presantan caracterlsticas 3 Producen cantidades Similares a la cepa 
similares de producción que la cepa parental B- parentaIB-10? 
107. 2 Producen la mitad de [o que produce la cepa 

parental CA·340 

SscchacoPQ/yspora orythraea. NRRL 2338 Saccharopo/ys/1Qlllllll!lhrH.JI B·l07 

StrMtomycu lraosmvcet/cus. Sscchsropolvspora erythra911. NRRL 2338 

los 2 recombinantes producen cantidades Los 8 recombinantes producen cantidades 
similares a la cepa original NRRl 2338. Y un similares a la cepa parentala-107 
componente no identificado. 

Es crucial el tiempo en el que se adicionan los :llllibióticos marcadores a las pl,Kíl" pílra permitir la 
sobrcvivencia de los híbridos. siendo este entre 72 y 96 horas. 

Los resultados obtenidos indicaron que es posible (lbtener y seleccionar híbridos fusionando 
protoplastos de diferentes cepas de s... eC.l'thraea ~ otras especies de StrgutQnU'ces. aunque la 
recombinación que se da a través de la fusión de protoplastos es al nzar. es n('ccsario ::,cle,cionar un poco 
más el tipo de híbrido que se quiere, dirigiendo la recombinación il los lugares deseados. para ello se 
podría intentar utilizar los marcadon:s de resístcncl3 a rifamíl.:ína. cOlllplcmentaciótl entre diferentes 
mutantes no productoras de eritromicina y de auxotrofía hacin metionina que son Iqs genes qlle rodean a 
los genes de biosíntcsis de eritromicina para incrementar la prohahilidad de rccombinacion 1..'11 esta región 
de DNA y por lo tanto alterar la producción de eritromicina. 1 ,¡OS híhrido\;, tcndri;1I1 una producción 
diferente y tal vez alguno seria majnr productor de critromicin8. 
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ANTECEDENTES. 

PROTOPLASTOS. 

llan sido dcscritl)S mús oc .3000 antibiutil.:lls l:'ll [a lit .... ratura. ~k In:, ('lIah.:s ~{)XO son 
producidos por Actinornicdlls. Existe una ~rall Jcmamla Je IHII.:nlS a~l"[Jh'::> ¡Jnli¡ulllllrak". ;L"i 

como agentes antibactcrianos: dio ha llcTado a la búsquL'da de BUL'\ as ll,(lh'iogi~~s que permitan 
encontrar agentes más efecti\'os. Una de estas tecnologías es la fusión de protopl,tstos. 

Actualmente la fusión de proloplaslos es considerada C0l110 una Ic:cnica muy litil J' 
prometedora para la manipulación genética de microorganismos industriales, es iln-aluablc en la 
construcción de cepas industriales con nueva combinación de genes y IJS propiedades 
metabólicas deseadas quc acompañan a la recomhinación gcnctka. La fusión de prutoplasto:-, !lO 

solo induce alta frecuencia de recombinantrs. sino tamhicn intcraL'ciones !'cnélicas cntre 
diferentes microorganismos a nivel intraespecie. interespecic o intcrgenéricas (vcr labias No :. 
3. y 4). La formación d~ protoplastos ha sido reportada desde los años 50. mil.'lltras que la fusil)!l 
de protoplastos mediante polietilenglicol no se estableció como una técnica sir~n hasta los 70 

(Kim et al" In3: Evans & Courad. 1987). 

Sagara)' Okanishi (en Okanishi el al.. 1974) iniciaron la técnica de lormación de prolop!¡;slos 
para el género Strentonll'ces. la cual posteriomlentc fue extendiJa por lIopwood, 8ahz y 

Shirahawa. La técnica de protoplastos está basada CIl d tratamiento con enzimas líticas. 
usualmente lisozima. de células crecidas pref.:rcncialmcntc en un medio rico en glicina n 
treonina para facilitar la digestión de la pared celular. ~ a que csllls aminoácidus sensihilizan la 
p3red celular. dado que reemplazan los residuos de D-/\lanina en la f0rl11<ll'IÚn del péptido­
glicano. por lo tanto interfieren con el entrecnlzumiento tic éste {Hopwood. I 9S I } 

Existen gran cantidad de información bibliográfica sllbrc la !\HIll<lción ~ n:geneíación de 
protoplastos de diferentes microorganismos así C0l110 su mcj<-,ramicnto (Okanishi I..'t al.. 197·k 
Baltz & Malsllshima. 1981; Shirahama et al.. Inl: Oga"" el al .. 1983: ~Itlfigllchi & Kotegawa. 
1985; Morinaga el al.. 1985; JIling el al .. 1989: Isaeva et al.. 1(90). 

Los parámetros óptimos para la formación y regeneración de protoplastos. pueden \"3riar 
considerablemente de cepa a cepa y de grupo a grupo (Ogawa et al.. 1983: Otts & Da)' 19871. 
entre los cuales se toman en cuenta Jos siguielltes (1 !opwI1od. 19& 1: (,oodfellow el al.. 198X. 

Deed el al" 1990): 

1. Precrccimicnto dc las células. 

2. Estado de crecimiento illlllomento de la 

cosecha. 

• Temperatura d\! crecimi\!nto celular (Shirahama d 

al. '981: Balll& Malsu:.hima. I!JSII. 
• Mt'dio ril:O ~n ClliclIla o rrconina 

e Fase de Cfl'cinlll.'ltlo t,?-\PUlll'IlClaJ. 
• Estado de trall~iClún t'nlrl' I;¡ fase C\rnnt>ocial ) 

estacIOnaria (Balll 1{)78) 

o Celulas en fase esta(l~lIlaria (KIII1 ('1 3.1 . !IJSJ, 
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3. Enzima utilizada para la rOmlaC¡Ón de 
protoplastos. 

4. Tiempo de digestión. 

5. Condiciones 
protopJastos. 

para manter-er 

6. Condicione.s de regeneración. 

., Llsozima 
• Enzima lítica Nr2 (Anne IQ82) 
• Acromopcp¡idasa (Ogawa · ... 1 al. 1983) 
G No\oz~m 234 (ehun el al [99:'?l 
• PCOIcillna {l (Yanasc el al.. IQSS¡ 
• GlIltUl<l::ia ... /1I11olasa (Moriguchl & kulegawa. 

1985, 
., Cclula~J.II·'glll('lrOllidasa lMorinaga el al. 

1<)<"15) 

fI Evitar Irntamienlt's largos con la enzima por que 
decrece la capar ¡dad de regeneración de los 
protoplastos (BaItL & \latsusllll11a 1981; Qus & 
Da) 1987) 

Q Densidad celular. 
• Estabilizador osmótico. 

• Composición del medio. 
9 Temperatura ¿e incubaciór¡ (8ahz & Matsushima. 

1981 ) 
o De<:hldr~ll.ic¡on dd agar dt' r~'g('naación f Bahz & 

Matsushima. 1981: Shirah,lnta et al.. I 'l81}. 
• Densidad de prole.plastas para pi aqueo. 
• Doble ~i:lpa de agar (Shirahama el aL. 1981; 

Fururnai el al., 1982). 

Se ha reportado que el simple hecho de fonuar y regenerar protoplastos puede modificar a 
una cepa ya sea awnentando la resistencia a antibióticos (Yamashita et al., 1985). o provocando 
una variación genética (lkeda et al., 1983; Malina 0\ al., 1985), o aumentando la producción de 
antibiótico (Rodionova et al., 1987; Zakharova et al.. 1990: lsacva & Voeikova, 1990). 

Malina et al., (1985) mejoraron genéticamente la cepa StreQtom.l'ces ¡acamatu. productora 
de sinefungina, un antibiótico nuclcósido antifúngico muy potente y antiparasítico. El mejor 
resultado fue obtenido con fonuación y regeneración de protoplastos de la cepa parental: así la 
producción del antibiótico se incrementó a 664 ¡tglml (40% más en comparación con los padres). 
La mayoría de la progenie después de la regeneración de protoplastos fue diferente en 
morfología, color del micelio aéreo y del vegetativo, producción de pigmenlo y producción de 
antibiótico, comparando con la cepa original. Dos variantes no producen micelio aéreo ni 
pigmento. Los autores mencionan que estas diferencias sugieren \'ariaciones genéticas que 
ocurren durante la regeneración. 

Rodionova ct al., (1987) después de formar y regenerar protoplastos de Streptowvces (radiae 
obtuvieron ciertas variantes en las que awnentó la producción del antibiótico de 2 a 2.5 veces 
más que la cepa original. Estos cambios no fueron estables y se perdieron después de 4 
resiembras. Inclusíve con análisis de restricción de DNA total de las variantes no se detectaron 
los cambios en el genama. 
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TABLA No. 2 I EJEMPLOS DE FUSION DE PROTOPLASTOS 
EN ACTINOMICETOS 

CEPAS I TIPO DE FUSION. RESULTADO DE LA FUSION. REFERENCIA. 

Nocardia /actamdurans. Híbndo que produce mayor cantidad de 
Wessseling el al" 

INTRAESPECIE 1981. Develop 
(Aux6Irofos) Cefamicina e, que los padres. Industrial Microbiol 22: , 

641·651 

StreptQmvces fI:MJJD.. 
(Mutante auxótrofo, no productor de TiJoslna) INTERESPECIE 

Híbrido complementario de auxotrofias, Ikeda el al.. 1964 J 

S. narbQnensis. productor de Naibomicln3 Antibiotlcs 37 (10) 

(Mutante auxétrofo, no productor de Narbomiclna) 
1224· 1230 

S. ~(.l~ subespecie cryophilu~ Híbrido con 'Jna mayor produccIón de Kit<:ino el al" 1985 

(Mutante que no transporta sulfato) 
INTRAESPECIE Carbapenemo que las cepas originales, 

Agnc. 8101. Chem 49 
(3) 685·692 

Complementación de auxotrofias (Protó· Ogata el al.. 1985 J 
$. UJlCJ!JJ.S. INTRAESPECIE 

trofos). Producen una mayor cantidad de Gen Appl Microblol 
(Mutantes auxotróficos) T rioestrepton, en comparación con los 31 187·191 

padres 

~. gDHJl5. 
Hibndo resistente a Kanamiclna y Estrep-(Mutante no productor, SMR ) Yamashlta et al 1985 I 

S.~ 
INTERESPECIE tomlcina, Produce un antibiótico que las J, Antlblotlcs 38 ( 1 ) 58 

(Productor de Istamicina, KMR) 
cepas parentales no ·63 

.sueptºmYCe~ ayermltjlis MA6202. Híbridos relevantes, RrfR verdes y relevan-
(O-metiltransferasa-, RifampicinaS, esporas verdes) , tes RlfS cafe con actividad Omt. Producto-

Kholer & Oarland 

S1~~ ayermJtiUs MA4680. INTRAESPECIE res del antibiótico Avermectlna. activo 
1988 J Industrial 

¡O-metlltransferasa+, RlfampicinaR, esporas cafe) contra parásitos, Nemátodos, y Artrópodos. 
Microblol 3 311 - 320 

StrePtQWvces anUbioticus Hibrldos más parecidos a .s. f.r.iJ.rJ.iruJ. resls-

(Auxótrofo. resiste y produce Muttiomicrna) INTERESPECIE tentes a uno o ambos antibióticos (Neoml- Okamura el al . í 988 

I 
S:reptomYC~ f.w:tiMl. (Por Electrofuslón) crna y/o Multiomicma). procl!.lcen uno u otro Agric, Biol Chem 52 

(Resiste 'i produce Neomicina) 
antibiótico, o ambos Tres híbridos produc- (6) 1433·1438 

tores de un antibiót;co no Identificado 
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S~ID"'r"!Il!t9'P.¡cgelcw 
Dos hib!',dos que cada une, producen al 

Zhou & Zhou 1969. 
variedad ringc/!tngI! ", INTERESPECIE. 

mismo tiempo, los antibióticos que !os 
Chin J. Biotechnol. 5 padres producen de manera separads. Así 

~.glnd'm~ como dos compuestos con actividad (3): 161 - 166 

antimicrobial, que 108 padres no producen. i 
I 

S_aycu mpnpmt!Slrrí Hibrido que produce un antibiótico Malanicheva et al, ! 
(Productor de Monomicina) 

INTERESPECIE. complejo albofungina y cloralbofungina, 1991. Antibiot- I 

SlnlQtom)l!l:U IcMlllYlyr:«flcu que los padres no producen. Khimioter 36 (5) 5 - 8 , 

(Productor de Kanamicina) I 
Stmpfpm)l!l:'" cl!ntsqmttw Hibrido productor d!l una sustancia Orlova T. 1. 1991 I 

Stnpotomw;u sp. 
INTERESPECIE. antibiótica activa contra bacterias Gram Antibiot-Khimloter 36 

positivas, y s.c,b8mm~!G ,~ntv/aGae. (4):3-5 I 
I 

El 20% de 10$ hibridos producen una mayor Yang & Kao 1991 
SfnlQfQm)lCl!l! ti_m. INTRAESPECIE. cantidad del antibiótico oxitetraciclina, en Proc-Natl-Scl-Coun-

(Aux6trofos). 
comparación con los padres. Repub-China-B 15 (1) 

20 - 27 

Hibrido productor de un análogo de la Yoshimoto et al, 1991 
Stregtomycu fllllliIf'IUS. INTRAESPECIE. 

antraciclina: 2-hidroxiaclacinomieina A y B, Jpn. J. Antlblot 44 
(Idiotrofos de aclacinomicina) Nuevo compuesto con una actividad (3) 269 - 276 277-

antitumoral mayor en contra de células de 266 
Leucemia múric:a. 

StnrptomlflCu ~ variedad Hibrido que produce una nueva sustancia Yuan & Zhou 1991 

riDS'fttnfl"!!tlllI. 
INTRAESPECIE. antimicrobial, anibi6tico macrólido heptano. Chin J. Biotechnol 7 

(2)135-143 
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TABLA No. 3 
EJEMPLOS DE FUSION DE PROTOPOLASTOS 

EN HONGOS. 

1 
Híbrido estable que presenta una comple~ 

Anné J. 1982 Eur J E.enicillium p.mtulum. mentadón de biosintesis de penicilina. La Appt Microblol 
Peníc;Uium crisQqenum. INTERESPECIE. produccion del antibiótico es mayor, asl Biotechno!. 15 41 -

(Mutante no Productor) mismo aparece un nuevo metabolito, un 46 
pigmento no parental 

Zxm2m.QlW trI!IlliIi:s.. 
Híbrido prototrofo con habilidad de fermen M Yanase et al , '1985. 

INTRAESPECIE. tar sacarosa y rafinosa. Su crecimiento en Agrlc BIOI, Chem J (Auxótrofos. no utihzan sacarosa o fructosa) fructosa es limitado. Produce etanol. 49(1) 133·140 

Hibridos que mostraron una productividad Goto-Hamamolo el , 

I'ill=!: 1HI§iJJJJJ;. de protesas 1.7 veces mas que los padres al., 1986 Agnc 8101 i 
(tIpO de apare.miento (+1 y [.]) INTRAESPECIE. Esta cepa se emplea en la manufactura de ehem.50(6) 1467· J 

quesos. 1473 

~~ i 
(Auxotrofo, produce Etanol, no crece en Celoblosa, Hibndos Protótrofos que hacen USO de Pina el al . 1986 pero SI en ae LactlCQ, Ciclohexlmida senSible y Celoblosa. y áCIdo LactlCO como única fuente 

, 

Applied and Sulfato de cobre resistente) INTERGENERICA de carbono. ResIstentes a Ciclohexlmlda '1 
EnVIro mental 

~~ r,anenrati Sulfato de cobre Cepas fermentadoras, 
Mlcroblol 51(5) 8~b-

(Auxólrofo, no produce Etanol. puede utilizar incapaces de producir esporas como 
1003 

Celoblcsa. Clcloheximlda resistente y Sulfato de Z~gQ~~,bal2Ul~'~ I 

cobre sensible) 
-

~adwI· Hibndo5 prot6trofos con elevado rango de 
(Au;cótrofo. no productor de Fenilalamna amonlol13sa CreClm!ento, dIVerSidad de morfología, y 

EI/ans & Conrad [PAL) sujeta a represión catabólica, pigmentada.} INTERGENERICA p!gm~ntacI6n anormal (naranja, amarnllo, 
1987 Arcn M!crob!ol 

.Sa.kcharomvces ~ crema), La actiVidad de la enzima PAL se 
148 77·82 

(Produce PAL . crece rapidamente y no pigmentada) emplea en la producion comerCial de L· 
fenllalanlna de aCldo transclnnámlCO 

Aspergil/us WD Híbndo con alta producción de las dos 
UshlJlma et al 1987 

INTRAESPECIE enZimas (proteasa y g!utaminasa), enzul~as 
(1 . Cepa productora de proteasa y 

hldrclizantes Importantes para la producción Agnc Blol e hem 
2 • Cepa productora de glutamlnasJ) 

de salsa ce Sala <:.ake y miso 51(4) 1051 1057 
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S§.Cchilcomyces CnWIIHI! Hibrido con alta eficiencia en la utilizaci6n Fang et al, 1990 

rdmlldasp. INTERGENERICA del substrato. que produce altas concen- Chin J Biotechnol 

traciones de etanol. 6(3) 207 - 213, 

SlCcharomvces "utJtJtjeus. I Híorido 
(Productor de glucoamilasa y del gen POF causante 

que produce cerveza baja en Janderová et al., ¡ 
del sabor fen61ico en la cerveza) 

jNTERESPECIE, carbohídratos 'J de sabor agradable. dado '1990, J, Baslc 
Saccharomyces uyatllDt que produce glucoamilasa. No presenta el Microbiol 30(7) 499-

(Levadura cervecera, puede utilizar: mattosa, mallo- gen POF 505 
tri osa, sacarosa, glucosa y !ructosa. necesita gluco-
amllasa y ,,-ami lasa para la fermentaci6n del mosto) 

Martln-Kova et al . 
M9.ergjllus aiJl!¡r. INTRAESPECIE. Hibridos productores de ácido citrico, solo 1990 Folla Mlcroblol 

(Aux6trcfos) uno fue mejor proouctor que los padres. (Prahal 35(31 143-
148 

Cepas hlbridas de biocontrol mejoradas en 

INTRAESPECIE 
su capacidad al1tagonística Crecen más Pe' er & Cllel 1990 

II:kh9si!1CIIlR Iwzia"um que los hongos patógenos de tierra como' Can J Mlcroblol 36 
(Auxótrofos) Bb.iz.Q~I~ ~Q.limj, ~l!lLo.tiYJn r~. 1433· 1 j~'j 

Ex1t!i!Im ag.tl.aaiílf1.cmatMaJ. Y que los 
padres. 

C/aViCAAS puro u,". 
Hibrido prototrofico que produce les tres 

Dloek-BlUmec el al 
INTRAESPECIE tipOS de alcaloides ergocornina, ergocrip- 1991 .J Blotechnol (Auxótrofos. resistentes a diferentes fungicidas) tina. y ergocris!ina, La actividad bloslntétlca 20 ~;1 - 278 

es menor en comparacion con los padres, 

Hibrido prototrofo que produce mayor 
Chun et di 1992 E!JWfÑ rhodozmm 

INTRAESPECIE. cantidad del caroterllode Astaxantlna (pro-
FEMS M!croblol (Auxótrofos) vee el sabor y color a la carne del salmón), 

Letters i J 221 - "26 
Y presenta resistenCia a antlmlClna A 

--
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TABLA No. 4 
EJEMPLOS DE FUSION DE PROTOPOLASTOS 

EN BACTERIAS. 

Híbrído con mayor producción de los Karasawa e! al , 1986 
Brevlbllct§CÚJIlJ. ~ INTERESPECIE aminoácidos Treonina y Lisina. Su crecimien- Agric Blol.Cl1em , 

, S.fJJIJLUJB. to en glucosa es más veloz en comparación 50(2) 339· 346, 

I 

con los padres. 

Fusobactedum 'iitlÍ.II11I Híbridos con 2 a 4 veces mas actividad de Chen el al , 1987 
(Sensible a penicilina y Glucosa+) degradación de Dehidrodivanilina (DDV). que Appl.and EI1Vlromenlal INTERGENERICA los padres. PenR, Glu+ , produce ácidos 

Enterococcus f.a.~illll1. Mlcroblol ;'3,3; 542 ' 
(PenR• requiere Glucosa) grasos voláti!es (ác, acético y ác proplÓnico) 548 

dife-rentes a los paternos, 

SacU/us subtjljs Hibrido produclor de Xilanasa a diferentes Deb el al, 1990 
(RifR, productor de xilanasas) INTERGENERICA niveles, pero siemp'e por debajO del I1Ivel FEMS Mlcroblol 

!:;.ow"bacter/um acetoac/dQJlhv/um, parental; y productor de Lisina Letlers, 71 287 - 292 
(EslreptomicinaR, productor de Lisina) 
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lsaeva 8: \" 0~lk\.n-a, ( 1990 J Jetemúnaron ¡as CllIllllClones JI! formacion y re~enl."l;h:ilm en una 
cepa comercial de Slt.~.p1!J111ss.n aureQ,faciens product\.\ra l!C clnnetrJciclina. <- dmo resultado de 
la fonnacion d~ protoplastos obsc-naron un Jmplio Il1creIl'iCL1!lJ cn [,¡ \"ari'-1C10n ml\r(rdu~lca: un 
cambie en f:.¡ actividad del antibiótico T'-1moicn oral\ h.'ron " JflJ.ntL'5 Cl..ln ..lIla proJl:'::''. IJ.1d en 
comparación con la cepa inicial. 

