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l. RESUMEN 

La metilmalonil-CoA mutasa (MCM) es una enzima que participa en la 
conversión del succinil-CoA a metilmalonil-CoA (MM-CoA) el cual es un precursor 
de la eritromicina, antibiótico producido por el actinomiceto Saccharopolyspora 
erythraea. Se ha encontrado que la MCM puede ser una enzima homodimérica 
en mamíferos y algunas bacterias ó heterodimérica en la mayoría de las 
bacterias, incluyendo los actinomicetos. Las dos subunidades de las MCM están 
codificadas por dos genes (mutA y mutB) que generalmente se encuentran 
adyacentes y que se transcriben como un operón. La MCM de Propionibacterium 
freudenreichii es la única que se ha cristalizado y se ha encontrado que ambas 
subunidades consisten de dos dominios principales: un barril (a/13)s en donde se 
encuentra el dominio de unión al sustrato y un dominio de unión a la cobalamina 
en el extremo amino terminal. El primer dominio está precedido por un segmento 
que contiene aminoácidos pequeños, hidrofílicos, de cadena lateral corta, 
principalmente serinas y treoninas, que crean una cavidad, a través del cual el 
sustrato-coenzimaA puede atravesar para llegar al sitio activo. Los residuos 
importantes para la unión del sustrato son la His 44

, Arg207 y Tir89
. 

En nuestro laboratorio se ha clonado un fragmento de DNA de 
Saccharopolyspora erythraea que contiene dos marcos de lectura (ORFs, No. de 
acceso en el GenBank AY117133) que se están traslapados en sus codones de 
término e inicio y cuyos productos presentaron 73, 71 y 60% de identidad con las 
proteínas MutA y MutB de Amyco/atopsis mediterranei, Mycobacterium 
tuberculosis y con el gen sbm de Escherichia coli, respectivamente. El gen mutA 
presenta un porcentajedeG+C de 74.9% y codifica para una proteína de 613 
aminoácidos con un peso molecular de 64.5 kDa. El de mutB presenta un 
contenido de G+C de 71.1 % y codifica para una proteína de 7 48 aminoácidos con 
un peso molecular de 81.2 kDa. Estos dos ORFs se amplificaron y clonaron por 
separado en el plásmido pRSET para su expresión y posterior purificación de las 
proteínas a través de la cola de histidinas que se incluye en el plásmido. Después 
de la transformación de E. coli BL21 (DE3)pLysS con las construcciones pRSET 
A::mutA y pRSET A::mutB se logró la expresión de los dos polipéptidos, los 
cuales posteriormente se purificaron por cromatografía de afinidad de metal 
inmovilizado con la resina ProBond. Las proteínas MutA y MutB eluyeron con una 
solución de imidazol 150 mM y 100 mM, respectivamente, lográndose una 
purificación de 100%. Con estas dos proteínas se reconstituyó el heterodímero, el 
cual presentó actividad de mutasa. 
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11. INTRODUCCIÓN 

Los antibióticos son un grupo de compuestos producidos por organismos 

como bacterias, hongos, plantas e insectos y poseen diferentes actividades 

biológicas como toxinas, antibacterianos, fungicidas, antitumorales, 

antiparasíticos, etc. [Katz y Donadio, 1993]. Desde el punto de vista 

antropocéntrico, los antibióticos más importantes son los que poseen actividad 

farmacológica. Más del 60 % de éstos son producidos por un grupo de bacterias 

conocidas como actinomicetos (o actinobacterias) lo cual puede dar una idea de 

la importancia de estos microorganismos. 

Los antibióticos se han clasificado de acuerdo a su estructura química y 

un grupo importante son los policétidos que tienen un esqueleto de carbono 

formado a partir de ácidos carboxílicos simples. Los policétidos representan una 

fuente rica en compuestos activos con un amplio rango de aplicaciones además 

de su uso como antibióticos [Reynolds, 1998]. Actualmente se estudia su 

capacidad citotóxica, inmunosupresora, antitumoral, su utilización en el 

tratamiento de enfermedades como la diabetes tipo 11 y otras actividades 

biológicas [Huang, et al., 2004; Tang, et al., 2004; Liaw, et al., 2003; Varoglu, et 

al., 1995]. Uno de estos antibióticos comercialmente importante es la eritromicina 

A. 

Este antibiótico se utiliza ampliamente en el tratamiento de enfermedades 

infecciosas causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas. Este 

antibiótico representa una alternativa clínica para pacientes que presentan alergia 

a las penicilinas, además del interés constante que existe en sus derivados 

semisintéticos de segunda y tercera generación ya que han demostrado tener 

una gran eficacia terapéutica y seguridad en su uso [Agouridas et al., 1998). 

Saccharopolyspora e rythraea CA340 es u na de las principales cepas de 

actinomicetos productoras de e ritromicina A, la cual ha sido objeto de estudios 

genéticos y bioquímicos dirigidos a identificar y caracterizar a las enzimas y los 

genes involucrados en la biosíntesis del antibiótico, con la finalidad de 

incrementar su producción. La biosíntesis de eritromicina se divide en dos etapas. 
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Se ha reportado que el metilmalonil-CoA se puede generar por la 

isomerización del succinil-CoA a través de la metilmalonil-CoA mutasa 

(EC5.4.99.2; MCM) en diversos microorganismos. Otra ruta de formación del 

metilmalonil-CoA es por la carboxilación del propionil-CoA a través de la acción 

de la propionil-CoA carboxilasa, la cual se ha purificado a partir de S. erythraea 

previamente [Hunaiti y Kolattukudy, 1984b]. 

Desde el punto de vista biosintético, la clave de la producción se encuentra 

en las reacciones realizadas por la PKS, sin embargo, ha recibido poca atención 

la síntesis de estos dos precursores, principalmente el metilmalonil-Coenzima A. 

Existen tres rutas principales que dan origen al M M-CoA, la primera por 

isomerización de succinil-CoA catatalizada por la metilmalonil-CoA mutasa 

(MCM), enzima dependiente de la coenzima 812: la segunda por carboxilación de 

P-CoA, catalizada ya sea por la propionil-CoA carboxilasa (PCC) o por la 

metilmalonil-CoA transcarboxilasa (MMT); y la tercera por oxidación de isobutiril­

CoA [Hunaiti y Kolattukudy, 1982; Hunaiti y Kolattukudy 1984a; Liu y Reynolds, 

2001] . Tanto la actividad de MMT como la síntesis de MM-CoA a partir de 

isobutiril-CoA no han sido demostradas en S. erythraea CA340. 

En relación a la propionil-CoA carboxilasa se ha reportado la clonación e 

interrupción del gen que codifica para esta enzima y los resultados indican que no 

es indispensabe para la síntesis de metilmalonil-CoA, por lo que tampoco lo sería 

para la síntesis de eritromicina [Donadío et al., 1996]. En este sentido, la ruta más 

probable de formación del m etilmalonil-CoA es a través de 1 a metilmalonil-CoA 

mutasa. Por otro lado, la sobreexpresión génica de MCM en Streptomyces 

cinnamonensis un productor de monensina A, resultó en un incremento de la 

producción del 32% comparado con la cepa silvestre [Zhang et al., 1999]. 

Finalmente, el análisis metabólico de la producción de rifampicina, otro 

antibiótico macrólido de Amycolatopsis mediterraneii U32, demostró que la MCM 

es la principal enzima responsable de la formación de MM-CoA [Zhang et al., 

1999]. 

La metilmalonil-CoA mutasa es una enzima dependiente de 

adenosilcobalamina y se ha clonado de diversos organismos, incluyendo el 

humano [Jansen et al., 1989; Roy y Leadley, 1992; Marsh et al., 1989]. 
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El análisis de 1 a secuencia de aminoácidos de 1 as enzimas m etilmalonil­

Coa mutasas han mostrado una similitud notable entre los diferentes organismos, 

aunque en mamíferos y en algunos microorganismos es un homodímero de 

aproximadamente 80 kDa y es codificada por un solo gen y en muchos otros 

como, Streptomyces cinnamonensis, la metilmalonil-CoA mutasa es 

heterodimérica formada por dos polipéptidos diferentes [Birch et al., 1993). 

En el laboratorio de la Dra. Flores se clonó un fragmento de DNA de S. 

erythraea CA340 que contiene 2 marcos de lectura, cuyos productos presentan 

identidad con las dos subunidades de la MCM de varios microorganismos [Luz­

Madrigal, 2002), sin embargo es indispensable demostrar que estas dos 

proteínas llevan a cabo la isomerización del metilmalonilCoA a succinilCoA, por lo 

que el objetivo de este trabajo fue la clonación y expresión en Escherichia coli de 

los dos genes, así como la purificación de los dos polipétidos para formar el 

heterodímero con actividad de mutasa. 
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111.ANTECEDENTES 

111. 1 Eritromicina A 

La eritromicina A (ErA) es un antibiótico policétido macrólido no poliénico 

producido por Saccharopolyspora erythraea [Labeda, 1987], microorganismo 

aislado originalmente de una muestra de suelo (antes Streptomyces erythreus). 

Este compuesto se descubrió en 1952 y su estructura se identificó en 1957 y el 

análisis estereoquímico se realizó por cristalografía de rayos X en 1965 [McGuire 

et al., 1952; Sakakibara y Omura, 1984]. 

La estructura química de la eritromicina consiste de un anillo lactónico 

macrocíclico constituído por 13 átomos de carbono, al cual se unen dos 

moléculas de desoxiazúcares mediante enlaces glicosídicos [Wolfgang, 1994]. S. 

erythraea CA340 además de sintetizar eritromicina A, produce una serie de 

análogos (B, C, D, E y F) cuya diferencia estructural radica en los substituyentes 

de la molécula (Fig. 1 ). A pesar de las similitudes estructurales de dichos 

análogos, su actividad biológica como antibiótico difiere, siendo la eritromicina A 

la más importante desde el punto de vista comercial y clínico [Staunton y 

Wilkinson, 1997]. La actividad biológica de este antibiótico policétido depende de 

la presencia y tipo de residuos de deoxiazúcares enlazados al anillo 

macrolactónico [Gaisser et al., 2000]. 

Saccharopolyspora erythraea CA340 es un actinomiceto con un alto 

contenido de G y C en su genoma {>70%). Este microorganismo es el principal 

productor de eritromicina A lo que ha permitido utilizarla como modelo de estudio 

para la biosíntesis de policétidos [Donadío et al., 1991; Donadío y Katz, 1992). 

Los estudios moleculares y manipulaciones genéticas de S. erythraea han 

permitido el entendimiento de sistemas enzimáticos complejos que permiten la 

formación de numerosos compuestos macrólidos [Hershberger, 1996; Katz y 

Donadío, 1993). 
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Fig. 1. Estructura química de la 
eritromicina A y sus análogos. 
A: E ritromicina A. B: Análogos 
de eritromicina A. [Higashide, 
1984; Neuzil y Hostalek, 1986]. 
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El uso industrial de S. erythraea para la producción fermentativa de 

eritromicina A se ha incrementado en los años recientes, debido al aumento en la 

demanda para la producción semisintética de una variedad de moléculas de 

eritromicina de segunda generación entre las que se incluyen: claritromicina, 

azitromicina, roxitromicina y diritromicina (Fig. 2) [Agouridas et al., 1998]. 

Las modificaciones de estos derivados semisintéticos mejoran la 

estabilidad ácida en el estómago, la absorción en el tracto digestivo y en el tejido 

de penetración; así como un espectro anti bacteriano más amplio [Cervin, 2001]. 

Azitromicina Claritromicina 

Roxitromicina Diritromicina 

Fig. 2. Antibióticos de segunda generación derivados de la eritromicina. 
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111.2 Actividad biológica de ErA y su importancia clínica 

La ErA tiene un espectro de acción que abarca cocos y bacilos, tanto 

Gram positivos como negativos, aunque su actividad parece ser bacteriostática 

posee capacidad bactericida a concentraciones altas contra microorganismos 

muy sensibles. Experimentos in vitro muestran que la concentración mínima 

inhibitoria (MIC) sobre cepas sensibles de Streptococcus pyogenes y 

Streptococcus pneumoniae es de 0.015 a 1.0 mg/ml. 

