~

Lee.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRALO

"“MEJORAMIENTO GENETICO DE Saccharopolyspora
erythraca POR FUSION DE PROTOPLASTOS PARA
LA OBTENCION DE ANTIBIOTICOS '

T E S { S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRDO EN CIENCIAS

(BIOLOGIA CELULAR)
P R E S E N T A

BIOL. GABRIELA GONZALEZ CERON

DIRECTORA DE TESIS:
PRA MARIA ELENA FLCRES CARRASCO

1994

MEXICO, D. F.

TESIS CON
FALLA LE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“Ayer ¢ sobo un suefio

maana solp wna visidy,

jero ol hay bien vivido hace

que ayer sea wn sueo de felteidad

¥ cada marana und visign de esperanza.
Vive bien, por s tanls, este dia.

No hay mada demastads bueno para que ro lo poseas,
ninguna altura que no convierias en realidnd
b posder es mayor que b pensamlaile,

ts algo que debes semtir dentro de 1.

No debes temer nada, tu propio ser sabe

apee Ui eres tu proplo ser Infinito;

or Lanto figa tu mente ex la meta mis al,
ma extste wade que no poutdas hacer.”

“l hombre Juc sabe como bt de ke, thene o s manss ol poder para
engrawdecers, wltiplicar Tos vombos dr & existencha y dar 4 s vida
Plenitud, significteldn € Interes. Aldos Ha ey,

&l e uf estialio e vinlo grito v wrivirsal, pues of estiulic tratie de Lo
e ¢5 wno y 1o de lo e wno tieneprepra Stask,

Con dectstin affrvate @ tu seko, pues sF et Jograra o escapar, w
extstencta sevia como ave herida, Deapar de "“{"'“’l‘}“‘“ﬁ Hoghes.

N0 SABEMOS quifnes smos skt que vomas To que somos capiaces e
haeer. psartha Grimes.



DEDICATORIAS.

L mepor hevewcin e picde von padee depar 4 s s
&5 wit poce e s Hewpe cada din. o o mattids,

A mis padres Ramodn y Toilite por habernos dado la vida, su amor, apoyo y guia para
superamos, invaluables GRACIAS.

A mis hermanos Ramén, Carlos, Arturo y Alma por su paciencia, comprension y apoyo,
durante toda mi vida.

L mrtas som s ey Hmite de tempo. ppony Schof roou.

l!}oﬂl #mu#ﬂr‘l.;du‘"j’_
La vide o5 wx cabally, y & U depondt Bovar Les riendas, o
Hﬂﬁllﬂlu&ﬂlﬂﬂf*.ﬁerm

A mis Cufadas, Sobrinas, Sobninos, Tias, Tios, Primos, que de alguna manera me han
prestado su ayuda.

Al 8r. Rodolfo y Ia Sra. Guadalupe y sus Hijas, muy especialmente a Laura, que son como de
la familia.

A la memoria de Irma (g.e.p.d.) que se adelanto por el camino que todos hemos de recoirer
algin dia; pero que me dejé la invaluable amistad de Norma.

A mis amigos Alms, Paty, Canmen Parra y Oscar por su comprension y ayuda,

A todas y cada una de las personas que de una u otra forma me prestaron su ayuda y
comprensidn,



AGRADECIMIENTOS.

Esta Tesis se elabord en el Instituto de Investigaciones Biomédicas (I.1.B.), Departamento de
Biotecnologia, U.N.A.M. bajo la direccidn de la Dra. Maria Elena del Carmen Flores Carrasco a
la que le agradezco el apoyo, confianza, amistad y guia para la realizacion de este trabajo.

Agradezco a los Doctores Carlos Huitrén Vargas, Dra. Alicia Gonzilez Manjarrez, Dr.
Hermilo Leal Lara, Dra. Laura Estela Castrillon Rivera, Dra. Rosario Rodriguez Arnaiz y la M.
en C. Luisa Alba Lois, por la revisién critica de esta Tesis. por sus sugerencias y por su
colaboracidn para que saliera adelante este eserito.

Quisiera agradecer de manera especial a D.G.A.P.A. UN.AM. por el apoyo otorgado pera
llevar a termino los estudios de Maestria.

Agradezco a la M. en C. Hortensia Lemus Diaz y a la Biol. Rosa Elena Cardoza Silva por sus
recornendaciones para la optimizacion de mi trabajo y por su valiosa amistad.

Agradezco de manera especial a la Biol. Laura Escalante Dévila y a la M. en C. Elizabeth
Ponce Rivas por la ayuda prestada en la realizacién de algunas determinaciones de! trabajo. asi
como por el apoyo, amistad y ternura que otorgaron a mi persona.

Agradezco al Q. Agustin Reyo por la realizacién de los registros del H.P.L.C. durante la parte
experimental de este trabajo.

Agradezco profundamente al Biol. Oscar Cesar Santoyo Martinez por la elaboracion de este
escrito, las figuras, tablas, gréficas, imagenes digitalizadas y en general la presentacion de esta
Tesis.

Agradezco también al personal del LI.B. que facilitaron mi trabajo, especialmente al personal
de Compras, Aimacen, Biblioteca, a Eduardo, Tere, Margarita. Dofia Guille, Lulu, al sefior José
del Departamenio de Fotografia, a Angeles la secretaria y a la Técnica Carmen Lépez.



INDICE

ANTECEDENTES......ccocconn e meaesteredeeseetRe AL ee et heReteat et se ek A bane s st s e dfaraneenantea e es Lot ebe e ameeaseenrrr ke aan 4
PLOIOPIASION. 1. cereeeo s ticteemreeeees it rc e ereseeesects b b eemsreasant s e asseenabt s s aanassebenmre s se s e et e s s i e s ranee 4

EROIMICING, oottt et e oo 13

VA BHOSINALICA. .....o.vieeecviraiiee e e assassasas et es ecaraese et e sen cesesese et e amneameasesaene e g seemteanennrantsenssrraranns 14

Resistencia a Antibidticos en Genetal. ..ot e 23
Regulacién de la Produccitn de Ertromicina. ... L

2) COPES BACLETIANAS. .o..eerriiicaeeecemreetoeeemen e eresetseme et meeatsae s eceaese b e e samere et et ot yeastaeasnens sy see ceaeeeverasses 31
b) Mantenimiento de 18 CePas. ..ot et e saecesesesene g eesnnsansies 3 1
) FOrMACIOn 48 PrOtOPIASIO8. c..orurireeereestce et ceteeaitieeesmecne s remesarimsnsems bt ere s ecsasenssinescsecssseainnes 3 1
d) Determinacion de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI). ..o 33
) FusiOn de Protoplastos. ... ...ttt ettt et 3
{) Caractetizacion de 105 HIbrdOS. ...t e eenenes 33

i) Cuantificacion de 12 ERtromicing. ..o vivvensnienromrnionisss e i cemsssasssss e steecsscsensss 33

1) CrECIMIBA0. . oooveo et e s 34

i11) EXraceion del AntiBIStee. ..o v crrereeererencrinseresssasserssssre s rrss tamsesenss e ceese tesnneeers 38

iv) Cromatografla. .....c.ccoormomsersmnsessncsrereesrnsessserssrssnnes 34
RESULTADOS Y DISCUSION. ......ccovmmran SOOI 1.
CONCLUSIONES. ............. et g b bt rae bt edrenenas .59




INDICE DE TABLAS Y FIGURAS.

TABLAS

Tabla No. 1 Produccién de eritromicina. ... ... R ‘

Tabla No. 2 Ejemplos de fusion de proloplastos en Actinomicetos. ... .

Tabla No. 3 Ejemplos de fusién de protoplastos en hongos. ... ... il e

Tabla Mo. 4 Ejemplos de fusion de protoplastos et bacterias. ...,

Tabla No. 5 Enzimas modificadoras de antibidticos prescntes en productores........ ... coccvciveiinnen,

Tabla No. 6 Metilacidn del RNA ribosomal asociado a la resistencia a antibidticos aislados

QB ACHTIOMICELOS. oo ieie et reeeeseaces st eraas emere e st eeteee vaatsiebeebbaeoneeesmmanrannennte snehanneeanse aeans )

Tabla No. 7 Modiftcacién de los sitios blanco ne ribosomales causanies de la resistencia en

microorganismos productores de antibidlicos. ... 25
TablaNo. 8 Medios de regeneracion. ... e s e 32
Tabla No. 9 Formacién de protoplastos. ... .. ee vt o aeneeerraneas B 36
Tabla No. 10 Regeneracion de protoplastos.. ... 37
TablaNo. 11 Concentracion minima inhibitoria.. ... e 38
Tabla No. 12 Fusi6n de protoplastos método de seleccion. ..o .40
Tabla No. 13 Fusidn de protoplastos..........cccemniinniines 40
Tabla Na. {4 Fusion de protoplastos método de selecCion. ... ... o i i, 30
Tabta No. 15 Concentracion minima inhibiloria. oo oo e ceteire e e 51
Tabla No. 16 Fusion de protoplastos... ... oo i cors e reeraraeas 52
Tabla Mo. 17 Fusitn de protoplastos .- Produccién de eritromicina del 5° dfa de fermentacién. .............. 57
FIGURAS

Figura No. 1.- Estructuza quimica de la eritromicina..... ..., ettt e enanas 13
Figura No. 2.- Via biosintetica de la eritromicing......ocooo.ooovieinene. e S 15
Figura No. 3a.- Biosintesis de 6-desoxierttrondlido B..........oovverne v e e 21
Figura No. 3b.- Mapa fisico de los genes de biosintesis de eritromicina de Sacchkaropolvspora

EYALALD. ........ovrveevene - e vaue b aeesem R eR AR RS bae e R R R et ea st R bA et eres 24
Figura No. 4.- Regulacién de [a biosintesis de eritromicina. ... e s 29
Figura No. 5- Formacién de protoplastos en funcién del tiempo de crecimiento de

Streptomyvces kanampceticus en MO + glICINa. .ottt 35
Figura No. 6.- Curva de sensibilidad a estreptomicina de Sgccharopolysporg ervihirges

MRRL 2338 en medic completo (porcién superior) y medio de regeneracién (porcitn

[Ty 1] O OSSOV OV SOt SRR R ettt et 39
Figura No. 7.-Hibridos de !a fusion de protoplastos de §. grythrgea B-107 y 8. envthraeq CA-

340 cn medio completo mas los marcadores (gentamicina y rifamicina). .. . .4t
Figura No. 8.- Hibridos de la fusién de protoplastos « + §. erpthrgeq NRRL 2338 y

SIMZEQHM &gnmm_m’_gu; en medio de regenemmdn MRK conteniendo rifamicing y

eritromicina. . - IR} |
Figura No. 9.- Crecimiento y produccion de la fusion de protoplastos de §. grytlraeg B-107 y

8. ervthracg CA-390 e e et e e et e e 43

i



Figura Mo. 10.- Cromatoprafia en Placa Fina de los extractos de las muestras del 5° dia de

fermentacion de las cepas 8. erythirgea B-107. § erythiraeg CA-340 v sus hibridos. ... .. .

Figura No. 11 .- HPLC de los estdndares de eritromicinas. ......... . e R

Figura No. 12.- HPLC de las eritromicinas producidas por §. ¢nthraea B-107. ...

Figura No. 13.- HPLC de las eritromicinas producidas por §. erprhroea C-340 ... ...
Figura No. I4.- HPLC del Fusante H1 ... @ o e e,
Figura No. 15.- HPLC del Fusante H2Z. ... it st emreenassinnsenea e
Figura No. 16.- HPLC del Fusante H3 ..o e e e e e

Figura No. 17.- HPLC del Fusante Hd..... ... et e v
Figura No. 18.- Crecimiento y produccufm de la fusién de proioplasios de § gm[ﬁcm NRRL

2338y & kanamyceticus ¥ sus hibridos. ....... bt rEenetnimeansnn et st nes e a et e e

Figura No. 19.- Cromatografla en Placa Fina de los estandares de eritromicina, de los
extractos de las muestras del 5° dia de fermentacién de las cepas S. envffirgeq WRRL2338 ¥

de los hibridos obtenidos de S, erythraeg NRRL 2338 con Sfrepromyces Ranampcetics . ..........

Figura No. 20.- Hibridos de la fusién de protoplastos de §. envifiraea B-107 v §. eryliiraea.

CA-340 en medio de regeneracion mas los marcadores. ...

Figura No. 21.- Crecimiento y produccmn de ka fusion de pmloplasws de §. gg_ﬂcg_za CA-

340, 8. grythrgea B-107, v sus hibridos...

Figura Nn, 22.. Hibridos de l1a fusion de protoplastos de S erpthirgea B-107 v 8. erythraeq

NRRL-2338 en mediv de regencracion mas los marcadores. .

Figura No. 23. Crecimiento y produccidon de la fusion de pmtopla.slos de & ervthreea

NRRL2338, §. envthraeg B-107, y sus hibridos. ..

1L

.......... 49

........ 52

L
("%
A
h
£

“n
4

.35y 58



ABREVIATURAS.

# .- Concentraciones Mayores de..

—.- No Realizado.

IMER: 3-O-micarosil eritronélido B

6DEB: 6-desoxieritronslido B.

A: Apramicina

AAC: Aminoglucdsido Acetiltransferasa.

ACP: Proteina Acarreadora de Acilos,

Amm: 2'-O-metiladenosina.

AMG: Aminoglucosidos

APH: Aminoglucdsido Fosfotransterasa.

AT: Aciltransferasa,

CAC: Capreomicina Acetiltransferasa.

CMI: Concentraciones Minimas Inhibitorias.

CPH: Capreomicina Fosfotransferasa.

DDV: Dehidrodivanilina.

DEBS: 6-desoxieritrondlido B sintasa.

DH: Dehidratasa.

DNA: Acido Desoxirribunociéico.

DG Densidad Optica.

DPAT(PAT): Dimetilfosfinotricina {o
Fosfinotricina) Acetiltransferasa.

EB: Eritronélido B.

EF: Factor de Elongacidn.

ER: Enoilreductasa.

G: Gentamicina

HPH:Higromicina Fostotransferasa.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion {High Perfonnance
Liquid Cromatography)

ite: Isoleucina

K: Kanamicina.

kDa: Kilodalton.

KR: B-ketoreductasa.

KS: B-ketoacil.

mlA: 1-metiladenosina.

mSA: Né-monometiladenosina.

m’G: 7-metilguanosina.

MC: Medio Completo.

MCE: Medio para Conservar Esporas.

ug: Microgramos.

mg: Miligramos.

ml: Mililitres.

MLS: Resistencia Cruzada a Macrélidas,
Lincosamidas y Streptograminas B.

MM: Medio Minimo.

MP: Medio P.

v

MR: Medio de Regeneracion.

MR1 Medio de Regeneracion |

MR2: Medio Je Regeneracion 2.

MR2T20: Medio de Regeneracion 2720,

MRK: Medio de Regeneracion K.

NAT: Nuorseotricina Acetiltransferasa.

am; Nanometros.

NTG: N-metii-N"-nitrosoguanidina.

ORF: Marco de Lectura Abierto (Open
Read Frame).

PAC:Puromicina Acetiltransierasa.

PAL: Fenilalanina Amonioliasa.

PEG: Polictilenglicol.

R: Resistencia (pg/ml).

RE: Resistente a Eritromicina.

RG: Resistente a Centamicina.

RNA1: Acido Ribunocléico de
Transferencia.

RO: Resistente a Oleandomicina.

RE: Resistente a Rifamicina.

rRNA: Acido Ribunociéico Ribosomal.

RS: Resistente a Spiramicinas.

RT: Resistente a Tilosina.

S: Sensibilidad (pg/ml).

SDS: Dodecil Lauril Sulfato de Sodio.

SE: Sensible a Eritromicina.

8G: Sensible a Gentamicina.

SPH: Estreptomicina Fosfotransferasa.

SR: Sensible a Rifamicina.

STAT: Estreptotricina Acetiltransferasa.

std: Estandar.

8SU: Unidad Sintasa.

TAAB.- Tiempo de Adicion de los
Antibidticos.

TCA: Acido Tricloroacético.

TDP-D-desosamina: Timidina Difosfo-D
Desosamina.

TDP-L-micarosa: Timidina Difosfo-L
Micarosa.

TE: Tiocesterasa.

TLC: Cromatografia en Capa Fina (Thin
Layer Cromatography).

UV: Luz Ultra Violeta,

VIPH: Viomicina Fosfatransferasa.



RESUMEN

l.a fusion de protoplastos inducida por polietilenglicol (PEG). ¢s un método ¢ficiente para producir
cepas recombinantes en cruzas intraespecie dentro del grapo de Actinomicetos. particularmente en
especies del género Strentomyres. Ademas de 1a ventaja de alta frecuencia de recombinacion, 1a fusién
de protoplastos vence Ia necesidad de transferencia de cromosomas mediada por un factor sexual v
problemas potenciales asociados con ¢l tipo de apareamiente ¢ factores de incompatibilidad que pueden
limitar el uso de procedimientos de acoplamiento. La fusion de protoplastos también provee una via util
potencialmente para combinar caracteristicas de cepas divergentes o cspecies diferentes para mejorar ¢f
rendimiento de productos comerciales, desurrollo de vias biosintéticas hibridas y» produccion de
estructuras quimicas nuevas {Mirdamadi-Tehrani et al., 1992},

La Eritromicina fue descubierta en 1952 por McGuire et al., y la compaiia Fli Lilly, fue ohtemida del

cultivo de Sacchargpolyspora eryifirgea (antes Streptomees eythireis) (Sene & Hutchinson, 1986:
Higashide, 1984).

El interés a nivel mundial en la investigacidn sobre la manipulacidn genetica, clonacidn de los genes
responsables de la biosintesis de los antibdticos, la generacion de antibidticos hibridos y la regulacion de
la produccion de los microorganismos sigue incrementandose. En este sentido, en el caso particular de
eritromicina a la fecha se han clonado casi todos los genes de ta biosintesis. sin embargo nada se ha
reportado de su regulacién ni tampoce se ha reportado la fusidn do proloplastos intraespecificos ¢
intergenéricos de Saccharapolyspora erythraea y otros microorganismos. Es por estas razones que los
objetivos de este trabajo fueron: mejoramiento genético de Saccharopolvspora ervthraea mediante la
obtencion de cepas hibridas & través de fusién de protoplastos intraespecificos ¢ intergenéricos.

Después de montar las condiciones necesarias para formar, fusionar y regenerar protoplastos de
diferentes cepas de Streptomyces. se obtuvieron 4 colonias hibridas de {a fusion de protoplastos
intraespecificos de Saccharopolyspora erythraca B-107 y Saccharopolyspora erythraga CA-340, en los
que se selecciond una doble resistencia a los antibiotcos. Estos hibridos producen eritromicina C a
diferencia de una de las cepas parentales CA-340 que produce principalmente eritromicina A. También
se obtuvieron 2 hibridos de la fusién de protoplastos intergenéricos de Saccharvpolvspora erythraga
NRRL 2338 vy Streptomyces kanamyceticus . Los que producen cuando menos eritromicina A.

Adicionando los antibidticos a diferentes tiempos, después de realizar la fusion de protoplastos, se
logrdé aumentar el nimero de hibridos obtenidos. Se obtuvieron 1 colonias hibridas de 1a fusién de

protoplastos intraespecie de Seccharopolysperalypospora erythraga B-107 y Saccharopolvspora
erythraea CA-340 adicionando los marcadores a las 96 horas después de 1a fusion. con diferentes rangos

de produccion del antibidtico. sin alcanzar la produccion de a cepa parental CA-340.
Por otro lado también se abtuvieron 8 hibridos de fa fusion de protoplastos de Sacchgropelyspora
grythraea NRRL 2338 y Sacchgropolvipera erythraeg B- 107, adicionando los marcadores a las 0 y 72

horas después de la fusion. Con produceidn de antibidtico similar a 1a cepa parental B-107.
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INTRODUCCION.

A la fecha se conocen alrededor de 3.000 antibioticos, sin embares <ol un poguefio numere de éstos
son  manufacturados comercialmente. de estos 91 son realizado~ por oprocesos  fermentathvos
Actuaimente tos antihidticos se clasifican principalmente con base en su estructura gimica i Rase, 19795

La Eritromicina fue descubierta en 1952 por McGuire et al.. y la compania El Ll v es producida
por un cuitivo de Saecharopelyspora ervthraeq {antes Strepromyees erytlirens). Este microorganismo
fue encontrado ¢n ana muestra de tierra cerca de la ciudad de oo, Fillipinas.

La eritromicina también es producida por cepas de Streptomyces grisepplanus. Arifirobuacter NRRL

B338Y, y Micromonospora sp. 1225, ademas de la cepa de Saccharepelyspora ervthraea Abbott
INU153 la cual produce eritromnicina E {Seno & Hutchinson, 1986; Higashide. 1984,

El término macrdlido fue originalmente aplicado a un grupo de antibioticos bisicos con un anillo
lactona macrociclico en su estructura quinuca (Higashide, 1984} La Eritromicina es un antibictico
macrdlido, y su estructura consiste de una lactona de [4 carbonos y dos ammeazucares (desosamina 3
cladinosa). El principal compuesto es ba eritromicina A, la cual se utiliza clinicamente para tratamientcs
de infecciones de bacterias Gram-positivas principalmente (Seno & Hutchinson, [986).