Actualmente la técnica de fusión de protoplastos Se tu úlIl\"ertiJ~l en una herranlll::nI.l 
indispensable principalmente en Stre¡J10UlVCes. sobre tlll.tO. pJra la recomhiil.~\:i0n .J(, DI\..\. En 
varias especies de ~ se desconocen los sis!cm..ls Lh: transferenclJ. ..:.,lnjugaciunal. por 
ello. por medio de la fusión de protoplastos se ha logrado obtener fusión de parejas (8ahz & 
Matsushima, 198 ¡ ; Demain & Solomon. 1986; Mirdamadi-T ehrani et al.. I <Jge). 

1vlirdamadi-Tehrani et aL. (1992) analiz..'1fon la progenie de 4 marcadores aUxlltróticos dI.' 
isoleucina. adenina. fenil.lanina y tirosina (ile. ade. pho. t) r). en la cruza ohlcniJa por fusión de 
protoplastos interespecie entre Slre.ptoWl'Ces ~ y Slreptoml'cn griseoltn. fueron 
identificados nue\'e fenotipos de progenie detectados. siendo la mayoría geneticamentc estables. 
La frecuencia de recombinación para esta cruza interespecic fue relativamente baja comparada 
con lo reportado para la fusión de protoplastos intraespecie Esto lo esperaban los autores ya que 
aunque las dos especies están moderadamente relacionadas. ellas presumiblemente ;la cumpart~n 
homología total de cromosomas y las oportunidades para clllrccruzarse son por lo tanto limitadas. 

La técnica de fusión de protoplastos ha sido ampliamente utilizada para mezclar el genoma 
de dos padres. por otro lado, la frecuencia de fusión se incrementó con la adición de 
polietilenglicol (pEG). utilizando d,ferentes concentraciones y pesos moleculares. debido a que 
este compuesto favorece la aglutinación y desestabiliUl la membrana cdu!ar pcrmlliendo la 
interacción de éstas para la fusión, y por lo tanto, la perman·.:ncia de cuando menos dos genomas 
distintos en el citoplasma. mediante un periodo de tiempo que pennitc la rccombinación. La 
frecuencia de recombinantes es dependiente de la temperalura del crecimiento celular y de la 
regeneración de protoplastos (Hopwood. 1981: Faisst & Seibicke. 1987). Se han reportado fusión 
de protoplastos tanto de hongos. bacterias. dentro de las cuales han sido extensamente usadas 
para investigación genética el género Stua/o"lVCes. e incluso también se han fusionado 
fibroblastos humanos utilizando PEO (Pontecorvo et al.. 1977). 

La fusión se puede llevar a cabo interespecie. intraespccie. intergenérica. e incluso se puede 
aplicar para la combinación donde estén involucrados mas de dos padres. empleando marcadores 
genéticos apropiados para identificar las cruzas (ver tablas No. 2.3.4). 

Se ha reportado el mejoramiento de rccombinación al usar propionato de caleio (Km'anagh et 
al., 1991). o con el uso de luz ultravioleta (U.V .. agente mutagénico) (Hrauneli et al.. 1983); 
aunque por otra parte se ha visto que los protoplastos son más susceptibles que las esporas a 
agentes mutagénicos como la N-metil-N'-nitrosoguanidina (NTO) (Vyskocil et al.. 1987). 

La fonnacÍón y regeneración; o la fonnación. fusión y regeneración de prutoplastos. están 
asociados con rearreglos genéticos. porque no solo pueden perderse o variar el número de 
plásmidos O elementos mÓ"iles (Furumai et al.. 1982; Kinashi et al.. 1988). sino también otros 
rasgos tales como la producción de antibióticos o resistencia (Stonesirer et al.. 1986). 
probablemente debido a deleciones (Kholer & Darland. I Q88) aunque tanlbién pueden ocurrir 
amplificaciones (Robinson et al.. 1981; Halla et al.. 1988; !shikawa et al.. 1988). 

Kinashi et al., (1988) trabajaron con variantes de Strep/o"l\,ces lasaliens;s productoras y no 
productoras de un antibiótico paliéter. el lasalúcido A (Las) y un antibiótico quinoxalina 
equinomicina (Ech). Mencionan que fue notable que la regeneraci6n de protoplastos produjo 
mutantes Las- en la misma frecuencia que con agentes mutágenos como luz U.V. o ~":TG, Esta 
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clase de resultadlls indicaron el papel que desempeño un plásmiJo l'1I ia prooucl:lón del 
antibiótico. porque la regeneración de protnplastps puede cau'-'ar una pérdida frecuen:l' de 
plásmidLls bacteriall!s. La perJiu3 fn:l.:ucn!l' ~ restaUr<ll'¡ón dc proJlIL~i,H: J .. :I ,mtlbiútil.:o 
demo~tró que no es debido aparcntemclHe a I.l JL'leClnll Je grandes ;,;cgmento:-; dt' U~A 1.0": 
autores sugieren examinar si otro elemento genetico mó\'¡¡ ¡plásmido. transpDsón. II ...... :l·!ll'ncia d~ 

inserción) está controlando la producción del antibiótico en StreDIQwrCilIillillk1lill. 

StonesiJer et al .. (198ó) llbsen'aron que la hiosinll'sis del anti~¡,-·lrico tilosina y la rc'-!stenc;¡¡ a 
éste fueron perdida~ al re .. tlizar la fonll,lción y rcgeneraciÚn do: prO{(lph::'tll~ ~i,-' Streplomn:e."i. 

(raWae. 

Robinson et al.. (1981) recuperaron recombinantes prototróficas estables de la fusión de 
protoplastos interespecie a partir de derivados auxotrófiClls d~ StreDtonO'ces juwQnjinenbi ! 
Stre.ptoWl'cer lipmanii. Una caracteristica poco usual de ia fusión fue la presem:ia de 
recombinantes con secuencias de D;\A repetidas extensamentc. Los aut"fCS mencionan que el 
estado fisiológico artonnal causado por la fusión de protop!astos interespecie desrreprimió un 
sistema de replicación extensiva de un segmento limitado de DNA. El segmento seleccionado 
para la amplificación es aparentemente variable en tantaño y secuencia. 

Este tipo de manipulación puede ser utilizada con variús propósitos (Kunh & Dcmain. 1984): 

(i) La generación de alta frecuencia de recomhinantes estables. 

(ii) En la obtención de hfbridos hiperproductores de algún metabolito primario (amir.oáciJos, 
enzimas, etc.) o secund2fios (antibióticos) d\! interés industrial (ver tabla No. 2)_ 

(iii) En la ob[~nción de hlbrido5 productores de mdabolitm dif('r~'nt('s ,1 l(l~ d~ 1m parentales (\ er 
tabla No.2). 

(iv) Para estudios de \-ias bios,inléticas por complcmentaci6n de mutan les. 

(v) Para facilitar In utilización de diversos nutrientes en mUlanles h;pcrproductoras con 
requerimientos estrictos (Vanase et al.. 1985: F'ang et al., 1990). 

(vi) En análisis genéticos (Haml)'n et al.. 1985), 

(vii) En la etaboración de mapas genélicos (tlting el al., 1989). 

(viii) En experimentos de transformación ya sea con DNA de pJasmid.os 1I mediada por Iiposomas 
(ix) En experimentos de transfección. 

(x) Podrfa también ser utilizada para la investigación de la sintesis de pared celular,! en estudios 
de funciones asociadas a la membrana (Szabó ct al., 1989). 

Pogell, (1984) realizó una fusión de protoplastos cruzando Strep/o"ll!ces coelico[oc MIlO 
(micelio aereo Amy+, uracilo ura", histidina his", pi as mido SCP2+) con Strep/om,Vces coelico/oc 
1094/4 (Arny", fenilalanina phe-, arginina argo, SCP2-) produciendo una \'ariedad de aislados 
Arny+ estables y arg+, varios phe- y también encontraron prototrofos estables. 

Las ventajas que presenta la fusión de protoplastos en la manipulación genética de 
microorganismos son varias. entre ellas: 

* La fonnación de proloplastos y la fusión son aplicablc3 universalmente. * Se pueden obtener recombinantei de microorganismos en los cuales ninguna 
forma de transferencia de genes ha sido demostrada. 

* Ambos padres pueden jugar el mismo papel ~n la formación de rccombinantes. 

* Las fusiones de protoplasfos entre más de dos cepas pueden sl!r utilizadas para 
generar recombinantes multiprogenitores. 

* Existe fusión de protoplastos intra C' intercspC'cies. * Existe fusión de protoplastos intergenéricas. 
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ERITROMIClNA. 

La Eritrornicina fue descubierta en 1952 por McGuirc el aL ~ aislaJa por lel compailia Eli 
Lilly; a partir de un culti\'o de Sacc!U1ro/lolnºora er\'lltrw:a : ..1nll .. '5 SlreploJ/l)'ces t:rrtltrf.ll.J.) el 
cual fue encontrado en una muestra de lierra ccrc.¡ de la ciudad J~ lIoih). Filhpinas. rsh.' 
antibiótico tanlbién es producido por cepas de Strentoml"ces eriseop/atULI, ;lrt/trobaclee t"RRL 
B3381. Micconronowora sp. 1225 y por Saccharopo/ywora eo'/hraea abbott 2NUI5J la cual 
produce eritromicina E principalmente (Seno & Ilutchinson. 1'186: Higashide. 19841. 
Recientemente Stanzak et al., (1990) utilizaron lus genes de resistencia, de la biosintesis de 
eritromicina clonados de Sacc/IUCQpo{ys'po,ª ~ como sondas de hibridización para 
determinar si la secuencia de DNA codificada por estos genes está conservada en las diferentes 
especies de Streptomvcef productoras de eritromicina, ellos encontraron que la secuencia de 
estos geaes no está conservada altamente en cepas de actinomicetos taxonómicamcnte distintas" 
y no muestran una extensiva homologia con el DNA de otros productores de antibi{"lticos 
macrólidos. 

El ténnino macrólido fue originalmente aplicado a un grupo de antibióticos básico~ con un 
anillo lactona macrocíclico en su estructura quimica (Higashide. 1984). [a Eritromicina es un 
antibiótico macrólido, ya que su estructura consiste de una lacto na de 14 carbonos y dos 
amino3ZÚeares (desosamina y cladinosa) unidos en el carbono 3 y 5. Aunque S. eO'I"mea 
produce varias eritromicinas, el principal antibiótico sintetizado es eritromicina :\, el cual es 
usado clínicamente para tratamientos do infecciones causadas por bacterias Gram-positivas 
principalmente, en la fomta de base libre, ésteres, o sal (soluble en agua). Tambi¿n es utilizada 
en la suplementación alimenticia de animales como promotor del crecimiento. Las agliconas 
intactas de macrólidos de 14 miembros han sido aisladas de mutan!es bloqueadas, lo cual ha 
llevado a concluir que ambas estructuras del macrólido (Iactona y azucares) son necesarias para 
que tengan actividad antibacteriana (Rose, 1979; Martín, 1979). Los subproductos eritromieina 
B, e, D, E, F, eritronólido B, varian poco en su estructura (Seno & Hutchinson, 1986), como lo 
muestra la figura No. l. 

n' R, R, Ro R. 

T " Desosamina Ei1InITIdraA CH rn, rn, H 
f • 

Elibu.kila B H CI\ rn, H ,,' •• 10 O 13' 

61!iti.1dl1Ii e CH H rn, H 

2 EiIiUiUu o H H ai, H 

o 

\:r BibOlldlil E al ai, 0\-0 
R r , Oadinosa 

friln:nicireF CH CI\ CIlpI H 
.. 2" 4" (~=%, R.=H) 

l" "IOH 
Sln:n.'· B H • CI\ • --oR, 

./:, I"C.J."'" 'Vf>:', ,,,..,, ,. !,1( V 11-;111\",1/ 

Figura No. 1,- Estructura qulmica de la critromicina (Seno & Hutchinson. 1986). 

La eritromieina puede ser aislada y purilicada por extracción con solventes a pH básico débil 
seguido por cromatografía, o por cristalización directa. El sistema dc cromatografía liquida de 
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alta resolución (HPLC) está disponible para puriJicw . .:ióil ~I lli\el laboT3torio y análisis 
cuantitativos (Seno & Hutchinson, 1986). 

La critromicina es una base débil cristalina ligeramente amarilla. soluble en etanol y otros 
solventes orgánicos. Soluciones neutras son estables por muchas semanas a 5° C. pero a 
temperatura ambiente se pierde algo de actividad después de pocos dias. Pur deb"jo de un valor 
de S en pH rápidamente se pierde la actividad (Garrod et al.. 11)73). 

La eritromicina es un agente bacteriostático. su actividaJ biológica dcpcnJe de Jos factoTL~S, 
la acumulación intracelular y la unión a la subunidad ribosumal 50 S de las bacterias 
susceptibles. Las bacterias Gram-positivas son más sensibles a la eritromicina que las bacterias 
Gram-negativas, porque aquéllas acumulan altos niveles intracelulares del antibiótico. El efecto 
bacteriostático es debido a su capacidad para causar inhibición de la símcsis de proteínas que 
puede ocurrir primeramente por estimulación de la disociación del peptidil-R'lAt (ácido 
ribonuc\eico de transferencia) del ribosoma, probablememc durante la transloeación ';'use. 1979: 
Omura & Tanaka, 1983; Higashide, 1984; Crueger & Crueger. 1984: Seno & Hutchmson. 198C>: 
Rosenstein. 1988). La eritromicina es un antibiótico bacteriostatico. eficaz en infecciones 
bacterianas del tracto respiratorio; actúa contra bacterias Gram-negativas como: l'kiHilill 
fOnor'IOeae rki'iHli1l. meninf:Üídi.. J1JmiJ:.fdJn. pertu¡sq, Brucel/a aborlus. BruceUa 
lM1ilmm, "aelVQphvlu.5 iIúl.t«11ZJl.e., espiroquetas Treponema J111/1iJill!l1 y rickettsias. Y contra 
bacterias Gram-positivas como: S/rep/ococcus pVOllenes, Strep/ococcus viridans, S/rep/ococcu< 
(qecglis, DjpIOCOCClLt pneumoniae, Stqphvtococcus ~, :iJJ¡phvtQCOccus 1Úll.U$., 
M.vcapla¡wa pneuwQniae, Mycoplqs",ª kaasqsÜ, Mycop/o5tna scrc¿fu/aceum. Chlamydia 
tra,;homatis, LWouellfl.. Unon/gsma urea/J'Ücum. Coo,"ebacterium diJlbJ.e..ri.a.e.. y la amiba 
Enlamoeba hjstolJltico (Omura & Tanaka, 1983; Higashide. 1984: l3erkow. 1986: St'IlO & 
Hutchinson, 1986; Rosenstein, 1988). 

En clínica, se prefiere el uso de la eritromicina para el tratanlÍento de infeccioncs causadas 
por bacterias en enfermos alérgicos a la penicilina, por lo que la eritromicina es un producto de 
substitución de la penicilina. Por otra parte podrían existir casos en los cuales el enfermo es 
alergico a eritromicina pero no a la penicilina, en los que se substituye la eritromicina por la 
penicilina (Berkow, 1986). 

El antibiótico eritromicina muestra baja toxicidad, y solo ha sido notado un efecto limitado 
(nefrotoxicidad o desórdenes del riñón) en pacientes tratados con altas dosis de estolato de 
eritromicina sobre un periodo de tiempo de más de 2 semanas (Glasby. 1'179; Omura & Tanaka, 
1983). 

VÍA BIOSINTETlCA. 

La Eritromicina se sintetiza en tres etapas (Corcoran. 1981): (1) formación de la 
macrolactona de 14 carbonos a partir de la condensación de propionato y 2 metilmalonato para 
formar el 6-desoxieritronólido B (6DEB); seguido de una hidroxilación que da lugar a la 
formación del eritronólido B (EB). (2) Síntesis de los aminoazúcarcs micarosa y Jesosamina a 
partir de glucosa y su adición a EB para formar la eritromicina D; (3) en la tercera etapa hay un 
paso de C-12 hídroxilación y otro de C3" O-metilación del último componente lo cual da como 
producto final la eritromicina A (Vara et al .. 1989). 

La vía biosintética propuesta para eritromicina A en Sacc/1aropn/vspora ec¡tl"aea. comienza 
en el centro aglicona de la eritromicina A que es un derivado de un propionil-CoA )' seis 
unidades de metilmalonil-CoA. que son incorporadas caheza a cola en el crecimiento de la 
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cadena policétida, en un proceso similar al de la biosÍlltcsls de ;leidos graso~. para generar un 
macr6lido intermedio. 6-desoxieritronólido 13. La síntesis del mucrólido de 14 carbono> 6-
desoxieritronólido B es seguida por una hidroxilación en el e -6 f",mando el eritronólido B. La 
adición del poco usual desoxiazucar L-micarosa en el C-3 da como producto al 3-0-micarosil 
eritronólido B. y la adición posterior del aminodesoxiazúcar D-desosamina en el e-s al anterior 
de la molécula da como resultado la formación de la eritromicinu O, esle es el primer produClo 
con actividad antibacteriana (Corcoran. 1981; Seno & Hulchinson, 1986; Cortes et al.. 1990 b). 
La síntesis de la eritromicina A se lleva a cabo medianle una hidroxilación en el L'-12 y una 
metilación del grupo miearosi!. 

Después de la Eritromicina D, la vía se ramifica, formando una horquilla metabólica 
aparente. La Eritromicina D puede ser hidroxilada en el C-12 para formar eritromicina C ó 
metilada en el C-3" para formar eritromicina B. Mientras que la formación de eritromicina A a 
partir de eritromicina C por metilación en C-3" ha sido demostrado claramente. la formación de 
eritromícina A a partir de eritromicina B ha sido menos clara dado que existen reportes 
contradictorios en la literatura respecto a ello (Corearan. 1981). La Erilromicina E y la 
Eritromicina F son derivados de la eritromicina A y solo estan presentes en cantidades menores. 
El principal producto (figura No. 2), ademas de ser la molécula más activa biológicamente es la 
Eritromicina A (Paulus et al., 1990). 

propionil-Co.1\ + meti!malonil-CoA 

'''' A j poIicélido ,¡nlasa 

i-d{:olíleritronolldo B (60EB) r: 1 hidroxi1asa en C-6 

eryH 

I!ty 8 

eryBI glucosiltrarlsferasa en C-3 TDP-L-micarosa 

'''' 811 

epimB1'8sa ,,,,B '- ,;rtron¡OlldO B (EB) 

... TOP-4-CETO-6-Oesox¡·D-<Jfucosa 
~Ical rolilerttronolldo (3N1EB) 

ny el glucosiltransferasa en C-5 TOP-O-desosamina 
."C1I 

Erltromlclna D 

hIdroJeU ... en Coi/" "" .. metittransferasa en G-3-
",L ". ",a 

" 

Ertlromlclna e Erltromlclnl B 

,,,,C 

TImidina·(Ufoafo-O-glucosa 4.6-dehidraLaIIl 

_in,.,..",",'?':; ~ 
. ' 

,.' hidroxilas8 en G-12 

a" e" K 

Erltromh:lnl A 

Figura No. 2.- Vfa biosCntetica de la eritromicina Los pasos bloqueados SOn indicados 
respectivamente por mutación cry A. mutación ery D. mutación ery F. mutaciones ery G, 
mutaciones ery H y mutaciones ery K. Las mutaciones erJ' B y tly el pueden arectar más de 
un solo paso. 

El bosquejo de la vía de biosíntesis de la eritromicina A fue originalmente deducida a partir 
de los resultados obtenidos a través de alimenlar cultivos con precursores radioactivos y del 
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estudio de mutantes bloqueadas en la ruta \.k· hiosink'~' '. de la entroTTm;ina t Con:OIan. 198 i. Seno 
& Hutchinson. 1986). 

En \ez de utilizar sondas de oligonucleótidos. se !Ievo;1 L'dbli :a clonaci¡ln de los genes que 
codifican para la biosintesis; primero se c!ol1n un ,=",cn ljllL' Ct1dilicI J1dU Lt rCSI<'~'flCU al 
antibiótico. asumiendo (I,:nrrcctaml.:nld 4UC los l,;LI1CS lltlL' Cl1dlliGlll p.!r:1 la bio:.;intc:-.í:. 
probablemente estaban unidos al gen que cndilica r~r:l la resistencia a este metabolíto, Lo~ ~('m:s 
involucrados ~n la biosintesis de critromicina (SacdlUropoll'wom eo·thmea). carbonllcina 
(Stre}itomVCC'; ~) y avenllectina antih.:llllílltica (Stre.plom\'ces affrmitilis) han 
sido clonados con esta aproximación (Fayerman, 1991 J. 

El curso químico del ensamble del anillo macrólido ha sido ampl iamente confirmado. Sin 
embargo no se han encontrado intermediarios precursores entre acil·CoA y 6·desoxieritronólido 
B (Dhillon et al., 1989). 