Los estreptococos del grupo viridans se inhiben a concentraciones de 0.06 

a 3.1 mg/ml. Los bacilos Gram positivos también son sensibles a eritromicina y 

los valores de MIC son de 1 µg/ml para Clostridium perfringens, de 0.2 a 3 µg/ml 

para Corynebacterium diphtheriae y de 0.25 a 4 µg/ml para Listeria 

monocytogenes. También la ErA presenta actividad contra bacilos Gram 

negativos que incluyen a Haemophilus influenzae (MIC, 1 a 32 µg/ml) y Neisseria 

meningitidis (MIC, 0.4 a 1.6 µg/ml) y una excelente actividad contra casi todas las 

cepas de Neisseria gonorrhoeae (MIC, 0.12 a 2.0 µg/ml). Se observa también 

acción antibacteriana contra especies de Borrelia, Bordetella pertussis, 

Campylobacter jejuni y Mycobacterium pneumoniae [Steigbigel, 1995]. 

En los últimos años ha existido un considerable interés en la interacción 

entre los antibióticos macrólidos y el sistema inmune, particularmente en la 

acción antiinflamatoria de la eritromicina y sus derivados [Cervin, 2001; Rubin y 

Tamaoki, 2000; Schultz et al., 2001; Zohlnhofer et al., 2004]. 

Evidencias de los estudios in vitro así como en casos clínicos, muestran 

que los macrólidos reducen la virulencia y daño al tejido causado por una 

colonización bacteriana crónica sin erradicación de los agentes causales [Labro y 

Abdelghaffar, 2001]. La actividad inmunorreguladora de la ErA y otros macrólidos 

es una respuesta dependiente de la dosis, que favorece la liberación o inhibición 

de la producción de interleucinas 1 O, 8, 6, interferón-gamma, factor transformador 

del crecimiento tumoral beta y factor de necrosis tumoral alfa. Se manifiesta 

también una inhibición de la expresión de moléculas de adhesión intracelular 

esenciales para el reclutamiento de células involucradas en el mecanismo de 

inflamación [Cervin, 2001; Rubin y Tamaoki, 2000] . Por otra parte, la regulación 
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de los genes involucrados en la expresión de mediadores involucrados esta 

dirigida por el factor de transcripción nuclear. La ErA participa en la activación 

transcripcional de este factor en células T humanas activadas [Zohlnhofer et al., 

2004]. El efecto antiinfllamatorio de los antibióticos macrólidos está dirigido 

directamente sobre la expresión del factor de transformación del crecimiento beta 

y es la clave de la actividad proinflamatoria del factor de transcripción nuclear 

kappa B [Wallwork et al., 2004]. 

111. 3 Mecanismo de acción de la ErA 

El mecanismo de acción de la ErA consiste en inhibir la síntesis de 

proteínas al ligarse en forma reversible a las subunidades ribosómicas 50 S de 

los microorganismos sensibles (Fig. 3) [Brisson-Noel et al., 1988]. Se ha 

demostrado que la ErA interfiere en la unión del cloranfenicol que también actúa 

en dicho sitio. Además, la resistencia que presentan algunos microorganismos es 

debida a mutaciones en el gen que codifica dicha subunidad ribosómica 

[Corcoran, 1981]. 

Se ha postulado que la ErA no inhibe de manera directa la formación de 

los enlaces peptídicos, si no más bien bloquea la fase de translocación y con ello 

la cadena de péptido recién formada, que temporalmente se encuentra en el sitio 

A de la reacción de transferasa y que no se desplaza al sitio P o sitio donador. 

Otra posibilidad de acción es que pueda unirse al ribosoma y generar un cambio 

conformacional que termine la síntesis de proteína al interferir de modo indirecto 

en la transpeptidación y translocación [Weisblum, 1995]. 

111.4 Biosíntesis de ErA 

Como ya se mencionó, la biosíntesis de ErA se lleva a cabo en dos etapas. 

En la primera etapa la policétido sintasa (PKS) cataliza la condensación de una 

unidad de propionil-CoA (P-CoA) (1) y seis unidades de metilmalonil-CoA (MM­

CoA) (2) para dar 6-desoxieritronólido B (6-DEB) (3), el intermediario más 

importante de la ruta biosintética (Fig. 4) [Staunton y Wilkinson, 1997]. 
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CPT 

(8) 

(b) 

Fig. 3. Sitio de unión de los antibióticos macrólidos a la subunidad SOS del ribosoma de 
Deinococcus radiodurans. (a) Sobreposición de la estructura química de la eritromicina, 

roxitromicina, claritromicina y localización del nucleótido A2058, clave para la unión, selectividad y 
resistencia a los antibióticos (M= anillo lactónico, d= desosamina, c= cladinosa). (b) Localización 
de los antibióticos en una sección del túnel del ribosoma (gris). Las posiciones de los nucleótidos 
claves para la unión de los macrólidos en los dominios V (Dom V) y 11 (Dom 11) están sei'lalados. 

Para orientación, la posición aproximada del centro peptidil transferasa (CPT) está arriba 
(Auerbach et al., 2004). 

En la segunda etapa, el 6-DEB se modifica en una serie de reacciones 

catalizadas por hidroxilasas, glucosil transferasas y metil transferasas. Desde el 

punto de vista biosintético la clave de la biosíntesis se encuentra enfocada en las 

operaciones realizadas por la PKS en la primera etapa y por la disponibilidad de 

precursores provenientes del metabolismo primario. Sin embargo, las reacciones 

posteriores en la segunda etapa resultan importantes para proporcionar la 

actividad antimicrobiana a la molécula (Fig. 5). 
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Muchas de las investigaciones llevadas a cabo en las etapas posteriores a 

la formación del 6-DEB se han realizado utilizando mutantes, las cuales son 

incapaces de producir una de las enzimas que catalizan la conversión de los 

intermediarios de la ruta biosintética [Weber et al., 1985]. Esto permitió la 

acumulación de tales compuestos en cantidades suficientes para ser aislados e 

identificados (Fig. 5). 

La hidroxilación en C-6 de 6-DEB se lleva a cabo con retención de la 

configuración. La enzima responsable EryF, es una citocromo P450 hidroxilasa la 

cual ha sido sobreproducida en Escherichia coli [Andersen y Hutchinson, 1992). 

J PRIMERA ETAPA 

SCoA 
(1)+ ---

ylSCoA 
CO:zH 

(2) 
6-desoxieritronólido B ( 3) 

Ensamblado de Kjla 
cadena por la PK 

SEGUNDA ETAPA 

I Elabor ción per fér e 
d la estructura. 

Elaboración de la 
estructura periférica 

Fig. 4. Biosíntesis de eritromicina A por Saccharopolyspora 
erythraea. 

Primera etapa: la síntesis del anillo macrólido de 14 átomos de 
carbono (6-DEB) (3), ocurre mediante una secuencia de reacciones de 

condensación de una unidad de P-CoA (1) y seis unidades de MM­
CoA (2). 

Segunda etapa: el 6-DEB es modificado mediante enzimas 
hidroxilasas, glucosiltransferasas, metilasas, etc. para proporcionar 
ErA como el producto bioactivo de mayor importancia [Staunton y 

Wilklinson, 1997). 
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SEGUNDA ETAPA 
Elaboración periférica 
de la estructura. 

o 

6-desoxieritronolido B (4) 

o 

2 

Eritronolido B 

OH 

H0~2 
'''''O__.-u~ 

'''''\_ __¡_ 
\~H 

Eritromicina D 

o 

OH 
lllHI 

1,,,,0~·· 
,,, 

'\4_., 
Eritromicina B 

4 

4 

o 

1,,,,,, OH 

('" 

o ""~" 
3-0-Micarosileritronolido B 

o 

HO 

o 

HO 

OH 
11111 

,,,,,º~·· 
,,, 

,~~, 

Eritromicina C 

OH 

""'' 

'''''o~' 
,,,,,\_ _r· 
~OH 

Eritromicina A 

Fig. 5. Compuestos intermediarios en la elaboración periférica de la eritromicina. 1, 
C-6 eritronólido hidroxilasa; 2, TDP-micarosa glicosiltransferasa; 3, TDP-desosamina 
glicosiltransferasa 4, C-12 hidroxilasa; 5, (0)-metiltransferasa. (Staunton y Wilklinson, 

1997]. 
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En la siguiente etapa el monosacárido L-micarosa se une al grupo hidroxilo 

del e-3 mediante una TDP-micarosa glicosiltransferasa. El aminosacárido D­

desosamina se adiciona al grupo hidroxilo de e-5 mediante la enzima TDP­

desosamina glicosiltransferasa [Vara et al., 1989]. El intermediario resultante, ErD 

es el primero en mostrar una actividad antimicrobiana. 

La fase siguiente puede continuar ya sea por una hidroxilación en e-12 

con retención de la configuración para producir Ere o una 0-metilación en el 

hidroxilo de e-3" de la micarosa, catalizada por la 0-metiltransferasa para 

producir ErB. Finalmente la ErA puede generarse ya sea mediante una 0-

metilación de Ere, catalizada por 0-metiltransferasa o una hidroxilación de e-12 

por una hidroxilasa sobre la ErB [Stassi et al., 1993]. El análisis posterior sobre la 

actividad d e h idroxilación en e-12 por EryK mostró q ue existe u na afinidad d e 

1200 a 1900 veces mayor sobre ErD en comparación al substrato alternativo ErB, 

tales resultados indicaron que la ErA se deriva principalmente de ErD [Lambalot 

et al., 1995]. 

A la fecha se han identificado una 0-metiltransferasa y una citocromo 

P450 hidroxilasa implicadas en la ruta [Paulus et al., 1990; Andersen y 

Hutchinson, 1992]. 

Los azúcares timidina difosfo-L-micarosa y timidina difosfo-D-desosamina 

se sintetizan a partir de difosfo-D-glucosa y unidos enseguida al 6-DEB. La 

enzima timidina difosfo-D-glucosa 4,6 dehidratasa se ha purificado y la 

epimerización de timidina difosfo-4-ceto-6-desoxi-D-glucosa se asume por 

analogía con las otras L-hexosas [Summers et al., 1997]. 

111. 5 Rutas de formación de P-CoA y MM-CoA 

El metabolismo primario de los microorganismos involucra reacciones 

catabólicas y anabólicas lo que resulta en un incremento de la biomasa; es decir, 

las reacciones que permiten la producción de energía y poder reductor necesario 

para sintetizar los bloques de construcción de proteínas, ácidos nucléicos, lípidos 

y polisacáridos estructurales, además de materiales de almacenamiento. 
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Los metabolitos que se generan en el metabolismo tienen una función 

ulterior y algunos de ellos pueden ser útiles biotecnológicamente. El metabolismo 

secundario, por otro lado, resulta en la síntesis de compuestos importantes como 

los antibióticos que son producidos principalmente por los actinomicetos por lo 

que estos microorganismos se han estudiado ampliamente. 

Existe mucha información disponible en el estudio de la acción de PKS 

[Staunton y Wilkinson, 1997; Hopwood, 1997], sin embargo no se ha logrado 

aumentar la producción del antibiótico llevando a cabo una manipulación de 

genes individuales. Estudios anteriores han demostrado que la formación del 

anillo lactónico de la ErA se encuentra limitada por la disponibilidad de los 

precursores provenientes del metabolismo primario tales como MM-CoA y P-CoA, 

a pesar de ésto, los procesos que operan durante la transición de metabolismo 

primario al metabolismo secundario no han sido del todo descritos. En 

actinomicetos, el P-CoA y el MM-CoA tienen diversos orígenes metabólicos como 

son: el catabolismo de ácidos grasos de número impar, el rearreglo del succinil­

CoA y el catabolismo de los aminoácidos metionina, treonina o valina [Tang et al., 

1994; Vrijbloed et al., 1999; Wallace et al., 1995]. 