La eritromicina es un agente bacteriostitico. Su actividad biologica depende de dos factores, su
acumulacidn intracelular y la posterior unidn a la subunidad ribosomal 58 § de las bacterias susceptibles
{Rose, 1979; Omura & Tanaka, 1983 Higashide. 1984; Crueger & Crueger. 1934: Seno & Hutchinson.
1986; Rosenstein, 1988).

La resistencia a eritromicina estd asociada con la N-6-dimetilacion de un residuo de adenina
especifica en el rRNA 23 S de Sgccharopelvspora erythraea, que reduce ta afimdad del antibidtico por
el ribosoma. El gene de resistencia a eritromicina ermE ha sido clonado » secuenciado en 5. erythiraea
por Thompson et al.. (1982); Uchivania & Weisblum. (19853 Bibb et al. ¢1985) y por Janssen & Bibh,
(1988) y cudifica para una metilasa ribosoinal.

L.a Eritromicina es sintetizada en 3 etapas (Corcoran, 1981): en la primera etapa se ensambla la
macrolaclona de 14 carbonos a pantic de propionato y 2 inetilmalonato para formar el 6-
desoxieritrondlido B (6DER), una posterior hidroxilacion da lugar a la formacion del critrondlido R
(EB), en la segunda etapa se forman los desoxiazicares micarosa y desosamina a partir de glucosa v su
adicién a EB para hacer eritromicina [). y finalmente en la tercer etapa se Heva acabo una C-12
hidroxilacion y una C3" O-metilacién de éste Oltimo compuesto que produccen eritromicina A {Vara et
al., 1989).

De acuerdo a todos los reportes res isados. se puede decir que ¢l mapa fisico apreximado de los genes
de las enzimas que participan en la biosintesis de erihomicina. que han sido localizados en ¢l genoma de
S. eryihirgea, se encuentra en ¢l orden siguiente: ery B, ery D.ery CLerm E.ery B ery H ery F ery G.
ery BII, ery CH, ery AU, ery Al ery Al ery K.

La fusion de protoplastos es considerada como una téenica muy otil » prometedora para la
manipulacién genética de microorganismos industriales, ¢s invaluable en la construccion de cepas
industriales con nueva combinacion de genes vy las propiedades metabdlicas deseadas que acompaiian a
la recombinacidn genética. La fusion de protoplastos no sélo induce alta frecuencia de recombinantes.
sino también interacciones genéticas entre diferentes microorganismos a nivel intraespecie, interespecie
o intergenéricas (Kim et al., i983; Evans & Conrad, 1987).

El interés a nivel mundial en fa investigacidn sobre |a manipulacion genética, clonacion de los genes
responsables de la biosintesis de los antiboticos, la generacion de antibidticos hibridos y la regulacion de
la produccion de los microorganismos sigue incrementandose. En este sentido. en el caso particular de
eritromicina a la fecha se han clonado casi todos los genes de Ja biosintesis, sin embargo nada se ha
reportado de su regulacién ni tampoco se ha reportado la fusidn de protoplastos intraespecificos e
intergenéricos de Succharopolvsporg erythraeq ¥ otros microorganismos. Es por estas razones que los

objetivos de este trabajo fueron: mcjoramiento gendtico de Sacchaeropolvspora erythruea mediante la
obtencion de cepas hibridas a ravés de fusion de protoplastos intraespecilicos e intergenéricos
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En los primeros intentos se abtuvieron 4 colonias hibnidas de L fuston de protoplastos intracspecic
de Sacchgropolyspora eryihraeq B-107 v Saccharepolyspera envthegea ( A-3400 utihzando s
resistencia a diferentes antibioticos como marcadores.

Estos hibridos producen eritromicina € a diferencia de fa cepa parenta) CA-330 gue produce
principalmente critromicing A.

Por otro lado tambicn se obtuvieron 2 hibridos de la fusien de protoplasios intergenérica de

Saccharopelyspera erytiirgea NRRL 2338 v Streptomyces kanampceticus . Los hibridos obtenidos de

esta fusion intergenérica producen cuando menos eritromicina A

Adicionando los antibidticos a diferentes tiempos después de realizar ta iusion de protoplastos se
logrd aumentar el nimero de hibridos. De esta manera se obtuvieron 11 colonias hibridas de Ia fusion de

protoplastos intraespecie a partir de Sgccharapelvspera erythracq B-107 v Saccharopolyspora
grythraea CA-340 adicionando 1os marcadores & las 96 horas despues de a fusidn, con diferentes rangis
de produccion del antibidtico. sin afcanzar la produccién de 1a cepa parental CA-340.

Por otro lado también se obtuvieron 8 hibridos de la fusion de protoplastos de Saccharopelvspara
envthraea NRRL 2338 v Saccftqropolyspora erythiraeq B-107. adicionando los marsadores a fas 04 72

horas después de la fusidn, con produccion de antibidtico similar a la cepa parental B-i107.

De ta fusion de protoplastos intergenerica se encontrd jue el genoma receptor fue el de la cepa

Saccharopolyspora ervthraea NRRL 2338, va que los hibridos presentan caracteristicas mas similares a

ésta, aunque la recombinacién fue probablemente ea un sitio diferente al de produceidn de eritromicina.

El resumien de los resuitados de preduccion de antibioticos de las fusiones en donde se obiuy ieron
hibridos, se pueden observar en la 1abla No. |,

T TABLA No. 1 ) '
PRODUCCION DE ERITROMICINA

m. B-107 Saccharopolyspora grythraea. 8-107

Saccharopolyspora erythraea CA-340

Saccharopclyspora erythraga CA-340
6 Recombinantes no producen antibidtico.

3 Producen cantidades similares a la cepa
parental B-107

2 Producen la mitad de lo que produce 1a cepa
parental CA-340.

an:t&caga.NRL 2338 erythraga B-107

Los 4 recombinantes presentan caracterfsticas
similares de produccién que la cepa parental B-
107.

Streptomyces kanamyceticus. Sacclraropolysnora erythraeg. NRRL 2338

Los 2 recombinantes producen cantidades [{| os 8 recombinantes producen cantidades
similares a la cepa original NRRL 2338. y unll gimilares a Ia cepa parental 8-107
componente no identificado.

Es crucial el tiempo en el que se adicionan fos antibidticos marcadores a las placas para permitir la
sobrevivencia de los hibridos, siendo cste entre 72 y 96 horas.

Los resultados obtenidos indicaron que es posible obtener v seleccionar hibridos fusionando
protoplastos de diferentes cepas de §. emthraca + otras especies de Strepfomyces. sunque la
recombinacion que se da a través de la fusion de protoplastos es al azar, es necesario selecctonar un poco
mas el tipo de hibrido que se quiere, dirigiendo la recombinacion a los lugares deseados. para ello sc
podria inteniar utilizar los marcadorcs de resistencra a rifamicina. compleinentacion entre diferentes
mutantes no productoras de eritromicina y de auXotrofia hacia metionina que son los genes que rodean a
los genes de biosintesis de eritromicina para incrementar la probahilidad de recombinacion en csta region
de DNA y por o tanto afterar la produccion de eritromicina. 1 stos hibridos teadrian una produccién
diferente y tal vez alguno seria mayor productor de eritronvicina.

PAG. 3



ANTECEDENTES.

PROTOPLASTOS.

Han sido descritos mas de 3000 anubidticos en la literaturt, de les cuales 2080 son
producidos por Actinomicetos, Existe una gran demanda Jde nuevos agentes antitumanales, as
como agenles antibacterianos; clio ha llevado a Ia busgueda de nuevas teenoiogias que permitan
encontrar agentes mds efectivos. Una de estas tecnologias es la {usion de protoplastos.

Actualmente la fusion de protoplastos es considerada como una téenica muy atil v
prometedora para la manipulacion genética de microorganismos industriales, es invaluable en la
construccién de cepas industriales con nueva combinacidén de gemes v las propiedades
metabdlicas deseadas que acompafian a la recombinacion genetica. La fusidn de pretoplastos no
solo induce alta frecuencia de recombinantes. sino también interacciones genélicas enire
diferentes microorganismos a nivel intraespecie. interespecic o intergenéricas {ver tablas No 2.
3, y 4). La formacion de protoplastos ha sido reportada desde los afios 30, mientras que la fusion
de protoplastos mediante polictilenglicol no se establecié como una téenica sino hasta los 70
(Kim et al., [1983; Evans & Conrad, 1987).

Sagara y Okanishi fen Okanishi et al.. 1974} iniciaron la téenica de formacion de protoplestos
para el género Streptomyces. la cual posteriormente fue extendida por Hopwood. Baltz y
Shirabawa. La técnica de protoplastos estd basada en ¢l tratwmiento con cnzimas liticas.
usualmente lisozima, de células crecidas preferencialmente en un medio rico ¢n glicina o
treonina para facilitar la digestion de la pared celular, va que estos aminoacidos sensibilizan la
poared celular. dado que reemplazan los residuos de D-Alanina en la formacion del péptido-
glicano, por lo tanto interfieren con el entrecruzamiento de éste (Hopwood. 1981).

Existen gran cantidad de inforinacion bibliogratica sobre la formacion v repencracion de
protoplastos de diferentes microorganismos asi como su mejoranuente {Okanishin et al., 1974,
Baitz & Matsushima, 1981; Shirahama et al.. 1981: Ogawa et al., 1983: Moriguchr & Kotegawa,
1985; Morinaga et al., 1985; Iiling et al., 1989; [saeva ct al.. 1990).

Los pardmetros optimos para la formacion v regeneracion de protoplastos, pucden variar
considerablemente de cepa a cepa y de grupo a grupe (Ogawa et al. 1983; Ous & Day 1087,
entre los cuales se toman en cuenta los siguientes (Hopwood, 1981: Goodfeliow et al.. 1988,
Deed et al., 1990):

1. Precrecimiento de las células, ¢ Temperatura de crecimiento celular (Shirahama et
al . "9281: Balty & Matsushuna. 19814,
&  Medio rico en Ghona o Treonina

2. Estado de crecimiento al momento de la € Fuse de crecinmerta esponencial.
cosechi. ®  l:stado de transicion entre 1o fase exponencial 3
estacionaria (Balts [978).

& (élulas en fase estacwonaria (Kun 1 al | (983
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3. [Enzima utihizada para la formacion de % Lisozima
protoplastos. 8 Enzima litica Nr2 (Anné. 1982}
&  Acromopeptidasa (Ogawa ot al.. 1983)
& Novozym 234 (Chunetal . [992)
@ Pemicilina (i (Yanase et al.. F985)
& (Quutmasa v Junelasa (Moriguche & Kotegawa.
1983)
®  Celulasa. f-glucaromdasa (Morinaga et al |
1985)
4. Tiempo de digestion. @ Evilar tratamientes fargos con ia enzima por que

decrece la capacidad de regeneracion de los
protoplastos (Baltz & Matsusluma [1981; Ous &

Day 1987}
5. Condiciones para maniener los @ Densidad celular.
protoplastos. @ Estabiiizador osmético.
6. Condiciones de regeneracion. ® Composicién del medio.
% Temperatura de incubacién (Baliz & Matsushima.
1981)

& Dechidratacion dei agar de segeneracion (Bali, &
Matsushima. 1981: Shirahama et al., 1981).

® Densidad de protoplastos para plagueo.

@ [Doble capa de agar {Shimhama et al., 1981,
Furumai et al., 1982).

Se ha reportado que el simple hecho de formar y regenerar proioplastos puede modificar a
una cepa ya sea aumentando la resistencia a antibidticos (Yamashita et al., 1985). o provocandn
una variacion genética (Ikeda et al., 1983; Malina ot al., 1985), o aumentando la produccion de
antibidtico (Rodionova et al., 1987; Zakharova et al., 1990: Isaeva & Voeikova, 1990).

Malina et al., (1985) mejoraron genéticamente la cepa Strepfonivees, incarugtus productora
de sinefungina, un antibigtico nucledsido antifingico muy potente y antiparasitico. El mejor
resultado fue obtenido con formacidn y regencracion de protoplastos de la cepa parental: asi la
produccion del antibidtico se incrementd a 664 pg/ml (40% mas en comparacién con los padres).
La mayorla de [a progenie después de la regencracion de protoplastos fue diferente en
morfologia, color del micelio aéreo y del vegetativo, produccion de pigmento y produccidn de
antibidtico, comparando con la cepa original. Dos variantes no producen micelio aéreo ni
pigmento. Los autores mencionan que estas diferencias sugieren variaciones genélicas que
ocurren durante |a regeneracion.

Rodionova ct al., (1987) después de formar y regenerar protoplastos de Streptomyces fradiae
obtuvieron ciertas variantes en [as que aumento la produccion del aniibiético de 2 a 2.5 veces

mds que la cepa original. Estos cambios no fueron estables v se perdieron después de 4
resiembras. Inclusive con andlisis de restriccion de DNA total de {as variantes no se detectaron
los carnbios en el genoma.
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TABLA No. 2

EJEMPLOS DE FUSION DE PROTOPLASTOS

EN ACTINOM

ICETOS

RESULTADO DE LA FUSION,

Hibride que produce mayor cantidad de H

CEPAS i TIPO DE FUSION.
Nocargdia lactamdurans.
(Auxétrofes) INTRAESPECIE Cefamicina C, que los padres.
! Streptomyces fracize.
{Mutante auxdtrofc, no praoductor de Tilosina) INTERESPECIE .
S. narbonensis. productor de Narbomicina

{(Mutante auxctrofo, ne productor de Narbomicina)

S. griseys subespecie cryophilus
(Mutante gque no transporta suffato)

e

L____.___J

INTRAESPECIE

5. [EUOUS.
{Mutantes auxotroficos)

INTRAESPECIE

]

Hibrido complementaric de auxotrofias,

e —

Hibrido con una mayor produccién de
Cazrbapenemo que las cepas originales,

Complementacion de auxotrofias (Proto-
rrofos). Producen una mayor cantidad de
Tricestrepton, en comparacion con  los
padres

| Industnal Microbiol. 22

|
|

REFERENCIA

Wessseling et al.,
1281, Develop

641 - 651

ikeda et al,, 1984 J
Antibiotics 37 (10)
1224 - 1230
Kitano et al., 1885
Agric. Bio!. Chem 49
(3). 685 - 892
QOgata et al.. 1985 J
Gen Appt Microbio!
31 187 - 11

(Auxétrofo, resiste y produce Multiomicina)
Streptomyces fradiae.

(Resiste y preduce Neemicina)

INTERESPECIE |
{Por Electrofusion)

l&: — o
{(Mutante flog;ﬁoductor SMR Hibrde resistente a Kanamicina y Estrep- || Yamashita et al 1985
s ' INTERESPECIE  ||torucina, Produce un antibidtico que lasllJ. Antibiotcs 38 (1) 58
tenfimanansts ce rentai A
{Productor de Isiamlcma. KMR) L pas parentaies no &2 —_J
Streptomyces aggam]m;MAGZDZ Hibridos relevantes, Riff verdes y relevan- Kholer & Darland
{O-metiltransferasa-, Rifampicina$, esporas verdes) INTRAESPECIE tes RifS cafe con actividad Omt. Producto- 1988 J Indusiral
Straptomyces avermitifis MA4680. res del antibidtico Avermecting, actvo Micromiol 3 311 - 320
‘U-metitransferasa*, Rifampicina®, esporas cafe) contra parasitos, Nematodos, y Artropodos.
ibiefi Hibridos més parecidos a §. fradige resis-
Streptomyces antibioticus P Iradize Okamura et al . 198&

tentes a3 uno o ambes antibidticos (Neomi-
cina y/o Multiomicina). preducen unc U otro
antibidtico, o ambos Tres hibridos produc-

tores de un antibidtico no identificade

Agric. Biol Chern 52
(6) 1433 - 1438
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1 e o P e . A ) L AT e ey it

(Productor de Monomicina)

kenamyceticus
(Productor de Kanamicina)

bt T L L < B, bl 207, P 1 T

Streptomyces chrysomaius

INTERESPECIE.

INTERESPECIE.

INTERESPECIE.

Sireptomyces AmMorus.
{Auxétrofos).

I

s i b eyt

gilaaus.
(idictrofos de aclacinomicinag

INTRAESPECIE.

;[ como dos compuestos con actividad

| Hinrido

I} que los padres no producen,

| Dos hibridos que cada une, preducen al
mismo tiempo, los antibidticos que los ||
| padres producen de manera separada, Asi|

Zhou & Zhou. 1989,
Chin. J. Biotechnol, §
(3): 161 - 166.

e

| antimicrobial, que los padres no producen.
que produce un antibiotico |
complejo albofungina y cloraibofungina,

Malanicheva et al.,
1991, Antibiot-
| Khimioter 36 (5): 5-8

Hibrido preductor de una sustancia ||
| antibidtica acliva contra bacterias Gram i
positivas, y Sgecharomyces cerevizese. ||

Orlova T.1 1991, |
Antibiot-Khimioter 36 |
{4 3-&

Yang & Kao 1991
Prec-Natl-Se-Coun-

il Repub-China-B8 15 (1) |
| 20-27 :

El 20% de log hibridos producen una mayor i
cantidad del antibidtico cxitetraciclina, en
{ comparacion con los padres.

Hibrido productor de un analogo de la | Yoshimoto et al . 1584 |
| antraciciina; 2-hidroxiaclacinomicina A y Bl  jpn 4 Antiot 44 |
i Nuevo compuesto con una actividad ll (3) 269 - 276 277 -

i antitumoral mayor en contra de células de 286.
¢ Laucemia murica.

oy —
——— —~

§i Hibrido que produce una nueva sustancia
5 antimicrobial, anibidtico macrolidc heptano.

ppmmr——r

Yuan & Zhou 1891
Chin. J. Biotechnol 7
(2):135- 143,

i
S
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TABLA No. 3
EJEMPLOS DE FUSION DE PROTOPOLASTOS
EN HONGOS,

Hibrido estable que presenta una comple-
mentacion de biosimtesis de penicilina. La

Anne J. 1982 Eur J

Eenigillium patulum.

e . . o Appl Microbiol
Penicilfiumm crisogenum. INTERESPECIE. prpduccmn del antipidtico es mayor, asl Biotechnol 15 41 -
(Mutante no Productor) mismo aparéce un nuevo metabolto, un 46

pigmente no parental

Hibrido prototrofo con habilidad de fermen- :
tar sacarosa y rafinosa. Su crecimiento en
fructosa es limitade, Produce etanol.

Yanase et al 1985,
Agnc Biol. Chem.
49(1): 133 - 140

Goto-Hamamoto et
al., 1586, Agric Biol
Chem. 50{8). 1467 -
1473,

_ dvmomonas makilis. INTRAESPECIE.—I
(Auxotrofos, no utilizan sacarosa o fructesa)

. Hibridos que mastraron una productividad

. Mucor pusillus. INTRAESPECIE de protesas 1.7 veces mas que los padres
(tipo de apareamiento [+] y [-]) ' {1 Esta cepa se emplea en la manufactura de
Quesos,

Saceliaromyses cordvizeas
{Auxoirefo, produce Etanol, no crece en Celobrosa, F
pero 51 en ac Lactico, Cicloheximida sensible y

—

Hibndos Prototrofos que hacen uso de
Celobigsa y acido Lactico come wnica tuente

Pina etal 1986

Sulfata de cobre resistente) INTERGENERICA || de carbono. Resistentes a Cicloheximida y g_‘ppl'ed andl
Zygosaccharomyses fermentati Suifatc de cobre. Cepas fermentadoras, M|crob|:|m"?11f5n)[a9% B
(Auxétrofo, no produce Etanol, puede utilizar H‘ incapaces de producir esporas  como p 503 )
Celobicsa, Cicloheximida resistente y Sulfato de Lrgesaccharomyces
cabre sensible) {
Rhodotorula rubra. l Hibridos protétrofos con elevado rango de
{Auxotrefo, no productar de Fenilalanina amonioliasa crecimiento, diversidad de morfologia, v . . 1
[PAL] sujeta a represién catabélica, pigmentada. } INTERGENERICA |l pigmentacién anormal (paranga, amarnllo, Evans & Conrad
Saccharomyces gereviseae crema), La actvidad de la enzima PAL sej 1987 Arch Microbiol
‘ B empiea en la producion comercial de L- 148 77 - 82
{Produce PAL . crece rapidamente y no pngmentadaj plea P C
fenilalanina de acido transcinnamico L
] X _T Hibndo con alta produccion de las dos 5
2 - Cepa productora de glutaminasa) hidrclizantes mportantes para la proguccion S1(4) 1051 . 1087

de salsa ¢e soja  =ake vy miso

— S — ||
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Hibrido con aita eficiencia en la utiizacion
del substrato, que produce altas concen-
traciones de etano!l.

Fang et ai, 1990
Chin. J. Biotechnol
6(3): 207 - 213.

INTERGENERICA

(Productor de glucoamilasa y del gen POF causante
del sabor fendlico en la cerveza)

Hizrido que produce cerveza baa en Janderova et al..