Los análisis genéticos de la via han servido para identificar al menús 4 clases bien definidas 
de mutantes bloqueadas en la formación de la macrolactona y los deso,iazucares intermediarios 
de la biosintesis de eritromicina A, estas han sido designadas como: ery A. el)' 8, ery O. y ery 
D, respectivamente, basandose en su comporta.."1lientn de cosíntesis. el tipo de intennediario 
biosintético acumulado y su habilidad o capacidad para biotransf,'rmar IIltermediari<ls 
bioquímicos conocidos de critromícina A (Weber et al.. 198~1 

Todas las mutaciones que l.Ioquean la conversión de 6DEB a eritromicina D en S. eo"l!rqeg 
poseen fenotipo Ery- porque ninguno de los inttrnlediarios de la vía acumulados poseen 
a~tividad antibiótica, Dichas mutantes han sido clasificadas solo 1..'11 tres grupos (\\\:ber et dL, 

1985): Ery n- (que acumula Eil pero biotransforma 3~IEB a cTitromicina .\). Err C- (qlle 
acumula 3MEB pero biotransfonna eritromicina D a eritromicina A) y Ery J)- (que acumula EB 
pero no biotransfonna 3MEB ó eritromicina D a critromicinn t\ l. L1S mUlilci\)J1{'s (,'y 1J25. elJ' 

026, ery840. ery 846, ery CI-60 y et:1' D24 pueden afectar solo uno de los varios probables 
pasos en la formación y unión de L-micarosa y D-dcsosamina a EB )' 3MEH. respectivamente. 
Ellos no pueden ser detectados por pruebas de cosíntesis del antibiótico por que ninguno de estos 
pasos involucra intermediarios "distinguibles". La interrupción de una función regulatoria de la 
expresión de los genes de biosíntesis de desoxiazúcares puede ser una razón alternativa para el 
efecto múltiple de la mutación ery D24 o, en hecho. solo de mutaciones ay B. El número 
limitado de fenotipos y mutaciones Ery C- y Ery O- disponibles (Weber et al.. 198<) hacian 
dificil estimar cuanto DNA abarca el número posible de genes ery B. e~l' Ci ó ery D. 

Ahora está firmemente establecido que los genes que codifican para la bíosíntesis de un 
antibiótico en Streptomvces están siempre empaquetados fisicamente cerca o alr"dedor del gen 
estructural, que determina su propia resistencia al antibiótico, para la eritromicina esto es cierto 
(Hopwood, 1986; Vara et al., 1989; Dhillon et al., 1989). Weber et al.. (1985) aislaron 4 
mutantes de S. CC)'lhraea no productoras del metabolito. fenotípicamente dis,inguibles (Ery A-. 
Ery n-, Ery C-, y Ery D-) y las utilizaron para demostrar el empaquetamiento de los genes de 
produción de eritramicina (ery) en el cromosoma de cepas NRRL 2.13R por medio de 
experimentos de mapeo genético. 

Los datos reportados por Vara et al., (1989) muestran solo que \arios de esto, genes (ery B. 
ery el ó ery D) están empaquetados en aproximadamente 18 kb en la región arriba del gen 
ermE. También demostraron que al menos 3 de los genes e~1' están unidos al gen de resistencia 
de eritromicina ermE; sus conclusiones están basadas en el hecho dc que el e10n pKC488 con un 
inserto de DNA de 35 kbp conteniendo el gen ermE complementó las mutaciones CIJ'I! 34, cIJ'B 
25 y eryCI-60 en cepas de S. e(vtllraea aisladas por Weber et al.. ( 1985 J. 
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Weber & Losick. (1988) subsecucnlemente confirmaron el enlacl.' ccn;;:lIH) lÍe las mutaciones 
eryA 34 y eryB 25 al gen crmE. También encontraron que lHilizalldo la comparación de 
frecuencias de rccombinación en aparcamiento conjugacional de mulantcs ErJ .... di,; 5.. er\'lhraea, 
teniendo el marcador cromosomal Isr (resistencia a estreptomicina) inll.'g!.I~I() ~3 kbp arriba del 
gen ermE, que el locus ery B25 del mapa a la derecha de 13 marca 13·r dentro de ~() khp •. .'11 1.1 
región alrededor de ermE lo que no correlaciona con los datos presentaJtls ror \-" ara el al.. 
(1989). 

Utilizando mutantcs de S!roJJ..arop0Ó'spo,a elJ'tllraea eryO 25 yayO 26 las cuales tienen 
como marcador el antibiótico aminoglucósido apramicina, Lewandowska-Skarbek & 
Hutchinson, (1990) restauraron su producción de eritromicina. y concluyeron que la inhibición es 
debida a una supresión fenotípica de estas dos mutaciones por apramicina. y no por su 
complementación en trans o algun tipo de proceso de reparación del gen. 

La existencia de las diferentes cnzimas involucradas en la sintcsis y unión de 
desoxiaminoazúcares a la lactona han sido dificiles de estudiar (Corearan. 1981). aunque una 
enzima que puede estar involucrada en esta via, timidina-difosfo-D-glucosa 4, 6-dehidratasa, ha 
sido purificada a h"mogeneidad en Sacc/.aropoly<jloca ~ CA-340 y puede servir como 

la l' enzima en la vía de timidina-difosfo-D-gluwsa a timtdina-difosfo-D-desosanlina, que es el 
precursor inmediato de eritromicina D que se ha propuesto; pero la otra enzima de esta via no ha 
sido detectada (Vara & Hutchinson, 1988; Dhillon et al., 1989). 

Los a..7Úcares timidina difosfo-L-micurosa (TDP-L-micarosa) y limidina difosfo-D­
desosamina (TDP-D-desosamina) son sintetizadas a partir de timidina difosfo-D-glucosa y 
unidas en seguida a EB, el cual es sintetizado apartir de pnlpionato y metilmalonato. para fomar 
la eritromicina D (Vara et al., 1989). La enzima timidina difosfo-D-glucosa 4, 6-dehidratasa 1m 
sido purificada (Vara & lIutchinson. 1988), y la epimcrización de timidina difosfo-4-ceto-6 
desoxi-D-glucosa es asumida por analogi. como otras L-hcxosas que son formadas a partir de D­
glucosa. La naturaleza de los otros pasos en la ruta que conduce a la sintesis de timidina difosfa­
L-micarosa y timidina difosfo-D-desosamina son desconocidas (Vara et al., 1989). 

El fenotipo de las mutantes ery [)- y las propiedades de clonado de DNA adyacente al gen ery 
D sugieren la existencia de regiones regulatorias que rigen la expresión de algunos de los genes 
ery B y ery Ci (Vara et al., 1989). 

El trabajo de Vara et al., (1989) fue enfocado principalmente al proceso biológico para la 
hidroxilación de 6DEB y a la formación y adición de desoxiazucares a EH y Ja-micarosil 
eritronólido B (3MEB). Los autores piensan que la mutación ery D24 afecta una función 
regulatoria, más que un paso común para la formación de timidina difosfo-D-desosamina y 
timidina difosfo-L-micarosa, ya que la cepa WHM278 contiene niveles nonmales de actívidad 
timidina difosfo-D-glucosa 4, 6-hidratasa, enzima responsable del posible paso común en ambas 
vías. Algunos de sus resultados apoyan la existencia de una posible segunda región regulatoria. 
De hecho se obtuvo un incremento reproducible de lOa 15 veces en la producción de 
eritromicina cuando la cepa silvestre S. elJ'fflraea fue transformada con el plásmido pWHMI4. 
que contiene un segmento de 1 kbp situado justo a la izquierda de la región ery D entre los genes 
ery B y ery D. 

Los resultados descritos por Vara et al., (1989) proveen alguna información en la localización 
y función de los genes que rigen la biosínteslJ de desoxiazúcar en la vía de biosíntesis de la 
eritromicina. Se han identificado genes con función análoga a éstos en Streptomvces [radiae para 
la biosíntesis de tilosina (Baltz & Seno. 1988). pero la correspondencia enlre tales genes y las 
enzimas de biosíntesis de desoxiazúcar implícitas en la vía es aún obscuro. 
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Antes de unir las dos unidades <l/JJL'ar para formar la critrolllicina D. L"I l1l;lcrúliJo [aCIOna (J­

desoxicritronólido B es hidroxilado en la posición ó para l~l1'Illar d ~rilrnllólid(l B. Se n:porh1 

originalmente que la enzima responsable para csta hidoxilaciún rULo ~ncontíada en un extracto 
libre de células de s.. erl'tl"uea en la fracción rica ell citucríJl110 P--tSO lllonooxigenasa 
(Corcoran. 1931). Más tarde esta actividad fue purilicaJa a aparenl<: homogeneidad, la 6DE13-
hidroxilasa y 2 proteínas transportadoras de electrones citocrolllo P-450 quc e-spccilicamente 
hidroxiló el 6-desoxieritronólido 13 y sus J~ri\·ados in vivo, también como la timidina difosfo-D­
glucosa 4,6 dehidratasa que puede catalizar el primer paso en la biosintesis del desoxiazúear de 
s.. e.t:ytltraea (Shafiee & Hutchinson. 1987; 1988). 

Realizando mutaciones en la rt!'gion del gen de resistencia a erilromicin.1 t'rm E de S. 
eO'tltraea por ¡nactivación insercional. encontraron una IlllHante cuyo fenotipD se caracterizó por 
formar 6~dcsoxieritromic¡na A )' no sintetiLilr eritcomicina A. esto sugirió que la mutación estaba 
localizada en el locus 6-hidroxilasa. referido como ery F. El gen e~l' F que "udilic" para la 
síntesis de la enzima 6-dcsoxieritronólido B hidroxilasa, fue cJonadLi de la regian del cromosoma 
de s.. erl'lltraea aproximadamente 5.5 kb abajo dc erm E. d gen que codilica la resistencia a 
eritromicina. (Weber et al., 1991 l. 

Lu enzima citocromo P-4S0, prc\'iamentc aislada de ~xtractos cdulare, (Shalice & 
Hutchinson. 1987) fue reexaminada, mostrando ahora que esta preparación dt: t:itocromo P-45U 
contiene dos proteínas, una de la cuales está presente en gran cantidad; el gen de esta PASO fue 
también clonado (orf 405) y secuenciado y se encontró qUL' 0s dislinh.\ al gen er)' F, 'H:nque el 
producto de los dos genes es bastante similar (son aproximadamente iJ~nticos t'n tamai1ü, carga) 
punto isoeléctrico). Los genes de las dos enzimas fueron expresados en I:"sc"l:ridÚf1 aúi, y las 
actividades cnzimaticas de ambas proteinas fueron comparadas utilizando como substrato 6-
DEB. Los resultados indicaron que la especie menor de la mezcla de PA50 es el producto del 
gen ery F y la especie mayor tiene una función que no esta relacionada con el metabolismo de 
eritromicina. El producto del gen er}' F mostró un nin~1 mucho más alto de actividad en la 
hidroxilación de un análogo de 6-DEB, mientras que el producto de orf 405 no mostró actividad 
detectable utilizando el mismo substrato. Es posible. que la preparación del 6-desoxieritronólido 
B hidroxilasa originalmente purificado de s.. entthraea fue realmente una mezcla de 2 enzimas 
citocromo P-450 y que la especie mayor está presente en exceso pero esencialmente no tiene 
actividad 6-desoxieritronólido B-hidroxilante (Anderscn & Hutchinson. ¡ 992) 

También el gen de resistencia a eritromicina crmE, fue clonado Je s.. f!rl'tlll'aea por 
Thompson et al., ¡ 982; Y por Bibb et al.,1985. Algunas evidencias gelleticas mostraban 
claramente que el locus ery el comenzaba cerca del extremo 5' de crmE, el gen estructural que 
codifica para una Illetilasa ribosoroal que conliere resistencia al macrólido en los 
microorganismos productores (Uchiyama & \Veishlum, 1(85). 

Janssen & Bibb. (1988) reportaron que la región promotora del g~n crm E es tú sobrepuesta 
con el inicio de un marco de lectura abierto (ORF) cuyo transcrito en dirección opuesta. Las 
pruebas del efecto de mutaciones de transición y deleción en la región promotora del gen crm E 
mostraron que el nivel de expresión de este gen y ci ORf estahan ill\-crsamentc correlacionados. 

Por los resultados de Vara et al.. (1989), este ORfo parece ser L'I inicio de la región codificante 
para el producto del gen er)' eJ. Las mutaciones er}' CI-60 bloquean !ti IOfmación oe critromicin.1 
D y ésta es el primer compuesto con actividad antibiótica ell la \-ía de biosintcsis de critromicina. 
el gen er)' el podria ser un punto ideal dd organismo para regular la producción Je eritromicinu_ 
El hecho de que la producción de EB puede ser incrementada mucho Ill~b que 3MEB Ú 

critromicina A por adición de n~propanol al medio de Icnllel1tación y de que se acumula m<is EB 
en la cepa silvestre que algún otro intermediario de la \"Ía. sugicrL' que L'[ paso en la conn'fsión de 
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EB a erilromicina D es el cuello de botella en la sinlesis de Id eritr,'micina 1 \'ara el al. 19R9J. 

Algunas especulaciones acerca de tales mecanismos. conducen a pensar que aparenteIllente el 
gen crm E. se expresa constitutl\-amentc (Thompson el J.I. 19S2; Lchl~i.llna l\.:. \\'clsbIUnI. P)85): 
a diferencia de otros StrepIoItIl'ce5 cuyos genes de ft.'Slstt.'I1\.:ia ~(ln InJucilk_~ pllf 1..-"] <lmihio[!cu 
macrólido correspondiente. 

La proximidad de los genes ermE y ery el sugiere una posible cxprl'sión ~uordinada. 
Además la complementación de la mutación ery el-hO m) SL' nhsen·a si la transl~)rmante no 
contiene todo el gen erm E (Vara et al., 1089). 

Por otro lado, Weber et al., (1990) realizando análisis de mulanles erm E encontraron que 
éste gen solo es requerido para la resistencia a eritromicina. pero no es necesario para la 
producción del intermediario erítronolido B o para la con\'ersillll del -' C!-micarosill!ritrL1Oólido B 
~11 eritrom:cina. 

Vara et al., (1989), vencIeron parcialmenle el problema de la ineslabilidad del, cctor que 
previamente impedia la clonación de genes cry por el método de escopeta "shotgun" (Yamamolo 
et al.,1986), al clonar segmentos de DNA de la región circunrecina al gen ermE en un vector 
plásmido integrati\ o o cósmido transportador Eschericlria aili-StreDlomrces capaz de 
transformar a s.. eryt/¡raea. Encontraron que algunos de 10s genes eryB. ery el y ery D están 
dentro de en una región de 1 g ~bp inmediatamenle arriba del gen ermE. 

La .Iocalización del gen ery cr simultáneamente fue confirmada por Dhillon et al., (1989) 
mediante la secuenciación de nucleótidos y experimentos de ruptura de genes. Presentaron la 
secuencia de nuckótidos completa de un marco dt! lectura abierta (ORF) inmediatamente arriba 
de ermE, la región promotora de ermE arreglada ':Il tandem fí~ica y funcionalmente s\.\brelapada 
con la región promotora que transcribe a partir de la hebra opuesta de DNA. produciendo un 
transcrito de función desconocida (en ese entonces) que diverge lejos del gen de resistencia 
ermE propio (Bibb el al.. 1985: Janssen & Bibb. 1988). La secuencia de aminoácidos deducida 
del producto del gen de este ORF no muestra similitud signiticante a alguna de las proteinas 
comunes basandosc en los dalas del Protein ldentification Resource cuando se analiza utilizando 
los programas de Devereux (en Dhillon et al.. 1989); pero evidencias genéticas sugieren que eSla 
región del paquete del gen puede contener el locus ery O. y que el producto de eSle gen puede 
por lo tanto participar en la síntesis o en la unión del aminoazúcar dcsosamina. 

Ha sido mostrado previamente (Weber et al.. 1989; \\'eber & Losick. 1988) que el plasmido 
pIJ702 es incapaz de replicarse independientemente en Sacchacopo/J'woca eo·tl,mea y que 
cuando produce un inserto de DNA en Saccl!aa¡p0Ú'sDo,ª eo,tl"a« éste puede integrarse 
dentro del cromosoma por recombinación homóloga tipo Campbell. Si pIJ702 se inserta en un 
fragmento de DNA en medio de un gen, puede resultar en una ruptura del gen. Este acceso es 
particularmente útil cuando la secuencia de nucleótidos es conocida. permitiendo que la 
integración pueda ser localizada con precisión cDhillon et al.. 1989). 

Dhillon el al.. (19891. mueslran que el inserto de una mutanle WHf3 222 l. en que el ORF es 
roto inmediatamente del lado 5' de ermE. esta complelamente bloqueada en la hiosinlesis de 
eritromicina.. y acumula cspccíticamente 3~O·micarosileritronólid() B. Esto ~s consistente con la 
evidencia genética pre"ia de que las mutantes ery O de Saccl,ªcopolJ!ElQJ:il eo·tl"aea acumulan 
3-0-micarosileritronólido B (Weber et al.. 1985). En experimenlos posleriores de mapeo 
genético recientes. se ha localiz.ado el locus e':J' el innH.'lh.1tamcnle al lado 5' del gl.'n crmE y ery 
el ha sido registrado para esta región de DNA por cnmplementn..:ión de l11utantcs. E\'idencia 
posterior de- la naturaleza mon0cislrónica del ORF es mostrada por I,l presencia de un terminador 
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de transcripción convencional inmediammente ahajl) JeI {)J{F. 'ti .::-. r\l ..... ihk·. C\Hl I:I'. c\'idencias 
comúnmente disponihles. asignar una funciún regulatnna enzima cspccilica al I'rp;Juch1 del gen 
"'J' CJ (Dhillon et al.. 1989). 

Se ha cncúntrauo que la mptura ,.le una tlIlilbd dL' tr;ln'.nirciull localizada iJlrcdL'Jdr Je 5 kbp 
3' del ermE bloquea la metilación dI? critromicina C. que ;:~ .:1 pasn IcrminJI ~n la h\Osjntesi~ Jt' 
eritrftmicina A (\\'cber et aI..1(89). Esto implka que rt'gioncs inmediatas que rodean a los genes 

de resistencia. incluyendo lo:, .:icgmcntos de DNA 110 definidos pl'r l11uucioncs. pu('den tambi¿n 
conten"er genes involucrados en los últimos pílSOS de la vÍ:.l (Dhillul1 el al.. !lJ}N¡ 

Weber et al., (1989) y Donadio et al.. (1989 en Vara et al.. 1989) utilizaron métodos de 
complementación y ruptura de genes para demostrar que la unidad de transcripción del gen ery 
G, que rige la O-metilación de eritromicina e I.!Il e-3". esta situad:l ell redednr de 7 kbp por 

debajo de crmE. 

En los ultimos años se han aislado cepas mutantes que IlO sintetizan Eritromicina (\Ve~er et 
al., 1985). En general estas cepas pueden ser clasificadas en 3 tipos: i) aquéllas que no sintetizan 
productos macrólido; detectables. ii) aquéllas que acumulan el aglicl1n eritronólido B. y iii) 
aquéllas que acumulan el monoglicon 3u-micarosileritronólido B. La relación enzima-gen en 
estas mutantcs es en gran parte desconocido debido al numero y complejidad de pasos 
involucrados. Las mutaciones en la última porción de la \i .. son dillciles de encontrar, porque la 
actividad antibiótica de las eritromicinas internledias (B. C, Y D) no permitel' hacer una selección 
fenotfpica ba.ada en la pérdida de producción de antibiótico I Paulus et al., 1990). 