En S. erythraea, las evidencias indican que la principal forma de generar 

P-CoA es mediante la descarboxilación de MM-CoA mediante una reacción 

catalizada por la enzima metilmalonil-CoA descarboxilasa [Hunaiti y Kolattukudy, 

1984b]. Por otro lado, el MM-CoA puede ser obtenido ya sea, mediante 

isomerización de succinil-CoA, un intermediario del ciclo de Krebs, por medio de 

una enzima dependiente de adenosilcobalamina, la metilmalonil-CoA mutasa 

(MCM) o por carboxilación de P-CoA por medio de la propionil-CoA carboxilasa 

(PCC), [Hunaiti y Kolattukudy, 1984a; Hunaiti y Kolattukudy, 1982, Donadío et al., 

1996]. 

Por otro lado, el aislamiento de mutantes en el gen pccB que codifica para 

la cadena f3 de la propionilCoA carboxilasa demostraron que ésta no fue 

requerida para la producción de eritromicina en un medio complejo [Donadío et 

al., 1996]; mientras que se observó una inhibición de la síntesis de eritromicina 

por la interrupción del gen eryM que codifica para metilmalonil-CoA 

descarboxilasa [Hsieh y Kolattukudy, 1994]. Tales resultados sugieren que la 

metilmalonil-CoA mutasa y metilmalonil-CoA descarboxilasa parecen ser las 
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enzimas clave para la producción de los precursores para la biosíntesis del 

antibiótico eritromicina. 

Estudios experimentales en S. erythraea han demostrado que la 

producción de eritromicina se afecta tanto por parámetros fisiológicos como 

nutricionales, tales como la fuente de carbono, nitrógeno, fosfatos y la 

temperatura [Bermúdez et al., 1998; Flores y Sánchez, 1985]. A pesar de que ha 

existido un rápido incremento en el conocimiento de la genética molecular del 

metabolismo secundario, incluyendo muchos sistemas y la caracterización de 

genes regulatorios y sus productos, poco se ha investigado acerca de la 

disponibilidad de precursores suficientes para producir el antibiótico. En este 

sentido, se sabe que los iones amonio disminuyen la biosíntesis de tilosina y de 

espiramicina, por interferencia con el catabolismo de aminoácidos tales como 

valina, treonina, leucina e isoleucina [Vu-Trong y Gray, 1987; Shapiro y Vining, 

1983]. Bajo estas condiciones estos aminoácidos no producen suficientes 

precursores tales como acetato, propionato e isobutirato para ser utilizados en la 

formación del anillo aglicona. Por otro lado, estudios previos en S. erythraea 

CA340 mostraron que no se utilizan la valina, la metionina ni el triptofano, como 

fuentes de nitrógeno para crecimiento y por lo tanto el P-CoA no puede generarse 

a partir de valina o metionina, comprobando así que la descarboxilación de MM­

CoA es la única vía de formación de P-CoA [Bermúdez et. al., 1998 ]. 

111. 6 Metilmalonil-CoA mutasa 

Uno de los principales bloques de construcción utilizados con más 

frecuencia por las PKS tipo 1 es el MM-CoA, cuya incorporación permite la 

formación del 6-DEB en la ruta biosintética de eritromicina (Figs. 4, 5 y 11 ). 

Debido a que varias moléculas de MM-CoA son necesarias para la construcción 

de una sola molécula de eritromicina, la producción de MM-CoA parece 

representar un elemento clave del metabolismo intermediario para la producción 

del antibiótico [Hunaiti y Kolattukudy, 1984a]. 
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La conversión de succinil-CoA a 2(R)-MM-CoA la cataliza una enzima 

dependiente de adenosilcobalamina (AdoCbl) denominada metilmalonil-CoA 

mutasa (MCM, EC 5.4.99.2) (Fig. 6). 

A 

Succinil.CoA 

AdCbl 

MCM 

B 

Melilmalonil.CoA 

O R 

Fig. 6. A. Reacción catalizada por la MCM y B. Estructura de la 
adenosilcobalamina [Ludwig y Matthews, 1997]. 

La MCM es un miembro de una familia de enzimas que usan 

adenosilcobalamina y es el único ejemplo de esta familia que está presente en 

mamíferos y bacterias. La enzima bacteriana es un heterodímero aJ3 de peso 

molecular aproximado de 150 kDa (79-85 para la cadena grande y 67-70 para la 

cadena pequeña) con un sitio activo localizado en la cadena mayqr [Francalanci 

et al., 1986; Miyamoto et al., 2002). En contraste, la enzima de mamíferos es un 

homodímero con dos sitios activos (72-78 kDa por subunidad) [Fenton et al., 

1982) y presenta una alta identidad con la cadena mayor de las bacterias 

(aproximadamente 60% de identidad en 1 a secuencia) [Mancia y Evans, 1998]. 

Una excepción son las enzimas provenientes de E scherichia coli [ Haller et al., 

2000), Agrobacterium tumefaciens, Bruce/la melitensis, Bruce/la suis [Miyamoto et 

al., 2003) y de Sinorhizobium meliloti [Charles y Aneja, 1999), las cuales son 

proteínas de un solo polipéptido, aunque hay poca información disponible acerca 

de sus propiedades enzimáticas. 
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Los genes que codifican para la MCM de Propionibacterium shermanii 

[Marsh y Leadlay, 1989], de humanos [Jansen et al., 1989], de ratón [Wilkemeyer 

et al., 1990], de Escherichia coli [Roy y Leadlay, 1992], de Porphyromonas 

gingivalis W50 [Jackson et al., 1995], de Euglena gracilis Z [Watanabe et al., 

1996], de Methylobacterium extorquens [Miyamoto et al., 2002] y de 

Sinorhizobium meliloti [Trevor y Punita, 1999] se han clonado y secuenciado. Sin 

embargo, los únicos genes que codifican para la MCM de microorganismos 

productores de antibióticos reportados son los de S. cinnamonensis, productor de 

monensina A [Birch et al., 1993] y de Amycolaptosis mediterranei U32 un 

productor de rifamicina [Zhang et al., 1999]. 

Por otro lado se ha encontrado que los genes que codifican para las dos 

subunidades de la MCM se encuentran adyacentes en Propionibacterium 

freudenreichii (P. shermanÍI) [Marsch et al., 1989], en Porphyromonas gingivalis 

[Jackson et al., 1995], en Streptomyces coelicolor [GenBank AL939129], en 

Streptomyces avermitilis [GenBank NC003155], en Mycobacterium tuberculosis 

[Cole et al., 1998], en Mycobacterium leprae [AL583923], en Mycobacterium bovis 

[GenBank NC002945], en Corynebacterium glutamicum [AP005278], en 

Amycolatopsis mediterranei [Zhang et al., 1999] y en Streptomyces 

cinnamonensis [Birch et al., 1993]. En los dos últimos microorganismos, los dos 

genes (mutA y mutB) se sobreponen en el codón de término e inicio, lo que 

sugiere un acoplamiento traduccional para obtener cantidades estequiométricas 

de ambos polipéptidos para la formación del heterodímero. El análisis de la 

secuencia de las dos subunidades ha mostrado que existe similitud entre éstas y 

además la alta similitud entre las subunidades mayores de fuentes tanto 

bacterianas como eucariónticas sugieren que la MCM se ha conservado durante 

la evolución [Zhang et al., 1999]. 

La M CM de P. freudenreichii es 1 a única q ue se ha cristalizado y por 1 o 

tanto ha servido de modelo para las demás debido a la alta identidad entre las 

mutasas reportadas [ Mancia et al., 1 996]. En esta proteína se han identificado 

varias regiones que se encuentran conservadas; una en el extremo amino 

terminal, entre los aminoácidos 90 y 393 donde se encuentra el dominio de unión 

al sustrato. 
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Esta es una región con estructura de barril (a/p)8, el cual es precedido por 

un segmento extendido que envuelve a 1 a subunidad pequeña. Este segmento 

contiene aminoácidos pequeños, hidrofílicos, de cadena lateral corta, 

principalmente serinas y treoninas, que crean una cavidad, a través del cual la 

coenzima A puede atravesar para llegar al sitio activo. Se ha reportado que en la 

enzima de P. freudenreichii, los residuos His244
, Arg207 y Tir89 son importantes 

para la unión del sustrato [Mancia et al., 1999]. Esta región está seguida por una 

larga región linker (de cerca de 160 residuos) que encierra el dominio barril y 

conecta el dominio e-terminal. 

En el dominio e-terminal se ha localizado otra región conservada, la cual 

es un motivo de unión a vitamina B 12 ( D-X-H-X-X-G, GG y G) [Drennan et al., 

1994; Ludwig et al., 1996; Ludwig y Matthews, 1997). Existe otra secuencia 

altamente conservada (RIARNT) que se ha identificado en todas las mutasas 

secuenciadas, sin embargo no se conoce hasta la fecha su función. 

Por lo que respecta a la MeM de S. erythraea, Hunaiti y Kolattukudy 

(1984a) reportaron la purificación parcial de la enzima a partir de extractos libres 

de células de este microorganismo y mostró una banda principal con un peso 

molecular de 63 KDa en geles de poliacrilamida con SOS, lo que sugiere que la 

enzima esta formada por un solo polipéptido, lo que no concuerda con los datos 

reportados para otras mutasas de actinomicetos. 

Para comprobar estos datos en el laboratorio de la Dra. Flores se clonó un 

fragmento del cromosoma de S. erythraea de 16.5 kb (Fig. 7) que contiene dos 

ORFs que podrían ser los genes mutA y muta correspondientes a las dos 

subunidades de la MeM, ya que los productos obtenidos por traducción in silico 

de las secuencias nucleotídicas (Fig. 8), presentan elevada identidad con los dos 

polipéptidos de otras mutasas (Fig. 9; GenBank AY117133). El análisis de las 

secuencias mostró que la que codifica para la subunidad menor de MeM (mutA) 

presenta un codón de término de la transcripción en el nucleótido 181 O, tiene un 

porcentaje de G/e de 75% y codifica para una proteína de 603 aminoácidos, con 

un peso molecular de 66 kDa. El gene muta se encuentra precedido de un sitio 

de unión a ribosoma típico de Streptomyces e inicia en el nucleótido 1809; 

codifica para una proteína de 7 48 aa con una masa molecular de 82 kDa. 
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Estos dos ORFs se sobreponen en sus codones de inicio y término, lo que 

sugiere un acoplamiento traduccional y por lo tanto la producción estequiométrica 

de los respectivos polipéptidos, tal como se encontró en A. mediterranei y S. 

cinnamonensis (Zhang et al. 1999; Birch et al., 1993). La probable subunidad 

menor de la MCM de S. erythraea mostró un 23% de similitud con su propia 

subunidad mayor, principalmente en las regiones medias de cada una. Así 

mismo, como ya se mencionó la secuencia de aminoácidos de la subunidad 

mayor mostró un alto porcentaje de identidad con las subunidades grandes de S. 

cinnamonensis, de A. mediterranei, de P. freudenreichii, de Mycobacterium 

tuberculosis y de Streptomyces coelicolor entre otros (Fig. 9). En esta probable 

subunidad grande de la MCM de S. erythraea se han localizado las regiones 

correspondientes a los dominios de unión al sustrato y a la vitamina 812 [Luz­

Madrigal, 2002]. Estos resultados sugieren que la metilmalonil-CoA mutasa de S. 

erythraea está formada por dos subunidades, lo que no concuerda con los datos 

reportados por Hunaiti y Kolattukudy [1984ª]. 
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Fig. 7. Mapa de restricción de la region mutA-gntR de S. erythraea (A), la estrategia 
de subclonación (B) y el orden y la orientación de los cuatro ORFs identificados de 

la secuencia de nucleótidos (C). 
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Río abajo de los dos genes mutA y muta se encontraron otros dos ORFs, 

el primero de los cuales está separado de muta únicamente por dos pares de 

bases y además se encuentran traslapados en un nucleótido. El ORF3 consiste 

987 nucleótidos y la secuencia de aminoácidos deducida mostró 73, 71 y 60% de 

identidad con el ORF5 de A. mediten-anei [Zhang et al., 1999], con el ORF5 de 

Mycobacterium tuberculosis [Cole et al., 1998] y con un ORF localizado a 0.8 kb 

río abajo del gen sbm (metilmalonil-CoA mutasa) de E. coli, respectivamente [Roy 

y Leadlay, 1998]. Mostró también 90% de identidad con ArgK de 

Corynebacterium glutamicum y de Mycobacterium leprae y 82% con la proteína 

MeaB de Methylobacterium extorquens [Korotkova et al., 2002]. La proteína ArgK 

presenta actividad de GTP/ATPasa [Haller et al., 2000]. 