INTERESPECIE. [} carbohidratos y de sabor agradable, dado 1890. J. Basic
Saccharomyces uvarum que produce giucoamilasa. No presenta el || Microbiol 30(7) 499 -
{Levadura cervecera, puede utilizar: maltosa, maito- gen POF 505

triosa, sacarosa, glucosa y fructosa. necasita gluco-
amitasa y «-amilasa para la fermentacién del mosto)

. . . Martin-Kova et al
Hibridos productores de acido citrico, sole il 1000 Folia Microbiol

uno fue mejor productor que los padres. (Praha) 35(3) 143 -
148

Cepas hibridas de biocontroi mejoradas en
su capacidad antagonistica. Crecen masil pe'ar & Chet 1990

{Auxdtrefos)

INTRAESPECIE.

mm hazianum INTRAESPECIE | 16 1os hongos patogenos de tierra como || Can J Micrabiol 38
{Auxotrofos) Rhizoctoria solani, Sclerotium  rolfsii 1433 - 13
Pythiyum aphanidermatum vy que los
padres. I
e — — — |
i Hibrido prototrofico que produce los tres
Claviceos purpurea. - tipcs de alcaloides argocornina, ergocrip- Didek-8iumec et al
. . ) - INTRAESPECIE o - ‘ . 1991 ! Biotechnol
{Auxotrofos. resistentes a diferentes fungicidas) tina, y ergocristina. La actividad brosintética jf 20 271 279
€§ menor en comparacion con los padres. l! R

sttt
—

e rrrraree
—

—e——

——

Hibrido prototrofo que produce mayor
INTRAESPECIE. cantidad del caroteniode Astaxantina {(pro-
vee 2f sabor y color a la came dei salmon),
y presenta resistencia a antimicina A,

. ——
e rer——

Chunet al 1592
FEMS Microbiol
Letters ¥4 221226

Ehatfia rhoedozyma.
{Auxotrofos)

|
i

——




TABLA No. 4
EJEMPLOS DE FUSION DE PROTOPQLASTOS
EN BACTERIAS.

—— e |
Hibride con mayor produccion de 105} Karasawa et al, 1986
Brevibacterium lactofermentum INTERESPECIE aminoacidos Treonina y Lisina. Su crecimien- Agric Biol.Chem
B. flavum to en glucosa es mas veloz en comparacion 50(2) 339 - 346.

con los padres.

e |
Emmmdumm' | Hibridos con 2 a 4 veces mas actividad de Chen et al 1987
(Sensible a penicilina y Glucosa+) INTERGENERICA lde‘gradzc:én f.:je thagrloiwan:nnad (DDV}, _gue App!.and Enviromental
E faecium 0s padres. PenR, ut . produce &cidos | ya . obiol 53,3) 542 -

grasos volatiles (ac. acético y ac. propionico) 548

PenR, requiere Glucosa .
( 89 ) dife-rentes a los paternos.

Bacillus subtifis

RIfR productor de xilanasas Hibrido productor de Xilanasa a diferentes Deb et al , 1990
(Raf™, productor de xt ) INTERGENERICA |l niveles, perc siempre por debap del ruvel FEMS Microbiol
Carynebacterium acetoacidophylum. parental; y productor de Lisina. Letlers. 71 287 - 292

{EstreptomicinaR, productor de Lisina)

—
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Isaeva & Veetkova, (1990 Jeterminaron fas condiciones Je formacion v regeneriacion en una
cepa comercial de Streptomyces apreofaciens productora de clortetraciclina. ( omo resultado de
la fonnacion de¢ protoplastos obseryaron un amplio weremeato ¢n 1 varacion merfciogica v un
cambie on la actividad del antibiotico. Tambicn obtus teron ~anantes con ala prodicer idad en
comparacion con ia copa inicial.

Actvalmente la técnica de fusion de protoplastos se ha comvertido en una herramienia
indispensable principaimente en Streptomyces. sobre tedo. para la recombingcién de DAL En
varias especies de Streproptyces se desconacen los sistemuas Jde transterencia conjugacional. por
etlo, por medio de la fusién de protoplastos se ha logrado obtener fusion de parejas (Baltz &
Matsushima, 1981; Demain & Solomon, 1986; Mirdamadi-Tehrani et al., 1992).

Mirdamadi-Tehrani et al., (1992) analizaron la progenic de 4 marcadores auxotroficos de
isoleucina, adenina, fenilalanina y tirosina (ile, ade, phe. tar). en la cruza obienida por fusidn de
protoplastos interespecie enire Strepfomyces griseis v Streptoppces grisgelus. Fueron
identificados nueve fenotipos de progenie detectados, siendo la mayoria gendticamente estables.
La frecuencia de recombinacion para esta cruza interespecic fue relativamente baja comparada
con lo reportado para la fusién de protoplastos intraespecie. Csto lo esperaban los avtores ya que
aunque las dos especies estan moderadamente relacionadas, ellas presumiblemente a0 comparts
homologia total de cromosomas v las oportanidades para entrecruzarse son por lo tanto limitadas.

La técnica de fusién de protoplastos ha sido ampliamente utilizada para mezclar el genoma
de dos padres, por otro lado, la frecuencia de fusion se incrementd con la adicion de
polictilenglicol (PEG). vtitizando diferentes concentraciones y pesos moleculares. debido a que
este compuesto favorece la aglutinacion v desestabiliva la membrana cclular permitiendo Ta
interaccion de ¢stas para la fusion, y por lo tanto, la permanencia de cuando menos dos genomas
distintos en el citoplasma, mediante un periodo de tiempo que permite la recombinacion. La
frecuencia de recombinantes es dependiente de la temperatura del crecimiento celular y de la
regeneracion de protoplastos (Hopwood, 1981: Faisst & Scibicke, 1987). Se han reportadoe fusion
de protoplastos tanto de hongos, bacterias. dentro de las cuales han sido extensamente usadas
para investigacion genética el género Sirepiomyces. e incluso también se han fusionado
fibroblastos humanos utilizando PEG (Pontecorvo ct al.. 1977).

La fusién se puede llevar a cabo interespecie, intraespecie. intergenérica. e incluso se puede
aplicar para la combinacion 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 recombinacion al usar propionato de calcio (Kavanagh et
al., 1991), o con el uso de uz ultravioleta (U.V.. agente mutagénico) (Hrauneli et al., 1983);
aunque por otra parte se ha visto que los protoplastos son mds susceptibles que las esporas a
agentes mutagénicos como la N-metil-N'-nitrosopuanidina (NTG) (Vyskocil et al.. 1987).

La formacioén y regeneracion; o la formacion. fusion y regencracion de protoplastos, estan
asociados con rearreglos genélicos, porque no solo pueden perderse o variar el nimero de
plasmidos o elementos mdviles (Furumai et al.. 1982; Kinashi et al.. 1988). sino también otros
rasgos tales como la produccion de antibidticos o resistencia (Stonesifer et al., 1986).
probablemente debido a deleciones (Kholer & Darland, 1988} aunque también pueden ocurrir
amptificaciones (Robinson et al., 1981; Hotta et al.. 1988; Ishikawa et al.. 1988).

Kinashi et al., (1988) trabajaron con variantes de Streptompyces lasaliensis productoras y no
productoras de un antibiotico poliéter, el lasalocido A (Las) ¥y un antibidtico quinoxalina
equinomicina (Ech). Mencionan que fue notable que la regeneracion de protoplastos produjo
mutantes Las” en la misma frecuencia que con agentes mutagenos vomo luz U.V. o NTG. Esta
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clase de resultados indicaron ¢l papel que desempefo un plasimido en 1a produccion del
antibidtico, porque la regeneracion de protoplastos puede causar una pérdida Irecuenie de
plasmidos bacteriales. La perdida frecuente v restauracidon de produccion del anubiouco
demostrd gue no es debido aparentemente a la delecion de grandes segmentos de DNA - Lo
autores sugieren examinar si otro elemento genetico movii ¢ plasnmido. lransposon. v sccuencia de
insercion} esta controlando la produccidn del antibidtico en Strepropiyces lasaliensis.

Stonesifer et al.. (1986) observaron que la biosintesis del antibistico tilosinu v a resistencia a
éste fueron perdidas al realizar la formacion v regeneracion de protoplastor Jdo Streptomyees
fradige.

Robinson et al.. {1981) recuperaron recombinantes prototréficas estables de la fusion de
protoplastos interespecie a partir de derivados auxotroficos do Streptomyees jumonjinenis

Streptomyces lipmanii. Una caracteristica poco usual de ia fusion fue {a presencia de
recombinantes con secuencias de DNA repetidas extensamente. Los autores mencionan que o

estado fisiolégico anonmal causado por la fusién de protoplastos interespecie desrreprimio un
sistema de replicacion extensiva de un segmento limitado de DNA. El scgmento seleccionado
para la amplificacion es aparentemente variable en tamaito v secuencia.

Este tipo de manipulacion puede ser utilizada con varivs propositos (Kurth & Demain. 1984):

(i)  La generacién de alta frecuencia de recombinantes estables.

(i)  En la obtencién de hibrides hiperproductores de algin metabolite primario (amiredcidos,
enzimas, elc.) o secundarios (antibidticos) de interds industrial (ver tabla No. 2).

(iii) En fa obtencion de hibridos productores de metabolitos diferentes a las de los parentales (ver
tabla No.2).

(iv) Para estudios de vias biosintéticas por complementacion de mutantes.

(v}  Para facilitar Iz utilizacién de diversos nutrientes ¢n mutantes hiperproductoras con
requerimientos estrictos {Yanase et al.. 1985: Fang et al., 1990}

(vi) En andlisis genéticos {(Hamlyn et al., 1985).

(vii) Cn la elaboracién de mapas gendticos ({lling et al., 1989).

{viii) En experimentos de transformacidn ya sea con DNA de plismidos o medrada por liposomas
{ix} En experimentos de transfeccion.

(x) Podrfa también ser utilizada para la investigacion de la sintesis de pared celular v en estudios
de funciones asociadas a la membrana (Szabé et al., 1989},

Pogell, (1984) realizd una fusién de protoplastos cruzando Streptomyces coelicolor M110
(micelio aereo Amy™, uracilo ura®, histidina his~, plasmido SCP2%) con Streptomyces coelicolor
1094/4 (Amy-, fenilalanina phe-, arginina arg-, SCP2-) produciendo una variedad de aislados
Amyt estables y arg™, varios phe- y también encontraron prototrofos estables.

Las ventajas que presenta la fusién de protoplastos en la manipulacién genética de
microorganismos son varias, entre ellas:

La formacion de protoplastos y la fusidn son aplicables universalmente.

Se pueden obtener recombinantes de microorganismos en los cuales ninguna
forma de transferencia de genes ha sido demostrada.

Ambos padres pueden jugar el mismo papet cn la formacion de recombinantes.

I.as fusioies de protoplastos entre mas de dos cepas pueden ser utilizadas para
generar recombinantes multiprogenitores.

Existe fusidn de protoplastos intra ¢ interespecies.

* ¥ * X% X%

Existe fusién de protoplastos intergenéricas.
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ERITROMICINA.

L.a Eritromicina fue descubierta en 1952 por McGuire et al. » aislada por la compaiiia Ll
Lilly: a partir de un cultivo de Saccharopolyspora ervthtraca <antes Streptomyces ervthrens) el
cual fue encontrado en una muestra de tierra cerca de la civdad de Hotto, Fillipmas. Este
antibiotico también es producido por cepas de Streptomyces griseoplanus, Arthrobacter NRRL
B3381. Micromonospora sp. 1225 v por Saccharopolyspora erythrgea abbott 2NUI53 la cual
produce eritromicina E principalmente (Seno & [Hutchinson. 1986: Higashide. 19841
Recientemente Stanzak et al., (1990} utilizaron los genes de resistencia v de la biosintesis de
erittomicina clonados de Saccharopolyspora erythraeg como sondas de hibridizacion para
determinar st la secuencia de DNA codificada por estos genes esta conservada en las diferentes
especies de Sfrepfopyces productoras de eritromicina, ellos encoatraron que la secuencia de
estos geiies no esta conservada aliamente en cepas de actinomicetos taxondémicamente distintas |
y no muestran una extensiva homologia con el DNA de otros productores de antibicticos
mactrblidos.

El término macrélide fue originalmente aplicado a un grupo de antibiéticos basicos con un
anillo lactona macrociclico en su estructura quimica (Higashide. 1984). [.a Eritromicina es un
anfibidtico macrédlido, ya que su estructura consiste de una lactona de |4 carbonos y dos
aminoazicares (desosamina y cladinosa) unidos en ¢l carbono 3 v 5. Aunque §. grythiraen
produce varias eritromicinas, el principal antibidtico sintetizado es eritromicina A, el cual es
usado clinicamente para tratamientos dc infecciones causadas por bacterias Gram-positivas
principalmente, en la forma de base libre, ésteres, o sal (soluble en agua). También es utilizada
en la suplementacién alimenticia de animales como promotor del crecimiento. Las agliconas
intactas de macrolidos de 14 miembros han sido aisladas de mutantes blogueadas, to cual ha
llevado a concluir que ambas estructuras del macrolido (lactona v aziicares) son necesarias para
que tengan actividad antibacteriana {Rose, 1979; Martin, 1979). Los subproductos eritromicina
B, C, D, E, F, eritronélido B, varian poco en su estructura (Seno & Hutchinson, 1986), comao lo
muestra la figura No. 1.

MCHg)z RI Rl R3 Rl
T3 Desosamina Eiovidm A H O, ™, H
5 Eritanicm B H o o H
EboridaC O H 4 H
Exitramidre D H H of H
Ciadi BworidmE OH O CH=~—=0

nosa . ;
Ry=CHy Ry=H Eironidna F OH  CH  CHOH H

Etomio B H ¢ O4 »

VO VTUVENIIRNH VNI RN

Figura No. 1.- Estructura quimica de la erittomicina (Seno & Hutchinson, 1986).

La eritfromicina puede ser aislada y purificada por extraccion con solventes a pH basico débil
scguido por cromatografia, o por cristalizacién directa. El sistema de cromatografia liquida de
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alta resolucion (HPLC) esta disponible para purificacion a onet laboratorio y  analisis
cuantitativos (Seno & Hutchinson, 1986).

La eritromicina es una base débil cristalina ligeramente amarilla, soluble en etanol y otros
solventes organicos. Soluciones neutras son estables por muchas semanas a 5¢ C. pero a
temperatura ambiente se pierde algo de actividad después de pocos dias. Por debajo de un valor
de 5 en pH rapidamente se pierde la actividad (Gasrod et al., 1973).

La eritromicina es un agente bacteriostitico. su actividad biologica depende de Jos factores,
la acumulacién intracelular y la unién a la subunidad ribosomal 58 S de las bacterias
susceptibles. Las bacterias Gram-positivas son mas sensibles a la eritromicina gue fas bacterias
Gram-negativas, porque aquéllas acumulan altos niveles intracelulares del antibidtico. El efecto
bacteriostdtico es debido a su capacidad para causar inhibicion de la sintesis de proteinas que
puede ocurrir primeramente por estimulacion de la discciacion del peptidil-RNAU (dcido
ribonucleico de transferencia) del ribosoma, probablemente durante la ransiocacion (Rose. 1979
Omura & Tanaka, 1983; Higashide, 1984; Crueger & Crueger. 1984; Seno & Hutchinson. 1980;
Rosenstein, 1988). La eritromicina es un antibidtico bacteriostatico. eficaz en infecciones
bacterianas del tracto respiratorio; actia conira bacterias Gram-negativas como: Neisseria
melitensis, Haemophvlus influenzae, espiroquetas Treponema pallidum v rickettsias. Y contra
bacterias Gram-posnwas como: qmmcaccu.sp,uagem Streptacoccus viridans, Streptococcls

trachomatis, Legionella, I[cmz[a.:m.a ucgabzacum Corynebacterium duzbtgcme y la amiba
Enigmoebq histelytica (Omura & Tanaka, 1983; Higashide. 1984. Berkow. 1986: Seno &

Hutchinson, 1986 Rosenstein, 1988).

En clinica, se prefierc el uso de la eritromicina para €l tratamiento de infecciones causadas
por bacterias en enfermos alérgicos a la penicilina, por lo que la eritromicina ¢s un producto de
substitucién de la penicilina. Por otra parte podrlan existir casos en los cuales el enfermo es
alergico a eritromicina pero no a [a penicilina, en los que se subslituye la eritromicina por la
penicilina (Berkow, 1986).

El antibidtico eritromicina muestra baja toxicidad, y solo ha sido notado un efecto limitado
(nefrotoxicidad o desdrdenes del rifidn) en pacientes tratados con altas dosis de estolato de
eritromicina sobre un periodo de tiempo de mads de 2 semanas (Glasby. 1979, Omura & Tanaka,
1983).

ViA BIOSINTETICA.

La Eritromicina se sintetiza en tres etapas (Corcoran. 1981): (1) formacion de la
macrolactona de 14 carbonos a partir de la condensacion de propionato y 2 metilmalonato para
formar el 6-desoxieritrondlido B (6DEB); seguido de una hidroxilacién que da lupar a la
formacion del eritrondlido B (EB). (2) Sintesis de los aminoazicarcs micarosa y desosamina a
partir de glucosa y su adicién a EB para formar la eritromicina D; (3) en la tercera etapa hay un
paso de C-12 hidroxilacién y otro de C3" O-metilacion del ultimo componente lo cual da como
producto final la eritromicina A (Vara et al., 1989).

La via biosintética propuesta para eritromicina A en Saccliaropolvspora erviliraeg, comienza

en el centro aglicona de la eritromicina A que es un derivado de un propionil-CoA v seis
unidades de metilmalonil-CoA. que son incorporadas cabeza a cola en el crecimiento de la
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cadena policétida, en un proceso similar al de {a biosimesis de acidos grasos. para penerar un
macrolido intermedio. 6-desoxieritronélido B. La sintesis del macrolido de 14 carbonos 6-
desoxieritronolido B es seguida por una hidroxilacion en el C-6 formando ¢l entrondlido B. La
adicion del poco usual desoxiazicar L-micarosa en el C-3 da como producto al 3-O-micarosil
eritrondlido B, y la adicion postcrior del aminodesoxiazicar D-desosamina en el C-3 al anterior
de ta molécula da como resultado la formacion de la eritromicina D, este es el primer producto
con actividad antibacteriana (Corcoran. 1981; Seno & Hutchinson, 1986; Cortés et al., 1990 b}
La sintesis de la eritromicina A se lleva a cabo mediante una hidroxilacién en el C-12 y una
metilacion del grupo micarosil.

Después de la Eritromicina D, la via se ramifica, formando una horquilla metabélica
aparente. La Eritromicina D puede ser hidroxilada en ¢l C-12 para formar eritromicina C 6
metilada en el C-3" para formar eritromicina B. Mientras que 1a formacion de eritromicina A a
partir de eritromicina C por metilacién en C-3" ha sido demostrado claramente, la formacion de
eritromicina A a partir de eritromicina B ha sido menos clara dado que existen reportes
contradictorios en la literatura respecio a ello {Corcoran, 1981). La Eritromicina E y la
Eritromicina F son derivados de 1a eritromicina A y solo estan presentes en cantidades menores.
El principal producto (figura No. 2}, ademas de ser la molécula mads activa biologicamente es la
Eritromicina A {Paulus et al., 1990).

propionil-CoA + matilmalonil-CoA
ery A policétido sintasa

8dioxioritronolido B (6DEB)

ery B
F
/,—-:y_. hidroxilasa en Cs
+ H . .
hid eritronolido B (EB}) ey B epimearasa
ery 5

eryBI glucosiltransferasa en C-3  TDP-L-micarosa
ery BII
3.0-a -micarosilertronolide {IMEB)

WL/’
cr

TOP4-CETO-8-Desoxi-D-glucosa
ery

glucosiltranskerasa en C-s  TDP-O-desosamina
ery Clf
Eriromicina D
: TOP.Dglucoss
hideoxilasa &n cy \_ meliftranaterass en C-3- ey © Dy

ey & “, ayC
en eina © Erltu;mll:{nt B Timidina-difosfo-0-glucossa 4 6-dehidralasa
ey G ’."hidmxifasa en G-12
metiftransferasa en C-3- . ey K
R y
Eritrom!cina A

Figura No. 2- Via biosintetica de la eritromicina. Los pasos blequeados son indicados
respectivamente por mutacion ery A. mutacion ery D, mutacidn ery F, mutaciones ery G,
mutaciones ery H v mutaciones ery K. Las mutaciones ery B y ery Cf pueden afectar méas de
un solo paso.

El bosquejo de la via de biosintesis de la eritromicina A fue originalmente deducida a partir
de los resultados obtenidos a través de alimentar cultivos con precursores radioactivos y del
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estudio de mutantes blogueadas en la ruta de biosinte-:- de la entromicina 1 Corcoran. 1981, Seno
& Hutchinson, 1986).

En vez de utilizar sondas de oligonucledtidos. se levo & caive a clonacion de los genes gue
codifican para la biosintesis; primero se clond un gen que codiica para L resisiencia al
aniibidlico. asumiendo {correctamente) que los genes gue codifican pora la brosintesis
probablemente estaban umidos al gen que codifica para [a resistencia a este metabolito. Los pencs
involucrados en la biosintesis de eritromicina (Seccligropelyspora erythrgea’. carbonucina
(Streptomyces thermotolerans) vy avermectina antihclmintica (Strepfomyces avermitilis) han

sido clonados con esta aproximacién (Fayerman, 1991).

El curso quimico del ensamble del anillo macrdlide ha sido ampliamente confirmado. Sin
embargo no se han encontrado intermediarios precursores entre acil-CoA v 6-desoxieritronolido
B (Dhillon et al., 1989).