Pau!us et al., (1990) para aislar mutantes de la Ú!ti",,, porción de 1 .. \ la. primero desarrollaron 
y caracterizaron en ensayos in .Y..Um la acti\ ¡dad O-metiltransferasa y posteriormente realizaron 
un análisis empírico de mutantes $.. etythraea hasándusc en el método de CfOmat0gratla en capa 
fina (TLC). Fue aislada una mutante derivada por mutagénesis quimica de s.. IT.ú1Inn:n, b que 
a~umula eritromicina e y en menor gradu. su precursor. eritromicina D. con poca ó sin 
producción de eritromicina A o eritromicina [3 (la 3"-O-metilaeión de eritromicina e y 
edtromicina D, respectivamente). Esta mutante carece dc actividad er;tronucm 0-
metiltransferasa, detectable con eritromicina e, eritromicina D " los analogos como sustratos. 
Fue identificado un fragmento de DNA de 4.5 Kb de s.. ~«fJ1 originado aproximadamente 
6.5 kb abajo de la región promotor del gen que codilica para la resistencia a eritromicina ermE 
(Weber et al., 1990), éste regeneró el fenotipo parental ) también restauró la actividad 
eritromicin O~metiltransferasa cuando fue transfom1ada en la mutante eritromicin O· 
metiltransferasa-negativa, Paulus et al.. (1990) han designado a este genotipo como ery G de 
acuerdo con Weber et al., (1989). Parece ser que una sola enzima cataliza todos las reacciones 3"­
O-metilación de la vla biosintétiea de eritromicina en 5.. erythraea y que el'}' G es un gen 
estructural que codifica para esta enzima, 

Se realizaron una serie de experimenlos de rompimiento y reemplazamiento de genes para 
caracterizar mutagénicamente un segmento de 30 Kb de DN.·\ en la región dd gen de resistencia 
a la eritromicina ermE del cromosoma de 5.. eo'tl"aca. 5 locus entonces no descubiertos. pero 
previamente involucrados en la biosintesis de eritromicina fueron encontrados. son: el'}' BI, el'}' 

B/l, el'}' CI, el'}' CJI. y el'}' H; y 3 locus conocidos e,J' Al. "~I' G Y .rmE. La mutante ery H fue 
bloqueada en 2 pasos aparentemente no relacionados de la via. El nuevo tenotipo. el'}' H fue 
marcado por i) acumular el intermediario 6DEB, lo cual sugiere un defecto en la operación del 
sistema e-6 hidroxilasa, y ii) estar bloqueado en la reacción de síntesis o unión del primer 
arninoazucar. El locus el'}' H parece contener un gen regulatorio o un operon en al menos dos 
genes estructurales biosintéticos involucrados en la \'ía t Wehcr et al.. 1990). 
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El gen ay K fue identificado por Stassi et al., (1993), localiz"d" al rededor Je 50 kh ahajo Jel 
gen ery El la secuencia proteica de 44 kDa (kilodalton) de este gen muestra alta similitud a otras 
monooxigenasas P-4S0. La demostración de que e,=~' A está in\"olllcraJo ell el paso final dI..' 
hidroxilación en la vía de biosíntesis de eritromicina. en la (llllVCrsión Je I..'rilrollli.:ina [3 J 

critromicina e y en la conversión de eritromicina B a eritromicina A, fue oh¡enida de los análisis 
efectuados de melabolitos acumulados por una cepa que h:nia un gl..'n e(l' !{ defectuoso. Un 
fragmento de DNA interno a la secuencia codificadora de e/:I' K fue generado y ,ubdonado en un 
vector·integrativo; la inserción del plásmido resultante dentro Jel cromosoma en e/y K resultó en 
una cepa que acumuló eritromicina O y B, confinmando que ambas eritromictllas ,on substratos 
de la C-I2 hidroxilasa. 

Investigadores de los Laboratorios Abbott han localizado el gen ery Al alrededor de 12 kbp 
abajo del gen erm E, por medio de experimentos de complcmentación y ruptura de gen (Donadio 
et al., 1989 en Vara et al., 1%9). Por otra parte Katz y sus colaboradores del mismo laboratorio 
han mostrado que los genes para la biosíntcsis de eritromicina, ljUC cod;Jican para los 
componentes de la policétido sintasa, estan localizados juntos, aproximadamente 10 khp en el 
lado 3' del gen de resistencia. Un gran número de genes están localizados en el S' del gen de 
resistencia crmE, y han sido sujetos de análisis genéticos detallados (Donadio & Hutchinson, 
1988; Tuan et al., 1988; Weber et al., 1989; Dhillon et al.. 1989). 

Caffrey et al., (1992) mencionan que la región ery A del paquete de genes biosintético, de 
eritromicina de 8,. elJltbraea contiene 3 grandes marcos de lectura abierta (ORFs) que codifica 
para los componentes de 6-desoxieritronólido B sintasa (DEBS l. 

Caffrey et al., (1992) ohtuvieron anticuerpos pulidonales contra proleinas recombinantes 
obtenidas por sobreexpresión de la región }' de los genes ORF2 y ORF3. :ón ex pe rimemos de 
Westem blot, cada antisuero reaccionó fuertemente con tres proleínas de diferentes y alto peso 
molecular de un extracto de células de 8,. eO'lhraea productoras de eritromicina. Estas protcínas 
denominadas DEBS2 y DEBS3 fueron purificadas y sujctas a análisis de secucncia (amino) 1\­
tenminal; las secuencias de las proteínas fueron enteramente consistentes con el sitio de inicio de 
la traducción predicha de la secuencia de DNA de ORFs 2 y 3. Existe una tercer proteína dc alto 
peso molecular que se copurificó junto con DEBS2 y DEBS3, la secuencia protcíca fue traducida 
apartir de 155 pares de bases de DNA encontradas por encima del codón de iniciación propucsto 
previamente para el ORF1. 

El primer paso en la via biosintética del antibiótico macrólido eritromicina A en 5. er:yl{¡caeq 

involucra la construcción de una cadena policetidica, que es entonces ciclizada para lomlar el 
anillo lactona de 14 carbonos, el 6-desoxieritronólido B, que es el primer intennediario aislado 
(Corcoran, 1981; Seno & Hutchinson, 1986). La naturaleza de la policélido sin tasa que cataliza 
este proceso muItipaso, 6-desoxieritronólido B sintasa (DEBS) ha sido extensamente investigada 
por medio de análisis genéticos (Weber et al., 1985; Tuan et al., 1990; Weber ct al., 1 <)90) Y por 
secuenciación de nucleótidos de genes estructurales que codifican para la sintasa (Cortés et al., 
1990). Estos genes ery A fueron encontrados empaquetados cerca de erm E, el gen que codifica 
para la resistencia a eritromicina, y se extienden sobre un segmento de DNA de 
aproximadamente 45 kbp (Caffrey et al., 1992). 

La secuencia parcial de nucleótidos de esta región realizada por K.atz y sus colaboradores en 
los lahoratorios Abbott revelaron copias múltiples de cada componente potencial de la sin lasa. 
juzgado ésto por similaridad de secuencia con las regiones sitio-activo de la sintetasa de ácidos 
grasos y otros policétidos sintasas simples (Hale et al., 1987; Hopwood & Sherman, 1990; Revill 
& Leadlay, 1991). 
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La secuenciación de un segmento compll.!tu dI.! UNA d..: 11 kbp de Id regllll1 proximal a erm 
E dellocus er)' A (Cortés et al.. 1990 a y b) contlnnó la existencia de versiones mllltiples de cad.t 
componente enzimatico y mostró que 9 sitios con distinta acti\ ¡dad cstahan alojauos en una sola 
cadena polipeptídica. Además, las enzimas fueron agrup<Jdas en ~ a lo largu de la cadt:lw 
polipeptídica. cada grupo teniendo la acti\'idad requerid;:! para acompañar lino de los 6 ciclos 
requerijos de la extensión de la cadena. 

Hasta ahora, la única evidencia de la existencia de 3 polipéptidos grandes poco usuales como 
componentes de la policétido sintasa (DEBS) de productores de eritrumicina han sido 
demostrados por análisis de secuenciación de DNA. La secuenciación de los genes ery A ha 
apoyado ambas ideas "una enzima para cada movimiento" y la probable organización en 
dominios de la siotasa (Cortés et al., 1990 a y b), con 3 polipéptidos multienzimáticos grandes 
poco usuales (DEBS 1, DEBS 2, y DEBS 3) hospedando un total de al menos 28 sitios activos 
distintos. 

Los estudios enzimológicos en DEB5 involucraron la expresión hctcróloga de alto nivel en 
Escherichia k!1li de la porción C-tenninal de DEBS 3, predicha para alujar una proteína con 
dominio acarreadora de acilos (ACP) y un dominio tioesterasa que puede actuar como tina 
ciclasa para producir 6-desoxieritronólido B directamente (Hale et al., 1987; Revill & Leadlay, 
1991; Caffrey et al., 1991). Sin embargo, no ha sido posible demostrar la biosíntesis de 
eritronólido en extractos de s.. e(vthmea, y no se han desarrollado ensayos específicos para estas 
en7jmas, 

Caffrey et al., (1992) reportaron la detección inmunológica directa de polipéptidos DEBS en 
extractos libres de células de 5,. e,yl"raea, contirmando su tamaño poco usual. Los datos de la 
secuencia N-tenninal y la reacción del polipéptido con antisuero dirgido contra su dominio C­
terminal confirman que los productos de los 3 grandes genes de ery El muy probablemente 
funcionan como polipéptidos multienzimáticos in(<letos más que sufrir un procesamiento 
proteolitico para fonnar dominios funcionales pequeños. 

La síntesis de 6 desoxieritronóltdo B (6DEB) involucra 6 ciclos de alargamiento que se 
asemejan a los pasos en la síntesis de ácidos grasos. Se ha mostrado recientemente que la síntesis 
de 6 DEB requiere de 3 genes adyacentes a ery A que codifican para un gran polipéptido 
multifuncional y que el empaquetamiento de ery A consiste de 6 módulos (unidades repetidas), 
cada una codifica una unidad sintasa (SU) especifica diferente para cada uno de los pasos de 
alargamiento. Actividades semejantes a ácidos grasos sintasas: Proteína acarreadora de acilos 
(ACP); aciltransferasa (AT); p-cetoreductasa (KR); y p-cetoacil ACP sintasa (KS) fueron 
identificadas en el polipéptido multifuncional codificado por ery A, por la presencia de 
"secuencias fmna" encontradas en el sitío activo del dominio funcional (Cortés et al., 1990 a y 
b), Sin embargo, secuencias finna no han sido asignadas previamente a funciones dehidratasa 
(DH) y enoilreductasa (ER) (Donadio & Katz, 1992). 

Donadio & Katz, (1992) detenninaron la localización de dominios enzimáticos en los 3 
polipéptidos multifuncionales de 5,. eO'U/Caea, involucrados en la fonnación de la porción 
policétido del antibiótico reali7.ando un análisis auxiliado por computadora. Por comparación de 
6 unidades sintasa (SU) de los genes ery A con otras sintasas establecieron la extensión de cada 
dominio de: proteína sintasa acarreadora de acilo p-cetoacil (ACP), aciltransfera,a (AT), p­
cetoreductasa (KR), ACP, y tioesterasa (TE). La extensión del dominio enoilreductasa (ER) fue 
establecido detectando la similitud con otras secuencias en la base de datos. Fue encontrado un 
segmento que contenia el dominio de la dehidratasa (DH) en ery Al/, con un residuo potencial 
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sitio-activo histidina. Donadio & Katz. (llJq~) subdi\ ¡di~PJ¡1 L·<lda p{)lipe-plido codificado por e~)' 
A en sus dominios y propusieron una localización para los dominios DH y ER en I!ry AII. 
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Figwa No. 3a.- Biosfntesis de 6-desoxieritronólido B. La porción superior muestra lo,; Ires 
polipéptidos codificantcs ery A conteniendo las 6 unidades sintasa (SU). Las actividades 
enzimáticas correspondiente a la primera y segunda SU de cada polipéptido se representan por 
clrculos (ACP= protefna sinlasa acarreadora de aellos; AT= aei! transfcrasa: KR= p­
cetoreductasa; KS= p-cetoaeil ACP sintasa; TE= tioesterasa; ER= enoilreductasa; OH=" 
dehidratasa), respectivamente. la porc:ión inferior ilustra el papel de cada SU en la síntesis de 
6-desoxieritronólido B. donde las unidades el en el anillo introducido por SU numerados se 
representan por raya y Uneas continuas, respectivamente (Donadío & Katz. 1992: Donadío el 
al., 1993). 
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Donadio & Katz (1992) y Donadio et al., (1993) presentan el esquema de la sint~sis de 6 
DEB mostrando los 3 polipéptidos codificados por ery A conteniendo las 6 SU e ilustrando el 
papel de cada SU (Figura No. 3a). Cada módulo codifica para la producción de cada una de las 
SU que son responsables de cada uno de los 6 ciclos de alargamiento requeridos para la sintesis 
del policétido precursor, el orden en el cual están organizados lus módulos corresponde al orden 
en el cual son empleados en la s(ntesis de cada SU. De tal manera que el módulo 1 que codifica 
para SU-l, es responsable del primer paso de la s(ntesis, el módulo 2 es responsable del paso 2. y 
as( sucesivamente. Al asignarse a cada ciclo de alargamiento un diferente módulo que lleva la 
especificidad de las unidades de extensión y las determinaciones del proceso de extensión del ¡l­
carbonil 8 un paso determinado, se asegura que los requerimientos de la programación de cada 
ciclo se mantengan. El orden en el cual la cadena aci! en crecimiento es transferida de una SU a 
otra determina finalmente el orden en el que los diferentes grupos químicos incorporados en cada 
ciclo aparecerán en el policétido completo. 

Por todos estos reportes podemos sugerir un mapa físico aproximado de los genes de 
biosíntesis de eritromicina presentes en SaccharQpo(yspora fIl'tlrraea, que seria: ery B, ery D, 
ery el, enn E, ery DI, ery H, ery F, ery G, ery Bll, ery ell, ery Afll, ery Al/, ery Al, ery K; tal 
Y como lo muestra la figura No. 3b. Los productos de los genes ery B, ery D, ery el y ery 11, no 
se han identificado. sin embargo se conoce a que nivel actuan las mutaciones de dichos genes. 
Los genes del mapa marcados en gris se consideran como las posibles regiones regulatorias, aún 
cuando no han sido del todo comprobadas. 
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Figura No. 3b.~ Mapa fbico de los genes de bioslntesis de eritromidna de Sact:harqpoMparq 
ttYtlrmm. 
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RESISTENCIA A ANTlBIOTlCOS EN GENERAL. 

La producción del antibiótico es un problema para h.ls cstrL'ptomic:..'t(l:". )a que ~':,h!:. pueden 
resultar tóxicos para el microorganismo prnJuctllr: para c\ ¡tarlo. han ~k's¿¡rroll¡}J,\ 1lll':~lIlisnll):-' 

de resistencia ante su propio producto: 13 infonnación rara ello s(' enc~lC·ntra cl)JiftcaJa en genes 
que le confieren dicha resistencia. En el caso de microorganismos que producen !nhibidufr..'S de la 
síntesis de proteínas. mediante L'SlUdios bioquímicos se han identificado enzimas qut' modilican 
el antibiótico (tabla No. 5) (1 riboSl'mas (tarla No. 6) :.- pn .. ·\iencll su ;!l~L'r,k·cl(ln. ~\'fuclhi." 

cstreptomicetos proúuctores de antibiótico, son capaces de cvJlar su aUh>inhibición. al menos de 
3 maneras: i) Modificando el sitio blanco intracelular normal (tabla No. 7), ii) Inacti,'ando el 
antibiótico intracelulannente; p.e. la cepa S/reptomvces ~ presenta una proteína que al 
unir'ie a tetraciclina la inactiva. por lo cual le confiere resistencia a dicho antihiótico t CundlitTe. 
1989) y iii) Excluyendo el compuesto bioactim del citoplasma: SI es IDt::Imcntc eficiente, 
confiere al organismo la capacidad de tolerar altos niveles extracdulares de su propio producto. 
p.e. Streptomvce. rimo.u. sintetiza una proteína asociada a membrana que prnmuew 1" salida de 
la tetraciclina producida (Thompson et al., 1982: Cundliffe, 1989; Cundlit1e et al., 19841. 

TABLA No.S 
ENZIMAS MODIFICADORAS DE ANTIBIOTICOS PRESENTES EN PRODUCTORES 

Mlcroorganismn Productor, 

-SDl2mmll'U fwIl.i!Q 

S. rlmQ:i.~ forma 11a.Cil.mQm~ln~ 

S.~ 

S. db.D.&/dlflcu,& 

Bsc.[Jlus ,ircuLaas 

S. kaaam~Qtku.s. 

S. nmfltUll.rfu:i 

S. flI/llJl!i 

S· fl'IfJa1.§~QIl1~!1!i. NRRL2387 

S. iJPoalJl~c 

S, l1a.'IUJ 
S. UllCWQWI 

StmQfamll,gl V·13·1 

.s. aQu~e.l 
S flma1.I'QJ2[¡;UI A TCC21705 

Stmpfl2IIJlc¡;jlllum liJ2. JCM4673 

S. 'i.fl.c1I¡i.lllua 

S kB$J19.aJl.C1.J1~ 

-APH. Ammoglucós¡do Fosfotransferasa 
Me.· Amilloglucósido Acctil{fansfcta.5;:J. 
SPIt- E.'iITl::plnmicina Fosfotransferasa 
HPH - Higromicina Fosfotransfcrasa. 
PAe - Puromicina Acetiltransfer:lSa. 
vPIt - Viomicina F05rlllransfcrasa 

Antibiótico Enzlml(s) Modificadora(a) 
Producido. 

Neomicina APH(3') AAC(3) 

Paramomicina APH(3'), AAC(3) 

Lividomicina APH(3'), AAC(3) 

Ribostamicina APH(3'), AAC(3) 

Butirosina APH(3'), AAC(3) 

Kanamicina AAe(6') 

Complejo nebramlcina AAC(6'), AAC(2') 

Estreptomicina SPH(6). SPH(3") 

Higromicina B HPH 

PUfomicina PAC 

Viomicina VPH 

Capreomicina CPH,CAC 

Estreplotricina STAT 

Nourseotricina NAT 

Bialalos DPAT{PAT) 

Blasticidina S Acetlltranferasa 

Bleomicina Aceliltranferasa 

Kasugamicina Acetiltranferasa 
, , el H. Capro:. mlCllla Fosfoltansf~rasa 

C.-\C-CJ¡'IrcomiciIl3 Aet'¡illr;l1lsferas3 
"IT,\T.- [slr~r,,'[rz,ina Acttillransfcra:5a 
NAT - NU,If5C,'tlICi1l3 Ao.:c\i1Irrm,kra53 
DPAT(P'\ TI -Dimcttlfosfinolricina lo r",lintllflCmJI An'¡iltrlnsfctasa 
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--
TABLA No.6 

METILACION DEL RNA ribosomal ASOCIADO A LA RESISTENCIA 
A ANTIBIOTlCOS AISLADOS DE ACTINOMICETOS. 

Microorganismo Productor. 
Gen de Caracler de I Sitio de Metilacion Residuo 

s.t(e.QWm~e~ ªlJ.l&J.l5. 

Sa'-'lll1(QQ.Q/k'§J2Q'a ~ 

SllMt2m~ces fr1lsHJrr¡ 

smmt.o..L~ cªef§~tis 

111(Jl/lt2m~~~ lÍ'ii.dall~ 

MirnnlQflQSQQla. I2f.!J12Umil 

s.ttQQmm~~~~ tf1.f1.iímadfms1~ 

S.t~J2t2m~~s t~ae.f2rn'lu~ 

S1lvI2t2m~tlS kanamk'-'etü~us 

MLS· Mam'llidos. I incosamitlas} 
[strcplogrami,M B 

K., Kanamicina. 
G· GClllamicma 
A.' Apramicina 
AMO.- Aminoglw;:osid1.lS 

resistencia. 

Isr 

ermE 

tirA (errnSF) 

elr 

Irm 

kgmA 

kamA 

kgmB+kamB 

kan 

resistencia del RNA 

Tioestrepton 235. 1067 

MLS 23S. 2058 

MLS 23S 2058 

Llncosamidas 23S 2058 

Uncosamldas 23S 2058 

K+G 16S. 1405 

K+A 16S 1408 

AMG lES. 1405+1408 

K+G 16S 1405 

\m· .:--1 )-!IlL'!ll.hkll,','¡;,1 

in~ \ - ""!!h\lhl!ll~11IJ,lclh" P,1 

111 {,. -.llIdll!!lI~IU,,~m,' 

111 1 \ l-ml'¡il,IJl'IH"'IlJ 

111, .\ - :-.;h.,\h.d1 ,n'III.lLkll .. ,,".1 

TABLA No. 7 

Metilado 

Am 

m;·A 

m:-A 

I m6A 

m6 A 

m 7G 

m'A 

m7G+m 1A 

m~G 

MODIFICACIOtl DE LOS SITIOS BLANCO NO RIBOSOMALES CAUSANTES DE 
LA RESISTENCIA EN MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE MHlBIOTICOS 

Microorganismo Productor. Antibiótico Producido. Blanco del Antibiótico 

S.tl~QtQm~es s-rJ.b.s.erQides Novobiocina ONA Glrasa 

f::I.Q~,a[(Jli! ID.e.ditelli!ne.i Rifamicina RNA Pollmerasa 

§..lY1f.~ Estreptolidigma RNA Pollmerasa 

§.. ~/l~clal1ili~ Estreptovanclna RNA Pohmerasa 

i1maaltll sp. a·amanitlna RNA Polimerasa 11 

Pse.u.OOmQnas. (Juore.scens Ac Pseudomonico Ile·tRNA Sintasa 

S. '{Ul1aU1QmfJ.u.s. Klrrotncina EF 

S· li!~rnmdulªas. Efrotomiclna EF 

c.eQ.b.il.'Qs.I2Qriy.m caeru.1e.ns Cerulemna ACltgraso Slntasa 

Er.- Faclor de r!\lngdóón 

El organismo productor de L'ritn\l1l1eina. SarcJrarovo/nporu ('fr,flrllea. es altal1lelltL' 

resistente a dicho antibiótico. debido a qUL' presenta ulla Illodilieaeiún I.::-.Irudural Jd sitio hhll1Cll 
(el ribosoma) eliminando la posibilidad de 1I1liún Je] ~1Il1ib¡útic¡). ~'''t\l ha sido dCI11os1raJo en 
SJn:.ptotnl'ces (lZllrCIIS. (rR0.'/\ 2~ S ribllsa IllL'lilils;¡) prpdut:h)1" de til)('strl..:'plon. : L'!l 
SaccharoDo/vsporll ert,tllrllE!{I. productnr de Crilmll1icll1.1 I p~ rihll\lllllaS dI..:' S. l!T\'tltruell pllsccn 
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muy baja afinidad por eritromicina. Esta resistencia h.:l sido demostrada por la presencia de N6. 
N6-dimetiladenina dentro del rRNA 23 S. Esta m"dilicación rih",,,mal ha prohad0 ser el 
mecanismo por el cual un organismo productor de ~mtihiól¡cll se dcJiendL' propiamente contra su 
producto. Esta metilasa confiere resistencia cruzada a marrúlidos. lincosamidas y 
streptograminas B (resistencia MLS); aunque la resistencia-MLS constitutiva ha sido encontrada 
en SaccllaroDo{ysfJo,ª ecy/hraca, la rcsistencia-f"ILS iIlduciblc ha sido descrita en varios 
productores de macrólidos, lincosamidas y streptograminas B; y está asociada con la aparición de 
una adenina mono y/o dimetilada en rRNA 23 S. También se han encontrado ribosomas 
resistentes al antibiótico en Slr.f/l1JllJ1.= tet¡jiwa,;ellsis productor de istamicina (Skinner & 
Cundliffe, 1982; Thompson et al., 1982; Cundliffe et al.. 1984; Fierro et al.. 1988). 