El último ORF consiste de 359 nucleótidos y la secuencia de aminoácidos 

mostró identidad con reguladores transcripcionales de la familia GntR [Rigali et 

al., 2002]. Por otro lado, Charles y Aneja [1999] también reportaron la secuencia 

de un gen bhbA, cuyo producto también presenta identidad con los reguladores 

de la familia GntR, inmediatamente río abajo del gen MCM de Sinorhizobium 

meliloti. Este ORF de S. erythraea está precedido por una potencial secuencia de 

unión a ribosomas de estreptomicetos, GGAG, en los nucleótidos 5385-5388. 

Después se encuentran dos estructuras de horquilla, probables señales de 

terminación de la transcripción (nt 5751-5781 y 5834-5852). 

GGTTCTCGGAGTCGGCGGTCCCGGTGCGGTGCAGGCGGCTGCGCCAAGGCGCACCGGCTGCCGGGCGCGGGACCGACGAGCTGACACTGGTGGGTGGTC 
F S E S A V P V R C R R L R Q G A P A A G R G T D E L T L V G G R 

GTTCGGTGCACCTCGCGGTGCGGGACGTCCCGCGCGGCGTGCTCGGGATCGCCTGGGACTGGGACTGAggcgcccggcggacgctctgccctgtccggc 
S V H L A V R D V P R G V L G I A W D W D 

tgcgacaagcgtcacacgatccccgggccgggccgcaccggcctaccatcctgttcATGGTGGCGCACTCGACGACGAGCGACGGGCCGGAGCTGCCCC 

ORFl mutA - • -> M V A H S T T S D G P E L P L 
TGGCGGCCGAGTTCCCCGAGCCCGCCCGGCAGCAGTGGCGGCAACAGGTGGAGAAGGTCCTGCGCAGGTCGGGTCTGCTGCCCGAGGGCAGGCCCGCGC 

A A E F P E P A R Q Q W R Q O V E K V L R R S G L L P E G R P A p 
CGGAGCCGGTCGAGGACGTGCTCGCCAGCGCCACCTACGACGGCATCACCGTGCACCCGCTCTACACCGAGGGTCCCGCATCCAGCGGCGTCCCGGGCC 

E P V E D V L A S A T Y D G I T V H P L Y T E G P A S S G V P G L 
TGGCGCCCTACGTGCGCGGCAGCCGGGCGCAGGGCTGCGTCAGCGAGGGCTGGGACGTCCGCCAGCACCACGCCCACCCCGACGCCTCGGAGACCAACC 

A P Y V R G S R A Q G C V S E G W D V R Q H H A H P D A S E T N R 
GCGAGATCCTGGCCGACCTCTACAACGGCACGACCTCGCTGTGGCTGGAGCTCGGGCCGACCGGGCTGCCGGTGGACTCGCTGGCCGACGCCCTCGAAG 

E I L A D L Y N G T T S L W L E L G P T G L P V D S L A D A L E G 
GCGTCCACCTGGACATGATCGGCGTCGTGCTCGACGCCGGTGACGAGGCGGCGCGGGCCGCGTCGGCGTTGCTGGAGCTCGCGCGGGAGCAGGGGGTGC 

V H L D M I G V V L D A G D E A A R A A S A L L E L A R E O G V R 
GGCCCAGCGCGCTGCGCGCCAACCTGGGCGCCGACCCGCTGAGCACCTGGGCTCGCACCGGGCAGGAACGCGACCTGGGCCTCGCCGCCGAGGTCGCCG 

P S A L R A N L G A D P L S T W A R T G Q E R D L G L A A E V A A 
CGCACTGCGCGTCGCACCCGGGCCTGCGCGCGATCACCGTCGACGGCCTGCCCTACCACGAGGCGGGCGGCTCCGACGCCGAGGAGCTCGGCTGCTCGA 

H e A s H p G L R A I T V D G L p y H E A G G s D A E E L G e s I 
TCGCCGCGGGCGTCACCTACCTGCGGGTGCTGGCCGGTGAGCTCGGTGCCGAGGCCGCGAGCGGGCTGCTGGAGTTCCGCTACGCCGCCACCGCCGACC 

A A G V T Y L R V L A G E L G A E A A S G L L E F R Y A A T A D Q 
AGTTCCTGACCATCGCCAAGCTGCGCGCGGCCCGCAGGCTGTGGGAGCGGGTGACGCGGGAGATCGGCGTCGCCGAGCGCGCGCAGCTCCAGCACGCGG 

F L T I A K L R A A R R L W E R V T R E I G V A E R A O L Q H A V 
TCACCTCCTCGGCGATGCTGACGCGCCGCGACCCGTGGGTGAACATGCTGCGCACCACGATCGCCACGTTCGCCGCAGGCGTGGGCGGCGCGCGGTCGG 

T S S A M L T R R D P W V N M L R T T I A T F A A G V G G A R S V 
TCACCGTGCGCCCGTTCGACGCCGCGATCGGGCTGCCGGACCCCTTCTCCCGGCGCATCGCCCGCAACACCCAGTCGCTGCTGCTGGAGGAGTCGCACC 

T V R P F D A A I G L P D P F S R R I A R N T Q S L L L E E S H L 
TGGCGCAGGTGATCGACCCGGCGGGCGGTTCCTGGTACGTCGAGACGCTGACCGACGAACTGGCGCACAAGGCGTGGGAGTGGTTCCGGCGCATCGAGG 

A O V I D P A G G S W Y V E T L T D E L A H K A W E W F R R I E A 
CCGAGGGCGGGCTGCCCGCCGCGCTGCGCTCGGGTCTGGTGGCCGACCGGCTCGCCGAGACCTGGCAGCGGCGCCGGGACGCCGTCGCCCACCGCACCG 

E G G L P A A L R S G L V A D R L A E T W Q R R R D A V A H R T D 
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1585 

1684 

1783 

1882 

1981 

2080 

2179 

2278 

2377 

2476 

2575 

2674 

2773 

2872 

2971 

3070 

3169 

3268 

3367 

3466 

3565 

3664 

3763 

3862 

3961 

4060 

4159 

4258 

4357 

4456 

4555 

4654 

4753 

4852 

4951 

5050 
5149 

5248 

5347 

5446 

5545 

5644 

5743 

5842 

ACCCGATCACCGGCGTCACCGAGTTCCCGAACCTCGAAGAACCCGCGCTGCGACGCGACCCCGCGCCCGAGCCGCTGTCGGGCGGCCTGCCCCGCCACC 
P I T G V T E F P N L E E P A L R R D P A P E P L S G G L P R H R 

GCTACGCCGAGGACTTCGAGCGGCTGCGCGACGCCTCCGACGCCCACCTCGCCGAAACCGGTGCGCGCCCGAAGGTCTTCCTCGCCACGCTCGGTTCGC 
Y A E D F E R L R D A S D A H L A E T G A R P K V F L A T L G S 

TCGCCGAGCACAACGCCCGCGCGTCGTTCGCCCGCAACCTCTTCGGCGCGGGCGGGCTGGAAACCCCGGACGCCGGGCCCACGGAGTCCACAGAGGACG 
A E H N A R A S F A R N L F G A G G L E T P D A G P T E S T E D V 

TGGTGAAGGCGTTCGCCGGCTCGGGCACGCCGGTGGCCTGCCTGTGCTCGGGTGACCGGATCTACGGTGAGCACGCGGAGGAAACCGCCCGCGCGCTCC 
V K A F A G s G T p V A e L e s G D R I y G E H A E E T A R A L R 

GGGAGGCGGGGGCCGACCAGGTGCTGCTGGCCGGCTCGCTCGAGGTGCCCGGCGTCGACGGCCGGGTGTTCGGCGGGTGCAACGCCCTCGAAGTCTTGC 
E A G A D Q V L L A G S L E V P G V D G R V F G G C N A L E V L Q 

AGGACGTCCACCGCAGGTTGGGAGTGCAGCAGTGACCGCCCACGAGCACGAACCGATCCCCAGCTTCGCCGGCGTGGAGCTGGGCGAGCCCGCCCCCGC 
D V H R R L G V Q Q 

ORF2 .mutB- · -> M T A H E H E P I P S F A G V E L G E P A P A 
GCCTGCCGGGCGGTGGAACGACGCGCTGCTGGCCGAGACCGGCAAGGAGGCCGACGCCCTGGTGTGGGAGGCGCCCGAGGGCATCGGCGTCAAGCCGCT 

P A G R W N D A L L A E T G K E A D A L V W E A P E G I G V K P L 
CTACACCGAGGCCGACACCCGCGGGCTGGACTTCCTGCGCACCTACCCGGGAATCGCGCCGTTCCTGCGCGGCCCGTACCCGACGATGTATGTCAACCA 

Y T E A D T R G L D F L R T Y P G I A P F L R G P Y P T M Y V N Q 
GCCGTGGACGGTGCGCCAGTACGCGGGGTTCTCCACCGCCGAGCAGTCCAACGCCTTCTACCGCCGCAACCTCGCCGCCGGGCAGAAGGGCCTGTCGGT 

P W T V R Q Y A G F S T A E---0 S N A F Y R R N L A A G Q K G L S V 
GGCCTTCGACCTGGCCACCCACCGCGGCTACGACTCCGACCACCCGCGCGTCGGCGGTGACGTCGGCATGGCGGGCGTGGCGATCGACTCCATCTATGA 

A F D A L T H R G Y D S D H P R V G G D V G M A G V A I D S I Y D 
CATGCGCCGGCTCTTCGACGGCATCCCGCTGGACAGGATGAGCGTGTCGATGACGATGAACGGCGCCGTGCTGCCGGTGATGGCGCTCTACATCGTCGC 

M R R L F D G I P L D R M S V S M T M N G A V L P V M A L Y I V A 
CGCCGAGGAACAGGGCGTGGCGCCGGAGAAGCTGGCCGGGACCATCCAGAACGACATCCTCAAGGAGTTCATGGTCCGCAACACCTACATCTACCCGCC 

A E E Q G V A P E K L A G T I Q N D I L K E F M V R N T Y I Y P P 
GCAGCCGTCGATGCGGATCATCTCCGACATCTTCGCCTACGCCTCGCGGCGGATGCCGAAGTTCAACTCGATCTCCATCTCCGGCTACCACATCCAGGA 

Q P S M R I I S D I F A Y A S R R M P K F N S I S I S G Y H I Q E 
GGCCGGGGCGACCGCCGACCTGGAGCTGGCCTACACCCTCGCGGACGGCGTGGAGTACCTGCGCGCCGGGCGGCAGGCGGGCCTGGACATCGACTCCTT 

A G A T A D L E L A Y T L A D G V E Y L R A G R Q A G L D I D S F 
CGCCCCGCGGCTGTCGTTCTTCTGGGGCATCGGGATGAACTTCGCGATGGAGGTCGCCAAGCTGCGCGCGGCCCGGCTGCTGTGGGCCAAGCTGGTCAA 