Los analisis gensticos de la via han servido para identificar al menos 4 clases bien definidas
de mutantes blogueadas en la formacion de la macrolactona y los desoxiazicares intermediarios
de la biosintesis de eritromicina A, estas han sido designadas como: ery A, ery B, ery C1. y ery
D, respectivamente, basandose en su comportamiento de cosintesis. el tipo de intermediario
biosintético acumulado y su habilidad o capacidad para biotransformar intermediarios
bioquimicos conocidos de eritromicina A (Weber et al.. 1985)

Todas las mutaciones que Lloquean la conversion de 6DEB a eritromicina D en §. grpthraea
poseen fenotipo Erxy™ porque ninguno de los intermediarios de la via acunuilados poseen
actividad antibiética. Dichas mutantes han sido clasificadas solo ¢n tres grupos (Weber el af..
1985): Ery B~ (que acumula EB pero biotransforma 3MEB a critromicina A Ery € (que
acumula 3MEB pero biotransforma eritromicina D a eritromicina A) v Ery D (que acemula £B
pero no biotransforma 3MEB 6 eritromicina D a eritromicina A). Las mutaciones ery B25. ery
B26, eryB4AG, ery B46, ery Cr-60 y ery D24 pueden afectar solo uno de los varios probables
pasos en la formacion y union de L-micarosa y D-desosamina a EB y 3MEB, respectivamente.
Ellos no pueden ser detectados por pruebas de cosintesis del antibiético por que ninguno de estos
pasos involucra intermediarios "distinguibles”. La interrupcion de una funcion regulatoria de la
expresion de los genes de biosintesis de desoxiaziicares puede ser una razon alternativa para el
efecto miltiple de la mutacién ery D24 o, en hecho, solo de mutaciones ery B. El nimero
limitado de fenotipos y mutaciones Ery €~ v Ery D~ disponibles (Weber et al.. 198%) hacian
dificil estimar cuanto DNA abarca ¢l niimero posibie de genes ery B.ery Cr 6 ery D.

Ahora estd firmemente establecido que los genes que codifican para la biosintesis de un
antibiotico en Sfrepfomyces estin siempre empaquetados fisicamente cerca o alrededor del gen
estructural, que determina su propia resistencia al antibidtico, para la eritromicina ésto es cierto
(Hopwood, 1986; Vara et al., 198%; Dhillon et al., 1989). Weber et al.. (1985) aislaron 4
mutantes dc 8. grythraes no productoras del metabolite. {enotipicamente disiinguibles (Ery A"
Ery B, Ery C-, y Ery D7) y Ias utilizaron para demostrar ¢l empaguetamiento de los genes de
producion de eritromicina (erp) en el cromosoma de cepas NRRL 2338 por medio de
experimentos de mapeo genético.

Los datos reportados por Vara et al., (1989) muestran sclo que varios de estos genes (ery 8.
ery CI & ery D) estin empaquetados en aproximadamente 18 kb en la region arriba del gen
ermE. También demostraron que al menos 3 de los genes ery estan unidos al gen de resistencia
de eritromicina ermE; sus conclusiones estdn basadas en ¢l hecho de que el clon pKC488 con un
inserto de DNA de 35 kbp conteniendo et gen ermE complementd las mutaciones erpd 34, eryB
25 y eryCI-60 en cepas de §. erytlirgeq aisladas por Weber et al.. (1985).
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Weber & Losick. (1988) subsecuentemente confirmaron ¢f enlace cercano de las mutaciones
erpd 34 y eryB 25 al gen ermE. También cocontraron que wilizando la comparacion de
irecuencias de recombinacion en aparcamiento conjugacional de mutantes £y~ de S. erythraed,
teniendo ¢l marcador cromosomal - {resistencia a estreptomicina) integado 23 kbp arriba del
gen ermE, que el locus ery B25 del mapa a la derecha de 1a marca f5r dentro de 20 kbp on Ia
region alrededor de ermE o que no correlaciona con los datos presentados por Vara et al.

(1989).
Utilizando mutantes de Sgecharopolysporg erythraeq eryB 25 y eryB 20 las cuales tienen

como matcador el antibidtico aminoglucdsido apramicina, Lewandowska-Skarhek &
Hutchinson, (1590) restauraron su produccion de eritromicina. y concluyeron que la inhibicion es
debida a una supresion fenotipica de estas dos mutaciones por apramicina, y no por su
complementacion en trans ¢ algun tipo de proceso de reparacion del gen.

La existencia de las diferentes enzimas invelucradas cn la sintesis v unidn de
desoxiaminoazucares a la lactona han sido dificiles de estudiar (Corcoran. 1981), aunque una
enzima que pucde estar involucrada en esta via, timidina-difosfo-D-glucosa 4, 6-dehidratasa, ha
sido purificada a homogeneidad en Saccharopolyspora ervthraea CA-340 v puede servir como
la 1* enzima en la via de timidina-difosfo-D-glucosa a timidina-difosfo-D-desosamina, que es el
precursor inmediato de eritromicina D que se ha propuesto; pero [a otra enzima de esta via no ha
sido detectada (Vara & Hutchinson, 1988; Dhillon et al., 1989).

Los azicares timidina difosfo-L-micarosa (TDP-L-micarosa) v timidina difosfo-1-
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 propionato y metil malonato, para fomar
la eritromicina D (Vara et al., 1989). La enzima timidina difosfo-D-glucosa 4, 6-dehidratasa ha
sido purificada (Vara & Hutchinson. 1988), y la epimerizacion de timidina difosfo-4-ceto-6
desoxi-D-glucosa es asumida por analogia como otras L-hexosas que son formadas a partir de D-
glucosa. La naturaleza de los otros pasos en la ruta que conduce a [a sintesis de timidina difosfo-

L-micarosa y timidina difosfo-D-desosamina son desconocidas (Vara et al,, 1989).

El fenotipo de las mutantes erp D y las propiedades de clonado de DNA adyacente al gen ery
D sugieren la existencia de regiones regulatorias que rigen la expresion de algunos de los genes
ery By ery Ci (Vara etal., 1989).

El trabajo de Vara et al., (1989) fue enfocado principalmente al proceso hioldgico para la
hidroxilacién de 6DEB y a Ia formacién y adicion de desoxiaziicares a EB y 3a-micarosil
eritrondlido B (3MEB). Los autores piensan que la mutacion ery D24 afecta una funcién
regulatoria, mds que un paso comin para la formacion de timidina difosfo-D-desosamina y
timidina difosfo-L-micarosa, ya que la cepa WHM278 contiene niveles normales de actividad
timidina difosfo-D-glucosa 4, 6-hidratasa, enzima responsable del posible paso comiin en ambas
vias. Algunos de sus resultados apoyan la existencia de una posible segunda region regulatoria,
De hecho se obtuvo un incremento reproducible de 10 a 15 veces en la produccién de
eritromicina cuando la cepa silvestre §. grythraeg fue transformada con e! pldsmido pWHM 14,
que contiene un segmentco de 1 kbp situado justo a la izquierda de la region ery D entre los genes
eryByery D.

Los resultados descritos por Vara et al., (1989) proveen alguna informacién en fa localizacion
y funcién de los genes que rigen la biosintesis de desoxiazicar en la via de biosintesis de la
eritromicina. Se han identificado genes con funcion analoga a éstos en Streptomyces fradiae para
{a biosintesis de tilosina (Baltz & Seno, 1988). pero la correspondencia enire tales genes v tas
enzimas de biosinlesis de desoxiaziicar implicitas en la via es afin obscuro.

PAG. 17



Antes de unir las dos unidades azdacar para formar a eritromicina 1. ¢l macralido lactona 6-
desoxieritrondlido I3 es hidroxilado en la posicion 6 para formar o crionélido B. Se reporto
originalmente que la enzima responsable para esta hidoxilacion fue encontrada en un extracto
libre de células de 8. erpthraeq en la fraccion rica en citocromo P-430 monocoxigenasa
(Corcoran. 1981). Mas tarde esta actividad fue purificada a aparente homogeneidad, la 6DEB-
hidroxilasa y 2 proteinas transportadoras de electrones citocromo P-430 que especificamente
hidroxilo el 6-desoxieritrondlido B v sus derivados in vive. también como la timidina difosfo-D-
glucosa 4,6 dehidratasa que puede catalizar el primer paso cn la biosinlesis del desoxiazicar de
S. ervthraea (Shafiee & Hutchinson. 1987; 1988).

Realizando mutaciones en la region del gen de resisiencia a erifromicing erm E de S,
erpthrgeq por inactivacién insercional. encontraron una mutante cuyo fenotipo se caracterizo por
formar 6-desoxieritromicina A y no sintetizar eritromicinag A. Jsto sugirio que la mutacion estaba
localizada en el locus 6-hidroxilasa, referido como ery . El gen ery F gue codifica paa la
sintesis de la enzima 6-desoxieritrondlido B hidroxilasa, Tue clonadu de la region del cromosoma
de 8. erpthreea aproximadamente 3.5 kb abajo de erm E. ¢l gen que codifica I resistencia a
eritromicina. {Weber et al., 1991).

La enzima citocromo P-430, previamente aisiada de extractos celulares (Shatiee &
Hutchinson. 1987) fue reexaminada. mostrando ahora que esta preparacion de citocromo P-450
comdiene dos proteinas, una de la cuales estd presente en gran cantidad; el gen de esta P-450 fue
también clonado (orf 403) y secuenciado v se encontra que es distinto al gen ery F. aungue el
producto de los dos genes es bastante similar {(son aproximadamentie idénticos en tamaio, carga v
punto isoelécirico). Los genes de las dos enzimas fueron expresados en Escherichia coli. v las
actividades enzimaticas de ambas proteinas fueron comparadas utilizando comoe substrato 6-
DEB. Los resultados indicaron que la especie menor de la mezela de P-4350 es el producto del
gen ery F y la especie mayor tiene una funcion que no esta relacionada con ¢! metabolismo de
eritromicina. El producto del gen ery F mostro un nivel muche mas alio de actividad en la
hidroxilacion de un andlopgo de 6-DEB, mientras que el producto de orf 405 no mostro actividad
detectable utilizando el mismo substrato. Ls posible, que la preparacion del 6-desoxieritronélido
B hidroxilasa originalmente purificado de S. grythraea fue realmente una mezela de ? enzimas
citocromo P-450 y que la especic mayor estd presente en exceso pero esenciabmente no tiene
actividad 6-desoxieritrondlido B-hidroxilante (Andersen & Hutchinson. 1992y

También el gen de resistencia a eritromicina ermE, fue clonado de §. erythraca por
Thompson ¢t al, 1982; y por Bibb et al, 1985 Alpunas evidencias genéticas mostraban
claramente que el locus ery Cr comenzaba cerca del extremo 5 de ermE, el gen estructural que
codifica para una metilasa ribosomal que conficre resistencia al macrdlido en los
microorganismos productores (Uchivama & Weisblum, 1985).

Janssen & Bibb, (1988) reportaron gue la region promotorat del gen erm E esti sobrepuesta
con el inicio de un marco de lectura abierto {ORF) cuyo transcrito en direecion opuesta. Las
pruebas del efecto de mutaciones de transicion y delecion en la regidn promotora del gen erm E
mostraron que el nivel de expresion de este gen y el ORT estaban inversamente correlacionados.

Por los resullados de Vara et al.. {1989). este ORF parece ser ¢l inicio de Ia region codificante
para el producto del gen erp C!. Las mutaciones ery Cr-60 bloquean la formacidn de eritromicina
D y ésta es el primer compuesto con actividad antibidtica en la via de biosintesis de eritromicina.
el gen ery CI podria ser un punto ideal del organismo para regular la produccion de erirromicina.
El hecho de que la produccion de [13 puede ser incrementada mucho mis que 3MEB o
eritromicina A por adicion de n-propanol al medio de fermentacion v de que se acumula mas EB
en la cepa silvestre que algiin otro inlermediario de Ia via sugiere que ef paso ¢n la conversion de
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EB a eritromicina 13 es el cuello de botella en la sintesis de a eritromicina (Vara et al.. 1989).

Algunas especulaciones acerca de tales mecanismos. conducen a pensar Gue aparentemente e
gen erm E se expresa constitutivamente (Thompson ot ab - 1982: Uchivama & Wewsblum. 1985
a diferencia de otros Sfreptomyces cuyos genes de resistencia son inducides por ¢l antibiotco
macrélido correspondiente.

La proximidad de los penes ermE v ery €/ sugiere una posible expresion coordinada.
Ademas la complementacion de la mutacion ery CF-60 no se observa s1 la transiormante no
contiene todo el gen erm E (Vara et al., 1989}

Por otro lado, Weber et al., (1990) realizando analisis de mutantes erm E encontraron que
éste gen solo es requerido para la resislencia a eritromicina. pero no es necesario para la
produccion del intermediario eritronolido B o para la conversion del 3 a-micarosil eritronalido B
en eritromicina,

Vara et al., (1989), vencieron parcialmente el problema de la inestabilidad del 1ector que
previamente impedia la clonacidn de genes ery por el método de escopeta "shotgun” (Yamamoto
et al.,1986), al clonar segmentos de DNA de ]a regidn circunvecina ai gen ermE en un vector
pldsmido integrativo o cosmido transportador Escherichia coli-Streptonnces capaz de
transformar a §. erytliraea. Encontraron que aigunos de los genes eryB. ery CI' v e D estin
dentro de ¢n una region de 18 kbp inmediatamente arriba del gen ermE.

La localizacién del gen ery CT simultdneamente fue confirmada por Dhillon ¢t al., (1989)
mediante la secuenciacién de aucledtidos v experimentos de ruptura de genes. Presentaron la
secuencia de nuclentidos completa de un marco de lectura abierta (ORF) inmediatamente arriba
de ermE, la region promotora de ermE arreglada on tandem fisica y funcionalmente sobrelapada
con la regién promotora que transcribe a partir de la hebra opuesta de DNA. produciendo un
transcrito de funcion desconocida {en ese entonces) que diverge lejos del gen de resistencia
ermE propio (Bibb et al.. 1985 Janssen & Bibb. 19883, La secucncia de aminodcidos deducida
del producto del gen de este ORF no muestra similitud significante a alguna de las proteinas
comunes basandose ¢n los datos def Protein Identification Resource cuando se analiza utilizando
los programas de Devereux (en Dhillon et al.. 1989); pero evidencias genéticas sugieren que esta
region del paquete del gen puede contener el locus erp Ci. v que el producto de este gen puede
por lo tanto participar en la sintesis o en la unién del aminoazicar desosamina.

Ha sido mostrado previamente (Weber et al.. 1989; Weber & Losick, 1988) que el plasmido
plJ702 es incapaz de replicarse independicntemente en Saccharopolyspora erythirgea y que
cuando produce un inserio de DNA en Sgecheropelyspora erytliraed éste puede integrarse
dentro del cromosoma por recombinacién homdloga tipo Campbell. Si plJ702 se inserta en un
fragmento de DNA en medio de un gen, puede resultar en una ruptura del gen. Este acceso es
particularmente util cuando la secuencia de nucledtidos es conocida. permitiendo que la
integracion pueda ser localizada con precision (Dhillon et al.. 1989).

Dhiilon et al.. (1989). muesiran que el inserto de una mutante WHB 2221, en que e} ORF o3
roto inmediatamente del lado 3' de ermE. estd completamente bloqueada en la biosintesis de
eritromicina, v acumula especiticamente j-O-micarosileritrondlido B. Esto s consistente con la
evidencia genética previa de que las mutantes ery Cr de Saccharopolyspora erythraea acumulan
3-O-microsileritrondlido B (Weber et al., 1985). En experimentos posteriores de mapeo
genético recientes. se ha localizado ¢l locus ery Cr inmediatamente al lado & del gen ermE y eny
C: ha sido regisirado para esta region de DNA por complementacion de mutantes. Evidencia
posterivr de Ja naturaleza monocistronica del ORF es mostrada por La presencia de un terminador
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de transcripeion convencional inmediatamente abajo Jdel ORF. No es postble, con las evidencias
comunmente disponibles, asignar una funcion reguluionia enzima especifica al producto del gen
ery Cr(Dhillon et al.. 1989).

Se ha encontrado que fa ruptura Je una unidad de transeripeion localizada alrededor de 3 kbp
3" del ermE bloguea la metilacion de eritromicina C, gue ox ¢l paso terminal ¢n la bosintesis de
eritremicina A (Weber et al.1989). Eswo imiplica que regiones inmediatas que rodeun a los genes
de resistencia, incluvendo los segmentos de DNA no definidos por mutaciones, pucden también
contener genes involucrados en los ultimos pasos de la via (Dhillon et al., 1989y,

Weber et al., (1989) v Donadio et al.. (1989 en Vara et al.. 1989) utilizaron métodos de
complementacién y ruptura de genes para demostrar que la unidad de transcripcion del gen ery
G, que rige la Q-metilacion de eritromicina C en C-3". esta situada al rededor de 7 kbp por
debajo de ermE.

En los ultimos afios se han aislado cepas mutantes que no sintetizan Eritromicina (Weber et
al., 1985). En general estas cepas pueden ser clasificadas en 3 tipos: i) aquéllas que no sintetizan
productos macrdlidos detectables. ii) aquéllas que acumulan el aglicon eritrondlido B. y iii)
aquéllas gue acumulan el monoglicon 3a-micarosileritrondlido B. La relacion enzima-gen en
estas mutantes es en gran pane desconocido debido al numere y compleyidad de pasos
involucrados. Las mutaciones en la altima porcion de fa via son dificiles de encontear, porque la
actividad antibidtica de las eritromicinas intermedias (B. C, y D) no permiten hacer una scleccion
fenotipica basada ¢n la pérdida de produccién de antibidtico (Paulus et al., 1990).

Paulus et al., (1990} para aistar mutantes de la (Hima porcion de la via, primero desarrollaron
y caracterizaron en ensayos in viuo la actividad O-metiltransferasa y posteriormente realizaron
un andlisis empirico de mutantes . erythraeq basindose en el método de cromatografia en capa
fina (TLC). Fue aislada una mutante derivada por mutagénesis quimica de §. erytlirgeq, la que
acumula eritromicina C v en menor grado, su precursor, eritromicina D. con poca o sin
produccion de eritromicina A o eritromicina B (la 3"-O-metilacton de eritromicina C y
eritromicina D, respectivamente). Esta mutante carcce de actividad eritromicin  O-
metiltransferasa, detectable con eritromicina C, eritromicina D o los andlogos como sustratos,
Fue identificado un fragmento de DNA de 4.3 Kb de §. grytliraea originado aproximadamente
6.5 kb abajo de la region promotar del gen que cedilica para la resistencia a eritromicina ermE
{Weber et al, 1990), éste regenerd el fenolipo parental y también restaurd la actividad
eritromicin  O-metiltransferasa cuando tue transformada 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-metilacién de la via biosintética de eritromicina en S. erythirgeq v que ery G ¢s un gen
gstructural que codifica para esta enzima.

Se rcalizaron una seric de experimentos de rompimiento v reemplazamiento de genes para
caracterizar mutagénicamente un segmento de 30 Kb de DNA en fu region del gen de resistencia
a la eritromicina ermE del cromosoma de 8. erytliraca. 5 locus entonces no descubiertos, pero
previamente involucrados en la biosintesis de eritromicina fueron encontrados, son: ery B, ery
BII ery CI, ery CHL, y ery H; y 3 locus conocidos ery AL ¢ry G v ermE. La mutante ery H fue
bloqueada en 2 pasos aparentemente no relacionados de la via. El nuevo fenotipo. ery H fue
marcado por i) acumular ¢l intermediario 6DEB, o cual sugiere un defecto en la operacion dei
sistema C-6 hidroxilasa, y ii) estar bloqueado en la reaccion de sintesis o unién del primer
aminoazucar. El locus ery H parcce contener un gen regulatorio o un operon en al menos dos
genes estructurales biosintéticos involucrados en la via (Weber et al.. 1990).
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El yen ery K fue identificado por Stassi et al., {1993), localizado al rededor de 50 kb abajo del
gen ery E, la secuencia proteica de 44 kDa (kilodalton) de este gen muesira alta similitud a otras
monooxigenasas P-450. La demostracion de que ery A estd involucrado on el paso final de
hidroxilacion en la via de biosintesis de eritromicina. en la conversion de eritromicina B a
eritromicina C y en 1a conversién de eritromicina B a eritromicina A, [ue oblenida de los analisis
efectuados de metabolitos acumulados por una cepa que tenia un gen ery K defectuoso. Un
frapmento de DNA interno a la secuencia codificadora de ery K fue gencrado y subelonado en un
veclor-integrativo; {a insercion del plasmido resultante dentro del cromosoma en ery K resulto en
una cepa que acumuld eritromicina D y B, confirmando que ambas eritromicinas son substratos
de la C-12 hidroxilasa.

Investigadores de los Laboratorios Abbott han localizado ¢l gen ery A1 alrededor de 12 kbp
abajo del gen erm E, por medio de experimentos de complementacion y ruptura de gen (Donadio
et al., 1989 en Vara et al., 1959). Por otra parte Katz y sus colaboradores del mismo [aboratorio
han mostrado que los genes para la biosintesis de eritromicina, gue codilican para los
componentes de la policétido sintasa, estan localizados juntos, aproximadamente 10 kbp en ¢l
lado 3' del gen de resistencia. Un gran nimero de genes estan localizados en el 5' del gen de
resistencia ermE, y han sido sujetos de analisis genéticos detallados (Donadio & Hutchinson,
1988, Tuan et al., 1988; Weber et al., 1989; Dhillon et al.. 1989).

Cafirey et al., (1992) mencionan que la region ery A del paquete de genes biosintéticos de
eritromicina de §. erythraea contiene 3 grandes marcos de lectura abierta (ORFs) que codifica
para los componentes de 6-desoxieritrondlido B sintasa (DEBS).