La resistencia a eritromicina esta asociada con la N-6~dill1et¡lación de un residuo d~ adenina 
especiliea en rRNA 2J S de Saccllll'ºPo{l'spora IT)'lllraea que reduce la alinidad del ribüsonla 
por el antibiótico. El gen que codifica para la resistencia a critromicina ormE ha sido clonado) 
secuenciado de S. eO'thraea por Thontpson et al., (1982); Uchiyama & Weisblum. (1985); Bibb 
et al., (1985) Y por Janssen & Hibb, (1988). 

Una comparación de la secuencia de amilJoácidos tk t.'rmE mClilasa con aquellas­
metiltransferasas inducibles de Stapbv/ococci y liJKill.i. resistentes a critromicina mostraron que 
el producto del gen ermE contiene una extensión C-tcnninal con varios pcntapéptidos repelidos. 
no presentes en las metilasas induciblcs. Subsecuentemente. en el gen que codifica para la 
resistencia ermA constitutivo del paquete biosintctico dc critromicina de una espec:c de 
ArÚtrobanJ:.l se encontró que posee un extremo C-tenninal. similar pero Ill~is COl't0 qlJl~ el de 
ermE de Saccharopoówpora eeylh,afJl.. El rcanálisis de ,ecuencia nuelcntiJic:J del !lcn crmE de 
rRNA metil transferasa de Saccl/Uropo(V5jJOTa cO'lhraea ha confirmado que el residuo 90 C­
terminal constituye un dominio altamente polar, potencialmente flexible. con una alta carga neta 
positiva. La comparación entre la secuencia de aminoácidos e-terminal dc las IllcLilasas 
codificadas por ermE yermA mostraron que ellas no poseen alguna secucncia conser"m!a 
completamente. pero la similitud en la composición de aminoácidos. carga neta. polaridad y 
conformación predicha en solución, muestran una [unción común para este dominio. Una 
explicación para la presencia, en los productores de critrol11icina. de un dominio e-terminal 
básico, potencialmente flexible es lo que facilita la unión de la lIletiltransfcmsa a su substratu 
rRNA. El producto del !len crmE es activo in YilLQ contra rRNA 23 S. pero no actúa 
eficientemente en partículas ribosomales 50 S. y la Illctiltransfcrasa codificada por ermE 
aparentemente ca-sedimenta con la fracción ribosomal de Sacc"a,ºpob!5oom l!()'Útrafa. El 
extremo C-terminal básico puede mediar en una interacción directa entre la enzima)' el rRNA, o 
puede aumentar la afinidad de unión, a través de su interacción con proteina ribosomal especifica 
(Dhillon & Leadlay, 1990). 

En contraste, otros microorganismos que producen inhibidorcs de síntesis de proteínas. 
poseen ribosomas que son completamente sensibles al antibiótico que están produciendo. En 
tales casos, la vía biosintética debe estar organizada para que el compuesto bioactivo no se 
acumule en el citoplasma, como ocurre en S/reptollll'ces (radiar. productor de nCPll1icina. que 
puede ser modificada por 3-N-acctiltransfcrasa. y 3'O-fosfotransfcrasJ. prcsentes en el 
microorganismo productor. Strepton(vces villaceus productor del ulllibiólico pcptídico viomicina 
posee ribosomas sensibles a la droga pero presenta una O-fosfotraosfcrasa capaz de inactivar la 
droga in ll1.ru.. Slre[}IQl1Ivces cuvreollls productor de clprcomicina posee una acetiltransfernsa 
activa sobre todas las capreomicinas. Las COLimas modificadoras del antibiótico pueden 
participar en la síntesis y/o exportar el antibiótico prtlúucido como un prccurs(lr inacti\·o. COlllll 

estreptomicina tosfotransfcrasa que esta im"o!ucrada en la hiosintesis ue ~!:itrcrtomicina. [11 tales 
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casos, puede ser necesaria otra enzima para "~lcti\'ar" el productu. por ejemplo. 
fostoestreptomicina fosfatasa en StreDlonu,'ces ~ 1 Y act.'lilkanamic-in~ hidro lasa I.:n 
Streptowl'ces Iinnaw\'ceticlIs. Otro factor importante en hl dctcrrlllnación Jl.' ni\ des lit.' 

resistencia, particularmente cuando ticl1c acumulada alt.! cOllct'"lltraci(\n ~\tDcellllar Je Jroga. 
debe incluir las propiedades de permeabilidad JI.! 1..1 membrana cclLll,lr :\. el rango en que d 
antibiótico puede ser excretado (Thompson et al.. 1982; CundlifTe et al.. 1 1184¡ 

Cr~eri & Davies. (1986) clonaron el gen que codifica para Id 6'-:'\i-aCI.'I¡hransfcrasa. a partir 
de Streptom,I!CCS kanaw.vceticus.. M 1164. en el plásmido \'cctor plJ702 de alto número dI: cori~s. 

introduciendolo posteriormente en Strep/omvces ka"an¡vceticus ArCe 12853 productor de 
kananlicina y en Streptomyces (radiae. En ambos casos, los transformantes que contenían el 
plásmido recombinante mostraron una alta resistencia a un numero de antibióticos 
aminoglucósidos e incrementó la producción de kanamicina y neomicina. Esto demostr" 4UC la 
amplificación especifica del producto del gen asociad" con la biosínlesis del antibiótico pro\ee 
un medio de mejoramiento de producción del antibiótico. 

REGULACION DE LA PRODUCCION DE ERITROMICINA. 

Se conoce muy poco sobre la regulación de la biosíntesis de macrólidos en general. Existen 
pocos reportes sobre la regulación por nitrógeno de la biosintesis de macrólidos, sc ha observado 
que la adición de glicina o NH4CI puede causar represión; se ha reportado que la adición de 
harinEl. de soya a cultivos de SacchªCQJ1ºÚ'.fIJQra f1J1!J.J:J.J.gg en idiofasc caUSI·l una marcad:! 
reducción en la síntesis del antibiótico y en la Íncorporación de propirlilato marcado (Omura & 
Tanaka, 1983). 

Por otro lado, se sabe que el fosfato inorgánico también es un erector negativo de la 
biosíntesis de muchos antibióticos especialmente de macrólidos derivados p0licétidos (Manín, 
1979). 

En cuanto a la represlOn eatabolica por carbono, O-glucosa ejerce un efeclo represIvo 
transitorio en la producción de eritromicina; por ello para las condiciones de fermentación 
óptimas, la sacarosa es generalmente preferida a la glucosa debido a que es metabolizada 
lentamente, así es evitada la represión por carbono ejercida por glucosa. Se ha reportado que 01 
incremento de CO2,. durante la fermentación inhibe la síntesis de eritromicina pero, esto no 
parece afectar el crecimiento de SQcchgrQJ1Qlvspora ervJhraea. Los Actinomicetos crecen 
nonnalmente en bajas concentraciones de 02 disuelto, pero, para la biosintesis del antibiótico por 
lo general se requiere de altas concentraciones de éste (Martln, 1979; Escalante el al., 1982; 
Higaslúde, 1984). 

La biosintesis de eritromieina es regulada a varios niveles, uno de cllos es la slntesis de la 
aglicona la cual es limitante para la producción de eritromicina. Para producir el aglicon se 
necesita de los precursores que son propionil-CoA y Metilmalonil-CoA. los cuales se producen 
por la actividad de las enzimas cinasa (1) y acH CoA (111); por otro lado otras enzimas tioestorasa 
(11) y carboxil transferasa (IV) podrían provocar que la vía se fuera hacia metabolismo primario y 
no al metabolismo secundario para la producción de la eritromicino (Figura No. 4). 
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MetabolIsmo Primano 4-

Figura No. 4.- Regulación de la biosínlcsis de eritromicina (1 cinasa. If lioesterasa. 111 acil­
CoA. IV cuboxil transferasa, 1 ~ inhibición). 

Se ha demostrado que el eritronólido B inhibe su propia producción. la sintesis de 6 
desoxieritronólido B y presumiblemente también inhibe la actividad de la lactona sinlasa 
(policétido sintasa). Se ha observado inhibición por producto final (eritromicina A) de la 
transmetdasa, la cual convierte eritromicina C en eritromicina A. La acumulación del producto 
final no se ha visto que afecte la reacción inicial de carboxilación. El propanol y en menor grado 
el propionato estimulan la producción de eritromicina. Además del efecto de precursor, el 
propanol actúa como un inductor de la enzima acetil Coenzima A (acetil-CoA) carboxilasa en 
Sacc"acopo/Jlspoea efl'lhraea. (Martín. 1979; Crueger & Crueger. 1984). 

Los estudios de mutaciones proporcionan información acerca de la regulación por genes no 
enlazados, tales mutaciones afectan la producción del antibiótico lo mismo que otras 
caracterfsticas que son reguladas en el desarrollo, como serian la r"m"ción del micelio aéreo y 
de esporas. Stutzman-Engwall et al., (1992) hicieron una comparación de las secuencias de los 
productos de los genes reguladores d/lrl, d/lrJ de Slreptolllvces peucetim, los productos de los 
genes aCllI-orf4, a/sR, y redD-orfI de Streptolllvces coelic%r; el gen slrS de Streplolllvces 
¡:cID:.us.; ery eJ, ery B de Sacc"aropo~pora eo'theaea, )' degT de Badal/S slearolherlllQuhilus, 
clasificándolos en 2 familias de genes regulatorios. El grupo 1 incluye n: c1llrI (Streptollll'ces 
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peucetius) ) productos deducidos de los genes Je Sln:ptam,l'cef coelica/QL actll-or/4. a/sR. ,. 
redD-orfl. El grupo 11 lo fomlan: dl1rJ (Streptomyces peLfceUlLfl y productos deducidos J~ 1\\5 
genes de StreDlowl'cer c.cID:.m sIr.')', Sacc/tQ,oQQlvwora ffJ1/J..!afll elJ' e/. en' B : ~Ie BaciUul 
stearotl.ewlOphilus degT. Se Oh:)CT\'Ú qll~ !.)s miemhros de I.:..;;la ÚI:ima HlmiliJ prest'IlI,1J1 

scmejanz.:'1s dd componente de protein cinl1sa I scnSl1r) Cl1I1 ~ ~h: In" Ct)lllpllncnles JeI Si:<L'Ili¡l 

regulatorio de otras bacterias. y tienen un consenso lípll.:\' de 010li\0 helic~ gu\,.' ~':rcl en hdiL'L' J~ 
proteínas de unión a D~A. 

Cómo se ha mencionado con anterioridaJ. el uso de los antibióticos maI..T¡)!idos en nlL'Ji\..'iila 

humana se inicia con el descubrimiento de la eritromicina A en 1952. Desde I.!ntonccs se ha 
observado que es un fármaco valioso contra infecciones producidas principalmente por bacterias 
Gram~positivas. Debido a su importancia tanto en la clínica como comen.:ialmenk. la 
critromicina es considerada como el prototipo de los al1libióticos macrólidos (Yara et al.. 1989). 

En México se producen los antibióticos ampicilina. cloranlcnicol. eritwmicina. penicillll.l. 
gentamicinas y lincomicinas entre OIroS. y para completar las necesidad~s bá~icas J~ 

medicamentos se importan los demás. A pesar de que se produce eritromicina en nuestro pUlS 
desde hace algún tiempo (laboratorios Abbott y Fennic). la producción n" es suficiente. por lo 
que es necesario importar una parte para satisfacer las demandzs dcl mercado (Escalante. 1988; 
Or. E. Tisselli comunicación personalJ. 

Muchos de los resultados que se han obtenido en investigación. no solo en eritromicina. han 
beneficiado los procesos de fermentación ya existentes. así como han geol.!rado un cúmulo de 
conocimientos .sobr~ genética. biología molecular y bioquímica de los aClinomicl'ln~. 

microorganismos hasta hace algunos aj'¡os desconocidos y que S('1l mu.\ i:nrortantes desde el 
punto de vista comercial y económico. 

El interés a nivel mundial en la investigación sobre la manipulación genética. clonación de 
los genes responsables de la biosíntesis de los antibóticos. la generación de antibióticos híbridos 
y la regulación de la producción de los microorganismos sigue incrementandose. En este sentido. 
en el caso particular de eritromicina a la recha se han clonado casi todos los genes de la 
biosíntesis, sin embargo nada se ha reportado de su regulación ni tampoco se ha repatiado la 
fusión de protoplastos intraespecíficos e intergenéricos de SaccllUroDof.pmora eo'tlt,aea y otros 
microorganismos. Es por estas razones que los objctinJs de este Irao~io fueron: 

Objetivos: 

Mejoramiento genético de Saccharopolyspora 
mediante la obtención de cepas híbridas a tra\"és 
protoplastos intraespecíficos e intergenéricos. 
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MATERIAL Y METO DOS. 

a) Cepas Bac/erial/as: 

Sacchqrapo'!?S.Oora erytbraeq NRRL 2338 

Sqcclraropolvs,pora ay1hraea CA-340 

Sm"arapo/rspora mthraea Re. 
Sacd,arapoly¡po,ª ay/hraca 8-52 

SlI«frartl,pQ{yfJHW' ClJ'IhNWI S-lO 7 . 

Slrqrtpmyw tg"IUm"«lkttI , 

Strr.ptQ1WICfS triIms. R-40 _ 

Stre¡ztomyw ulma B-231. 

Nocardla Ifflllltmqnel. 

Microorganismos de prueba: 

b) Mantenimiento de las Cepas. 

Cada una de las cepas fue cultivada en Medio Completo (MC) [Extracto de levadura 4 gil; 
Extracto de malta 10 gil; Glucosa 4 gil; Agar 20 gil, pll 7.9.] hasta la formación de esporas, 
manteniendo las cajas cubiertas para protegerlas de la luz lo cual pennite la fonnación de esporas 
(excepto StceploUl,VCes kmJD.m,I'ceticUS), posterionnente fueron cosechadas para fonnar la 
suspensión de esporas en Medio para Conservar Esporas (MCE) [Extracto de levadura 4g11; 
Extracto de malta I Ogll; Glicerol 20 %] Y se almacenaron en congelarión (-200 C). 

e) Formación de Protoplastos. 

Para activar nuevamente las esporas se inocularon 25 mi de MC líquido, con 0.1 mi de la 
suspensión de esporas, incubando con agitación a 200 revoluciones por minuto (rpm) a 290 C 
durante 48 hrs. 

Transcurrido el tiempo se midió la densidad óptica (0.0.) a 540 nm en un espectrofotómetro 
Spectronic 20 Bausch & Lomb; se tomaron 3 mi de este cultivo y se inocularon n'levamente en 
50 mi de Me más la cantidad de glicina que fuera necesaria según la cepa (0.5 %, 0.6 % Y 
0.9 %), incubando con agitación a 200 rpm de 12-16 hes según la cepa a 290C (tabla No. 9). 

Pasado el tiempo necesario de crecimiento se leyó la 0.0. nuevamente (para conocer la 
concentración al comenzar la fonnación de protoplastos) y se centrifugó 5 min a 4500 rpm en 
una centrifuga clínica SOL-BA T. Se lavó el micelio 2 veces con una solución de sacarosa 10.3 
%. Posterionnente se rcsuspendió el micelio en 4 mi de solución de lisozima (las concentraciones 
utilizadas se muestran en la tabla No. 9), en Medio P [MP] (Sacarosa 103 gil; K2S04 0.25 gil; 
MgCI206H20 2.02 gil; Elementos traza 2 mi [Elementos traza: ZnCI2 40 mgll; FeC13*6H20 
200 mgll; CuCl202H20 10 mgll; MnC12.4H20 10 mgll; Na2B407*IOH20 10 mgll; (NH4) 
M0702.4H20 10 mgll]. Se separó en 80 mi Y se agregó, esterilizando por separado, en el orden 
siguiente: I mi de K2HP04 al 0.5%; 10 mi de CaCI2.2H2Ü al 3.68%; 10 mi de TES al 5.73%; 
pH 7.2) y se agitó con un vortex de platafonna, Maxi Mix 11 SYBRON. 

Se incubó el micelio sin agitación a 300 C hasta la formación de protoplastos observando al 
microscopio (tabla No. 9). Fomlados los protoplastos se filtraron en algodón para eliminar el 
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micelio y se centrifugó nuevamente, pero a 2000 rpm Jurante 10 min_ n::--us!1LIlJi¿ndosc p:ml su 
lavado en MP 2 veces. 

Listos los protoplastos en un volumen fijo, se contaron C(in la colman de Ncw aaueL Se 
hicieron las diluciones necesarias en ¡\IP )' en agua J~stilada estéril con Dodecil Lauril Sulfato Je 
Sodio (SDS) al 0.01 % (para romper los proloplaslos y asi poder ver SI quedó miceli01. Las 
diluciones fueron plaqueadas 1 hr después en lodos los Medios de Regeneración mostrados en la 
tabla No. 8, con el fin de evaluar en cual de ellos se oblenia una mejor regeneración (Hopwood el 
al., 1985; Ikeda el al., 1983; Maldonado S. M. E. M. 1982;Weber el al.. 1985; YarnarnOlo et al., 
1986). Las diluciónes en SDS se plaqueMon en MC; ambos tratamientos se incubaron a 29DC de 
7 a 10 dfas y posterionnente se contaron las colonias. 

TABLA Na.S 
MEDIOS DE REGENERACION. 

Componentes MR2 MRK MR2T20 
gIl gil gil 

Sacarosa 103 100 20 

K2S04 0.25 0.25 0.25 
" 

MgCI2.oH20 10.12 10.25 10.2 

Glucosa 10 10 10 

Casaminoiácidos 0.1 0.1 

Acido Glutámico 3 

Extracto de Levadura 6.5 

Peptona 4 

Triptona 5 

NaOH 0.75 

NaN03 0.3 

Elementos traza 2 mi ('1 2ml 2ml 

Agar 22 22 22 

K2HP04 0.5% 10 mi (.) 10 mi (.) 

Trizmabase 2M 12.5 mi (.) 

K2HP04 5 % 5ml(.) 

CaCI:!02H20 3.68% 80 mi (o) 

NaOH 1N 2.5 mi (o) 

CaC12.2H20 1 M 50 mi (.) 

CaC12·2H20 5M 4 mi (o) 

TES 5.73 % 100 mi (o) 100 mi 

L-Prolina 20 % 15 mi (.) 15 mi (o) 

pH 7.2 (+) 7.2 7 

(.) Estos componentes se agregan al tiempo de usar. esterilizándose por separado. 
(+) Se ajusta con NaOH I N, si es necesario se agregan 5 mI. 
Nota: para la sobrecapa de los medios de regeneración se utilizó agarosa de bajo punto de fusión al 
0.7 % en el medio de regeneración corre5pondícnte. 
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d; Determinación de las Concentraciones ,~vljllillWS Inhibitorias rCJ4/). 

El micelio de las diferentes cepas se plaqueó en cajas con rvtC ) se ks colocaron discos de 
papel filtro (Wathman de 6mm de diámetro tipo AA) conteniendo diferentes concentraciones (de 
5 a 1000 ¡iglml) de antibiótico: gentanllcina, estreptomicina, riliunicina. kanamicina. 
eritromicina, así como otros antibiótico macrólidos, tilosina, oleandomicina, y espiramicina; 
dejando difundir una hora a 4oC; se incubó a 290C durante 24 hrs y posteriornJente se registraron 
los halos de inhibición para determinar las CMI a los diferentes antibióticos. PosteriornJente se 
rectificarón las CMI en medio de regeneración. 

e) Fusión de Pr%pIos/os. 

Formados y contados los protoplastos, se mezclaron cantidades iguales de las cepas por 
fusionar y se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 mino resuspendiendo con 0.8 mi de solución 
de PoliEtilenGlicol (PEG Sigma PM 3350) al 50 % en MP. Se incubó 2,5.10. Y 15 min a 30°e, 
observando al microscopio. 