A P R L S F F W G I G M N F A M E V A K L R A A R L L W A K L V K 
GCGCTTCGAGCCGTCGGACCCGAAGTCGCTGTCGCTGCGCACCCACTCGCAGACCTCGGGCTGGTCGCTGACCGCCCAGGACGTCTACAACAACGTCGT 

R F E P S D P K S L S L R T H S Q T S G W S L T A Q D V Y N N V V 
GCGCACGTGCGTGGAGGCGATGGCCGCCACCCAGGGCCACACCCAGTCGCTGCACACCAACGCCCTGGACGAGGCGCTGGCGCTGCCGACCGACTTCTC 

R T C V E A M A A T Q G H T Q S L H T N A L D E A L A L P T D F S 
CGCGCGCATCGCCCGCAACACCCAGCTGGTGCTCCAGCAGGAGTCCGGCACCACCCGCGTCATCGACCCGTGGGGCGGCTCGCACTACATCGAGCGGCT 

A R I A R N T Q L V L Q Q E S G T T R V I D P W G G S H Y I E R L 
GACCCAGGACCTCGCCGAACGCGCGTGGGCCCACATCACCGAGGTCGAGGACGCCGGCGGCATGGCCCAGGCCATCGACGCCGGTATCCCGAAGATGCG 

T Q D L A E R A W A H I T E V E D A G G M A Q A I D A G I P K M R 
CATCGAGGAGGCCGCCGCGCGGACGCAGGCGCGCATCGACTCCGGCCGCCAGCCGCTCATCGGCGTCAliCAAGTACCGCTACGACGGCGACGAGCAGAT 

I E E A A A R T Q A R I D S G R Q P L I G V N K Y R Y D G D E Q I 
CGAGGTCCTCAAGGTCGACAACGCCGGCGTGCGGGCCCAGCAGCTGGACAl\GCTGCGGCGGCTGCGCGAGGAACGCGACTCCGAGGCGTGCGAGACCGC 

E V L K V D N A G V R A Q Q L D K L R R L R E E R D S E A C E T A 
ACTGCGCAGGCTGACCGGCGCCGCCGAGGCCGCGCTGGAGGACAACCGGCCCGACGACCTCGCGCACAACCTGCTGACGCTGGCCGTGGACGCCGCGCG 

L R R L T G A A E A A L E D N R P D D L A H N L L T L A V D A A R 
GCACAAGGCCACCGTCGGCGAGATCTCCGACGCGCTGGAGAAGGTCTTCGGCCGCCACTCCGGCCAGATCCGTACGATTTCCGGCGTGTACCGGGAGGA 

H K A T V G E I S D A L E K V F G R H S G Q I R T I S G V Y R E E 
GTCGGGTACCTCGGAGTCGCTGGAGCGCGCCCGCCGCAAGGTCGAGGAGTTCGACGAGGCAGAGGGCAGGCGCCCGCGCATCCTGGTGGCCAAGATGGG 

S G T S E S L E R A R R K V E E F D E A E G R R P R I L V A K M G 
CCAGGACGGCCACGACCGCGGCCAGAAGGTCATCGCCACCGCCTTCGCCGACATCGGCTTCGACGTCGACGTGGGCCCGCTGTTCCAGACCCCGGCCGA 

Q D G H D R ' G Q K V I A T A F A D I G F D V D V G P L F Q T P A E 
GGTCGCCCGCCAGGCGGTCGAGTCCGACGTGCACGTCGTCGGGGTGTCGTCGCTGGCCGCGGGCCACCTGACGCTGGTGCCCGCGCTGCGCGACGAGCT 

V A R Q A V E S D V H V V G V S S L A A G H L T L V P A L R D E L 
GGCCGGGCTCGGCCGCTCCGACATCATGATCGTTGTCGGCGGCGTGATCCCGCCCGCCGACTTCGACGCGCTGCGCCAGGGCGGAGCCAGCGCGATCTT 

A G L G R S D I M I V V G G V I P P A D F D A L R Q G G A S A I F 
CCCGCCGGGAACCGTGATCGCCGACGCCGCGCTCGGACTGCTCGACCAGCTCCGCGCGGTGCTCGACCACCCCGCGCCCGGCGAGCCTGCCGGCGAGTC 

P P G T V I A D A A L G L L D Q L R A V L D H P A P G E P A G E S 
GGACGGCGCCCGAGGCGGTTCCCCCGGCGAGACGTCGAGCGCGGGCTGAccATGCCGCGCGAGATCGACGTCCAGGACTACGCCAAGGGCGTGCTCGGC 

D G A R G G S p G E T ~RF~ .:.aBG - "-> M P R E I D V D Y A K G V L G 
GGCTCGCGCGCCAAGCTGGCGCAGGCGATCACGCTGGTGGAGTCGACCAGGGCCGAGCACCGCGCGAAAGCCC~GGAACTGCTCGTCGAGCTGCTGCCG 

G S R A K L A O A I T L V E S T R A E H R A K A Q E L L V E L L P 
CACAGCGGTGGGGCGCACCGGGTGGGCATCACCGGCGTGCCCGGCGTCGGCAAGTCGACGTTCATCGAGTCGCTGGGCACGATGCTGACCGCGCAGGGG 

H S G G A H R V G I T G V P G V G K S T F I E S L G T M L T A Q G 
CACCGGGTCGCGGTGCTGGCGGTCGACCCGTCGTCCACGCGCAGCGGCGGCAGCATCTTGGGCGACAAGACGCGGATGCCCAAGTTCGCCTCCGACTCC 

H R V A V L A V D P S S T R S G G S I L G D K T R M P K F A S D S 
GGCGCGTTCGTGCGGCCCTCCCCCTCGGCGGGCACGCTCGGCGGCGTCGCGCGCGCGACCCGCGAGACGATCGTGCTGATGGAGGCGGCCGGATTCGAC 

G A F V R P S P S A G T L G G V A R A T R E T I V L M E A A G F D 
GTCGTGCTCGTGGAAACGGTGGGCGTCGGCCAGTCCGAGGTCGCCGTGGCGGGAATGGTCGACTGCTTCCTGCTGCTGACGCTGGCCCGCACCGGCGAC 

V V L V E T V G V G Q S E V A V A G M V D C F L L L T L A R T G D 
CAGTTGCAGGGCATCAAGAAGGGTGTGTTGGAGCTGGCCGACCTTGTCGCGGTGAACAAGGCCGACGGACCGCACGAGGGCGAGGCGCGCAAGGCGGCC 

Q L Q G I K K G V L E L A D L V A V N K A D G P H E G E A R K A A 
CGCGAGCTGCGCGGCGCGCTGCGGCTGCTGACCCCGGTCAGCACGTCGTGGAGACCCCCGGTGGTGACCTGCAGCGGCCTGACCGGAGCGGGCCTGGAC 

R E L R G A L R L L T P V S T S W R P P V V T C S G L T G A G L D 
ACGCTCTGGGAGCAGGTCGAGCAGCACCGCGCCACCCTCACCGAGACCGGCGAGCTGGCCGAGAAGCGCAGCCGCCAGCAGGTCGACTGGACCTGGGCG 

T L W E Q V E Q H R A T L T E T G E L A E K R S R O Q V D W T W A 
CTGGTGCGCGACCAGCTCATGTCCGACCTGACCCGGCACCCGGCGGTGCGCCGCATCGTCGACGAGGTCGAATCCGACGTGCGGGCCGGGGAACTGACC 

L V R D Q L M S D L T R H P A V R R I V D E V E S D V R A G E L T 
GCGGGCATCGCCGCCGAGCGGCTGCTCGACGCCTTCCGGGAGCGCTGATGCTGGCCGTCACCGTCGACCCCAACTCCGCTGTCGCACCGTTCGAGCAGG 

A G I A A E R L L D sRF¡ RtRE ~. ->M L A V T V D P N S A V A P F E 
TGCGCACGCAGATCGCGCAGCAGATCAACGACCGCG~CTGCCGGTCGGAACCAAGCTGCCCACCGTGCGCCGGCTGGCGGCCGACCTCGGCATCG8GG 
V R T Q I A Q Q I N D R V L P V G T K L P T V R R L A A D L G I A 
CCAACACCGCGGCCAAGGCCTACCGCGAGCTGGAGCAGGCGGGACTGATCGAAACCCGTGGCCGCGCGGGAACCTTCGTGGGCTCGGCGGGCGAGCGCA 
A N T A A K A Y R E L E Q A G L I E T R G R A G T F V G S A G E R 
GCAACGAGCGCGCGGCCGAGGCCGCCGCCGAGTACGCCCGGACCGTCGCCGCGCTGGGCATCCCCCGCGAGGAGGCACTTGCCATCGTGCGCGCGGCCC 
S N E R A A E A A A E Y A R T V A A L G I P R E E A L A I V R A A 
TGCGCGCGTAGggccgccctgcgggcgtagcgcggccctgcgggcgtagcgcggccctgcgggcttggcgcggcccgggcgggttcagcgcttcgcgcg 
L R A 
gcgccgcgcgagacggcgcggggccacctgctcggcctgctccccctggatcc 

Fig. 8. Las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos deducidas de los genes 
mutA, mutS, meas y gntR de S. erythraea. Los codones de termino e inicio 

translapados se muestran en rojo, los sitios de unión a ribosomas en verde y los 
nucleótidos de separación entre mutS y meas en azul. 
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Fig. 9. Alineamiento multiple de la subunidad mayor de la MCM de S. erythraea CA340 con 
otras proteínas conocidas. El alineamiento fue generado usado el programa ClustalW. Los 
aminoácidos conservados en las proteínas se encuentran en color amarillo y en negrita se 

muestran algunas regiones importantes detalladas en el texto. Humana, (GenBank accession No. 
M65131); ratón, (X51941); S.c, S. cinnamonensis (L10064); A.m, A. mediterranei (AF117980); M.t, 
M. tuberculosis (Z79701); P.s, P. shermanii (X14965); P.g, P. gingivalis (L30136); E.e, E. coli sbm 
gene (X66836); S.e, S. erythraea CA340 (AY117133); S.co, Streptomyces coelicolor (AL939129); 

C.g, C. glutamicum (AP005278); C.c, Caulobacter crescentus (AE005906); M.I, M. leprae 
(AL583923); M.e, M. extorquens (U28335). 

111. 7 Expresión de proteínas de actinomicetos. 

Los actinomicetos son bacterias Gram-positivas con un alto contenido de 

G+C en su genoma. Las bacterias en este grupo tienen un rango de 

características morfológicas, desde especies que se dividen por división binaria, 

tales como Corynebacterium ssp., a especies con paredes celulares inusuales y 

algo de ramificación, como Mycobacterium y Nocardia ssp., hasta especies 

filamentosas que presentan una alta ramificación como los Streptomyces. Estas 

características los hacen ser microorganismos muy particulares, ya que 

presentan señales de transcripción y traducción que no pueden ser compartidas 

por otras especies. Más aún, las diferencias en el uso de codones puede interferir 

con una expresión exitosa [Connell, 2001 ]. Es por estas razones que cuando se 

desea expresar genes de estos microorganismos es indispensable clonarlos bajo 

un promotor conocido de la especie en donde se va a llevar a cabo la síntesis de 

la(s) proteína(s) de interés. 

En este sentido se han reportado una serie de plásmidos que están 

construidos con las características indispensables para la expresión y purificación 

de proteínas heterológas, principalmente usando Escherichia coli como 

hospedero. Muchos de estos plásmidos se pueden obtener ahora a través de 

distintas compañías, pero en general contienen un promotor, un sitio de unión a 

ribosomas, una secuencia para incluir la cola de histidinas que posteriormente es 

25 



útil para la purificación y un sitio para una enterocinasa para dejar a la 

proteína heteróloga limpia. Tal es el caso de los vectores pRSET (lnvitrogen, 

USA) que es un vector derivado del plásmido pUC diseñados para la alta 

expresión y purificación de proteínas de genes clonados en E. coli (Fig. 8). 