Caffrey et al., (1992) obtuvieron anticuerpos puliclonales contra proteinas recombinantes
obtenidas por sobreexpresion de la region 3' de los genes ORF2 y ORF3. iin experimentos de
Western blot, cada antisuero reacciono fuertemente con tres proteinas de diferentes v alto peso
molecular de un extracto de células de §. erpthraea productoras de eritromicina. Estas proteinas
denominadas DEBS2 y DEBS3 fueron purificadas y sujetas a analisis de secucncia (amino) N-
terminal; las secuencias de las proteinas fueron enteramente consistentes con el sitio de inicio de
la traduccidn predicha de la secuencia de DNA de ORFs 2 y 3. Existe una tercer proteina de alto
pese molecular que se copurificod junto con DEBS2 y DEBS3, Ia secuencia proteica fue traducida
apartir de 155 pares de bases de DNA encontradas por encima del codon de iniciacion propuesto
previamente para el ORF1.

El primer paso en la via biosintética del antibidtico macrolido eritromicina A en S, erptliracq
involucra la construccion de una cadena policetidica, que es entonces ciclizada para formar el
anillo lactona de 14 carbonos, el 6-desoxieritrondlido B, que es el primer intermediario aislado
(Corcoran, 1981; Seno & Hutchinson, 1986). La naturaleza de la policétido sintasa que cataliza
este proceso muitipaso, 6-desoxieritrondlido B sintasa (DEBS) ha sido extensamente investigada
por medio de anélisis genéticos (Weber et al., 1985; Tuan et al., 1990; Weber et al., 1990) y por
secuenciacion de nucledtidos de genes estructurales que codifican para la sintasa (Cortés et at.,
1990). Estos genes ery A fueron encontrados empaquetados cerca de erm E, el gen que codifica
para la resistencia a eritromicing, y se extienden sobre un segmento de DNA de
aproximadamente 45 kbp (Caffrey et al., 1992).

La secuencia parcial de nucledtidos de esta region realizada por Katz y sus colaboradores en
los laboratorios Abbott revelaron copias miltiples de cada componente potencial de {a sintasa.
juzgado ésto por similaridad de secuencia con las regiones sitio-activo de la sintetasa de acidos
grasos y otros policétidos sintasas simples (Hale et al., 1987; Hopwood & Sherman, 1990; Revill
& Leadlay, 1991).
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La secuenciacion de un segmento completo de DNA de T kbp de a region proximal & erm
E dei locus ery A (Cortés et al.. {990 a y b) confirmo la existencia de versiones multiples de cad.
componente enzimatico y mostré que 9 sitios con distinia actividad estaban alvojados en una sola
cadena polipeptidica. Ademds, las enzimas fueron agrupadas cn 2 a lo largoe de Ja cadens
polipeptidica, cada grupo teniendo la actividad requeridz para acompanar uno de los 6 ciclos
requeridos de la extension de [a cadena.

Hasta ahora, la Gnica evidencia de la existencia de 3 polipéptidos prandes poco usuales como
componentes de la policétido sintasa (DEBS) de productores de eritroinicina han sido
demostrados por andlisis de secuenciacion de DNA. La secuenciacion de los genes ery A ha
apoyado ambas ideas "una enzima para cada movimiento" y la probable organizacion en
dominios de la sintasa (Coriés et al., 1990 a y b), con 3 polipéptidos multienzimaticos grandes
poce usuales (DEBS 1, DEBS 2, y DEBS 3) hospedando un total de al menos 28 sitios activos
distintos.

Los estudios enzimoldgicos en DEBS involucraron la expresion heterologa de alto nivel en
Escherichia coli de la porcion C-terminal de DEBS 3, predicha para alsjar una proteina con
dominio acarreadora de acilos (ACP) v un dominio ticesterasa que puede actuar como una
ciclasa para producir 6-desoxieritronolido B directamente (Hale et al., 1987; Revill & Leadlay,
1991; Caffrey et al., 1991}). Sin embargo, no ha sido posible demostrar la biosintesis de
eritrondlido en extractos de §. erpifirgeg, v no se han desarrollado ensayos especificos para estas
enzimas.

Caffrey et al., (1992) reportaron fa deteccion inmunologica directa de polipéptidos DEBS en
extractos libres de células de §. gryffiragg, confirmando su tamario poco usual. Los datos de la
secuencia N-terminal y la reaccion del polipéptido con antisuero dirgido contra su dominio C-
terminal confirman que los productos de los 3 grandes genes de ery A4 muy probablemente
funcionan como polipéptidos multienzimaticos intactos mas que sufrit un procesamiento
proteolitico para formar dominios funcionales pequefios.

La sintesis de 6 desoxieritrondlido B (6DEB) involucra 6 ciclos de alargamiento que se
asemejan a los pasos en la sintesis de dcidos grasos. Se ha mostrado recicnternente que la sintesis
de 6 DEB requiere de 3 genes adyacentes a erp 4 gue codifican para un gran polipéptido
multifuncional y que el empaquetamiento de ery A consistc de 6 mddulos (unidades repetidas),
cada una codifica una unidad sintasa (SU) especifica diferente para cada uno de los pasos de
alarpamiento. Aclividades semejanies a dcidos grasos sintasas: Proteina acarreadora de acilos
(ACP); aciltransferasa (AT); B-cetoreductasa (KR); y P-cctoacil ACP sintasa (KS) fueron
identificadas en el polipéptido multifuncional codificado por ery A4, por la presencia de
"secuencias firma" encontradas en el sitio activo del dominio funcional (Cortés et al,, 199¢ a y
b). Sin embargo, secuencias firma no han sido asignadas previamente a funciones dehidratasa
{DH) v enoilreductasa (ER) (Donadio & Katz, 1992).

Donadio & Katz, (1992) determinaron !a localizacion de dominios enzimaticos en los 3
polipéptidos multifuncionales de §. eryfliraea, involucrados en la formacion de la porcién
policétido del antibidtico realizando un anélisis auxiliado por computadora. Por comparacion de
& unidades sintasa (SU) de los genes ery 4 con otras sintasas establecieron la extension de cada
dominic de: proteina sintasa acarreadora de acilo f-cetoacil (ACP), aciltransferasa (AT), [-
cetoreductasa (KR), ACP, y tioesterasa (TE). La extension del dominic 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 411, con un residuo potencial
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sitio-activu histidina. Donadio & Katz. (1492) subdiy tdicron cada polipéptido codificado por ery
A en sus dominios y propusieron una localizacion para los dominios DH y ER en ery AJE.

Figura No. 3a.- Biosintesis de 6-desoxieritronélide B. La porcion superior muestra los tres
polipéptidos codificantes ery A conteniendo {as 6 unidades sintasa (SU). Las actividades
enzimdticas correspondiente a [a primera y segunda SU de cada polipéptido se representan por
circulos (ACP= protena sintasa acarreadora de acilos; AT= acil transferasa; KR= {-
celoreductasa; KS= [-cetoacil ACP sintasa; TE= tioesterasa; ER= enoilreductasa; DH=
dehidratasa), respectivamente. La porcién inferior ilustra ¢l papel de cada SU en 1a sintesis de
6-desoxieritronélido B, donde 1as unidades C2 en el anilfo intreducido por SU numerados se
representan por faya y lineas continuas, respectivamente (Donadio & Katz. 1992: Donadio et
al., 1993).
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Donadio & Katz (1992) y Donadio et al.,, (1993) presentan el esquemia de la sintesis de 6
DEB mostrando los 3 polipéptidos codificados por ery A conteniendo Ias 6 SU e ilustrando el
papel de cada SU (Figura No. 3a). Cada médulo codifica para la produccion de cada una de las
SU que son responsables de cada uno de los 6 ciclos de alargamiente requeridos para la sintesis
del policétido precursor, el orden en el cual estdn organizados los médulos corresponde al orden
en el cual son empleados en la sintesis de cada SU. De tal manera que el modulo 1 que codifica
para 8U-1, es responsable del primer paso de la sintesis, el mddulo 2 es responsable del paso 2, y
asi sucesivamente. Al asignarse a cada ciclo de alargamiento un diferente modulo que lteva la
especificidad de las unidades de extension y las determinaciones del proceso de extensién del B-
carbonil a un paso determinado, se asegura que los requerimientos de la programacién de cada
ciclo sc mantengan. El orden en el cual la cadena acil en crecimiento es transferida de una SU a
otra determina finalmente el orden en el que los diferentes grupos quimicos incorporados en cada
ciclo aparecerdn en el policétido completo.

Por todos estos reportes podemos sugerir un mapa fisico aproximado de los penes de
biosintesis de eritromicina presentes en Sqccharopolyspora ervthraea, que seria: ery B, ery D,
ery Cl.erm E, ery Bl ery H, ery F, ery G, ery BIL, ery CII, ery AIIL, ery AH, ery Al ery K; tal
y como lo muestra la figura No. 3b. Los productos de los gencs ery B, ery D, ery CI y ery H, 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, atin
cuando no han sido del todo comprobadas.
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RESISTEMCIA A ANTIBIOTICOS EN GENERAL.

La produccion del antibidtico es un problema para los cstreplomicatos. ya gue ¢stos pueden
resultar toxicas para el microorganismo productor: para evitarlo. han Jdesarrollado mecanismos
de resistencia ante su propio producto: 1a informacion para ¢llo se encuentra codificada en genes
que le confieren dicha resistencia. In el caso de microorganismos que producen :ahibidores de la
sintesis de proteinas. mediante estudios biaquimicos se han identificado enzimas yue modifican
el antibidtico {tabla No. 5} o nbosomas (tabla No. 0¥ v previenen su neraccion. Muchos
estreptomicetos productores de antibidtico, son capaces de evitar su autvinhibicion. al menos de
3 maneras: i) Modificando el sitio blanco intracelular normal (tabla No. 7). ii) Inactivando el
antibidtico intracelularmente; p.e. la cepa Streptomyces griseus presenta una proteina que al
unirse a tetraciclina la inactiva. por lo cual le confiere resistencia a dicho antibidticu (Cundliffe,
1989) y i) Excluyendo el compuesio bioactivo del citopiasma: si es tot:imente eficiente,
confiere al organismo la capacidad de tolerar alios niveles extracelulares de su propio producte.
p.c. Streptomyees rimosus sintetiza una proteina asociada 2 membrana que promueve la salida de
la tetraciclina producida (Thompson et al., 1982: Cundliffe, 1989; Cundlitte et al., 1984).

TABLA No.5
ENZIMAS MODIFICADORAS DE ANTIBIOTICOS PRESENTES EN PRODUCTORES
Microarganismo Productor. Antibiético Enzima(s) Modificadora(s)
Producido.

Streptomyces fradiae Neomicina APH(3}. AAC(3)
8. rimosus forma garamomycinus Paramomicina APH({3, AAC(3)
S. lividus Lividomicina APH(3'), AAC(3)
S. dbosidificus Ribostamicina APH(3}. AAC(Y)
Baclljus circulans Butirosina APH(T'), AAC(3)
§. kanamyceticus Kanamicina AACIE"
S. tenebrarius Complejo nebranucina AAC(6'), AAC(2)
S. griseus Estreptomicina SPH(B). SPH{3")
S. hygroscopicus NRRL2387 Higromicina B HPH
3. alhoniger Puromicina PAC
S. vinaceus Viomicina VPH
S. cepreoius Caprsomicina CPH, CAC
Straptomycas V-13-1 Estreptotricina STAT
5. poursel Nourseotricina NAT
S. hygroscopicus ATCC21705 Bialafos DPAT({PAT)
Streptoverciflium sp, JCM4673 Biasticidina S Acetiltranferasa
S. varticiliys Bleomicina Aceliltranferasa
S kasugaensis Kafugamicina Acetiltranferasa
APH - Aminoglucdsido Foslotransferasa CPH.- Capreamicina Fosfolransferasa

AAC .- Aminoglucosido Acctiltransierasa.
SPH.- Estreptomicina Fosfotransferasa.
HPH - Higromicina Fosfotransfcrasa.
PAC - Puremicina Acetiltransferasa.
VPH - Yiomicina Fostotransfcrasa

CAC.- Capreemictna Acctiliransferass
STAT.- Esteeptolrecina Acetiltranslerasa
NAT - Nuwmseotnicing Acetiltan-frrasa

DPAT(PAT) -Dimetrtlosfinotricina (o Fustinotricina) Acctiliransferasa.
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TABLA No.6
METILACION DEL RNA ribosomal ASOCIADO A LA RESISTENCIA
A ANTIBIOTICOS AISLADOS DE ACTINOMICETOS.
" . Gen de Caracter de | Sitio de Metilacion Residuo

Microorganismo Productor. resistencia. resistencia del RNA Metifado
Streptomyces azureus tsr Tioestrepton 235, 1067 Arm
Saccharopolyspora erythraea ermE MLS 238, 2058 mEA
Streptomyces fradiae trA (ermSF) MLS 2352058 mt A
Streptomyces caelestis cir Lincosamidas 2352058 mBA
Streptomyces lividans frm Lincosamidas 235 2058 méA
Micrimonospora purpurea kgmA K+G 185, 1405 m'G
Streptomyces tenjimariensis kamA K+A 16S 1408 m'A
Streptomyces tenebrarius kgmB+kamB AMG 1€5, 1405+1408 m’G+miA
Streptomyces kanamycaticus kan K+G 165 1405 m'G

MLS - Macrilidos. | incosamidas y A - Y-Omebhidenosig

Estrepeogramsaa ¥ :u‘_: V- N monomcllaboses oa

K.- Kanamicina. G- Tomchifauanosms

G - Geplamicina m' A mtiladenasen

A.- Apramicina A h

AMG.- Aminoglucostdus m, A - NUSTahmcibdensang

TABLA No.7

MODIFICACION DE LOS SITIOS BLANCO NO RIBOSOMALES CAUSANTES DE
LA RESISTENCIA EN MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE / NTIBIOTICOS

Microorganismo Productor.

Antibidtico Producido.

Blanco del Antibiotico

Streptomyces sphaeroides Novobiocina DNA Girasa
Noecardia mediterranei Rifamicina RNA Polimerasa
S. lydicus Estreptolidigina RNA Polimerasa
§. spectabilis Estreptovancina RNA Polimerasa
Amanita sp. a-amanitina RNA Polimerasa Il
Pseudomaonas fluorescens Ac Pseudomonico ile-tRNA Sintasa
$. cipnamomeus Kirrotricina £F

$. lactamdurans Efrotomicina EF

Cephalosporium caerulens Cerulenina Acilgrase Sintasa
EF - Facter de Elongdcidn e - Laleucasa

El organismo productor de eritromicina. Saccharopolyspora erythraeq. s allunenie
resistente a dicho antibidtico. debido a que presenta una modificacion estructural del sitio blanco
(el ribosoma) eliminando ta posibihidad de union del antibidtico. ésto ha sido demostrado en

Streptomyces azurens. (rRNA

-

238 ribosa metilasay productor de uoestrepton. v

haropalyspora erythraea, productor de eritromicing Los nhosomas de 8. erptltraed poscen
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muy baja afinidad por eritromicina. Esta resistencia ha sido demostrada por la presencia de N6,
N6_dimetiladenina dentro del rRNA 23 S. Fsta modificacion ribosomal ha probade ser el
mecanismo por ef cual un organismo productor de antibidtice se defiende propiamente contra su
producte. Esta metilasa confiere  resistencia  cruzada o macrolides.  lincosamidas  y
streptograminas B (resistencia MLS); aunque la resistencia-MLS constitutiva ba sido encontrada
en Saccharopolyspora ervthraea, la resistencia-MLS inducible ha sido descrita en varios
productores de macrélidos, lincosamidas y streptograminas B; y estd asociada con la aparicion de
una adenina mono yfo dimetilada en {RNA 23 S. También se han encontrado ribosomas
resistentes al antibidtico en Streptomyces tenjimariensis productor de istamicina (Skinner &
Cundliffe, 1982; Thompson ¢t al., 1982; Cundliffe et al.. 1984; Ficrro et al., 1988).

L.a resistencia a eritromicina esta asociada con la N-6-dimetlacion de un residuo de adenina
especifica en IRNA 23 S de Saccharopolyspora ervtlhiraea que reduce fa afinidad del rihosoma
por el antibidtico. El gen que codifica para la resistencia a entromicina ermE ha side clonado y
secuenciado de S. erpthragea por Thompson et al., (1982); Uchiyama & Weisblum. (1985); Bibb
et al., (1985} v por Janssen & Bibb, (1988).

Una comparaciéon de la secuencia de aminodcidos de ermE metlasa con aquellas-
metiltransferasas inducibies de Staphyiococed y Bacilli resisientes a eritromicina mostraron gue
el producto del gen ermE contiene una extension C-terminal con varios pentapéptidos repetidos,
no presentes en las metilasas inducibles. Subsecuentemente. en el gen que codifica para la
resistencia ermA constitutivo del paquete biosintético de eritromicina de una especie de
Arthrobacter sc encontré que posee un extreme C-terminal, similar pero mis corte que el de
ermE de Saccharopolyspara erytliraea. Fi reandlisis de secuencia nuckeetidicn del gen ermlE de
tRNA metil transferasa de Saccharopalyspora erythraeg ha confirmado que el residuo 90 C-
terminal constituye un dominio altamente polar, potencialmenle flexible, con una alta carga neta
positiva. La comparacion entre la secuencia de aminodcidos C-terminal de las metilasas
codificadas por ermE y ermA mostraron que ellas no poseen alguna secuencia conservada
completamente. pero la similitud en la composicién de aminedcidos. carga neta. polandad v
conformacion predicha en solucidén, muestran una funcidn comin para oste dominio. Una
explicacion para [a presencia, en los productores de critromicina. de un dominio C-terminal
basico, potencialmente flexible es lo que facilita la union de la metiltransterasa a su substrato
tTRNA. El producte del gen ermE es activo jn yitro contra rRNA 23 8. pero no actia
eficientemente en particulas ribosomales 30 S, v la metiltransferasa codificada por ermE
aparentemente co-sedimenta con la fraccion ribosomal de Saccharepelvspera ervthrgea. Fl
extremo C-terminal basico puede mediar en una interaccion directa entre la enzima y el tRNA, o
puede aumentar la afinidad de unidn, a través de su interaccidn con proteina ribosomal especifica
(Dhillon & Leadlay, 1990).

En contraste, olros microorganismos que producen inhibidores de sintesis de proteinas,
poseen ribosomas que son completamente sensibles al antibiotico que estan produciendo. En
tales casos, la via biosintélica debe estar orpanizada para que el compucsto bicactivo no se
acumule en el citoplasma, como ocurre en Streptomyces fradiae. productor de neomicina, gue
puede ser modificada por 3-N-acetiltransferasa. v 3'O-fosfotransferasa presentes en el
microorganismo productor. Streptemyces vinaceys productor del amibiotico peptidico viomicina
posee ribosomas sensibles a la droga pero presenta una O-fosfotransferasa capaz de inactivar la
droga in vitro. Streptomyces capreofus productor de cupreomicing posee una acetiltransferasa
acliva sobre todas las capreomicinas. Las cnzimas modificadoras del antibidiico pueden
participar en la sintesis ¥/o exportar ¢ antibiotico producido como un precursor inactivo. comao
cstreplomicina fosfotransferasa que esw involucrada en la biosintesis de estreptomicina. IIn tales
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casos, puede ser necesaria otra enzima para Cactivar” el preducto. por  ejemplo,
fosfoestreptomicina fosfatasa en Sfrepfomyces grisens . v acctitkamamicina hidrolasa en
Streptomyces  kqnamyceticys. Oto factor imporlante en [a deternmnacion de niveles de
resistencia, particularmente cuando tiene acumulada alta concentracicn extracelular de droga.
debe incluir las propiedades de permeabilidad de la membrana celular v ol rango en que <l
antibidtico puede ser excretado {Thompson et al.. 1982; Cundliffe et ol 1984).

Cramen & Davies, (1986) clonaron ¢l gen que codifica para la 6'-N-acetltransferasa, a partir
de Sfreptomyees kanamyceticus M 1164, en el plasmido vector pt}702 de alto numeroe de copins,
introduciéndolo posteriormente en Streptomyees kanamyceticus ATCC 12853 productor de
kanamicina v en Sfreptomyces fradige. En ambos casos, los transformantes que contenian el
plasmido recombinante mostraron una alta resistencia a un nimero de  antibidticos
aminoglucdsidos e incrementd la produccion de kanamicina v neomicina. Esto demostrd que la
amplificacion especifica del producto del gen asociade con la biesintesis del antibidtico provee
un medio de miejoramiento de produccion del antibidtico.

REGULACION DE LA PRODUCCION DE ERITROMICENA.

Se conoce muy poco sobre la regulacion de la biosintesis de macrdlidos en general. Existen
pocos reportes sobre la regulacion por nitrégeno de la biosintesis de macrolidos, sc ha observado
que la adicién de glicina o NH4CI puede causar represion: se ha reportado que la adicion de
harina de soya a cultivos de Sgccharopelyspora erythraeqg on idiofase causd una mearcada
reduccion en la sintesis del antibiotico y en la incorporacidn de propionato marcado (Omura &
Tanaka, 1983).

Por otro lado, se sabe que e} fosfato inorganico también es un efector negativo de la
biosintesis de muchos antibiticos especialmente de macrélidos derivados pelicétidos (Martin,
1979).