Para eliminar el PEG, r." centrifugó a 2000 rpm 10 min y se lavó dos veces con MP, 
resuspendiendose finalmente en ésto'. 

Posteriormente los protoplastos ,e mezclaron con "garosa de bajo punto de fusión licuado. la 
mezcla se vació en cajas con el MR en el cual los padres habian crecido mejor y marcadores 
(antibióticos) seleccionados con base en las CMI obtenidas previamente mediante resistencia 
cruzada. Los protoplastos de las cepas parentales se plaquean por separado en MR con los 
marcadores, con el fin de asegurar que son inhibidos por los antibióticos. Por último se incubó a 
2<JOC hasta su crecimiento. 

j) Caracterización de los Híbridos. 

La caracterización de los híbridos se efectuó primero por su resistencia a ambos marcadores, 
resembrando éstos en medio con los antibióticos elegidos según la fusión. 

Segundo por la producción de eritromicina. Para lo cual se efectuó una fermentación líquida. 
Para ello se preparó un preinóculo con 0.1 011 de suspensión de esporas de cepas híbridas y 
parentales en 25 011 de MC Ifquido, que se incubó en agitación a 200 rpm a 290 C por 48 hrs. 

Transcurrido el tiempo se midió la 0.0. a 540 nm para ajustar el inóculo antes de iniciar la 
fermentación en Me o Medio Mínimo [MM: K2HP04 2.5 gil; NaCI 5 g/I; MgS04.7H20 0.5 
gil; FeS04.7H20 0.5 gil; ZnS04.7H20 0.05 gil; MnC12.4H20 0.001 gil; COCI2 0.001 g/l; 
MOPS 20 gil; Sacarosa 20 gil; Glicina 2 gil; pH (Ajuste con NaOH ION) 7.8) tomando muestras 
cada 24 hrs, durante 5 dias. Las muestras se congelaron para posteriormente ser procesadas. 

i) Cuantificación de la Eritromicina. 

Se determinó la producción por medio de bioensayo o técnica de difusión en placa de agar, en 
el cual el microorganismo prueba fue Sqccina Úlúf! ó Bacillus w.IJJiJH, Este metodo esta basado 
en la respuesta del microorganismo al antibiótico, comparada a la que presenta frente a un 
estándar de concentración conocida. La respuesta es observada como una zona clara, de 
inhibición del crecimiento, en el cual, el diámetro de esta zona es proporcional al logaritmo de la 
concentración del antibiótico (Kavanagh. 1975). 

Creciendo Sarcina ÚJkJ1. Ó Bacülus SJJ..ll1ilH en 15 mi en su medio respectivo, sin agar. 
(Medio para Sarciuq ÜlWJ.: Extracto de levadura 3 gil; Extracto de carne 1.5 gil; Peptona 6 gil; 
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Agar 15 gil; diluido con Buffer K2HPO" O.IM pH 7.9; Medio para BaciUus m.II1i1is.: Extracto de 
levadura 3 gil; Extracto de came 1.5 gil; Peptona 6 gil; Agar 15 gil; diluido con Buffer K/IPO, 
O.OIM pll 8) por 18 a 20 horas a 29°C, con agitación a 200 rpm. Al termino de éste tiempo se 
agregaron los mililitros necesarios, para tener la D. O. deseada (2), Je este culti\'o al medio 
respectivo, con agar, y se homogeneizó antes que solidificara el medio. Una vez incluido el 
microorganismo, se colocaron 15 mi del medio en cajas de petri desechables de 9 cm de 
diámetro. Por otro lado se colocaron 20 J.l1 de caldo de fermentación de las diferentes muestras en 
discos. de papel filtro, y diferentes concentraciones de eritromicina para establecer una curva 
estándar de comparación. Posteriormente se colocaron los discos en las cajas de medio 
conteniendo Saccina o Bac/Uus una vez que el medio se solidificó. Estas se mantuvieron a 40 C 
durante 1 hr para permitir que difundiera el antibiótico, y se incubaron durante 24 hrs a 29°C. 
Despues de las 24 hrs de incubacion se midió el halo de inhibición producido por las muestras y 
el estándar. 

ii} Crecimiento. 

El crecimiento se determinó midiendo la cantidad de proteína intracelular por el método de 
Lowry (Lowry el al., 1951, 1957), 

Se centrifugaron 2 mi de muestra de la femlentación a 4500 rpm durante 5 mino Para separar 
el micelio del medio de cultivo, se decantó el sobrenadante, guardándolo para posteriormente 
medir el pH y cuantificar el antibiótico. Las células se lavaron con agua destilada dos veces, se 
decantaron y se les adicionó 2 mi de Acido Tricloroacético (TCA) al 10 % agitando bien. para 
posterionncnte refrigerar las muestras durante 12 hrs. Transcurrido el tiempo. se centrifugaron a 
4500 rpm por 5 min rara eliminar el TCA, a continuacion se adicionó de 0.2-2 mi de NaOH 0.4 
N. Posterioffilente se tomó de esta suspensión una alicuota de 200 Jll de la muestra afornndose a 
l mi con agua destilada; se adicionó 5 mI de solución A (NaCO) 2% en NaOH 0.1 N) 98 % + 
solución B (Tartrato de Sodio y Potasio 1 %) 1 % + solución C (CuS04.5H20 0.5 %) 1 %, 
agitando y dejando reposar durante 10 mino 

Transcurridos los 10 min se le adicionó O.S mi de una dilución 1:3 de Folin-agua (rcacctivo 
de Folin-Ciocalteaus), agitando y dejando reposar 30 min y por último se leyó la 0.0. a 595 nm. 

Se calcula la concentración interpolando en una curva estándar de albúmina sé rica bovina (de 
O a 300 ~lglml), que se corre simultáneamente con las muestras y un blanco. 

iii) Extracción del Antibiótico. 

Para extraer el antibiótico, el caldo de fermentación libre de micelio se ajustó a pH 9.8 con 
hidróxido de amonio, posteriormente se extrajo con cloroformo 1: l y por último con acetato de 
etilo 1: 1. Con un rotavapor se evaporaron dichos compuestos, y posteriormente se resuspende 
con metano\. 

iv) Cromotografia. 

Los extractos fueron sometidos a cromatografia en placa fina de silica gel con un sistema de 
solventes: cloruro de metileno, metanol, hidróxido de amonio (90: 1 o: 1), el revelado se efectuó 
con Yodo o por aspersión con los reactivos: etanol , ácido sulfúrico , paranisaldehfdo (9: 1: 1 ), 
preparado al momento de uso, se corrieron estándares de eritromicina A. B, Y C. 

Algunas muestras se analizaron por cromatografia líquida de alta resolución (HPLC). 
corriéndolas en una columna NOVOPAK de sílica C-18 (técnica implementada por el Q. Agustin 
Reyo de Tsuji & Goetz. 1978; Kibwage el al., 1983; Kibwage et al., 1985). 
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RESULTADOS y DISCUSION. 

La fomlación de protoplastos de cualqtüer microorganismo im oluera el (,:rccimil'nto en las 
concentraciónes adecuadas de glicina o trconina y posteriomlellle el tratamiento COIl enzimas 
líticas que en el caso de Actinomicetos y otras bacterias es la lisozima. 

Para nuestro caso, debido a que no había reportes para algunos de los microorganismos 
usados se inició montando las condiciones de crecimiento y fOlmación de protoplastos 

En la tabla No. 9 se muestran los resultados obtenidos que se utilizaron en este trabajo, se 
observa que se monitoreó la fase de crecimiento a través de la densidad optica (D. O.) a 540 nm 
al inicio del cultivo de las cepas en medio completo con glicina y después al comenzar la 
formación de protoplastos para que en los experimentos posteriores se utilizara la misma 
cantidad de micelio. La cantidad de glicina que se utilizó varió entre 0.5 y 0.9 % de acuerdo a la 
concentración reportada anteriormente (Hopwood et al., 1985; Yanlashita et al., 1985), ademas 
de tener en cuenta la tolerancia de las cepas al crecimiento con glicina. Se controló el tiempo de 
crecimiento con glicina. Para una buena formación de protoplastos se requiere que el 
microorganismo esté en la fase de crecimiento exponencial o de transición (Baltz. 1978). Si se 
dejan crecer mucho tiempo las cepas !,ueden conswnir la glicina, evitando sea introducido en la 
pared y dificultando así la formación de protoplastos. También se monitoreó el porcentaje de 
formación de protoplastos por observación al microscopio, procurando que fuera entre 80% y 
95%. Para Streptomyces la enzima que se utiliza e.n la formación de protoplastos es generalmente 
la Iisozima a una concentración entre I y 3 mglml, ia cantidad utilizada de dicha enzima en éste 
trabajo fue la reportada por Hopwood et al.. (1985), procurando evitar tratamientos largos con la 
enzima dado que decrece la capacidad que permita a los protoplastos regenerarse (Baltz & 
Matsushima. 1981; Otts & Day. 1987). 

Malanicheva et al., (1991) trabajaron con la cepa S/reptOmvces kanamyceticl/s. sin embargo 
no reportaron las condiciones para la formación de protoplastos con dicha cepa. Dado lo cual, en 
este trabajo la fornlación de protoplastos de la cepa Slreplomvces kanall/)'ceticI/S fue repelida en 
varias ocasiones, dado que tardaban mucho tiempo en formarse los protoplastos, o sin formarse 
se Iisaba completamente el micelio. Por estas razones se realizó una curva a diferentes tiempos 
de crecimiento con glicina para observar el tiempo que tardaban en formarse los protoplastos, al 
igual que se aumentó la concentración de lisozima (ver figura No. 5); se observó que el menor 
tiempo de formación de protoplastos es a las 12 horas de crecimiento con glicina (ver tabla No. 
9). 

~ 

i' 
-!! 

j , 
-!! 

!o~~~~~~~ 
03e9!:>15 1!11 

TIefllJJ de m'Cllwo'to 0Cfl ghClna. (lh) 
$nP'mtm'~ 

Figura No. 5.- Tiempo de fonnación de los protoplastos en función del tiempo de crecimiento 
de $tuplOmyces kqnqw\.'cetlcus en Medio Completo con 0.6 % de glicina. 
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TABLA No. 9 
FORMACION DE PROTOPLASTOS. 

MCo.O. CONCENTRA TIEMPO DE 
CEPA (540 nm) CION DE CRECIMIENTO . GLICINA (%) (H) a 

SJICChal'DDO/~:iJ2Q.m 
IIrvth"'lIli NRRl2338, 

0.538 0.5 14 

,Saceha'P901vsDom 
!lrvthnJOlJ CA·340. 

1.046 0.5 I 14 

s.acchalODOl~~QQOI 61 9tvthraga Re. 
0.5 IL 14 

Sa~B.mpolv.sQ.G1. 61 11 
0.5 

fJnttlJ.rlJf!S 8·52. 

Si"lla:CORº(I!~DOra 0.469 0.5 
orvth""'" 8·107 0.745 0.5 

strgptomVC9$ 0.027 0.6 
lmlllmll~ti,WL 

Smtomycg¡s 9C/HJJ3. - 0.9 
8-40. 

• 0.0. al inicio de sembrar las cepas en Medio Co."llplt:to con glicina . 
..... D.O. al comenzar la formación de proloplastos. 

14 

14 
12 

12 

16 

0.0, TIEMPO DE 

(540 nm) FORMACION 
" (min) 

0.409 15-20' 

161 30' 

'161 30' 

161 15-20' 

0.268 120' 
0.234 60' 

C.185 60' 

- 30' 

a Incubados a 29° e con una agitación de 200 rpm en 50 mi de Medio Completo en un matraz Erlen Meyer de 250 mI. 
b % calculado al observar al m icroscopio con un objetivo de 40X. 
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%oE LlSOZIMA 
PROTOPLASTOS (mg/ml) 

b 

95 2 

11 
95 

11 
2 ! 

I 

1I 
90 

11 
2 

1I 
95 

1I 
2 I 

, 

80 3 
80-90 3 

90 3 

90 2 



La cepa SJ1crh..aI1lIWÓ'fPo,ª etythraea B-l 07 presentó el mismo comportamiento que la cepa 
Stre.plOwvces líannmycet;cus, por lo que se probó si con los mismos panlmetros, creciendo la 
cepa 12 horas con glicina y usando 3 mg!ml de lisozima. se mejoraba la formación de 
protoplastos. Los resultados obtenidos mostraron una reducción en el tiempo de formación de 
protoplastos a la mitad (60 minutos) y un porcentaje de protoplastos entre 80 y 90 (tabla No. 9). 

Otro punto importante después de la formación de protoplastos es la regeneración de los 
mismos, ya que de ésto depende en buena medida la selección de los hibridos. 

Se' probaron los medios de regeneración reportados por Okanishi et al., (1974); Hopwood et 
al., (1985); Weber et al., (1985); Yarnamoto et al., (1986); Maldonado. (l9S2); observando el 
crecimiento en cada uno de los medios y seleccionando los óptimos para cada una de las 
diferentes cepas (tabla No. lO). 

Inicialmente se probó el medio MRI y se observó que los protoplastos de la cepa 
Saccharopo/)'5pora ewhraca CA-340 no regeneraron bien en dicho medio (Okanishi et al, 
1974). Posteriormente se utilizó el medio MR2T20, inicialmente empleado para transformar a la 
cepa $,. eWhrqeq, lo cual permitió la regeneración de esta cepa, así como también de la mayoría 
de las cepas S. erytlrraca (Weber et al., 1985; Yarnanl0to et al, 1986). 

Por otro lado los protoplastos de la cepa s.. e01hraea B-107 tampoco regeneraron en el 
medio MR2T20, ni en el MR I adecuadamente, en cambio en el medio MRK si se regeneraron un 
mayor número de protoplastos (ver tabla No. 10). Confirmando con ésto que los parámetros 
óptimos para la formación y regeneración de protoplastos, pueden variar considerablemente de 
cepa a cepa y de grupo a grupo (Ogawa et al., 1983; Otts & Day 1987). Cabe mencionar que 
todas las cepas se probaron en todos los medios de regeneración, algunas cepas regeneraban en 
menor o mayor número en los diferentes medios, siendo los presenlados en la labia NO.I O los 
medios de mejor regeneración para cada caso. 

En virtud de que los protoplastos de las diferentes cepas no regeneraron bien en los mismos 
medios se decidió ulilizar los dos medios de ambas cepas prua seleccionar a los híbridos. 

--
TABLA No.l0 

REGENERACION DE PROTOPLASTOS. 

CEPA. MEDIO DE REGENERACION. REFERENCIA 

Slc.ch,mDOlv.sJl.om ecythCJJ.H. I I Weber el al.. 1985; Yamamoto 

NRRL 2338. 
MR2T20. et al., 1986 

Weber el al., 1985; V.mamoto 
S. ,IJ!fhTJIH CA-340. MR2T20. ctol., 1986 

L Weber et al., 1985; Vamamoto 
S. !!rvthlllll~ RC. MR2T20. et al., 1986 

I I Weber el al., 1985; Yamamoto 
S. !lrvthlllllll 8-52. MR2T20. el al., 1986 

S. arvthrtI8B B-l07. t MRK. 

I 
Hopwood et al., 1985 

Sfmpmmk"11 klJaltn~'fl.t~lm. MRK. Hopwood et al., 1985 

Okanishi el al., 1974; 
SlrBDmot.-:,U ~ 8-40. MRl Moldon.do. t982. 

Como ya se mencionó anteriormente, la frecuencia de fusión de protoplastos se incrementó 
con la adición de polietilenglicol (pEG) a diferentes concentraciones que van de 30 % a 50 %, y 
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diter~ntes pesos moleculares observando que el más efectivo fue aquel cuyo peso molecular es 
de alrededor de 4000 kD (Hopwood. 1981; Faisst & Seibicke. 1987), por lo que se decidió 
utilizar concentraciones del 50 % Y del 25 % de PEO Sigma de 3350 para las fusiones de 
protoplastos. 

Los marcadores genéticos auxotróficos exhiben una influencia negativa en la producción de 
metabolitos secundarios, pero su introducción es necesaria para comprobar que real ",ente se 
produce la recombinación (Didek-Bmmec et al., 1991). Debido al gran número de cepas, era 
dificil seleccionar marcadores auxotróficos para cada una de ellas y utilizar ésto como método de 
selección. Por lo que se buscó un método de selección para identificar a los híbridos, después de 
realizar la fusión de protoplastos, que consistIÓ en el uso de marcadores de resistencia a 
diferentes antibióticos. 

Para lo cual primero se determinó la concentración mínima inbibitoria (CMI) a gentamicina, 
estreptomicina, rifamicina, eritromicina y kanarnicina; que presentaban cada una de las cepas en 
Me (ver tabla No. 11). En la tabla No. 11 se puede observar que las cepas presentan diferente 
sensibilidad a gentamicina, estreptomicina, y rifamicina mientras que la mayoría de ellas 
presenta resistencia a los antibióticos eritromicina y kanamicina, excepto SaccharoQolvspora 
e~t"raea B 107 -

TABLA No, 11 
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA. 

(JigJml) 

GENTA· ESTREPTO- RIFA- ERITRO- KANA-
CEPA MICINA MICINA. MICINA MICINA MICINA 

MC MR MC MR MC MR Me; MR MC 

:i./IJi,b.,rqpolvfR!1111 flOOhl1liJI. DC:~~~ 1000 
NRRL2338 40 1'600 20 -

~1IO,yspq" orvthl1lu. O 60 rO
-
20 201~ 1000 

CA-34O 16 1'400 

Sa,,1lICQQJ2l~$JH2m §.rvthmlJ.ll· o 20 E]~ 1000 
RC 1'200 30 -

SiU~~billPRQlJlIRQlD iOObUlil. DI 20 ID~ 1000 
9-52 1'200, 30 -

s.a"b.ICJ2lH2l~lH2m flrythl"lJN. 0 390 40 80-100 200 
9-107 "i'1000 50 -

:i.tnIj!tom",,, ltIiHJa lao-500 1I 30 
1'6001G 

1000 1000 
9-40 -

:i.tnIj!tom"," ltIiHJa D 390 D~ 1000 
9-231 1'SOO 30 -

S.tr».l2mmvce5Iíltall.m~,fl.U,u.:S. D 210 G~ 1000-5000 
1'1000 200 600 

NocBCJil1l. msdf1l¡Cl1IClIl. 40 10 1000 1000 
-- - -

MC.- Medio Completo. 
MR.- Medio de Regeneración según la tabla 10. 

+.- Concentraciones mayores de ... 
-.- No realizado. 
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¡la: que hacer resallar que las concentracl<'lles IlllnimilS JnhlhJ["rl;¡" \:lrI:lnlll J,,: \leJll1 

Cornpktu a \kJio de Regeneración. Para el GIStI Je t'slrCr!(lllllcinil en pilnlCuLlf I.IS l'l'P;IS /Üt'flln 

n:sislcnlcs hasta concentraciones muy altas a ,hlcrenria del \ledll' ('Pll1rlL'lll en donde las 
concentraciones mínimas inhibitorias van de 10 él 3t}O pg'ml (figtlfcl 1\0 (¡; 

Figura No. 6.- Curva de sensibilidad a estreptomicina (pg;ml) SM.dl11w,pºlnoora rlJ'./h.r.JIca 
NRRL 2338 en medio completo (porción superior) y medio dl' regl'ncraclC.'m MR1T20 (porción 
inferior), 

Detcmlinadas la CMI, se pudo establecer que fusiones se podian llevar acabo 
complementando la,> resistencias. En la tabla No. 12 se muestran las concentraciones de los 
antibióticos usados para seleccionar a los híbridos por la doble rcsistt:ncia. ya que cada una de las 
cepas originales eran sensibles y resistentes a diferentes antibióticos. T,unhién se muestran las 
fusiones que se podían realizar de acuerdo a las resistencias cnlz¿ldas. se observo que se podían 
rusionar Sacc"a,ouo(vsuo,ª eO'tllraea !l-I 07 con CA-340; SacdtaropoÚ'S/lfllll ITJ'1l1Ll1fJ1!l-1 07 
con NRRL 2338 Y Sacc"a,opoÚ'iP0'ª erytl"aea NRRL 2338 con StreDlouwces kaua/Ul'cetiClJ,f, 

Así tenemos que en la fusión de la cepa SaccharupolvsoQra cO'tl"aea B·I07 con e ¡-\·)4C. de 
Jas cuales la primera es sensible a gentamicina y resistente a rifamicina; mientras que ('1\-340 es 
sensible a rifamicina y resistente a gcntamicina: el híbrido se seleccionó por su crecimiento en 
presencia de arlhos antibióticos (gentamicina 8 pgiml y Rifamicina 20 pg.'m\): ya que 10$ padres 
no pueden crecer en estas condiciones. Oc igual manera se realizaron las fusiones entre las cepas 
Sacd/UropoÚ'sllJ2lJl w'/braea B-I07 con NRRL 2338 y Saccha,oPQÚ'SQora cr)'1hmru NRRL 
2338 con SJIcwtonll'CeI, kanaml'celim.~. 



TABLA No. 12 
FUSION DE PROTOPLASTOS 

METO DO DE SELECCION. 

CEPA 
SENSIBILIDAD ~gJml. RESISTENCIA ~g/ml. 