MCS 

Fig. 10. Representación del plásmido pRSETA (lnvitrogen) utilizado para la 
expresión de proteínas en E. coli. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

El metilmalonil-CoA es uno de los principales precursores utilizados en la 

biosíntesis de eritromicina, sin embargo no se ha estudiado su síntesis. Como ya 

se mencionó en actinomicetos existen varias rutas y en S. erythraea se han 

descartado algunas, por lo que la más probable es la síntesis a través de la 

reacción catalizada por la metilmalonil-CoA mutasa. En reportes previos se ha 

observado que la síntesis de monensina por S. cinnamonensis se incrementó 

cuando se aumentó la dosis de genes correspondientes a las dos subunidades 

de la enzima [Zhang et al., 1999]. En nuestro laboratorio se clonó un fragmento 

de DNA que contiene los probables genes para las dos subunidades de mutasa 

de S. erythraea, por lo que es importante establecer que realmente esta 

secuencia corresponde a estos genes para posteriormente aumentar la dosis de 

genes en este microorganismo y observar si hay un aumento en la producción de 

metilmalonil-CoA y por lo tanto de eritromicina. 

V. HIPÓTESIS 

Los genes mutA y muta codifican para las subunidades a y 13 de la 

metilmalonil-CoA mutasa de S. erythraea ya que estos polipéptidos presentan 

una alta identidad con las metilmalonil-CoA mutasas de diversos sistemas. 

VI. OBJETIVOS 

1. Demostrar que los genes clonados y secuenciados codifican para las dos 

subunidades de la MCM de S. erythraea. 
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2. Clonar los genes mutA y muta de Saccharopolyspora erythraea CA340 

independientemente para expresarlos en Escherichia co/i. 

3. Purificar las dos subunidades a y p a partir de extractos libres de células de 

Escherichia coli. 

4. Formar el heterodímero con las proteínas puras. 

5. Determinar la actividad de mutasa del heterodímero. 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS 

Vll.1 Medios de cultivo y microorganismos. 

Para la propagación de plásmidos y clonación de los productos de PCR se 

utilizó la cepa de E. coli DH5a (F cp80d/acl.LlM15 /l(/acZYA·argF) U169 recA1 

endA 1 hsdR 17 (( m +) phoA supE44 A- thf 1 gyrA96 re/A 1 ), la cual se creció en 

medio LB ( 1 O g/I peptona, 5 g/I extracto de levadura, 1 O g/I NaCI con 15 g/I agar 

en caso de medio sólido) adicionado con 200 µg/ml ampicilina cuando se 

necesitó. Para la expresión de los genes mutA y mutB de Saccharopolyspora 

erythraea se utilizó E. coli BL21 (DE3)plysS [lnvitrogen; F ompT hsdSB (( m-) gal 

dcm (DE3) plysS (CamR)] . E. coli BL21 (DE3)plysS se creció en medio SOB (20 

g/I triptona, 5 g/I extracto de levadura, 0.5 g/I NaCI, 0.186 g/I KCI, 1 O mM MgCl2, 

con 15 g/I agar en caso de medio sólido) adicionado con 35 µg/ml de 

cloramfenicol y, cuando fue necesario, con 200 µg/ml ampicilina. 

VII. 2 Oligonucleótidos. 

Todos los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se diseñaron en el 

laboratorio y se sintetizaron en Gibco (USA). 

VII. 3 Plásmidos. 

La amplificación de los genes mutA y mutB (GenBank AY117133) se 

realizó en los plásmidos pEX3 y pBX4 previamente obtenidos en el laboratorio y 

que contienen partes del genoma de S. erythraea CA340 (Luz-Madrigal, 2002). 

pEX3 contiene 1 os genes completos mutA y mutB y ~BX4, tiene parte del gen 

mutA y el gen mutB completo. Para la expresión de los genes se usó el plásmido 

pRSET A (lnvitrogen). Los plásmidos se purificaron usando el kit Wizard Plus SV 

miniprep (Promega) según el protocolo del fabricante. 

VII. 4 Amplificación del gen mutA que codifica para la probable subunidad 

de 66 kDa de metilmalonil-CoA mutasa de S. erythraea. 
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El gen mutA completo se amplificó por PCR usando los oligonucleótidos 

sentido CEC-1 (5'-cctaccatcggatccatggtgcgcactcg-3') y anti-sentido A/STP (5'­

tcgtgctcggaattctcactgctgcactc-3') diseñados en este trabajo, utilizando el plásmido 

pEX3 linearizado como templado. Los sitios BamHI y codón de inicio y EcoRI y 

codón de término se muestran subrayados. Las condiciones de PCR fueron de 5 

min a 95 ·e seguidos por 25 ciclos de 1.5 min a 94 ·e, 1.0 min a 62 ·e y 2.5 min 

a 68 ºC y una extensión final por 1 O min a 68 ·c. Se utilizó la enzima ADN 

polimerasa Platinum Pfx (lnvitrogen, USA) con la solución de Enhancer a 1 x, 

según las instrucciones de lnvitrogen. 

VII. 5 Amplificación del gen mute que codifica para la probable subunidad 

de 82. 7 kDa de metilmalonil-CoA mutasa de S. erythraea. 

El gen mutB completo se amplificó por PCR usando los oligonucleótidos 

sentido B/ATG (5'-gggactggatccatgaccgcccacgagca-3') y anti-sentido B/STOP (5'­

atctcgcggaattcggtcagcccgcgctc-3') diseñados en este trabajo, utilizando el 

plásmido pBX4 linearizado como templado. Los oligonucleótidos muestran 

subrayados el sitio para BamHI y el codón de inicio y el sitio para EcoRI y el 

codón de término, respectivamente. Las condiciones de PCR fueron las mismas 

que para la amplificación de mutA. 

VII. 6 Purificación de los productos de PCR. 

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 0.8% (w/v) bajo condiciones estándar y se visualizaron por tinción con 

bromuro de etidio [Sambook et al., 1989]. Las bandas <je los tamaños esperados 

de 1.8 kb para el mutA y de 2.3 para el mutB se purificaron de los geles con el kit 

QIAquick gel extraction (QIAGEN, USA) según el protocolo del fabricante. Los 

productos purificados se secuenciaron completamente para comprobar su 

autenticidad. 

VII. 7 Subclonación de los genes mutA y muta en pRSET A. 

Para la clonación de los genes mutA y mutB en pRSET A, los productos de 

PCR correspondientes a los genes, se digirieron con BamHI y EcoRI 
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respectivamente, purificados nuevamente del gel de agarosa y ligados por 

separado con el plásmido pRSET A digerido con las dos enzimas. Las ligaciones 

se llevaron a cabo bajo condiciones estándar utilizando la ligasa T4 (lnvitrogen). 

Las mezclas de ligación se usaron (por separado) para transformar células 

competentes de E. coli DH5a y las clonas que contienen las construcciones 

pRSET A-mutA y pRSET A-mutB se seleccionaron en el medio LB con ampicilina. 

Los plásmidos pRSET A-mutA y pRSET A-mutB se purificaron de las 

transformantes y se secuenciaron para comprobar la clonación en el marco de 

lectura correcto de los genes mutA y mutB, respectivamente. 

VII. 8 Secuenciación. 

La secuenciación del producto de PCR para mutA y del plásmido pRSET 

A-mutA se llevó a cabo con los oligonucleótidos Cec-1 (5'­

cctaccatcggatccatggtggcgcactcg-3' ), Cec-2 ( 5' -gagcgggtgcacggtgatgccgtc-3 '), 

ACH460 (5'-gcgagctccagcaacg-3'), AH (5'-ggtgcgcagcatgttca-3'), T7XX430 (5'­

ggttcttcgaggttcg-3'), 170/T?B (5'-ggttcttcgaggttcg-3') y A/STP descrito en un 

inciso anterior. Para el producto de P CR para mutB y del p lásmido pRSET A­

mutB se utilizaron los oligonucleótidos B/ATG descrito en un inciso anterior, 

B/XMA (5'-ggcgcgattcccgggtaggtgcgcaggaa-3'), Ci2 (5'-tgtcggtggccttcg-3'), CS1 

(5'-tggacatcgctcctt-3'), XKB1 (5'-ggcacaaggccaccgt-3'), BNNE (5-

agtccgacgtgcacgtcgtcggggtgtcg-3'), BK360 (5'-tcggccgctccgaca-3') y B/STOP 

descrito en un inciso anterior. 

La secuenciación se realizó con un secuenciador automático ABI PRISM 

31 O (Perkin Elmer/Applied Biosystems, USA) utilizando BigDye Terminator Cycle 

Sequencing kit v2.0 (Applied Biosystems, USA). 

VII. 9 Expresión de los genes mutA y muta en E. coli. 

Los plásmidos recombinantes pRSET A-mutA y pRSET A-mutB purificados 

se utilizaron para la transformación de E. co/i BL21 (DE3)pLysS. Las clonas 

recombinantes se seleccionaron en medio LB con 50 µg/ml de ampicilina y 35 

µg/ml de cloramfenicol. 
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Para la expresión, cuatro clonas de cada transformación se incubaron en 

SOB con 50 µg/ml de ampicilina y 35 µg/ml de cloramfenicol toda la noche a 37 

ºC con agitación constante a 200 rpm. Los cultivos crecidos se resembraron cada 

uno por duplicado (generando 2 series de cultivos) en 200 mi de SOB sin 

antibióticos en una proporción 1 :50, equivalente a aproximadamente 00600 de 0.1 

y se incubaron con agitación a 37 ºC. Después que los cultivos alcanzaron la 

00600 de 0.4-0.6, la expresión se indujo con 0.7 mM de IPTG y los cultivos se 

incubaron a 25 ºC una serie y otra serie a 37 ºC. Se tomaron muestras a las 4 y 

24 horas para observar la inducción de las proteínas MutA y MutB. Después de la 

inducción, los cultivos se recuperaron por centrifugación y las células se 

conservaron a -20 ºC. 

VII. 10 Preparación de extractos libres de células de los cultivos inducidos 

para la expresión de las proteínas MutA y Mute. 

Los cultivos se descongelaron y el paquete celular se resuspendió en 8 mi 

de amortiguador Tris-HCI 20 mM, pH de 7 .5. Se adicionó 1 mg/ml de lisozima y 

se incubaron 30 min en baño de hielo. Las bacterias se sonicaron en frío por 6 

ciclos de 1 O s y enseguida se centrifugaron 20 min a 4 ºC a 5500 x g. Se 

recuperaron los sobranadantes y los precipitados, los cuales se resuspendieron 

nuevamente en 8 mi del mismo amortiguador frío y se agregaron 320 µI de SOS 

al 1 O % (w/v). Las suspensiones se sonicaron nuevamente 2 ciclos durante 1 O s 

bajo las mismas condiciones y se aplicaron a 1 a columna ProBond (lnvitrogen) 

para la purificación de los péptidos MutA y MutB por separado. 

Vll.11 Purificación de la$ proteínas MutA y Mute expresadas por las 

transformantes. 

Las columnas de ProBond (lnvitrogen; USA) se prepararon de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante y se equilibraron con amortiguador de unión (50 

mM de amortiguador de fosfatos, pH 7.8, 250 mM NaCI, 0.4 % SOS). 
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Después de aplicar las suspensiones conteniendo MutA y MutB a las 

columnas por separado, éstas se lavaron dos veces con el mismo amortiguador. 

En seguida se lavaron 4 veces con el mismo amortiguador sin SOS. La elución de 

las proteínas se llevó a cabo en el amortiguador sin SOS con imidazol en 

concentraciones crecientes de 20, 50, 100, 150, 200 y 250 mM. Se recolectaron 

fracciones de 2 mi, las cuales se analizaron por SDS-PAGE al 10%. 

VII. 12 SDS-PAGE. 

Los geles de pol iacrilamida al 10% se prepararon de acuerdo a la técnica 

reportada por Bollag et al (1996). 