En cuanto a la represion catabolica por carbono. D-glucosa cjerce un efecto represivo
transitorio en la produccién de erittomicina; por ello para las condiciones de fermentacién
éptimas, la sacarosa es genecralmente preferida a la glucosa debido a que es metabolizada
lentamente, asi es evitada la represion por carbono ejercida por glucosa. Se ha reportado que <l
incremento de CO», durante la fermentacion inhibe ta sintesis de eritromicina pero, esto no
parece afectar el crecimiento de Saccharopelyspera erythraea. Los Actinomiceios crecen
normalmente en bajas concentraciones de O, disuelto, pero, para la biosintesis del antibidtico por
lo general se requiere de altas concentraciones de éste (Martin, 1979; Escalante et al., 1982;
Higashide, 1984).

La biosintesis de eritromicina es regulada a varios niveles. uno de ¢llos es la sintesis de la
aglicona la cual es limitante para la produccion 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 (I) y acil CoA (HD); por otro lado otras enzimas tioesterasa
(i) y carboxil transferasa (IV) podrian provocar que la via se fuera hacia metabolismo primario v
no al metabolismo secundario para la produccién de 1a eritromicina {Figura No. 4).
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Figura No. 4.- Regulacién de fa biosintesis de eritromicina (I cinasa. I tioesterasa. [l acil-
CoA. IV carboxil transferasa, I = inhibicién).

Se ha demostrado que el eritrondlide B inhibe su propia produccion, la sintesis de 6
desoxieritronélido B y presumiblemente también inhibe la actividad de la lactona sintasa
{policétido sintasa). Se ha observado inhibicion por producto final (eritromicina A) de la
transmetilasa, la cual convierte eritromicina C en eritromicina A, La acumulacién del producto
final no se ha visto que afecte la reaccién inicial de carboxilacién. El propanol y en menor grado
el propionato estimulan la produccién de eritromicina. Ademds del cfecto de precursor, el
propanol actia como un inductor de la enzima acetil Coenzima A (acetil-CoA) carboxilasa en

Saccharopolyspora erythraea. (Martin. 1979; Crueger & Crueger. [984).

Los estudios de mutactones proporcionan informacidn acerca de la regulacion por genes no
enlazados, tales mutaciones afectan la produccion del antibidtico lo mismo que otras
caracteristicas que son reguladas en el desarrollo, como serian la formacion del micelio adreo y
de esporas. Stutzman-Engwall et al.,, (1992) hicicron una comparacion de las secuencias de los
productos de los genes reguladores dnrl, darJ de Streptomyces peticetins, los productos de los
genes acfll-erfd, afSR, y redD-orf1 de Streptomyces coelicolor; ¢l gen str§ de Streptomyces
griseus, esy C1, ery B de Saccharopolyspera erytliraea, y degT de Bacillus stearothermgphilus.

clasificandolos en 2 familias de genes regulatorios. El grupo [ incluye a: dnrl (Streptonyces
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peticetins) » productos deducidos de los genes Jde Steeprontrees coelicelor actll-orf4. afsR. v
redD-orf1. El grupo 11 lo forman: dnrJ (Streptomyces peucetius; v productos deducidos do fos
genes de Streplontices griseus strS. Saccharopolyspora erythreea ery Cl.erv By e Bacillus
steqrothermophifus degT. Se observd gue los miembros de esta alima familia presentan
semejanzas del cemponente de protein cimasa {sensort con 2 Jde las compunentes del sisicma
regulatorio de otras bacterias. v tienen un consenso tipico de motivo hélice que gra en hélice de
proteinas de union a DNA.

Come se ha mencionado con anterioridad. ¢l uso de los autibioticos macrilidos en medicina
humana se inicia con el descubrimiento de la eritromicina A en 1932, Desde entonces se ha
observado que ¢s un farmaco valioso contra infecciones producidas principalmente por bacterias
Gram-positivas. Debido a su importancia tanto en la clinica como comercialmente. la
eritromicina es considerada como el prototipo de los antibioticos macrélidos (Vara et al.. 1989).

En Meéxico se producen los antibidticos ampicilina. cloranfenicol. eritromicina. penicihna.
gentamicinas y lincomicinas entre oiwros, y para completar las necesidades bésicas de
medicamentos se importan los demas. A pesar de que se produce eritromicina en nuestro pais
desde hace algin tiempo (laboratorios Abbott v Fermic). la producctén no es suficiente. por lo
que es necesario importar una parte para satisfacer las demandas del mercado (Escalante. 1988:
Dr. E. Tisselli comunicacion personal).

Muchos de los resultados que se han obtenido cn investigacion. no solo en eritromicina. han
beneficiado los procesos de fermentacidn va existentes, asi como han geacrado un camulo de
conocimientos sohre genética, biologia molecular v bioquimica de los actinomicelns,
microorganismos hasta hace algunos afios desconocidos v que son muy importantes desde el
punto de vista comercial y economico.

El interés a nivel mundial en la investigacién sobre fa manipulacion genética, clonacion de
los genes responsables de la biosintesis de los antibéticos, la generacion de antibioticos hibridos
y la regulacion de la produccién de fos microorganismos sigue incrementindose. 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 reportade de su repulacion ni tampoco se ha reportado la

fusion de protoplastos intraespecificos e intergendricos de Saccliargpolyspora_erytltraea v otras

microorganismos. Es por estas razones que los objetivos de este trabajo fueron:

Objetivos:
Mejoramiento genético de Saccharopolyspora  ervthiraea

mediante la obtencidn de cepas hibridas a través de fusion de
protoplastos intraespecificos e intergenéricos.
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MATERIAL Y METODOS.

a) Cepas Bucrerianas:

Saccharopolyspora erythracg NRRL 2338
Sacchargpolvspora ervifirgea CA-340
Saccharopelvspera ervthraca RC.
Saccharopolyspera ecythraca B-52.
Seccharepelvsporg erythroeqg B-107.
Sreptoryees KaRemycedCus.
Yreptopvces grisegs B-40 .

Streptormyces grisgus B-231.

Nocardig mediterranel.

Microorganismos de prueba:

Sarcing lutea.
Bacllius subtilis.

b) Mantenimiento de las Cepas.

Cada una de las cepas fue cultivada en Medio Complete (MC) [Extracto de levadura 4 g/1;
Extracto de malta 10 g/1; Glucosa 4 g/l; Agar 20 g/, pH 7.9.] hasta la formacion de esporas,
manteniendo las cajas cubiertas para protegerlas de la luz lo cual permite la formacion de esporas
(excepto Streptomwyces kanapiveeticus), posteriormente fueron cosechadas para formar la
suspensién de esporas en Medio para Conservar Esporas (MCE) [Extracto de levadura 4g/l;
Extracto de malta 10g/1; Glicerol 20 %] y se almacznaron en congelacién (-20°C).

¢} Formacion de Protoplastos.

Para activar nuevamente las esporas se inocularon 25 ml de MC liquido, con 0.1 mi de la
suspension de esporas, incubando con agitacion a 200 revoluciones por minuto (rpm) a 29°C
durante 48 hrs.

Transcurrido el tiempo se midio o densidad éptica (D.0.) a 540 nm en un espectrofotometro
Spectronic 20 Bausch & Lomb; se tomaron 3 ml de este cultivo y se inocularon nnevamente en
50 ml de MC mas la cantidad de glicina que fuera necesaria segiin la cepa (0.5%, 0.6% vy
0.9 % ), incubando con agitacién a 200 rpm de 12-16 hrs segan la cepa a 29°C (tabla No. 9).

Pasado el tiempo necesario de crecimiento se leyé fa D.O. nuevamente (para conocer la
concentracion al comenzar la formacién de protoplastos) y se centrifugd 5 min a 4500 rpm en
una centrifuga clinica SOL-BAT. Se lavd el micelio 2 veces con una solucion de sacarosa 10.3
%. Posteriormente se resuspendid el micelio en 4 ml de solucién de lisozima (las concentraciones
utilizadas se muestran en la tabla No. 9), en Medic P [MP] (Sacarosa 103 g/l; K2504 0.25 g/,
MgClo+6H20 2.02 g/l; Elementos traza 2 ml [Elementes traza: ZnCl2 40 mg/l; FeCl3+6H20
200 mg/l; CuClp+2H20 10 mg/l; MnCly+«4H20 10 mp/l; Na2B40O7+10H20 10 mg/l; (NH4)
Mo702¢4H20 10 mg/1). Se separd en 80 ml y se agregd, esterilizando por separado, en el orden
siguiente: 1 ml de K2HPO4 al 0.5%; 10 ml de CaCl+2H0 al 3.68%: 10 ml de TES al 5.73%:
pH 7.2) y se agité con un vortex de plataforma, Maxi Mix Il SYBRON.

Se incubo el micelio sin agitacion a 30°C hasta la formacidén de protoplastos observando al
microscopio (tabla No. 9). Formados los protoplastos se filtraron en algoddn para eliminar el
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micelio ¥ se centrifugd nuevamente, pero a 2000 rpm Jurante 10 mun. resuspendiéndose para su
lavado en MP 2 veces.

Listos los protoplastos en un volumen fijo, se contaron con la camara de Neow Bauwer. Se
hicieron las diluciones necesarias en MP y en agua destilada estéril con Dodecil Lauri] Sulfato de
Sodio (SDS) al 0.01 % (para romper los protoplastos v asi poder ver s1 quedé micelio). Las
difuciones fueron plagueadas 1 hr después en todos los Medios de Regeneracion mostrados en la
tabla No. 8, con e! fin de evaluar en cual de ellos se obienia una mejor regeneracion (Hopwood et
al., 1985; keda et al., 1983; Maldonado §. M. E. M. 1982;Weber et al., 1685; Yamamoto et al,,
1986). Las diluciones en SDS se plaquearon en MC; ambos tratamientos se incubaron a 290C de
7 a 10 dias y posteriormente se contaron las colonias.

TABLA No. 8
MEDIOS DE REGENERACION.

Componentes Mgﬁz M;?'K MRQZIFO
Sacarosa 103 100 20
K2504 0.25 0.25 0.25
MgCla«6H20 10.12 10.25 10.2
Glucosa 10 10 10

~ Casaminoidcidos 0.1 01
Acido Glutamico 3
Extracto de Levadura 6.5
Peptona 4
Triptona
NaOH 0.75
NaNO3 0.3
clementos traza 2 ml («} 2 mi 2mi
Agar 22 22 22
KaHPG4 0.5 % 10 mi {+} 10 ml (<)
Trizmabase 2M 12.5 mi (+)
KoHPO4 5% 5mi(e)
CaCiz+«2H20 3.68% B0 mi (=)
NaOH 1N 2.5 mi(s)
CaClg«2Hz0 1M 50 mi (+)
CaCiz.2H20 5M 4 ml {«}
TES 573 % 100 mi (+} 100 mt
L-Prolina 20 % 15 mi (+) 15 mi (=)
pH 7.2(+) 7.2 7

(+) Estos componentes se agregan al tiempo de usar, esteritizindose por separado.

(+) Se ajusta con NaOH | N, si es necesario se agregan 5 ml.

Nota: para |a sobrecapa de los medios de regeneracién se ulilizo agarosa de bajo punto de fusian al
0.7 % en el medio de regeneracion correspondiente.
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dy Deterntinacion de las Concentraciones Mininuas Inhibitorias ( C M),

El micelio de las diferentes cepas se plaqued en cajas con MC 3 se les colecaron discos de
papel filtro (Wathman de 6inm de didmetro tipo AA) conteniendo diferentes concentraciones (de
5 a 1000 pg/mi) de antibidtico: gentamicina, estreptomicina, rifamicina. kanamicina,
erittomicina, asi como otros antibidtico macrolidos, tilosina, oleandomicina, y espiramicina;
dejando difundir una hora a 4°C; se incubd a 299C durante 24 hrs y posteriormente se registraron
los halos de inhibicion para determinar las CMI a los diferentes antibioticos. Postertormente se
rectificaron las CMI en medio de regeneracion.

e) Fusion de Protoplastos.

Formados y contados los protoplastos, se mezclaron cantidades iguales de las cepas por
fusionar y se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 min. resuspendiendo con 0.8 mi de solucion
de PoliEtilenGlicol (PEG Sigma PM 3350) al 50 % en MP. S¢ incubd 2, 5. 10, v 15 min a 300C,
observando al microscopio.

Para eliminar ¢l PEG, sv centrifugé a 2000 rpm 10 min ¥y se lavd dos veces con MP,
resuspendiendose finalmente an ésie.

Posteriormente los protoplastos se mezclaron con agarosa de bajo punto de fusién licuado. La
mezcla se vacié en cajas con el MR en el cual los padres habian crecido mejor y marcadores
(antibidticos) 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 antibidticos. Por aftimo se incubd a
299C hasta su crecimiento.

) Caracterizacion de los Hibridos.

La caracterizacion de los hibridos se efectud primero por su resistencia a ambos marcadores,
resembrando éstos en medio con los antibidticos elegidos segiin 1a fusion.

Segundo por la produccién de eritromicina. Para lo cual se efectud una fermentaci6n liquida.
Para ello se prepar6é un preindculo con 0.1 ml de suspensién de esporas de cepas hibridas v
parentates en 25 mi de MC liquido, que se incub6 en agitacion a 200 rpm a 299C por 48 hrs.

Transcurrido el tiempo se midio la D.0. a 540 nm para ajustar el indculo antes de iniciar la
fermentacion en MC o Medio Minimo [MM: K2HPO4 2.5 g/l; NaCl 5 g/l; MgSO4+«7H20 0.5
g/l; FeS04+7H20 0.5 g/l; ZnSO4+7H20 0.05 g/l; MnCla«4H20 0.001 g/l; COCl2 0.001 pi;
MOPS 20 g/l; Sacarosa 20 g/l; Glicina 2 gfl; pH (Ajuste con NaQOH 10N) 7.8] tomando muestras
cada 24 hrs, durante 5 dias. Las muestras se congelaron para posteriormente ser procesadas.

i) Cuantificacicén de la Eritromicina.

Se determiné la produccién por medio de bioensayo o técnica de difusién en placa de agar, en
el cual el microorganismo prueba fue Sarcing lutea 6 Baciflus subtilis. Este metodo esta basado
en la respuesta del microorganismo al antibiético, comparada a la que presenta frente a un
estdndar de concentracion conocida. La respuesta es observada como una zona clara, de
inhibicién del crecimiento, en el cual, e! didmetro de esta zona es proporcional al logaritmo de la
concentracién del antibiGtico (Kavanagh. 1975).

Creciendo Sarcing lutea 6 Bacillus subtifis en 15 ml en su medio respectivo, sin agar,
(Medio para Sgrcing futea: Extracto de levadura 3 p/l; Extracto de carne 1.5 g/l; Peptona 6 g/l;
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Agar 15 g/l; diluido con Buffer K;HPO, 0. IM pH 7.9; Medio para Bacilius subtilis: Fxtracto de
levadura 3 g/l; Extraclo de came 1.5 g/l; Peptona 6 g/l; Agar 15 p/1; diluido con Buffer K,HPO,
0.01M pli 8) por 18 a 20 horas a 299C, con agitacion a 200 rpm. Al termino de éste tiempo se
agregaron los mililitros necesarios, para tener la D. O. deseada (2}, de este cultive al medio
respectivo, con agar, y se homogeneizé antes que solidificara el medio. Una vez incluido el
microorganismo, se colocaron 15 mi del medic en cajas de petri desechables de 9 cm de
diametro. Por otro lado se colocaron 20 pl de caldo de fermentacién de las diferentes muestras en
discos- de papel filiro, y diferentes concentraciones de eritromicina para establecer una curva
estandar de comparacién. Posteriormente se colocaron los discos en las cajas de medio
conteniendo Sgreing o Baciflus una vez que el medio se solidificé. Estas se mantuvieron a 4°C
durante 1 hi- para permitir que difundiera el antibidtico, y se incubaron durante 24 hrs a 29°C.
Despues de las 24 hrs de incubacion se midid el halo de inhibicion producido por las muestras y
el estidndar.

ii} Crecimiento.

El crecimiento se determind midiendo la cantidad de proteipa intracelular por el método de
Lowry (Lowry etal, 1951, 1957).

Se centrifugaron 2 ml de muestra de la fermentacién a 4500 rpm durante 5 min. Para separar
el micelio del medio de cultivo, se decantd el sobrenadante, guardindolo para posteriormente
medir el pH y cuantificar el antibi6tico. Las células se lavaron con agua destilada dos veces, se
decantaron y se les adiciond 2 mi de Acido Tricloreacético (TCA) al 10 % agitando bien. para
posteriormente refrigerar las muestras durante 12 hrs. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron a
4500 rpm por 5 min para eliminar el TCA, a continuacion se adiciond de 0.2-2 ml de NaOH 0.4
N. Posteriormente se fomo de esta suspensién una alicuota de 200 p! de la muestra afordndose a
I ml con agua destilada; se adiciono 5 ml de solucion A (NaCO3 2% ¢n NaOH 0.1 N) 98 % +
solucion B (Tartrato de Sodio y Potasio 1 %) | % + solucion C (CuS0y4+SH20 0.5 %) | %,
agitando y dejando reposar durante 10 min.

Transcurridos los 10 min se le adicioné 0.5 ml de una ditucién i:3 de Folin-agua (reacclivo
de Folin-Ciocalteaus), agitando y dejando reposar 30 min y por altimo se ley¢ la D.O. a 595 nm.

Se calcula ia concentracidn interpolando en una curva estindar de alblimina sérica bovina (de
0 a 300 pg/ml), que se corre simultancamente con las muestras y un blanco.

iii} Extraccion del Antibidtico.

Para extraer el antibidtico, el caldo de fermentacion libre de micelio se ajusté a pH 9.8 con
hidréxido de amonio, posteriormente se extrajo con cloroformo 1:1 y por ltimo con acetato de
etifo 1:1. Con un rotavapor se evaporaron dichos compuestos, y posteriormente se resuspende
con metanol.

iv) Cromatografia.

[Los extractos fueron sometidos a cromatografia en placa fina de silica gel con un sistema de
solventes: cloruro de metileno, metanol, hidréxido de amonio (90:10:1), el revelado se efectud
con Yodo o por aspersion con los reactivos: etanol , dcido sulfirico | paranisaldehido (9:1:1),
preparado al momento de uso, se corrieron estindares de eritromicina A, B, y C.

Algunas muestras se analizaron por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
corriéndolas en una columna NOVOPAK de silica C-18 (técnica implementada por el Q. Agustin
Revo de Tsuji & Goetz. 1978; Kibwage et al., 1983; Kibwage ct al., 1985}
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RESULTADOS Y DISCUSION.

La formacién de protoplastos de cualquier microorganismo involucra el crecimivnto en las
concentraciones adecuadas de glicina o treonina y posteriormente el tratamiento con enzimas
liticas que en el caso de Actinomicetos y otras bacterias es iz lisozima.

Para nuestro caso, debido a que no habia reportes para algunos de los microorganismos
usados se inicié montando las condiciones de crecimiento y formacion de protoplastos.

En la tabla No. 9 se muestran los resultados obtenidos que se utilizaron en este trabajo, se
observa que se monitore6 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
formacién de protoplastos para que en los experimentos posteriores se utilizara la misma
cantidad de micelio. La cantidad de glicina que se utilizé varié entre 0.5 y 0.9 % de acuerdo a la
concentracion reportada anteriormente (Hopwood et al., 1985; Yamashita et al., 1985), ademas
de tener en cucnta la tolerancia de las cepas al crecimiento con glicina. Se controld el tiempo de
crecimiento con glicina, Para una buena formacion de protoplastos se requiere que el
microorganismo esté en la fase de crecimiento exponencial o de transicién (Baltz, 1978). 8i se
dejan crecer mucho tiempo las cepas nueden conswnir la glicina, evitando sea introducido en la
pared y dificultando asi la formacién de protoplastos. También se monitored el porcentaje de
formacidén de protoplastos per observacidn al microscopio, procurando que fuera entre 80% y
95%. Para Sfreptomyces la enzima que se utiliza en la formacién de protoplastos es generalmente
la lisozima a una concentracion entre [ y 3 mg/ml, ia cantidad uttlizada 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 permitz a los protoplastos regenerarse (Baliz &
Matsushima. 1981; Ots & Day. 1987).

Malanicheva et al., (1991) trabajaron con la cepa Strepfenyces kanampceticus, sin embargo
no reportaron las condictones para la formacion de protoplastos con dicha cepa. Dado lo cual, en
este trabajo la formacion de protoplastos de la cepa Strepfomyees kananteceticus fue repetida en
varias ocasiones, dado que tardaban mucho tiempo en formarse los protopiastos, o sin formarse
se lisaba completamente el micelio. Por estas razones se realizé una curva a diferentes tiempos
de crecimiento con glicina para observar el tiempo que tardaban en formarse los protoplastos, al
igual que se aumento la concentracién de lisozima (ver figura No. 5); se observo que el menor
tiempo de formacidn de protoplastos es a las 12 horas de crecimiento con glicina (ver tabla No.
9).
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Figura No. 5.- Tiempe de formacidn de los protoplastos en funcion del tiempo de crecimiento

de Streplonces kanamyceticus en Medio Completo con 0.6 % de glicina.
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TABLA No. 9 i

FORMACION DE PROTOPLASTOS.

e

| % DE LISOZIMA
PROTOPLASTOS || (mg/mi)

Il

MC D.O. [JCONCENTRA TIEMPO DE

D.O. |
CEPA (540 nm) f CION DE CRECIMIENTO [l (540 nm) {
- GLICINA (%) (H) a w

TIEMPO DE
FORMACION
{min)

_ i
1 I B R

o
H @«
lg|

&

Saccharopolyspora
snythraes NRRL 2338,

* D0, al inicio de sembrar las cepas en Medio Completo con glicina.