HIBRIDO (S) (R) 

SaCCbim.RQl~IQ.QCli entth~H. GENTAMICINA RIFAMICINA 
B-l07 SG 8 RR 50 GR 

SstcbampD/JaQI1.rI/. erytbm<uJ. RIFAMICINA GENTAMICINA R 
CA-340 SR 20 RG 16 

~1l<'!JII!!2Ill1~/2ll.1D IlfVthC1lftll. GENTAMICINA RIFAMICINA 
8-107 SG 6 RR 50 GR 

$,acc.bamnn1v.nom fl.tvthClJ.fla. RIFAMICINA GENTAMICINA R 
NRRL 2338 SR 20 RG 40 

SIH!l:b.lI.lnl21lla,rHJClJ. &rvthmu. [ RIFAMICINA I ERITROMICINA 
NRRL 2338 SR 20 RE 1000 ER 

:itnIsl!!1m"i'!i.U 1!1ICllm"i'!i.1lllcrm. 
ERITROMICINA RIFAMICINA R 

SE 600 RR 20 

Los resultados de las fusiones de protoplastos intraespecífica e intergenérica, se presentan de 
manem geneml en el tabla No. 13 y las figuras No. 7 y No. 8. 

TABLA No. 13 
FUSION DE PROTOPLASTOS. 

FENOTIPO DE RECOMBINANTES FENOTIPO DE 
CEPA ESPORULACION TIEMPO DE PEG' ESPORULACION 

PADRES 2' I S' I 10' 1 15' HIBRIDO. 

SJKC.bil.CJ1JX2li!6JJQClI f1.cY1hI1lO8. BLANCO 3 CON ESPORAS 
B-l07 O I 4 I O 10 BLANCAS. 

S41;.'blcqpqhn!nqrl ervthl&/Nt. BLANCO 1 CON ESPORAS 
CA-340 GRISES. 

SI"llll.ml2lJlxIQQm flcxthcalll. BLANCO 
8-107 O I 01 O 10 

~IJ.CJ2J1.Q.(Poora &mIthrafHI.. ROJAS 
NRRL 2338 

. 
~1"llll.fJ2JJQ&~a f1.01hcau. ROJAS 2 DE ESPORAS 

NRRL 2338 O I 2 I O 10 ROJAS 
~ttaot12m~u kBal.m~tl,u.s.. AMARILLAS 

• ,. Tiempo de exposición de la mezcla de los protoplastos a PEG al 50% (Sigma PM 3350). 
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hgura No 7 -Híbridos de la fusión de protoplaslos dt;' SllITMli!fJoll'Joom flJ:¡hmrfl. l1.jo:_, 
Sll(chafllPob'sDOf" c[J'1/llall1 CA-J.JO en medIO compkto más los FIIarcadure", Igenlamlclrhl ~ 
rifamicina) 

Figura No_ 8_- Hlbridos de la fusión de protoplastos Sa"hacooolysnora UJ'llmw: NRRL :3-'& 
) SlIíPlfll11J'.ífS. MlllJ1l11XrnklI.I en medio de regeneración MRK conteniendo nfamlCHla ~ 

crilromicina 

PA(; ... tI 



De la fusión entre $.. ~ B-I07 y la cepa $.. ay/hraea CA-Ha. se obtuvieron cuatro 
colonias hfbridas a los 5 min de tratamiento con PEG (tabla No. 13). Pam verificar que estas 
cepas realmente eran híbridos estables se resembraron dos veces en mtJIO completo conteniendo 
los antibióticos gentamieina y rifamicina. 

De es1as cuatro colonias se observó que una de las colonias tiene fenotipo de esporulación 
gris, que es diferente a las dos cepas originales; las otras tres colonias forman espoms blancas 
como las cepas originales. 

Con el objeto de caracterizar a estos híbridos, en cuanto a la producción de eritromicina con 
respecto a las cepas originales se realizó una fermentación por duplicado de cada uno de ellos en 
medio completo, donde se determinó su crecimiento y la produccion del antibiótico volumétrica 
y específica. Así como también se monitorearon las variaciones de pH durante la fermentación 
para cada condición. Estos resultados se pueden observar en la figura No. 9. 

Como resultado de la fermentación se encontró que la cepa de fenoti po de esporas grises 
produce cantidades volumétricas de antibiótico similares a la cepa original B-l 07, sin embargo la 
producción especIfica es mayor que la de la cepa B-l 07. Por otro lado, las tres cepas con fenotipo 
de espoms blancas, producen más o menos et 50 % de antibiótico que la cepa original B- t 07; al 
comparar los resultados con ta cepa CA-340 se encontró que la producción de los híbridos fue 
mínima. 

En cuanto a creciuúenlo, éstas mostraron un comportamiento más parecido a la cepa B-I07 
que a la CA-340; los perfiles en variación del pH durante la fermentación fueron muy semejantes 
en todas las cepas. 

Con el objeto de determinar el patrón de 1!1-< eritromicinas producidas por los híbrídos ías 
muestras correspondientes al quinto día de fermentación (ya que en los otros dlas no se distingue. 
figura No. 9), Iheron tratadas para extraer el antibiotico sintetizado. Los extractos fueron 
sometidos a cromalogralTa en placa fina y en la figura No. lOse aprecia en ambos extremos el 
estánddI (sld) de eritromicilla comercial que presenta las manchas correspondientes a la 
eritromicina A y a la eritromicina B. En los extractos obtenidos con la cepa S. ervthraea CA-340 
(híperproductora de eritromicina, carriles II y 12) se observan ademas la banda correspondiente 
a eritromicina C y muchas otras que de""n corresponder a los otros intennediarios. En los 
extractos de la cepa s.. etylbcaea B-l 07 (carriles 9 y 10) se nota la presencia de eritronólido B y 
micarosileritronólido B, así como eritromicina C. de acuerdo a los ejemplos reportados (Weber et 
al., 1985; Weber el al., 1990; Paulus el al., 1990). De esto se puede deducir que esta cepa 
produce muy poco o nada de eritromicina A y que acumula los dos primeros intermediarios. En 
los carriles I y 2 se colocaron los extractos del fusante H I donde no aparecen las manchas 
correspondientes a eritrornicina A y B; los carriles 3 y 4 corresponden ni fusante H2, donde 
tampoco se observan las eritromicinas A y B; en los carriles 5 y 6 correspondientes a los fusantes 
H3 (todos éstos de esporas blancas), se observan los mismos resultados que en los casos 
anteriores; en los carriles 7 y 8 del fusante H4 de esporas grises. se observan unas manchas que 
no corresponden a las observadas en el estándar pem que son parecidas a las que muestran la 
cepa parental B-I07 en los carriles 9 y 10. La cepa S. erylhmea CA-340. en los carriles 11 y 12 
presentan manchas iguales a las del estándar. 

En la cromatografía se puede observar que en los carriles de todos los fusantes 
(principalmente el fusante H4, carriles 7 y 8, en donde es más notorio). se muestran unas 
manchas en la parte superior similares a las de la cepa 8-107 que pueden ser eritronólido B y 3 
a-micarosil eritronólido B por comparación con los artículos de referencias reportados para 
estos compuestos (Weber et al., 1990). Sin embargo. éstas no aparecen en los carriles 5 y 6 que 
corresponden al fusante lB. ni en las muestras de la cepa CA-340. 
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En la parte inferior de la placa, tanto las fusantes corno las cepas originales muestran el 
mismo número de manchas, las cuales no aparecen en el estándar. es posible que estas pudieran 
ser intermediarios de la vía biosintética de eritromicilla. 
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Figura No. 9.- Crecimiento (O), Producción Volumétrica ( 6 ). Producción especifica de 

eritromicina ( O l y perfil de pH ( • l. de los Hlbridos de esporas blancas (H l. H2 Y H3 l e 
hfbrido de esporas grises (H4) de la fusión de protoplastos entre .5.. erythrqeg 8·107 y s.. 
mI"rgeg CA-340. Fennentación realizada en Medio Completo, a una temperatura de 29" e y 
200 rpm de agitación rotatoria. 
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De acuerdo a lo que se observa en la placa cromatográfica. las cepas H 1. H2.H3. Y 114 no 
producen eritromicina A y B, o producen tan poco que no se detectan ccm esta tecnica, por lo que 
parecen presentar características similares a la cepa parental B-I07 )' no de CA-340. 
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Figura No. 10.- Cromatogratla en Placa Fina de los extractos de las muestras del sg dla de 
fermentación de las cepas 8.. ervthra'a 8-107 (carriles 9 y 10) Y s.. mll"aen CA-340 (11 Y 
12), ase como los híbridos obtenidos después de la fusión de protoplastos. Fusante HI, I Y 2; 
fusante H2, 3 Y 4; fusante H3, 5 Y 6; fusante H4, 7 Y 8 (las mismas cantidades en todos los 
carriles); Std estándares de erirromicina en Jos extremos, eritromicina C (C); eritromicina A 
(A); eritromicina B (B); eritronólido B (ES); 3 a-micarosil critronólido B (MEB). 

Con el objeto de identificar con mayor precisión las eritromicinas que sintetizan estos 
microorganismos y para descartar que tal vez la concentración de los antibióticos en la muestra 
utilizada para la cromatografTa en placa fina sea tan pequeña, que ésto hubiera impedido la 
observación de las eritromicinas que son de nuestro interés, se utilizaron las mismas muestra~ 
para analizarlas por cromatografla líquida de alta resolución (HPLC); ésta técnica nos pemlite 
observar con mayor fineza los perfiles de producción aún a muy bajas concentraciones. 

Para tener un patrón de comparación se corrieron primero los estandares puros de 
eritromicina A, eritromicina B y eritromicina e proporcionados por los iaboratorios Abbot1. Y se 
observa en la figura No. 11 que los tiempos de retención para las critromicinas fueron los 
siguientes: eritromicina e 4.28; eritromícina A 6. J; eritromicina B 9.14 seg. 

En los extractos de las cepas originales los tiempos de retención variaron con respecto al 
estándar. En la cepa B-107 (figura No. 12), que produce poca cantidad de este metabolito, se 
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encontró que la t:ritromicina e tiene un tiempo de [('tencino de 5.0::. la crilromll.'In,i _ \ 6.5-i ~ 

10.48 para la eritromicina B~ estas últimas n(\ detectadas claramente en la cromatogr,lria ~n placa 
fina; en esta muestra aparece un cuarto pico cuyo tiempo de retencion es de ~O. 72 que se 
desconoce a que compuesto corresponda. 

En la cepa CA-340 (figura No.I}). la erilromicina e eSla en 4.94. la oril"'';l1éIl1a\ en 6.6::' \ 
la erilromicina B en 10.48: y olro pico de 16.03 de liempo de releneión. 

En cuanto a los fusantes. como se puede obser\"ar en las liguras No. 14. 15. 16. \ 17 Se obtll\ o 
lo siguiente: en la muestra del fusante HI (figura No. 14), se obser\"an dos picos. el primero con 
un tiempo de retención de 4.96 que corresponde a eritromicina C; sin embargo el segundo con un 
tiempo de retención de 8.22. no corresponde ni a eritromicina A ni a eritromicina B. 

En el caso del fusante H2 (figura No. 15) se obse"an Ires picos. de los cuales. uno 
corresponde a eritromicina e con un tiempo de retención de 5.0: el segundo que pudiera 
corresponder a eritromicina B presenta un tiempo de retención de 10.7: y un tercer pico en ~1.2 
que se desconoce a que compuesto corresponda. 

A 
e B 

Figura NO.I!.- HPLC. de los 
estándares de eritronllcinas. de la~ 
muestras corridas en una columna 
NOVOPACK de silica C - t S. con 
una rase móvil de etanol. 
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Figura ~o.12.- HPLC de las 
aitromkinas producidas por S. 
t'u,lIraea U-) 07. de las muestras 
con Idas en una CülUllllltl 

'O\'OPt\C" d~ ~ilica e-IR. con 
una I~bl.' 1110\ il de .:tiln!'! 



Figura No.D.- HPLC de las 
eritromicinas producidas por s.. 
et$hraea CA-J40, de las muestras 
corridas en una columna 
~OVOPACK de silica C-IS. Con 
una fase mó\"il de etanol. 

Figura NO.IS.- HPLC del fusanle 
H2, de las muestras corridas en 
una columna NOVOPACK de 
silica C-IS, con una fase móvil de 
elanol. 
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Figura NO.14.- HPLC del [usan le 

H 1, de las muestras corridas en 
una columna NOVOPACK de 
silica C-IS, con una fase móvil de 
etanol. 

Figura NO.16.- HPLC del [usante 
H3, de las muestras corridas en 
una columna NOVOPACK de 
silica C-18, con una fase móvil de 
elanol. 
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Figura No_I7.- HPLC del rusante H4, de las muestras 
corridas en una columna NOVOPACK de silica e-Is. 
con una fase móvil de etanol. 

Al igual que el fusante H2, el H3 (figura No. 16) muestra tres picos, uno en 5.0. que 
corresponde a eritromicina C; otro en 10.51 que también pudiera tratarse de eritromicina B, y 
uno en 20.48 que se desconoce a que corresponda. 

El fusante H4, de color de esporas gris (figura No. 17), que produce las mismas cantidades de 
antibiótico que la cepa original B-I07 (figura No. 9), mostró también tres picos, el de 
eritromieina C en 4.93, uno en 10.43 que posiblemente sea eritromicina B y otro en 16.43 que 
también se desconoce a que corresponda. 

Los resultados obtenidos con esta técnica confim1an los obtenidos en la ero mato grana en 
placa fina. 

A pesar de que estos fusantes son el resultado de la fusión de las cepas S. e~l'll,raea B-I 07 Y 
5,. e~thmea CA-340 productores de eritromicina, y a diferencia de lo que se esperaba; no se 
produjo eritromicina A (biológieanlente activa) pero hay acumulación de eritromicina C, como 
se observa en la cromatograna en placa fina y en el HPLC, y como se comentó en los 
antecedentes, la eritromicina e se metila para fonnar la eritromicina A; al parecer estas cepas no 
pueden continuar la vía biosintética hasta eritromicina A; por lo que seria de gran interés medir la 
actividad de la metiltransferasa que convierte la critromicina C en eritromicina A para saber si 
tienen dicha actividad o no. Esto se intentó realizar, pero el intermediario eritromicina C no se 
vende comercialmente y al solicitarlo a los Laboratorios Fermic y por otro lado al Dr. Paulus 
(laboratorios Abbott), no tenían en ese momento por lo que no se pudo efectuar dicha medición. 

La formación, regeneración y fusión de protoplastos pueden estar asociados con un rearreglo 
genético en los recombinantes, pueden perderse plásmidos, ú otros rasgos como producción de 
antibióticos ó resistencia, aunque igualmente pueden ocurrir amplificaciones, modificaciones, 
que no se pueden descartar que hayan ocurrido en los híbridos y que por esta razón no haya 
producido eritromicina A (Goodfellow et al., 1988). 

Al tratar de fusionar 4 veces las cepas oS:. eeythmea B-107 Y oS:. eeythmea NRRL 2338 a 
diferentes tiempos de exposición en PEG, no se obtuvieron híbridos en ninguna ocasión (tabla 
No. 13)~ lo cual es extrano ya que las cepas s.. e[)llhraea B-l07 y s.. eo't/:mea CA-340 si 
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fusionaron : se pudieron selecciOnar híbridos rt.·slstent('s J CS(üS mismos antibloticos. 
desconocicndose la causa. 

Tambien <e fusionaron las cepas $.. eO'/lImea NRRL 2338 Y S/replomrcer kana"'l'ceticus. 
donde se observó inicialmente que el porcentaje de regeneración de protoplastos era swnamente 
bajo, pero a pesar de ello se obtuvieron dos híbridos a los cinco minutos de exposición al PEG 
(tabla No. 13). De igual manera que para la fusión anterior. estas colonias fueron resembradas 
dos veces en medio completo con rifamicina y eritromicina. como marcado.-es. para asegurar que 
se trataba de los hibridos estables que se buscaban. resistentes a ambos antibióticos. En ambos 
casos, se observó que su fenotipo de esporas de color rojo es más parecido al de la cepa $.. 
erythraea NRRL 2338, que a SCreplo/fQ'W ka"amyceUcus que esporula de color amarillo. 

La producción de antibióticos de los híbridos se detemlinó con la técnica de bioensayo por 
cilindros utilizando a Sarcino ÚlIi.Il. y Baci/tus rull1iJ.is. como microorganismos de prueba. Se 
encontró que estas cepas producen antibiótico. y el tanlaño del halo de inhibición es similar al de 
la cepa 2338: pero en todos los casos los microorganismos de prueba sun sensibles a los 
productos, por lo que se enmascara que antibiótico (eritromicina. kanamicina. ó ambos) es el que 
realmente producen los híbridos. 

Se realizó también una fermentación de cada fusaJlte y las cepas parentales en medio minimo 
de S. erylhraea, donde se deternlinó su crecimiento y la producción del antibiótico volumétrica )' 
específica por medio de bioensayo, utilizando a Surcino ÚlUil. como microorganismo prueba, ya 
que éste también es sensible a kanamicina. Se monitorearon así mismo las variaciones de pH 
durante la fermentación para cada condición. Estos resultados se observan en la figura No. 18. La 
cepa parental Streptomvcfr kanamyceticur no creció en este medio mínimo. ni hubo producción 
de antibiótico por lo que no aparece en la ligura. 
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Figura No. 18.· Crecimiento (O). Producción Volumétrica ( .o. ). Producción especifica dI.! 

eritromicina ( O ) Y perfil de pH ( • ), de los Hibridos de la fusión de pro(oplastos entre 

SJup.tQ/.tJJ!m kanQmvcetlcus y s.. W'th'"u NRRL ':338. Fermentación realizada en Medio 
Mínimo. a una temperatura de 19°C y 200 rpm di! agitación rolatoria 
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Como resultado de la fermentación se encontró que los híbridos producen cantidades 
similares de antibiótico, a los de la cepa original NRRL 2338, como se había observado en los 
análisis previos utilizando cilindros de agar cortados de una colonia intacta en medio sólido. En 
cuanto al crecimiento, éstas también mostraron un comportamiento parecido a la cepa original 
NRRL2338; los perfiles en la variación del pH durante la fermentación fueron muy semejantes 
en todas las cepas. 

Para identificar el tipo de antibiótico que están produciendo estos fusantcs, las muestras del 
quinto día de fermentación (donde hay mayor cantidad de éste), se procesaron para extraer el 
antibiótico sintetizado, utilizando la técnica mencionada en material y métodos. Los extractos se 
corrieron en una cromatografia de capa fina (Figura No. 19), cabe mencionar que el frente de la 
cromatografia no corrió de manera lineal por lo que el estándar de eritromicina se metío a ambos 
extremos de la placa y en el centro de la misma. como se observa en los carriles 1,3 y 6. La 
distribución de los demas carriles es la siguiente: en el carril 2 el extracto de la cepa original 
2338 con las manchas correspondientes a eritromicina A y C; en los carriles 4 y 5 los extractos 
de los híbridos de esta fusión que muestran un comportamiento de producción de antibiótico 
similar a la cepa original s.. eo'/{¡raca NRRL 2338 (Figura No. 18), con manchas 
correspondientes a eritromicina A y C. 

• • A 
.. ,. 

2 e 

Figura No. 19.· Cromatografía en Placa Fina de los estándares (Std) de clitromicina (carriles 1, 
3 Y 6) Y de los extractos de las muestras del 5° dia de fermentación de las cepas S. crvthrqra 
NRRL 2338 (carril 2) observanao critromicina A (A) similar al estandar, a..;:j como los hibridos 
obtenidos (carriles 4 y 5) después de la fusión de proloplastos de~. eO'fl!rqea NRRL 2338 con 
StreJ1toWl'ceS ka"amvceÜCU$. 
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Fsws L"tra(tu-. tambicI1 se corncron en el HPI l pero Jieron dderL'nln piCOS ¡':Oll diferentes 
ticmp{ls Lk retención. l.os tiempos de retención obser\'ados con respecto JI estandar varía'1 más 
J, ... l 10 UIO aceptable para este tipo de análisis. esto tal vel debido J que a medida que se carrian las 
muestras la columna retuvo alguna impureza que desfasó a la.:: yUL' fueron aplicadas 
postcriom1ente; por lo que se decidió hacer una mezcla uel.:stándar y 1.1 muestra para facJlitar la 
identificación del producto de estos híbridos. gracias a ello se mostró que estas cepas 
efectivamente producen eritromicina :\ (datos no mostrados) 

Estos resultados obtenidos de la fusión de protoplastos de s... erylhraea NRRL 2338 Y 
Streptomvces Imnamvceticus podrían sugerir que hubo fusión y recombinación entre los dos 
genomas. ya que los híbridos son resistente a los dos antibióticos (eritromicina y rifamicina), 
pero dominando el genoma de S. elJ'throea 1'RRL 2338 Y conservando. por lo tanto. las 
características fenotípicas de este microorganismo. 

Por otro lado, tomando en cuenta las concentraciones minimas inhibltorias obtenidas (tabla 
No. 11) a diferentes antibióticos que presentan otras cepas utilizadas. se eligieron las cepas 
Stceptowrces kanaml'c~, s... ecy/h,affl CA 340 Y s... elJ'/[¡ra€/l Re. para posteriores fusiones 
ya que tienen los marcadores de selección adecuados. Estas se muestran en la tabla No. 14. 