Vll.13 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LA METILMALONIL-CoA 

MUTASA. 

La actividad se determinó midiendo el succinil-CoA formado por HPLC. La 

mezcla de reacción contenía 0.5 mM de metilmalonil-CoA, 1 mM ditioeritritol, 60 

µM de coenzima-812. 100 mM de buffer Tris-HCI, pH 8.0 y la enzima en un 

volumen final de 0.5 mi. La reacción se inició con la adición del metilmalonil-CoA, 

incubando en la obscuridad por 30 min a 30ºC. Después de este tiempo se 

adicionaron 20 µI de ac. perclórico 6N y la proteína precipitada se removió por 

centrifugación a 12,000 X g. El sobrenadante se filtró a través de una membrana 

de nylon (0.22 µm de tamaño de poro; Titan) y usado para el HPLC. La actividad 

se expresó en p icomoles de s uccinil-CoA f armado por min por m g de proteína 

[Bermúdez et al., 1998]. 

Vll.14 HPLC. 

Las separaciones de metilmalonil-CoA y succinil-CoA se llevaron a cabo a 

temperatura ambiente en una colun]na Waters µBondapak C1s usando un 

gradiente de 1 a fase móvil a un flujo de 1.2m1 h"1. E luente A fue un buffer de 

acetato de sodio, pH 5.0 y el eluente B fue acetonitrilo. La detección se llevó a 

cabo a 254 nm. Se usaron estándares de ambos compuestos obtenidos de 

Sigma [Bermúdez et al., 1998]. 
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La metilmalonil Co-A mutasa es una enzima formada por dos subunidades 

codificadas por los genes mutA y mutB en algunos Streptomyces como 

Streptomyces cinamonensis (Birch et al., 1993). En Saccharopolyspora erythraea 

CA340 se ha clonado un fragmento del ADN que contiene dos marcos de lectura 

cuyos productos de traducción in silico muestran un alto porcentaje de identidad 

con las proteínas MutA y MutB de diversos microorganismos (Luz-Madrigal, 

2002). Para demostrar que los ORFs que se tienen clonados codifican para estas 

dos subunidades de la MCM de Saccharopolyspora erythraea CA340 se requiere 

reconstituir el heterodímero y determinar la actividad de la enzima. Por lo que 

primero se llevó a cabo la amplificación de los genes mutA y muta por PCR 

utilizando dos pares de oligonucleótidos diseñados para este fin, incluyendo los 

sitios de restricción adecuados para su posterior clonación en fase en el plásmido 

pRSET A. 

VIII. 1 Amplificación y subclonación del gen mutA en pRSET A. 

El gen mutA se amplificó utilizando el plásmido pEX-3 previamente 

obtenido en el laboratorio (Luz-Madrigal, 2002) y los oligonucleótidos CEC-1 y 

A/STP, dando un producto de PCR de 1.9 Kb que era el tamaño esperado. El 

fragmento de P CR se secuenció completamente para confirmar que no tuviera 

errores (Secuencias en el anexo). 

Los vectores pRSET son vectores de expresión derivados del plásmido 

pUC diseñados para un alto nivel de expresión y purificación de genes clonados 

en E. coli. Esto es posible por la presencia del promotor T7; además, los insertos 

de DNA son c alocados río a bajo y en fase con u na secuencia que codifica un 

péptido de fusión en el amino terminal. Esta secuencia incluye un codón de 

iniciación de la traducción ATG, un sitio de unión a ribosomas funcional, una 

bandera de polihistidinas que funciona como un dominio de unión a metales en la . 
proteína traducida, una secuencia del gene 1 O del fago T7 estabilizador del 

transcrito, el epítope Xpress TM para identificar a la proteína expresada utilizando 
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anticuerpos específicos dirigidos contra esta región y la secuencia de 

reconocimiento de ruptura por la enterocinasa. 

Para la expresión del gen mutA en E. coli se seleccionó el plásmido 

pRSET A (lnvitrogen), al cual se le ligó el fragmento de ADN amplificado por PCR 

que contiene e 1 probable gen mutA digerido y purificado del gel (Fig. 11 ). Este 

plásmido pRSET A-mutA se purificó de E. coli DHSa y se comprobó que tuviera el 

inserto de mutA por digestión con las enzimas BamHl/EcoRI (Fig. 12). 

1 2 3 

+--~ 
~ 

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa del fragmento de PCR correspondiente 
al gen mutA y del plásmido pRSET A digeridos. Carril 1, pRSET A digerido con 

BamHI /EcoRI purificado del gel. Carril 2 marcador de PM de 500 pb. Carril 3, gen mutA 
completo digerido con BamHI /EcoRI purificado del gel. 

35 



1 2 3 

1.9 kb 

Figura 12. Electroforesis de los productos de la digestión del plásmido 
pRSET A-mutA con SamHI y EcoRI. Carril 1, pRSET A-mutA sin digerir. Carril 2, 

pRSET A-mutA digerido con BamHl/EcoRI. Carril 3, Marcadores de peso 
molecular de 500 pb. 

VIII. 2 Amplificación del gen mutB en pRSET A. 

El gen mutB se amplificó usando como templado el plásmido pBX4 

previamente obtenido en el laboratorio (Luz-Madrigal, 2002) y los primers B/ATG 

y B/STOP diseñados en este trabajo. El codón de inicio GTG original de S. 

erythraea se cambió por ATG que es el usado en E. coli. En principio se utilizó la 

polimerasa del Sistema Triple Master (Eppendorf, Alemania) pero no se 

obtuvieron productos, por lo que posteriormente se amplificó con la ADN 

polimerasa Pfx (lnvitrogen). En la figura 13 se muestran los resultados donde se 

puede observar que aunque se obtiene un barrido, se ve claramente una banda 

de ADN del tamaño esperado (2.3 Kb) en el sistema con enhancer 1X. 

36 



1 2 3 4 6 7 

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificación del 
gen mutB. Carril 1, marcadores de peso molecular de 500 pb; carriles 2 y 3, productos 
de PCR con la ADN polimerasa Platinum Pfx (lnvitrogen) con enhancer 1X, Carriles 4 y 
5, productos de PCR con la enzima Platinum Pfx sin enhancer; Carriles 6 y 7, productos 

de PCR con Sistema Triple Master (Eppendorff). 

1 2 

+- 2.3 Kb 

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa del fragmento que contiene el gen 
mutB purificado. Carril 1, gen muta completo purificado. Carril 2, Marcadores de peso 

molecular de 500 pb. 
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El fragmento de 2.3 Kb se purificó del gel (Fig. 14) y la secuencia demostró 

que no presentaba errores (Ver anexo de las secuencias). Posteriormente se 

digirió tanto el fragmento como el plásmido pRSET A con BamHI y EcoRI (Fig. 

15). Después de la ligación y la transformación, se seleccionaron 2 colonias al 

azar y se comprobó la construcción por digestión con las mismas enzimas de 

restricción (Fig. 16) y por secuencia (Ver anexo para secuencias). 

1 2 3 

2.3 kb 

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa del fragmento muta y del plásmido 
pRSET A digeridos con SamHI y EcoRI. Carril 1, plásmido pRSET A digerido con 

BamHl/EcoRI y purificado. Carril 2, marcador de pesos moleculares de 500 pb. Carril 3, 
el gen mutB completo amplificado por PCR y digerido con BamHI/ EcoRI purificado. 
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1 2 3 4 5 

2.3 kb 

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la digestión del 
plásmido pRSET A-mutB completo. Carril 1, preparación 1 del plásmido pRSET A­

muta sin digerir. Carril 2, plásmido pRSET A-muta digerido con aamHI/ EcoRI. Carril 3, 
marcador de PM de 500 pb. Carril 4, preparación 2 del plásmido pRSET A-muta 

completo digerido con aamHI/ EcoRI. Carril 5, plásmido pRSET A-muta sin digerir. 

Vlll.3. Expresión y purificación de las proteínas MutA y MutB. 

Teniendo las construcciones pRSET A-mutA y pRSET A-muta se procedió 

a transformar a la cepa de E. coli BL21 (DE3)plysS para expresar tanto el gen 

mutA como el gen muta de Saccharopo/yspora erythraea CA340. Después de la 

transformación se seleccionaron 4 clonas al azar de cada uno de los plásmidos 

para llevar a cabo una cinética de la expresión de las probables proteínas MutA y 

MutB. En la figura 17 se presentan los resultados de la electroforesis en 

condiciones desnaturalizantes de los lisados totales de E. coli, donde se puede 

observar que existen bandas de proteínas mucho más intensas que las demás 

que pueden corresponder a las proteínas MutA (69 kDa) y M utB (PM 85 kDa). 

También se puede observar que desde las 3 horas de incubación después de la 

inducción hay una buena cantidad sobre todo de la proteína MutA. Para 

establecer si las proteínas MutA y MutB se encontraban en forma soluble o en la 

fracción insoluble (cuerpos de inclusión), las muestras se centrifugaron después 

de haber sido sonicadas y se observó que la mayor parte se localiza en la 

fracción insoluble (Fig.18). 
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Figura 17. SDS-PAGE de los Usados totales de E. coli BL2(DE3) conteniendo los 
plásmidos pRSET A-mutA y PRSET A-muta crecidas a 37°C e incubadas O, 3 y 24 

horas después de la adición de IPTG. 

MutB 
MutA 

1 2 

MutA 

1 2 

MutB 

Figura 18. SDS-PAGE de los extractos libres de células (Carril 1) y de la fracción 
insoluble (Carril 2) de E. coli BL21 (DE3) conteniendo el pRSET A-mutA y pRSET A­

mutB. 
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Posteriormente se purificaron las dos proteínas a través de la bandera de 

histidinas que se incluye en la construcción en p RSET A. La proteína MutA se 

eluyó desde 50 mM de imidazol, lográndose una purificación de más del 90% con 

150-250 mM de este compuesto (Fig. 19). 

De igual manera se logró la purificación de MutB, la cual eluyó con 100 

mM de imidazol (Fig. 20). Hay que mencionar que el peso molecular de las 

proteínas se incrementa en 3 kDa debido a la parte proteica que se agrega por la 

construcción en pRSET A. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 19. Purificación de la proteína MutA expresada en E. coli BL21{DE3) por 
Cromatografía de Afinidad de iones metálicos {IMAC). 

Carril 1, Extracto total libre de células de E. coli BL21 {DE3) pRESET A-mutA. Carril 2, 
Material que no se pegó a la columna. Carril 3, Lavado de columna sin imidazol Carril 4, 

Elución con 20 mM de imidazol. Carril 5, Elución con 50 mM de imidazol. Carril 6, Elución 
con 100 mM de imidazol. Carril 7, Elución con 150 mM de imidazol. Carril 8, Elución con 
200 mM de imidazol. Carril 9, Elución con 250 mM de imidazol. Carril 1 O, Marcadores de 

peso molecular (Benchmark Protein Ladder, lnvitrogen). 
La flecha señala la proteína MutA con una masa molecular aproximada de 69 kDa. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 20. Purificación de la proteína MutB expresada expresada en E. coli 
BL21 (DE3) por IMAC. 

Carril 1, Extracto total libre de células de E. coli BL21 (DE3) pRESET A-mutB. Carril 2, 
Material que no se pegó a la columna. Carril 3, Lavado de columna sin imidazol. Carril 4, 
Elución con 20 mM de imidazol. Carril 5, Elución con 50 mM de imidazol. Carril 6, Elución 
con 100 mM de imidazol. Carril 7, Elución con 150 mM de imidazol. Carril 8, Elución con 
200 mM de imidazol. Carril 9, Elución con 250 mM de imidazol. Carril 1 O, Marcadores de 

peso molecular (Benchmark Protein Ladder, lnvitrogen). 
La flecha señala la proteína MutB con una masa molecular aproximada de 85 kDa. 