** D.0. al comenzar la formacidn de protoplastos.

a Incubados a 29° C con una agitacion de 200 rpm en 50 mi de Medio Completo en un matraz Erlen Meyer de 250 ml.
b % calculado al observar al microscopio con un objetivo de 40X,
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La cepa Saccharepelyspora erytliraeg B-107 presentd ¢l mismo comportamiento que la cepa
Streptomyees kanamyceticies, por lo que se probd si con fos mismos parametros, creciendo la
cepa 12 horas con glicina y usando 3 mg/ml de lisozima, se mejoraba la formacién de
protoplastos. Los resultados obtenidos mostraron una reduccion en el tiempo de formacion de
protoplastos a la mitad (60 minutos) y un porcentaje de proioplastos entre 80 y 90 (tabla No. 9).

Otro punto importante después de la formacion de protoplastos es {a regeneracion de los
mismos, ya que de ésto depende en buena medida la seleccion de los hibridos.

Se probaron los medios de regeneracion reportados por QOkanishi et al., (1974); Hopwood et
al., (1985);, Weber et al., (1985); Yamamoto et al., (1986); Maldonado. (1952); observando el
crecimiento en cada uno de los medios y seleccionando los éplimos para cada una de las
diferentes cepas (tabla No. 10).

Inicialmente se probd el medio MR1 y se observé que los protoplastos de la cepa
Saccharopolvsporg eryvthraga CA-340 no regenerarcn bien en dicho medio (Okanishi et al,
1974). Posteriormente se utilizo el medio MR2T20, inicialmente empieado para transformar a la
cepa 8. grvfraea, lo cual permitié la regeneracion de esta cepa, asi como también de la mayoria
de las cepas §. grvthraea (Weber et al., 1985; Yamamoto et al., 1986).

Por otro lado los protoplastos de la cepa 8. ervthiraea B-107 tampoco regeneraron en el
medio MR2T20, ni en el MR1 adecuadamente, en cambio en el medio MRK si se regeneraron un
mayer ndriero de protoplastos (ver tabla No. 10). Confirmando con ésto que los pardmetros
Optimos para la formacion y regeneracidn 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 prabaron en todos los medios de regencracion, algunas cepas regeneraban en
menor o mayor nimero en los diferentes medios, siendo los presentades en la tabla No.10 los
medios de mejor regeneracién para cada caso.

En virtud de que los protoplastos de las diferentes cepas no regeneraron bien en [os misinos
medios se decidid utilizar los dos medios de ambas cepas paia seleccionar a los hibridos.

TABLA No. 10
REGENERACION DE PROTOPLASTOS.

T CEPA. [ MEDIO DE REGENERACION. || REFERENCIA

; ' ' — Weber e al.. 1985, Yamamoto
Saccharopolyspora erythmea y
NRRL 2338 I | _ctal, 1986
] Weber et al., 1985; Yamamoto
. ct&i., 1986

- Weber e I.. 198; Yamoo
etal, |986

Weber et al., 1985; Yamanioto
etal., 1986

[ Hopwoodetal, 1985
Ir Hnwal.,IS 7

~ Okanishiet al, 1974; |
Maldonado. 1982,

Como ya se menciond anteriormente, la frecuencia de fusion de protoplastos se incrementé
con Iz adicion de polietilenglicol (PEG) a diferentes concentraciones que van de 30 % a 50 %, y

PAG. 37



diferentes pesos moleculares observando que el mas efectivo fue aquel cuyo peso molecular es
de alrededor de 4000 kD (Hopwood. 1981; Faisst & Seibicke. 1987), por lo que se decidié
utilizar concentraciones del 50 % y del 25 % de PEG Sigma de 3350 para las fusiones de
protoplastos.

Los marcadotres genéticos auxotrdficos exhiben una influencia negativa en la produccion de
metabolitos secundarios, pero su introduccién es necesaria para comprobar que reairente se
produce la recombinacion (Didek-Brumec et al., 1991). Debido al gran niimero de cepas, era
dificil seleccionar marcadores auxotréficos para cada una de ellas y utilizar ésto como método de
seleccion. Por lo que se buscé un método de seleccion para identificar a los hibridos, despuds de
realizar la fusién de protoplastos, que consistié en el uso de marcadores de resistencia a
diferentes antibidticos.

Para lo cual primero se determiné la concentracion minina inhibitoria (CMI) a gentamicina,
estreptomicina, rifamicina, eritromicina y kanamicina; que presentaban cada una de las cepas en
MC (ver tabla No. 11). En la tabla No. 1] se puede observar que las cepas presentan diferente
sensibilidad a gentamicina, estreptomicina, y rifamicina mientras que la mayoria de ellas
presenta resistencia a los antibidticos eritromicina y kanamicina, excepto Saccharopolyspora
erythraeg B-107.

TABLA No. 11
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.
{ng/mi)

ESTREPTO- ERITRO-
MICINA. MICINA

MC.- Medio Completo. 1’« Conccmracmnes mayores de
MR .- Medio de Regeneracidn segQn la tabla 10. ~—.- Mo reatizade.
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Hay que hacer resaltar que las concentracsones numimas inhibitoras vanoron de Medio
Completo a Medio de Regeneracion. Para ol caso de estreptomicinag en partcular las copas Jueron
resistentes hasta concentraciones muy altas 2 diferencia del Medie Completo en donde las
concentraciones mintmas inhibitorias van de 10 a 390 ppomt (figura No &)

Figura No. 6.- Curva de sensibilidad a estreptomvicina (pg.ml) Saccharopelyspora crythraca
NRRL 2338 en medio completo (porcion superior) v medio de regeneracidn MR2T20 (porcion
inferior).

Determinadas la CMI, se pudo establecer que fusiones se podian llevar acabo
complementando las resistencias. En la tabla No. 12 se muestran las concentraciones de los
antibioticos usados para seleccionar a los hibridos por la doble resisteneia, va que cada una de las
cepas originales eran sensibles y resistentes a diferentes antibidticos. También se muestran las
fusiones que se podian realizar de acuerdo a las resistencias cruzadas, se observo que se podian
fusionar Saccharopolyspora ervthraea B-107 con CA-340; Saccharepolyspara erytliraeg B-107
con NRRL 2338 v Saccharopelvspora erytfiraca NRRL 2338 con Streptomyces kanamyceticus.

Asi tenemos que en la fusion de la cepa Saccharopofysporg ervifiraeg B-107 con CA-340, de
las cuales la primera s sensible a gentamicina v resistente a rifamicina; nuentras que CA-340 es
sensible a rifamicina y resistente a gentamicina: el hibrido se selecciond por su erecimiento en
presencia de ambos antibidticos (gentamicina 8 pg/ml v Rifamicina 20 pg/mly; va que los padres
no pueden crecer en estas condiciones. De igual manera se realizaron las fusiones entre las cepas
Saccharopolyspora ervthraeq B-107 con NRRIL. 2338 v Saccharopelyspera ervthraea NRRL
2338 con Streptonnces kanamycelicus.
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TABLA No. 12
FUSION DE PROTOPLASTOS
METODO DE SELECCION.

e e .t et —————

| SENSIBILIDAD ug/ml. || RESISTENCIA wgimi. ||
CEPA. s R HIBRIDO.
B 107

GENTAMICINA " RIFAMICINA
sG 8 RR 50

 RIFAMICINA GENTAMIGINA
sR 20 RG 16

GENTAMICINA RIFAMICINA
B—107 sG 8 RR 50
RlFAMICINA GENTAMICINA
MRRL 2338 SR 20 RG 40
' RIFAMICINA ERITROMICINA
NRRL 2338 gR 20 RE 1000

“ERITROMICINA RI}-AMICINA
smfnmmu t:mmmum
SE 600 RR 20

GR

R
GR
R

Los resultados de las fusiones de protoplastos intraespecifica e intergenérica, se presentan de
manera general en el tabla No. 13 y las figuras No. 7 y No. 8.

TABLA No. 13
FUSION DE PRCTOPLASTOS.

o —

FENOTIPO DE || RECOMBINANTES
ESPORULACION [| TIEMPO DE PEG®
PADRES 2 15| 107] i5

FENOTIPO DE
ESPORULAGION
HIBRIDO.

BLANCO “ 3 CON ESPORAS
0 }4}101{0 BLANCAS.
1 CON ESPORAS

GRISES.

B-107

BLANCO

CA-340

Ssccharopolyspora erythraea. BLANCO
B-107 ¢ |0 0|0
Saccharopolyspora enithrass. ROJAS

NRRL 2338 L __u

ROJAS
o | PR

olyspora
NRRL 2338
Streptomyces kanamyceticus.

AMARILLAS J.[

*.-Tiempo de exposicion de [a mezcla de los protoplastos a PEG al 50% (Sigma PM 3350).
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figura No 7 -Hibridos de l1a fusion de protoplastos de Sgaccharepelyspera crythracg B-1o7 s
Saccharopolyspord ervifiraed CA-340 en medio completo mas los marcadores cgentamicing »
rifamicina).

Figura No. 8.- Hibridos de fa fusidn de protoplastos Saccharopelyspara envthragg NRRI 2358
v Sireptompyces kananuecticys en medio de regeneracidn MRK conteniendo rifamicing

erifromicina.
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De la fusion entre §. erythraea B-107 y la cepa 8. erythraea CA-340, se obtuvieron cuatro
colonias hfbridas a los 5 min de tratamiento con PEG (tabla No. 13). Para verificar que estas
cepas realmente eran hibridos estables se resembraron dos veces en medio completo conteniendo
los antibidticos gentamicina y rifamicina.

De estas cuatro colonias se observo que una de las colonias tiene fenotipo de esporulacién
pris, que es diferente a las dos cepas originales; las otras tres colonias forman esporas blancas
como las cepas originales.

Con el objeto de caracterizar a estos hibridos, en cuanto a la produccion de eritromicina con
respecto a las cepas originales se realizo una fermentacién por duplicado de cada uno de ellos en
medio completo, donde se¢ determind su crecimiento y fa produccion del antibidtico volumétrica
y especifica. Asi como también se monitorearen las variaciones de pH durante la fermentacion
para cada condicion. Estos resultados se pueden observar en la figura No. 9.

Como resultado de la fermentacion se encontré que la cepa de fenotipo de esporas grises
produce cantidades volumétricas de antibidtico similarss a la cepa original B-107, sin embargo la
produccion especifica es mayor que la de la cepa B-107. Por otro lado, las tres cepas con fenotipo
de esporas blancas, producen mas o menos ¢l 50 % de antibidtico que la cepa oniginal B-107; al
comparar los resuitados con la cepa CA-340 se encontrd que la produccién de los hibridos fue
minima.

En cuanto a crecimiento, ¢stas mostraron un compottamiento més parecido a la cepa B-107
que a la CA-340; los perfiles en vaniacion del pH durante la fermentacién fueron muy semejantes
en todas las cepas.

Con ¢l objeto de determinar el patrén de las eritromicinas producidas por los hibridos ias
muestras correspondientes al quinto dia de fermentacién (ya que en los otros dias no se distingue.
figura No. 9), fueron tratadas para extraer el antibiotico sintetizado. Los extractos fueron
sometidos a cromatograffa en placa fina y en la figura No. 10 se aprecia en ambos extremos el
estandar (std) de eritromicina comercial que presenta las manchas correspondientes a la
eritromicina A y a la eritromicina B. En los extractos obtenidos con la cepa 8. erythraea CA-340
(hiperproductora de eritromicina, carriles 11 y 12) se observan ademas ta banda correspondiente
a eritromicina C y muchas otras que deben comresponder a los otros intermediarios. En los
extractos de la cepa §. eryikraeq B-107 (carriles 9 y 10) se nota la presencia de eritronélido B y
micarosileritrondlido B, asi como eritromicina C, de acuerdo a los ejemplos reportados (Weber et
al., 1985; Weber et al., 1990; Paulus et 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 1 y 2 se colocaron los extractos del fusante H1 donde no aparecen las manchas
correspondientes a eritromicina A y B; los carriles 3 y 4 corresponden al 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, sc observan unas manchas que
no corresponden a las observadas en el estandar pero que son parecidas a las que muestran la
cepa parental B-107 en los carriles 9 y 10. La cepa §. erythraea CA-340, en los carriles 11 y 12
presentan manchas iguales a las del estindar.

En la cromatografia se puede observar que en los carriles de todos los fusantes
(principalmente el fusante H4, carriles 7 y 8, en donde es mas notorio), se muestran unas
manchas en la parte superior similares a las de la cepa B-107 que pueden ser eritrondlido B y 3
a—micarostl eritrondlido B por comparacion con los articulos de referencias reportados para
estos compuestos (Weber et al., 1990). Sin embargo, ¢stas no aparecen en los carriles 5 y 6 que
corresponden al fusante H3. ni en las muestras de la cepa CA-340.
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En la parte inferior de la placa, tanto las fusantes como las cepas originales muestran el
mismo nimero de manchas, las cuales no aparecen en el estindar, es posible que éstas pudicran
ser intermediarios de la via biosintética de eritromicina.
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Figura No. 9.- Crecimiento (0), Produccién Volumétrica ( Ay, Produccion especifica de

eritromicina ( O } y perfil de pH ( + ), de los Hibridos de esporas blancas (Hi, H2 y H3) e
hibrido de esporas grises (H4) de Ia fusién de protoplastos entre §. ervifirgeq B-107 y §.
ervthraeg CA-340. Fermentacion realizada en Medio Completo, a una temperatura de 29° C y
200 rpm de agitacion rotatoria.
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Dre acuerdo a lo que se observa en la placa cromatografica, las cepas 11, H2,H3, y Hd no
producen eritromicina A y B, o producen tan poco que no se detectan con esta técnica, por lo que
parecen presentar caracteristicas similares a la cepa parental B-107 y no de CA-340.
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Fipura No. 10.- Cromatografia en Placa Fina de los extractos de las muestras del 5° dia de
fermentacion de Ias cepas 8- grythiraca B-107 (camriles @ y 10) y 8. ervtfreea CA-340 (11 y
12), asl como los hibridos obtenidos después de la fusién de protoplastos. Fusante H1, 1 y 2;
fusante H2, 3 y 4, fusante H3, 5 y 6; fusante H4, 7 y 8 (ias mismas cantidades en todos los
carrifes); Std estdndares de eritromicina en los extremos, eritromicina C (C); eritromicina A
(A); eritromicina B (B); eritrondlide B (EB); 3 e-micarosil eritrondlide 8 (MEB).

Con el objeto de identificar con mayor precision las eritromicinas que sintetizan estos
microorganismos y para descartar que tal vez la concentracion de los antibidticos en ia muestra
utilizada para la cromatografia en placa fina sea tan pequefia, que ésto hubiera impedido la
observacion de las eritromicinas que son de nuestro interés, se utilizaron las mismas muestras
para analizarlas por cromatoprafia liquida de alta resolucion (HPLC); ésta técnica nos permite
obscrvar con mayor fineza tos perfiles de produccién atin a muy bajas concentraciones,

Para tener un patrdn de comparacidn se corrieron primero los estandares puros de
eritromicina A, eritromicina B y eritromicina C proporctonados por los iaboratorios Abbotl. Y se
observa en la figura No. 11 que los tiempos de retencidn para las eritromicinas fueron los
siguientes: eritromicina C 4.28; eritromicina A 6.1; eritromicina B 9.14 sep.

En los extractos de las cepas originales los tiempos de retencidon variaron con respecto al
estandar. En la cepa B-107 (figura No, 12), que praduce poca cantidad de este metabolito, se
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encontrd que la erivomicina C tiene un tempo de retencién de 3.020 fa eniromicing A 6,34
10.48 para la eritromicina B; éstas altimas no detectadas claramente en la cromatogratia en placa
fina; en esta muestra aparece un cuarto pico cuyo tiempo de retencion es de 20.72 que se
desconoce a que compuesto corresponda.

En fa cepa CA-340 (figura No.13}. la eritromicina C estd en 4.94. la eritronncina A en 6.62 1
la eritromicina B en 10.48: v otro pico de 16.03 de tiempo de retencion.

En cuanto a los fusantes, como s¢ puede observar en las figuras No. 14, 13, 16, v7 sc obtwr o
lo siguiente: en la muestra del fusante H1 (figura No. 14}, se observan dos picos. ¢l primero con
un tiempo de retencion de 4.96 que corresponde a eritromicina C; sin embargo €] segundo con un
tiempo de retencion de 8.22, no comresponde ni a eritromicina A ni a critromicina B.

En el caso del fusante H2 (figura No. 15) se observan tres picos. de los cuales. uno
corresponde a eritromicina C con un tiempo de retencion de 5.0; el segundo que pudiera
comresponder a eritromicina B presenta un tiempo de retencion de 10.7; v un tercer pico en 21.2
que se desconoce a que compuesto corresponda.

Figura No.ll.- HPLC. de los Figura No.12.- HPLC de las
estdndares de eritromicinas. de las eritromicinas  producidas por §.
muesiras comridas en una columna entiiraeg B-107. de las muesiras
NOVOPACK de silica C-18. con corndas  en  una  <olumna
una fase mévit de etanol. NOVOPACK de silica C-18. con

eaa fuse movil de etane!
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HPLC de las
eritromicinas producidas por §.
erythraea CA-340, de las muestras

Figura No.l3.-

corridas zn una columna
NOVOPACK de silica C-18. con
una fase movil de etanol.

FE

18.7%

Figura No.15.- HPLC del fisante
H2, de las muestras corridas en
una columnz NOVOPACK de
silica C-18, con una fase mévil de
etanol.

na
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Figura No.l4.. HPLC del fusante
HIl, de las muestras corridas en
una columna NOVOPACK de
silica C-18, con una fase movil de
etanol.

Figura No.16.- HPLC del fusante
H3, de las muestras corridas en
una columna NOVOPACK de
sitica C-18, con una fase mévil de
etanol.



Figura No.17.- HPLC del fusante 14, de las muesuras
corridas en una columna NOVOPACK de silica C-18,
con una fase movil de etanol.

Al igual que el fusante H2, el H3 (figusa No. 16) muestra tres picos, uno en 5.0. que
corresponde a eritromicina C; otro en 10.5] que también pudiera tratarse de eritromicina B, y
uno en 20.48 gue se desconoce a que corresponda.

El fusante H4, de color de esporas gris (figura No. 17), que produce las mismas cantidades de
antibidtico que la cepa original B-107 (figura No. 9), mostré también tres picos, ef de
eritromicina C en 4.93, uno en 10.43 que posiblemente sea eritromicina B y otro en 16.43 que
tambi¢n se desconoce a que corresponda.

Los resultados obtenidos con esta técnica confirman los obtenidos en la cromatografia en
placa fina.

A pesar de que estos {usantes son el resultado de la fusion de las cepas §. ervthraeq B-107 y
S. ervthraeq CA-340 productores de eritromicina, y a diferencia de lo que se esperaba; no se
produjo eritromicina A (bioldgicamente activa) pere hay acumulacién de eritromicina C, como
se observa en la cromatografia en placa fina y en el HPLC, y como se comentd en los
antecedentes, la eritrotnicina C se metila para formar la eritromicina A; al parecer estas cepas no
pueden continuar la via biosintética hasta eritromicina A; por lo que serfa de gran interés medir la
actividad de la metiltransferasa que convierie la eritromicina C en eritromicina A para saber si
tienen dicha actividad o no. Esto sc intentd realizar, pero el intermediario eritromicina C no se
vende comercialmente y al solicitarlo a los Laboratorios Fermic y por otro lado al Dr. Paulus
(taboratorios Abbott), no tenian en ese momento por lo que no se pudo efectuar dicha medicion.

La formacién, regeneracion y fusion de protoplastos pueden estar asociados con un rearreglo
genético en los recombinantes, pueden perderse plasmidos, i otros rasgos como produccién de
antibidticos 6 resistencia, aunque igualmente pueden ocurrir amplificaciones, modificaciones,
que no se pueden descartar que hayan ocurmrido en los hibridos y que por esta razon no haya
producido eritromicina A (Goodfellow et al., 1988).

Al tratar de fusionar 4 veces las cepas §. eryfhrgeq B-107 v 8. ervthrgeaq WRRL 2338 a
diferentes tiempos de exposicion en PEG, no se obtuvieron hibridos en ninguna ocasion (labla
No. 13), lo cual es extraiic ya que las cepas 3. grwthraeq B-107 v §. erytlhiraeq CA-340 si
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tusionaron y se pudieron seleccionar hibridos resistentes a estos mismos  antibioucos,
desconociendose la causa.

También se fusionaron las cepas 8. erythraea NRRL 2338 v Strepromyces kanamyceticus,
donde se observd inicialmente que ¢l porcentaje de regeneracion de protoplastos era sumamente
bajo, pero a pesar de ello se obtuvieron dos hibridos a los cinco minutos de exposicién al PEG
(tabla No. 13). De igual manera que para la fusion anterior. estas colonias fuecron resembradas
dos veces en medio completo con rifamicina ¥ eritromicina, como marcadoses, para asegurar que
se trataba de los hibridos estables que se buscaban, resistentes a ambos antibidticos. En ambos
casos, se observo que su fenotipo de esporas de color rojo es mas parecido al de la cepa §.
erpthraeq NRRL 2338, que a Streptomyces hanamyceticus que esporula de color amarillo.