TABLA No. 14 
FUSION DE PROTOPLASTOS 

METODO DE SELECCION. 

CEPA. 
SENSIBILIDAD "g/mi RESISTENCIA "g/mi 

HIBRIDO 
(S) (R) 

Streptowvces /wtamycetlcus. ERITROMICINA RIFAMICINA 

SE 600 RR 200 ER 

~charoDº'vspºra aeythraea RIFAMICINA ERITROMICINA R 
CA-340 SR 20 RE 1000 

S.i1J;.,b.iUJ2IJ.Ql~s.I1.QCll flO1bcaeil RIFAMICINA GENTAMICINA 
CA-340 SR 20 RG 16 RG 

Saccharo,po/vs{H2IjI erytbraoll GENTAMICINA RIFAMICINA R 
RC SG B RR 30 

La fusión de protoplastos de las cepas Strep/omvcer kanamvceticus y s... mt/.raea CA 340 
se realizó cuatro veces y la fusión de protoplastos de las cepas s... elJ't/.raea RC y s... fI.J'Ú.IIfl1lll 
CA 340 se Ile\'ó a cabo en dos ocasiones, todas ellas a diferente tiempo de exposición a PEG. sin 
embargo. no se logró obtener algún fusante en ninguna de ellas. 

Debido a las limitaciones en cuanto a las CMI. ubtenidas hasta el momento, para realizar las 
fusiones y que en algunas de las fusiones que se habian hecho no se obtuvieron hibridos; se 
pensó que buscando las CMI para otros antibióticos macrólidos se podrían obtener otras 
combinaciOl~cs de marcadores para hacer mas fusiones. por lo que se realizaron utras curvas de 
sensibilidad a los antibióticos macrólidos tilosina, oleandomicina. espiramicina, y eritromicina; 
(tabla No. 15). 
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I ----
TABLA No. 15 

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA. 
(l1gJml) 

CEPA. TILOSINA OLEANDOMICINA SPIRAMICINA ERITROMICINA 

Sac;,b.il.fi2Q.Ql~J1Q.CIl 
ER ery!hra"". TR OR SR 

NRRLL 2338 

s.a~,l1al11Qj2IIlBI1I1C6. 
OR SR ER ecvtltrnfHJ. TR 

CA-340 

S:a:'-kb.a[QQ.Ql~~I2Ql(f 
TR OR SR ER ery!hf8f1B. 

RC 

SlI~,l1ftC1lQQIIlBQQC6. 
TR OR SR ER erythmea. 

8-52 

s.U"úftI12Uo.ll!flI1.Qtlf. 300 200 30 100 l11Jl1h11lH. 
8-107 

SCreptornyces ~ 300 600 400 ER 6-40 

Stroptomvc9S ~ 
OR 6-231 rR SR ER 

S.trtJDto.m~fJ.~ Iraaam~itl!;.u~ 700 700 200 600 

R.-Resistencia a más de 1000 Ilglml 

Como se observa en el tabla No. 15, las cepas que producen poca cantidad de su antibiótico 
como S. eeyll!Caea B-I07 (eritromicina) y Strentomyces ~ B-40 (estreptomicina) son las 
que presentan mayor sensibilidad a estos antibióticos macrólidos en comparación de las cepas 
que producen mayor cantidad de antibiótico, las cuales son más resistentes. 

La mayoría de las cepas utilizadas son resistentes a estos antibióticos macrólidos, lo que 
confirma que las cepas presentan un buen sistema de resistencia MLS descubierto por 
Thompson et al., (1982), por lo cual no se pueden usar como marcadores para una posterior 
fusión de protoplastos. 

Debido a las limitaciones encontradas en las CMI y al obtener pocos híbridos en las fusiones, 
con las cepas probadas, se decidió continuar el proyecto, modificando el método de selección. 
para ello se utilizó PEO al 50 % Y 25 % durante 5 mino Despues de lavados, los protoplastos se 
vaciaron en MR con agarosa de bajo punto de fusión licuado, y posteriormente en cajas con MR; 
para la sobrecapa de los medios de regeneración se utilizó agarosa de bajo punto de fusión 0.7 % 
(Schupp & Divers. 1986; Benchmarks. 1989) en el medio de regeneración correspondiente. Sin 
embargo, la adición de los marcadores se efectuó a diferentes tiempos: O. 24. 48. 72 Y 96 hrs 
después de plaquear la mezcla de fusión en los medios correspondientes l comunicación personal 
con Hortensia Lemus Díaz y Rosa Elena Cardoza Silva). 

Se realizaron nuevamente las fusiones de protoplastos de S. eCJIthraea B-l07 Y S. eo'thrau¡ 
CA-340 y de S. eryth,aea B- \07 Y S. ecyt"raea NRRL 2338 con los marcadores que se observan 
en la tabla No. 12, pero adicionando los antibióticos a las O, 24, 48, 72 Y 96 horas. De esta 
manera se obtuvieron 11 híbridos de la fusión S. er-ytbraca B-107 y S. er:;ytbraea CA-340 
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adicionando el lliltibiótico a las 96 hr'\. 10 híbridos con un fenotipo de esporulación hlllilca y ~lIla 
~alva, comprobando también posterionnente que son resistentes tanto J. gentamicina como 
rifamicina al resembrarlas en presencia de dichos antibióticos (tabla No. 16 y figura No. 20). 

En la tabla No. 16 se presentan los resultados de las fU3ior.cs de protoplastos adicionando el 
antibiótico a diferentes tiempos y utilizando una concentración de PEG de 25 °0 Y 50 Ufo, a 
diferencia de las primeras fusiones (tabla No. 13) en las cuales solo se empleó la concentración 
de 50 % de PEG y diferentes tiempos de exposición a éste. El tiempo de adición de los 
antibióticos en estos primeros casos se mantuvo constante (a Ja'i cero horas), mientras que en las 
últimas fusiones (tabla No. 16) fue a diferentes tiempos; cabe aclarar que tan solo se presentan 
aquellos casos en los que hubo algún híbrido. 

TABLA No. 16 
FUSION DE PROTOPLASTOS. 

CEPA. 
FENDTIPODE 

ESPORULACION 
PADRES 

s.O"b.{l[QQQl~QQ(a §ll1hrUa. BLANCO 
B-107 

S.B.c.,llaCOQQl~QQ[Jj flO1áraeíl. BLANCO 
CA-340 

S.a"I1JlCQU.Ql~J2QUI. ell1ht1lfla. BLANCO 
B-107 

SIl,c.áBOOJlal'isI2Qm eCl'1bauul. ROJAS 
NRRL 2338 

T AAB.- Tiempo de Adición de los Antibióticos. 
• .- PEG al 25 Ó 50% (Sigma PM 3350) 

No. DE 
RECOMBINANTES 

PEGO 
(25°/,) (50%) 

11 O 

O 8 

TAAB FENOTIPO DE 

(h) ESPORULACION 
HIBRIDO 

96 
10 BLANCAS 

1 CALVA 

O 1 BLANCA 

72 7 BLANCAS 

Figura No. 20.- llibridos de la fusión de orotoplastos de SaccharoP<1b'Wf1ll1 eO'Ihraea B- 1 07 Y 
Sqcc!wrooolnp..JllJl efJ'throca CA-3-!O en llledio de regeneración ~lR~T~O ~ MRK 
contelllendo los anlibió!Ícos (gclllarnicina y rifamicinal 
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Para caracterizar. en cuanto a la producción del antibiótico a los híbridos obtenidos con 
respecto a las cepas originales. se hizó una femlentación como en los casos anteriores. para ver 
mejor el efecto se realizaron en Medio Minimo. Estos resultados se pueden observar en la figura 
No. 21. 
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Figuro No. 21.- Crecimiento (O), Producción Volumétrica ( 6. ), Producción especifidl de 

eritromícina ( O ) Y perfil de pH ( • ). de las cepas originales 8.. eo'thraea CA-340, 5.. 
et)'lhra", B-107, Hlbridos 115, 116, 117. H8. H9, HIO, HII. H12. 1113, f1!4 ) HIS. 
Fennentaci6n realizada en Medio Mínimo a 29"C, 200 rpm (las ultimas tres gráficas se 
~~cscntan en la siguiente página). 
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Figura No. 21.- Crecimiento (O), Producción Volumétrica ( 6. ), Producción esptX'lfica de 

eritromicina ( O ) Y perfil de pH ( • ), Continuación de In página anterior. 

Como resultado de la fermentación, en cuanto a crecimiento todas las cepas mostraron un 
comportamiento muy parecido, así como también los perfiles de variación de pH durante la 
fermentación fueron muy semejantes en todas las cepas manteniéndose entre 7.5 y 8. 

Con respecto a la producción del antibiótico, como se puede observar (figura No. 21) a seis 
colonias no se les detectó producción de antibiótico, tres producen cantidades de antibiótico 
similares a la cepa parental S. f1J!Ihraell. B-107, y las otras dos producen mayor cantidad de 
antibiótico que la parental S. erya,raea B-I 07, pero comparando con la otra parental S. 
erJlihraea CA-340 producen aproximadamente la mitad. 

De la fusión de S. erythraea B-107 y s.. erJlihraea NRRL 2338 se obtuvieron 8 Wbridos al 
adicionar el antibiótico a las O y 72 hrs después de la fusión. Todos los híbridos presentan 
fenotipo de esporas blancas como la cepa parental $.. erytbcaeq B-I07, reiterando po"teriormente 
que son resistentes a los antibióticos gentamicina y rifamicina al resembrarlos en estos 
antibióticos (tabla No. 16 y figura No. 22). 

Como se hizo con todos los híbridos, se determinó la producción del antibiótico a éstos con 
respecto a las cepas originales. Estos resultados se pueden observar en la figura No. 23. 
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Figura No. 22.· Hibridos de la fusión de protoplastas de Sacchtuopoll'sp.1!..CJl ~ 8-107 )' 
Saccha,ºpºlnPQ,ª w'thraeq NRRL·2338 en medio de regeneración MRK conteniendo 10'0 
antibióticos (genlamicina y rifamicina) . 
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Figura No. 23. Crecimiento (O), Producción Volumétrica ( 6. ), Producción especifica de 

eritromicina ( o ) y perfil de pH ( • ), de las cepas originales S. eo'Mmeq NRRL2338, s.. 
~ 8-107, Hlbridos Rl. R2. RJ. RJ. R4. R5, R6, R7, R8. Fennentación realizada en 
Medio Mínimo a 29OC, 200 rpm (esta página y la siguiente). 
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Figura No. 23.· Crecimiento (O), Producción Volumétrica ( .6. ), Producción especifica de 

eritromicina ( o ) y perfil de pH ( . ). Continuación de la página anterior. 

Se puede observar que el crecimiento de todas las cepas fue muy similar, así como también 
los perfiles de variación de pH durante la fermentación fueron muy semejantes en toda< las 
cepas. En cuanto a la producción del antibiótico (figura No. 23), los ocho hfbridos producen muy 
poco antibiótico similar a la cepa parental 8.. eC)ltheaell B-l 07. 

Las muestras correspondie;]tes al 5° día de femlentación (ya que en los otros dias no se 
detecta) de los hibridos de estas dos fusiones fueron tratadas también para extraer el antibiótico 
sintetizado y éstos sometidos a cromatografia en placa fina, pero no se detectó nada, ni los 
intermediarios, probablemente por que era muy poca cantidad para que se detectara por placa 
fina, a diferencia de las cepas parentales (datos no mostrados). 

En la tabla No. 17 se muestra un resumen de las fusiónes realizadas, los híbridos obtenidos de 
cada una de ellas y la producción de antibiótico. 

La fusión de protoplastos ha sido usada como una herramienta genética para el mejoramiento 
de cepas. En cuanto a la formación de protoplastos la caniidad de glicina que se utilizó, fue de 
acuerdo a las concentraciones reportadas anteriormente para Streotomvces en general o particular 
(Hopwood et al., 1985; Yamashita et al., 1985). La cantidad de lisozima utilizada fue de acuerdo 
a Hopwood et al. (1985), evitando tratamientos largos como sugieren Baltz & Matsushima 
(1981); Otts & Day (1987), excepto para ~ kanantVCe/iclls y Streptomvce.r ~rjseus 
ya que no respondieron de la misma manera que las otras cepas, a pesar de que Malanicheva et 
al. (1991) ya habían trabajado con $.. kanamyeeticus, no reportaron las condiciones para la 
formación de protoplaslOS de dicha cepa, por lo que para $.. kanamvceticus y $.. ~ fue 
necesario probar con mayor concentración de lisozima. 

Se probaron diferentes medios reportados como buenos medios de regeneración de 
protoplastos (Weber et al., 1985; Yamamoto et al., 1986; Hopwood el al., 1985; Okanishi el al., 
1974; Maldonado. 1982) seleccionando solo aquellos en los que se regeneraban mejor los 
protoplastos. El peso molecular del PEG empleado fue el que cOlnúnme-nte se utiliza así como la 
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concentración, ya que el reporte de Hopwood (1981) discute) concluye que es lo más efectivo) 
de ahí en adelante se generalizó su uso. 

En este trabajo se reporta la selección de híbridos obtenidos a través de marcadores de 
resistencia a antibióticos de diferentes cepas de SaccharOJlQlvrpora ecyt{¡raea. 

Como en muchos otros reportes la fusión de protoplastos se obtuvo mediante el uso de PEG. 
se encontró que el tiempo de adición del antibiótico en la placa de agar para la selección fue 
cntcia\. para la sobreviviencia de los híbridos, los resultados mostraron que la adición a las 72 o 
96 hrs dan el mejor resultado. 

Se puede observar que utilizando la doble resistencia a antibióticos se pueden seleccionar 
hfbridos, resultado de la recombinación de genomas de las cepas originales, ya que en todos los 
casos se llevaba a cabo la siembra de los protoplastos de cada una de las cepas padres en el 
medio de regeneración con los dos antibióticos y no se obtuvo alguna colonia que hubiera 
adquirido la doble resistencia. A pesar de que en los híbridos hubo recombinación, ésta afectó en 
general, de manera negativa sobre la producción de eritromicina, ya que en todos los híbridos la 
síntesis del antibiótko fue menor que en los padres. Por el contrario, cuatro de ellas acumularon 
eritromicina e en lugar de eritromicina A. La razón de este comportamiento es desconocido; 
probablemente esta región de DNA es inestable y se afectó durante la formación, regeneración o 
fusión de protoplastos. 

TABLA No, 17. 
FUSION DE PROTOPLASTOS 

PRODUCCION DE ERITROMICtNA DEL 5° OlA DE FERMENTACION 
(¡1g/ml) 

.-
S.a"b§'C9J2Qlv.~I1.QC1I. Sa"l1ítco.Q.Qll'~Q12l1l :i8"tJaIJ1J¡QI~§Qº1lI s.Q"l1.a.rQJ1íl.l~ºQl1I. 
eOOhlllea. C .... -340 ocythraea. NRRL 2338 er:ytIJllIea. CA-340 er:ytIJrnoB. NRRL 2338 

152.63 33.8 152.63 33.8 
Sa"lJ.alW2Ql~~I2Qca SIDlQt!Jm ~~S Sa"áil.lQJ2Ql~QQlJ SakktJ.il.a2QQl'aQQCQ 

er:ytIJllIeB. B-107 kaD.fl.m~'fltlcU~. er:ytIJraea. B-107 eOOhlllea. B-107 
0.69 no se detectó 0.69 0.69 

Recombinante Recombinante Recombinante Recombinante 
H1 0.31 F1 16.23 H5 72.9 R1 0.64 
H2 0.37 F2 16.23 H6 48.6 R2 0.77 
H3 0.34 H7 0.56 R3 093 
H4 0.45 H8 ·H13 no producen R4 0.77 

H14 0.76 R5 0.70 
H15 1.26 R6 0.70 

R7 0.71 

R8 1.10 

De la fusión de protoplastos intergenérica se encontró que el genoma receptor fue el de la 
cepa Sacd,ª,ºvolv5JlQra eo'lhraea NRRL 2338, por lo que los híbridos presentan características 
mas similares a ésta. la recombinación fue probablemente en otro sitio diferente al de producción 
de eritromicina. 

El uso de la resistencia a rifamicina, cuyo gene que la codifica se encuentra muy cercano a 
los genes de biosíntesis de eritromicina, no nos aseguró que hubiera existido recombinación en 
esta región ó si la hubo afectó de manera negativa a la producción del antibiótico. Una manera de 
incidir directamente sobre la región de DNA que contienen los genes de la biosíntesis de 
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eritromicina sería utilIzando mutantes bloqueadas en éstos. y seleccIOnar hibridos productores en 
lugar de los padres que no producen. Esto dificultaría o mejor dicho haría la selección más 
dificil. sin I!mbargo probablemente se encontrarían híbridos con maJar producción. 

La recombinación que se da a trayés de la fusión de protoplastos es al azar, por lo que es 
necesario seleccionar un poco mas el tipo de hibrido que se quiere, dirigiendo la recombinación a 
los lugares deseados. Una alternativa sería la de utilizar a los genes que flanquean a los genes de 
biosíntesis de eritromicina. como son la resistencia a rifamicina y de biosíntesis de metionina 
(Weber et al., 1985). En este caso se tendrían que seleccionar primero auxótrofos de metionin. 
de ambas cepas parentales y combinar la selección de los Iúbridos con la resistencia a rifamicina. 
De esta manera, podrIa esperarse que hubiera recombinación inclusive en la zona central entre 
ambos marcadores. Estos hibridos podrían tener una diferente producción y sólo alguno seria 
mayor productor de eritromicina. 

Un punto importante en que hav que enfatizar e5 que la región de biosintesis de entromicina es 
muy grande. de alrededor de 75 kb, lo que dificulta que haya recombinación en toda esta parte 
del genoma. Consideramos, por ésto, que para tener mayor éxito deberían escogerse las mutan tes 
bloqueadas en genes que sean los más importantes para la biosíntesis de entromicina y 
seleccionar los híbridos productores 

Durante el desarrollo del proyecto se observó que es necesario realizar un gran número de 
fusiones para que se pueda incrementar la probabilidad de obtener un Iúbrido con mayor 
producción de antibiótico; o dicho de otra manem es necesario obtener un gran número de 
hibridos y que alguno de ellos produzca mayor cantidad de antibiótico. 

En los reportes encontrados de fusión de protoplastos se mencionan q"C encuentran uno, dos. 
o más híbridos con mayor producción, mejor crecimiento, etc. (mayores aptitudes) que los padres 
sin embargo, en general son pocos los híbridos que se obtienen, al igual que en este tmbajo. 

De los trabajos revisados solo Deb et al. (1990), reportaron haber encontrado hibridos con 
diferentes niveles de producción de Xilanasa, pero siempre por debajo del nivel parental; como 
en este trabajo. Sin embargo, puede suceder que no se reporten los trabajos en que no se obtienen 
resultados satisfactorios como el anteriormente mencionado. 

Se ha estudiado la síntesis de eritromicina mutando o transformando a Saccharopoú'spoca 
eQ'l"caea (Corearan. 1981; Thompson et al., 1982: Bibb et al., 1985; Weber et al.. 1985; Shafice 
& Hutchinson. 1987; Hale et al., t987; Janssen & Bibb. 1988; Weber & Losick. 1988; Vara & 
Hutchinson. t 988; Shafiee & Hutchinson. 1988; Donadio & Hutchinson. 1988; Tuan el al., 1988: 
Vara et al., 1989; Dlúllon el al., 1989: Weber et al., 1990; Tuan et al., 1990; Cortés et al., 1990; 
Paulus et al., 1990; Hopwood & Sherman. 1990; Revill & Leadlay. 1991; Caffrey et al., 1991; 
Weber el al., 1991; Andersen & Hutchinson. 1992; Caffrey et al., 1992; Donadio & KalZ. 1992; 
Stassi el al., 1993; Donadio et al., 1993) pero no se encontró ningun reporte de fusión de 
protoplastos de esta cepa. De ahí la importancia de este trabajo. 
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CONCLUSIONES. 

• A través del uso de Polietilenglicol (PEG) se logró fusionar protoplastos de 
diferentes cepas de SaccharQJIo/)'5J1ora e!J!Ihraea y rcalizar fusiones intergenéricas 
enlre s.. erythraea )' Slrentomyces lcanaltlJlceticus. 

• El tiempo de crecimiento en Medio Completo (MC) con glicina es crucial para que 
haya una buena formación de protoplastos. 

• Se debe buscar el mejor Medio de Regeneración (MR) para cada una de las cepas a 
utilizar. 

e La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de un antibiótico puede variar al 
utilizar diferentes medios. 

o La doble resistencia cruzada a antibióticos es un buen método para seleccionar a los 
híbridos provenientes de padres sensibles. 

o El tiempo de adición de los antibióticos marcadores al Medio de Regeneración, 
después de plaquear la mezcla de fusión, es muy importante para tener un mayor 
número de Wbridos sobrevivientes, siendo este entre 72 y 96 horas. 

• Es indispensable obtener un gran número de hlbridos para que la probabilidad de 
encontrar el adecuado sea mayor. 
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