La produccion de antibioticos de los hibridos se determind con la técnica de bioensayo por
citindros utilizando a Sgreing lutea v Bacillus subtilis como microorganismos de prueba. Se
encontrd que estas cepas producen antibiotico, y el tamaiio del halo de inhibicion 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 antibidtico (eritromicina, kanamicina, ¢ ambos) es ¢l que
realmente producen los hibridos.

Se realizd también una fermentacion de cada fusante y las cepas parentales en medio minimo
de §. erythiraea, donde se determiné su crecimiento y la produccion del antibidtico volumétrica y
especifica por medio de bioensayo, wtilizando a Sarciag lifeg como microorganismo prueba, ya
que éste también es sensible a kanamicina. Se monitorcaron asi mismo las variaciones de pH
durante la fermentacion para cada condicion. Estos resultados se observan en la figura No. 18. La
cepa parental Strepfomyces Kantamyceticus no crecid en este medio mimmo. ni hubo produccion

de antibidtico por lo que no aparece en la figura.
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Figura No. 18- Crecimiento (0). Produccion Volumétrica ( & }, Produccion especifica de

eritromicina { O ) v perfil de pH { + ), de los Hibridos de la fusion de protoplastos entre

Streptowyces kangrapcericus v 8. ervthrgea WRRL 2338, Fermentacion realizada en Medio

Minimo. a una temperatura de 29° C v 200 rpm de agitacién rotatoria.
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Como tesultado de la fermentacién se encontrd que los hibridos producen cantidades
simnifares de antibidtice, a los de a cepa original NRRL 2338, como se habia observado en los
andlisis previos utilizando cilindros de agar cortados de una colonia intacta en medio sélido. En
cuanto al crecimiento, éstas también mostraron un comportaniiento parecido a la cepa original
NRRL2338; los perfiles en la variacion del pH durante la fermentacién fueron muy semejantes
en todas las cepas.

Para identificar el tipe de antibidtico que estin produciendo estos fusantes, las muestras del
quinto dia de fermentacion (donde hay mayor cantidad de éste), se procesaron para extraer el
antibidtico sintetizado, utilizando ia 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 corrid de manera lineal por lo que ¢l estindar de eritromicina se metio a amhos
extremos de la placa y en el centro de la misma, como se observa en los carriles 1,3 y 6. La
distribucion 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 hibridos de esta fusién que muestran un compariamiento de produccién de antibitico
similar a la cepa original § erytliraeq NRRL 2338 (Figura No. 18), con manchas
correspondientes a eritromicina A y C.

Fipura No. 19.- Cromatografia en Placa Fina de los estindares (Std) de eritromicina (carrifes |,
1y 6) y de los extractos de las muestras del 5 dia de fermentacion de las cepas §. erptiraca
NRRL 2338 (carril 2) observando eritromicina A (A) similar al estandar, asi como los hibridos

obtenidos (carriles 4 y 5) después de la fusidn de protoplastos de §. ervtliirage NRRL 2338 con
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Estos extractos tambicn se corrieron en el HPE ¢ pero dieron diferentes picos con diterentes
tempos de retencién. Los tiempos de retencion observados con respecto al estandar varian mas
Jdol 10 % aceprable para este tipo de andlisis. esto tal vez debido a que 2 medida que se corrian las
muestras la columna retuvo alguna impureza que desfasé a las que fueron aplicadas
posteriormente; por lo que se decidid hacer una mezcla del estandar v Ja muestra para faciinar la
identificacion del producto de cstos hibndos, gracias a ello s¢ mostré que estas cepas
etectivamente producen entromicina A {datos no mosirados)

Estos resultados obtenidos de la fusion de protoplasios de S, eppthraea NRRL 2338 ¥
Strepromyces kanampyceticus podrian sugerir que hubo fusion y recombinacién entre {os dos

genomas, ya que los hibridos son resistente a los dos antibidticos {eritromicina y rifamicina),
pero dominando el genoma de 8, gryfhiraeg NRRL 2338 y conservando. por lo tanto. las
caracleristicas fenotipicas de este microorganismo.

Por otro lado, tomando en cuenta las concentraciones minimas inhibitorias obtenidas (tabia
No. 11) a diferentes antibioticos que presentan otras cepas utilizadas. se eligieron las cepas

Streptomyces kanamyceticus, 8, erythraga CA 340 y &, ervthraea RC. para posteriores fusiones

va que tienen los marcadores de seleccidn adecuados. Estas se muestran en la tabla No. 14.

TABLA No. 14
FUSION DE PROTOPLASTOS
METODO DE SELECCION.

CEPA. Il SENSIB!L(IISD)AD ugfmi HRESISTE{?;(’IIA pg/mi " HIBRIDO. "

113
] SE 600 RR 200

——— Masm——
- e

E— o——— ——
Saccharopolvspora grythraeg RIFAMICINA ERITROMICINA

]
HR

CA-340 SR 20 RE 1000
erythraes RIFAMICINA GENTAMICINA
CA-340 SR 20 RG 16 RG

Saccharopolyspora anythraea GENTAMICINA RIFAMICINA
L RC sG 8 RR 30

La fusion de protoplastos de las cepas Streptomyces kanamyceticus v 8. erythraeg CA 340
se realizo cuatro veces y la fusién de protoplastos de las cepas S, erythiraea RC y 8. erythraea
CA 340 se Hlevo a cabo en dos ocasiones, todas ellas a diferente tiempo de exposicion a PEG. sin
embargo, o se logro obtener algin 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 obluvieron hibridos; se
pensd que buscando las CMI para otros antibidticos macrolidos se podrian obtener otras
combinaciones de marcadores para hacer mas fusiones, por lo que se realizaron otras curvas de
sensibilidad a los antibidticos macrdlidos tilosina, oleandomicina, espiramicina, y eritromicina;
(tabla No. 15).
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TABLA No. 15
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.
{ug/ml)
CEPA. TILOSINA | OLEANDOMICINA | SPIRAMICINA | ERITROMICINA
Saccharopolyspora
erythrasa. TR OR sk ER
NRRLL 2338
Saccharogolyspora
aryihraea R OR SR ER
CA-340
Saccharopolyspora
erythraea. R oR sR ER
RC
Snccharopolyspora
enythraga. R OoR sR ER
8-52
Saccharopolyspora a
eryihtaea 300 200 30 100
B-107
ﬂmplmn&c‘%smw 100 600 400 ER
B-231 R oR sR ER
Streptomyces kapamyceticus 700 700 200 600

R.-Resistencia a méas de 1000 pp/ml

Como se observa en el tabla No. 15, las cepas que producen poca cantidad de su antibiético
como §. ervthraca B-107 (eritromicina) y Streptomyces grisens B-40 (estreptomicina) son las
que presentan mayor sensibilidad a estos antibidticos macrolides en comparacion de las cepas
que producen mayor cantidad de antibiético, las cuales son mas resistentes.

La mayoria de las cepas utilizadas son resistentes a estos antibidticos macrolidos, 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 mareadores para una posterior
fusién de protoplastos.

Debido a las limitaciones encontradas en las CMI y al obtener pocos hibridos en las fusiones,
con las cepas probadas, se decidié continuar el proyecto, modificando el método de seleccion,
para ello se utilizo PEG al 50 % y 25 % durante 5 min. Despues de lavados, los protoplastes sc
vaciaron en MR con agarosa de bajo punto de fusion licuado, y posteriormente en cajas con MR
para la sobrecapa de los medios de regeneracion se utilizé agarosa de bajo punto de fusién 0.7 %
(Schupp & Divers. 1986; Benchmarks. 1989) en el medio de regeneracién correspondiente. Sin
embargo, la adicion de los marcadores se efectué a diferentes tiempos: @, 24, 48, 72 y 96 hrs
después de plaquear la mezcla de fusién en los medios correspondientes (comunicacion personal
con Hortensia Lemus Diaz y Rosa Elena Cardoza Silva).

Se realizaron nuevamente las fusiones de protoplastos de 8. erythraea B-107 v §. ervthiraea
CA-340 y de §. ervthraea B-107 y 8. grythraeq NRRL 2338 con los marcadores que se observan
en la tabla No. 12, pero adicionando los antibiticos a las O, 24, 48, 72 y 96 horas. De esta

manera se obtuviecron 11 hibridos de la fusién &. ervthraea B-107 v § ervthraca CA-340
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adicionando el amtibidtico a las 96 hrs, 10 hibridos con un fenotipo de esporulacion blanca y una
calva, comprobando también postgriomnente que son resistentes tanto a gentamicing coms
rifamicina al resembrarlas en presencia de dichos antibioticos (tabla No. 16 ¥ figura No. 20).

En la tabla No. 16 se presentan los resultados de las tusiones de protoplastos adicionando el
antibidtico a diferentes tiempos y utilizando una concentracion de PEG de 25 % y 50 %, a
diferencia de las primeras fusiones (tabla No. 13) ¢n las cuales solo se empled la concentracion
de 50 % de PEG y diferentes tiempos de exposicién a éste. El tiempo de adicion de los
antibiéticos en estos primeros casos se mantuvo constante (a las cero horas), mientras que en las
ultimas fusiones (tabla No. 16) fue a diferentes tiempos; cabe aclarar que tan solo se presentan
aquellos casos en los que hubo algiin hibrido.

TABLA No. 16
FUSION DE PROTOPLASTOS.
Mo. DE
CEPA FENOTIPO DE RECOMBINANTES TAAB FENQTIPO DE
- ESPORULACION PEG* n ESPORULACION
PADRES (25%) {50%) HIBRIDO.
Saccharopolyspora erythraea.
B-107 BLANCO 14 0 95 10 BLANCAS
1 CALVA
arythraea. BLANCO
CA-340
Saccharopolyspora ervthraea. BLANCO o 1 BLANCA
B-107 0 8
3 ROJAS 72 7 BLANCAS
NRRL 2338

TAAB.- Tiempo de Adicion de los Antibidticos.
* .- PEG al 25 6 50% (Sigma PM 3350)

Figura No. 20.- Hibridos de la fusion de protoplastos de Saccharepolyspara crythraea B-107
Saccharopolyspora erytheaca CA-340 en medio de regeneracidn MRIT20 v MRK

canteniendo los antibidticos (gentamicina y rifamicina).
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Para caracterizar, en cuanto a la produccién del anuibidtico a los hibridos obtenidos con
respecto a las cepas originales, se hizé una fermentacion 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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Figura No. 21.- Crecimiento (QO), Produccién Volumétrica ( & ), Produccion especifich de

eritromicina { @) y perfil de pH ( * ). de las cepas originales §. ervthraeg CA-340, §.
erpihraea B-107, Hibridos HS, H6, H7. H8. H9, HI0. H11, HI2, HI3, Hi4 y HIS
Fermentacién realizada en Medio Minimo a 29°C, 200 rpm (las ultimas tres graficas se
~regentan en la siguicnte pagina),
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Figura No. 21.- Crecimiente (Q), Produccidn Volumétrica ( & ), Produccitn espesifica de
eritromicina ( O )y perfil de pH ( * }, Continuacién de la pAgina anterior.

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

Con respecto a la produccion del antibidtico, como se puede observar (figura No. 21) a seis
colonias no se les detectd produccién de antibiotico, tres producen cantidades de antibibtico
similares a la cepa parental §. grythraea B-107, y las otras dos producen mayor cantidad de
antibidtico que la parental §. erythraea B-107, pero comparando con la otra parental §.
ervtliraea CA-340 producen aproximadamente la mitad.

De la fusion de S. erythraea B-107 y S. ervthraea NRRL 2338 se obtuvieron 8 hibridos al
adicionar el antibidtico a las 0 y 72 hrs después de la fusion. Todos los hibridos presentan
fenotipo de esporas blancas comeo la cepa parental S. erythiraea B-107, reiterando posteriormente
que son resistentes a los antibidticos pentamicina y rifamicina al resembrarlos en estos
antibidticos (tabla No. 16 y figura No. 22).

Como se hizo con todos los hibridos, se determiné la produccion del antibidtico 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 Ia fusién de protoplastos de Saccharopolyspora ervtfirgeq B-107 y

Saccharopolysporg ervthiraeq NRRL-2338 en medio de regeneracion MRK conteniendo los
antibiéticos {gentamicina y rifamicina).
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Figura No. 23. Crecimiente {Q), Produccién Volumétrica ( & ), Preduccion especifica de

eritromicina { O ) y perfil de pH ( * }, de las cepas originales §. gnvthrgeq NRRL.2338, §.
erythedea B-107, Hibridos R1, R2, R3, R3, R4, R5, R6, R7, RE. Fermentacién realizada en
Medio Minimo a 29°C, 200 rpm (esta pdgina ¥ [a siguiente).
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Figura Mo. 23.- Crecimiento (O), Produccidn Volumétrica ( & ), Produccidn especifica de

eritromicina ( O )y perfit de pH (. ), Continuacion de la pdgina anterior.

Se puede observar que el crecimiento de todas las cepas fue muy similar, asi como también
los perfiles de variacion de pH durante la fermentacion fueron muy semejantes en todas las
cepas. En cuanto a la produccién del antibiético (figura No. 23), los ocho hibridos producen muy
poco antibidtico similar a la cepa parental S. erptfiraea B-107.

Las muestras correspondicates al 5° dia de fermentacion (ya que en los otros dias no se
detecta) de los hibridos de estas dos fusiones fueron tratadas también para extraer el antibidtico
sintetizado y éstos sometidos a cromatografia en placa fina, pero no se detectd 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 ]a tabla No. 17 se muestra un resumen de las fusiénes realizadas, los hibridos obtenidos de
cada una de ellas y la preduccion de antibistico.

La fusién de protoplastos ha sido usada como una herramienta genética para el mejoramiento
de cepas. En cuanto a Ia formacion de protopiastos Ia cantidad de glicina que se utilizs, fue de
acuerdo a las concentraciones reportadas anteriormente para Sfrepfomyces 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 Strepfomyces kanamyeeticus y Sireptomyces griseus
ya que no respondieron de la misma manera que las otras cepas, a pesar de que Malanicheva et
al. (1991) ya habian trabajado con §. kanamyceticus, no reportaron las condiciones para la
formacién de protoplasios de dicha cepa, por lo que para §. Aguamyceticus y S. priseus fue
necesario probar con mayor concentracién de lisozima,

Se probaron diferentes medios reportados como buenos medios de regeneracion de
protoplastos (Weber et al., 1985; Yamamoto et al., 1986; Hopwood et al., 1985; Okanishi et ai.,

1974; Maldonado. 1982) seleccionando solo aquellos en los que se regenetaban mejor los
protoplastos. El peso molecular del PEG empleado fue el que cominmente se utiliza as{ como la
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concentracion, ya que el reporte de Hopwood (1981) discute y concluye que ¢s lo mas efectivo s
de ahi en adelante se generalizd su uso.

En este trabajo se reporta la seleccion de hibridos obtenidos a través de marcadores de

resistencia a antibidticos de diferentes cepas de Saccharapolyspora eryifiraed.

Como en muchos otros reportes la fusidn de protoplastos se obtuvo mediante el uso de PEG.
se encontro que el tiempo de adicion del antibidtico en la placa de agar para la seleccion fue
crucial para la sobreviviencia de los hibridos, los resultados mostraron que la adicion a tas 72 o
96 hrs dan el mejor resultado.

Se puede observar que utilizando la doble resistencia a antibiéticos se pueden seleccionar
hibridos, resultado de la recombinacion de genomas de las cepas originales, ya que en todos los
casos se llevaba a cabo la sicmbra de los protoplastos de cada una de las cepas padres en el
medio de regeneracidén con los dos antibidticos ¥ no se obtuvo alguna colonia que hubiera
adquirido la doble resistencia. A pesar de que en los hibridos hubo recombinacion, ésta afectd en
general, de manera negativa sobre la produccién de eritromicina, ya que en todos los hibridos la
sintesis del antibidtico fue menor que en los padres. Por el contrario, cuatro de ellas acumuiaron
eritromicina C en lugar de eritromicina A. La razon de este comportamiento es desconocido;
probablemente esta region de DNA es inestable y se afectd durante la formacion, regeneracion o
fusion de protoplastos.

TABLA No. 17.
FUSION DE PROTOPLASTOS ||
PRODUGCION DE ERITROMICINA DEL 5° DIA DE FERMENTACION
{(ngfml}
erythraea. CA-340 grythraga. NRRL 2338 arvthraeg. CA-340 arythraea. NRRL. 2338
152.63 338 152.63 138
Saccharopolyspora Streptomyces Saccharopolyspora || Saccharopolyspora
arythraeg. B-107 . enythraea. 8-107 erythrgea B-107
0.69 no se detectd 0.69 0.69
Recombinante Recombinante Recombinante Recombinante
H1 0.31 F1 16.23 HS 729 R1 0.64
H2 Q.37 F2 16.23 HE6 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 RS 070
H15 1.26 R6 070
R7 0.71%

R8 110

De la fusion de protoplastos intergenérica se encontrd que ¢l genoma receptor fuc el de ia

cepa Sacchiaropolyspora erythraea NRRL 2338, por lo que los hibridos presentan caracteristicas
mas similares a €sta, la recombinacion fue probablemente en otro sitio diferente al de produccion

de eritromicina.

El uso de la resistencia a rifamicina, cuyo gene que la codifica se encuentra muy cercano a
los genes de biosintesis de eritromicina, no nos aseguré que hubiera existido recombinacién en
esta region 4 si la hubo afectd de manera negativa a la produccion del antibidtico. Una manera de
incidir directamenie sobre la region de DNA que conticnen los genes de la biosintesis de

PAG. 57



eritromicina seria wihzando mutantes bloqueadas ¢n €stos. y seleccionar hibridos productores en
lugar de los padres que no producen. Esto dificultaria 0 mejor dicho haria la seleccion mas
dificil, sin embargo probablemente se encontrarian hibridos con mayor produccion.

La recombinacion que se da a través de la fusidon de protoplastos es al azar, por le que es
necesario seleccionar un poco mas el tipo de hibrido que se quiere, dirigicndo ia recumbinacién a
tos lugares deseados. Una alternativa seria la de utilizar a los genes que flanquean a los genes de
biosintesis de eritromicina, como son la resistencia a rifamicina y de biosintesis de metionina
(Webér et al., 1985). En este caso se tendrian que seleccionar primero auxétrofos de metionina
de ambas cepas parentales y combinar la seleccion de los hibridos con 1a resistencia a rifamicina.
De esta manera, podria esperarse que hubiera recoinbinacién inclusive en la zona central entre
ambos marcadores. Estos hibridos podrian tener una diferente produccion y solo alguno seria
mayor productor de eritromicina.

Un punto importante en que hav que enfatizar es que la region de biosintesis de eritromicina es
muy grande, de alrededor de 75 kb, lo que dificulta que haya recombinacion en toda esta parte
del genoma. Consideramos, por ésto, que para tener mayor éxito deberian escogerse las mutantes
bloqueadas en genes que sean los mas importantes para la biosintesis de eritromicina y
seleccionar los hibridos productores

Durante el desarrolio del proyecto se observé que es necesario realizar un gran nimero de
fusiones para que se pueda incrementar la probabilidad de obtener un hibndo con mayor
produccién de antibidtico; o dicho de otra manera es neccsario obtener un gran nimero de
hibridos y que algunc de ellos produzea mayor cantidad de antibidtico.

En los reportes encontrados de fusidn de protoplastos se mencionan que encuentran uno, dos.
o mas hibridos con mayor produccion, mejor crecimiento, etc. (mayores aptitudes) que los padres
sin embargo, en general son pocos los hibridos que se obtienen, al igual que en este trabajo.

De los trabajos revisados solo Deb et al. (1990). reportaron haber encontrado hibridos con
diferentes niveles de produccién 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 Ia sintesis de eritromicina mutando o transformande a Saccheropolyspera
erytliraeq (Corcoran. 1981; Thompson et al., 1982; Bibb et al., 1985; Weber et al.. 1985; Shafiec
& Hutchinson. 1987; Hale et al., 1987; Janssen & Bibb. 1988; Weber & Losick. 1988; Vara &
Hutchinson. 1988; Shafiee & Hutchinson. 1988; Donadio & Hutchinson. 1988; Tuan et al., 1988;
Vara et al., 1989; Dhillon et 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 ¢t al., 1991;
Weber et al., 1991; Andersen & Hutchinson, 1992; Caffrey et al., 1992; Donadio & Katz. 1992;
Stassi et al., 1993; Donadio et al., 1993) pero no se encontrd ningun reporic de fusion de
protoplastos de esta cepa. De ahi la importancia de este trabajo.
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CONCLUSIONES.

A través del uso de Polietilerglicol (PEG) se logré fusionar protoplastos de
diferentes cepas de Sacchgropolyspora erythraeg y realizar fusiones intergenéricas
entre §. erythraea y Streptoniyces kanamyceticus.

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

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

La Conceniracién Minima Inhibitoria (CMI) de un antibiotico puede variar al
utilizar diferentes medios.

La doble resistencia cruzada a antibidticos es un buen método para seleccionar a los
hibridos provenientes de padres sensibles.

El tiempo de adicién de los antibiéticos marcadores al Medio de Regeneracion,
después de plaquear la mezcla de fusion, es muy importante para tener un mayor
nimero de hibridos sobrevivientes, siendo este entre 72 y 96 horas.

Es indispensable obtener un gran nimero de hibridos para que la probabilidad de
encontrar el adecuado sea mayor.
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