E. coli se escogió como organismo huésped en este trabajo ya que ofrece 

ciertas ventajas. La primera es que el contenido de cobalamina de este 

microorganismo es negligible bajo condiciones aeróbicas. En segundo lugar, las 

subunidades de la mutasa se pueden obtener libres de otra MCM ya que E. coli 

no sintetiza a esta enzima [McKie et al., 1990]. Hay que mencionar que la mutasa 

de este organismo es monomérica y está codificada por el gene sbm (sleepy 

beauty mutase) nombrada así porque aparentemente no se expresa (Haller et al., 

2000). 

En este trabajo se clonaron los genes de las dos subunidades de la MCM 

de S. e rythraea sin región r egulatoria para que quedaran bajo 1 a influencia del 

promotor T7, lográndose una buena expresión de las dos proteínas, 

principalmente de MutA, aunque una buena parte de las proteínas MutA y MutB 

se encontraron en la fracción insoluble como cuerpos de inclusión, los cuales son 

difíciles de romper. Esta característica ya había sido observada en E. coli para un 

gran número de proteínas h eterólogas [Leow et a/., 2004]; sin embargo, se ha 

reportado que modificando las condiciones de inducción o bajando la temperatura 
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de crecimiento de este organismo a 25ºC se puede lograr una mayor producción 

de estas enzimas en forma soluble [Castellanos-González et al., 2002]. 

Connell (2001) comenta que la expresión de proteínas de actinomicetos en 

otros microorganismos podría resultar difícil por las diferencias en la preferencia 

del uso de codones que existen entre estos organismos y los que usualmente se 

utilizan para este fin, sin embargo se encuentran en la literatura ejemplos de 

expresión y purificación de proteínas de actinomicetos, principalmente en E. co/i. 

Tal es el caso de la proteína fosforibosil isomerasa (PriA) de Streptomyces 

coelicolor que fue expresada en E. coli utilizando el plásmido pET15b (Novagen) 

y posteriormente purificada y cristalizada exitosamente [Wright et al., 2004]. 

También, Skinner et al. (1995) reportan la expresión de las subunidades de las 

subunidades de la a.-cetodeshidrogenasa de cadena ramificada de Streptomyces 

avermitilis. En todos estos casos mencionados se ha eliminado 1 a región 5' no 

codificante para tener los genes que se van a expresar bajo la regulación de un 

promotor de E. coli. 

Por lo que respecta a la expresión de la metilmalonil-CoA mutasa en E. coli 

se ha reportado una buena producción de esta enzima de Porphyromonas 

gingivalis [Jackson et al., 1995], de Propionibacterium shermanii [McKie et al., 

1990] y de Amycolatopsis mediterranei [Zhang et al., 1999]. Por otro lado, en el 

caso de la mutasa de Streptomyces cinnamonensis se expresó en Streptomyces 

lívida ns TK64 dando una actividad 5 a 1 O veces mayor que la de la cepa original 

[Birch et al., 1993]. 

En cuanto a la expresión de genes que codifican para proteínas de 

Saccharopolyspora erythraea en E. coli hay muy pocos ejemplos. Uno de ellos es 

la expresión del gene rppA que codifica para un pigmento difusible dándole una 

coloración roja a las clonas de E. coli que lo sintetizaron [Cortés et al., 2002] . 

Otro es la expresión del gen ermE que codifica para una metiltransferasa 

que confiere resistencia a los antibióticos eritromicina, lincosamida y 

estreptogramina B. La expresión de este gene le confiere a E. coli la capacidad 

de crecer en presencia de eritromicina, correspondiendo e 1 grado de expresión 

con el grado de resistencia [Vester y Douthwaite, 1994]. 
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Vlll.4. Formación del heterodímero. 

Para demostrar que estas dos proteínas forman parte del heterodímero 

con actividad de MCM, se trató de reconstituir el complejo en presencia de 

adenosilcobalamina. En la fig . 21 se muestran los resultados de la electroforesis 

en condiciones no desnaturalizantes y se puede observar una banda muy clara 

que corresponde al peso del heterodímero. 

MPM MutA-MutB MutB MutA 

... . 
MutA/MutB 

+--MutB 
+--MutA 

Fig. 21. Formación del heterodímero MutA-MutB analizada por ND-PAGE. 

Vlll.5. Determinación de la actividad de mutasa. 

Posteriormente se determinó la actividad de MCM tanto en las proteínas 

purificadas solas (MutA y MutB) como en el heterodímero. Los resultados 

obtenidos mostraron una actividad de 100 pmoles mg-1 min-1 en la mezcla de 

reacción donde se adicionó la mutasa reconstituida a partir de las dos 

subunidades expresadas en E. coli y purificadas (Tabla 1 ). Esta actividad es 4 

veces menor que la obtenida con los extractos libres de células de S. erythraea, 

lo que indica que la reconstitución se ha logrado parcialmente. Los 

cromatogramas obtenidos por HPLC se muestran en las figs . 22-26. 
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Tabla 1. Actividad de Metilmalonil-CoA Mutasa. 

Muestra Actividad Específica 
(pmoles succinil-CoA mg·1 min"1

) 

Enzima reconstituída 100 

ELC S. erythraea 400 

ELC E. coli pRSET A 9.3 

MMCoA 
+--- Suc-CoA 

14 .ez 

.:>e 

Fig. 22. Cromatograma de la mezcla de metilmalonil-CoA y succinil-CoA 
comerciales y separados por HPLC. 
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CHAHHEL A INJECT ZZ-19-98 9Z;4S:57 STORED TO BIH # 

1Z.91 
14 .19 

8.94 

•iil-. --MMCoA 
) 

Z3 .39 '' · 

Suc-CoA 

Fig. 23. Cromatograma de la mezcla de reacción de la MCM recombinante 
reconstituída e incubada una hora. 

Z.38 

MMCoA 

Fig. 24. Cromatograma de la mezcla de reacción con MCM recombinante 
reconstituída a tiempo cero. 
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CHAHHEL A IHJECT zz~tt-98 97:87:37 STORED TO BIH • 9 

.99 

7.98 7.38 

10 .12 
~~==========--~z~.76 lZ.40 ._____ 

Succinil-CoA 

Z.9 • 4 

Metilmalonil-CoA 

Fig. 25. Cromatograma de la mezcla de reacción con ELC de E. coli con el plásmido 
pRSET A sin inserto incubada una hora. 

CHAHHEL A JHJECT 22-tt-98 96:47:36 STORED TO BIH 1 8 
.99 

.93 

Metilmalonil-CoA 

DATA SAVED TO BIH 1 8 

Fig. 26. Cromatograma de la mezcla de reacción con ELC de E. coli con el plásmido 
pRSET A sin inserto a tiempo cero. 
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IX. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que que E. coli es capaz 

de expresar genes de actinomicetos sin problema, siempre y cuando, se 

encuentren bajo la influencia de promotores que sean de este microorganismo. 

Por otro lado, el uso de codones con alto contenido de G+C de los actinomicetos 

no pareciera ser una limitante ya que este microorganismo expresa bien y en 

altos niveles, las proteínas provenientes de estos organismos, indicando que 

contiene los RNAs de transferencia para cualquier codón, a diferencia de lo 

indicado por Connell (2001 ). 

En conclusión: 

~ Los genes mutA y muta codifican para las dos subunidades de la 

metilmalonil-CoA mutasa de Saccharopolyspora erythraea CA340. 

~ Se logró una buena expresión en E. coli de las 2 subunidades de la 

metilmalonil-CoA mutasa de Saccharopo/yspora erythraea CA340. 

~ Que es posible reconstituir a la metilmalonil-CoA mutasa a partir de 

las dos subunidades expresadas y purificadas por separado. 

~ Que Escherichia coli es capaz de expresar genes de actinomicetos. 
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X. PERSPECTIVAS 

1.- Establecer si la proteína MeaB forma un complejo con la MCM. 

2.- Determinar la actividad de mutasa del complejo MeaB-MCM. 

3.- Interrumpir los genes mutB y meaB para determinar el papel de la MCM y de 

MeaB en el crecimiento de Saccharopo/yspora erythraea y la producción de 

eritromicina. 

4.- Aumentar la dosis de los genes mutA y mutB en S. erythraea para observar si 

hay incremento en la producción de eritromicina. 
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XII. ANEXO DE SECUENCIAS 

Xll.1 Gen mutA CON EL PRIMER CEC-2. 

:::crmrom::~ e CGiTroi.~ cru:::am::a:cm:crmx:rcmOOIG:AGK:~FCqrrcTC'OCCTGi'l' OCCGXIC'l'GCI' a::cro;;CGGGCTCGGGG AfCTC 
10 20 30 40 so 60 10 !o 90 ioo na 120 

:ca::CAGGG Gc1'hc TCC GGC e::: CGCTCG".' CGTCGAGTGC GC Ci'C CATGG 1IT cccc ATC GATC CT TATC G'l' c
1 
TCGTC GT PC AG xrccc G /lCCC AT TT GC T GT 

l30 i4li :so 150 170 180 : 90 200 2:0 220 230 

:CAC C.~GT CATGC TAGCCAT AC CATG ATGAT GATGATGATGAGAACC CCGC AT.~T GT ... TATCTCCTTCTTAAAG TTAAACAA A ATTA TT Td TAG AGGG 
240 250 260 270 280 290 300 310 320 l 33 

r GC G1' A':TGGG CGC TCTTCC GCTTCC 1' CGC c CAC TGAC T CGC TGCGC TCGG T CGTT CG GC TGCG GC GA G CGG TATO AGC TCACT CAAAG Ge 
410 44C 450 460 470 48C 490 500 510 
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Xll.2 Gen mutB CON EL PRIMER B/XMA. 

llll c::I=~m:.'TIO>Ca::c==c== 
10 20 .l ~ 40 so 60 70 80 

C'TC:C'rrGC:CDGTC:"rCGGC CA.GCAGCGCGl'CGl'TCCN: CGC CC GGCJG; CG 
100 . 110 12 0 130 90 
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Xll.3 Gen mutB CON PRIMER Mut1. 
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Xll.4 Gen mutB CON PRIMER VNE. 

NJ ?J ·· :~r: . 
11' 

~-,...,,~ ,.,...,,..,.,,~~; ...:r:OO:: "'":'·~.:'lr':O::OiO-:a' :J'C Gf¡j ::G j fT1::ioo;_ ~ 

~·: ~r ce .. ~r ~e 

.11· 
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Xll.5 Gen mutB CON PRIMER CS1. 

63 



Xll.6 Gen mutB CON PRIMER XKB1. 
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Xll.7 Gen mutB CON PRIMER 170178. 

a;;: :..m:;::.:<: .. !1.;.rr:;:tr.t :'!.-a'=:JG~1..:.:· f':o-~.)};~ ~OO?J;o:~ .. ."",J'..Nt.X ..:c,.:oca:..":' ~... tc:x· ... . .. CG'C~ 1 X ':' ""'7 ~ ('~:'CO:.:TCCICGTGC 

l,.. ,:: · ~" .; ; ;; .- 6~ 'i'I A~ ~r 1:.i( l f l ¿l • '; 

'.~~ ... G':X {':Gt." (.'C:X: 7 CT '! :.:>~G.:G 0 1·0.:·.ruic Gcc·.:- :-c GiVij ':"("l':" G('AGG .tc:C T ... C/.CC ~~ /c.~ ~'!'C.C: :: ;v.;; -:c~ /\OCJ .... G .~ G i'L3AA!'T " GAJG'.:' 7TGr\1' ('('(l 

H: , . 1€< : ·' ~ j;;~ 1~: 2\lC ~)1 ~':.!'. 2-':110 
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Xll.8 Gen mutA CON AH. 

. • ~l ¡a:¡._-.; 1) ..(('r.i'CJ.i?CJ,;,;.O .. ~o:u~a"'.(G'-' .... l :O...~'t'!' ':' ~~""G\n~oc ::7(:~rT G":'('J(".;,..'\. 7zy lGCC*l'cf' U-" C ~V'.:o~ a: . ... : ·i-oo: G.ti: ~G :~1'.GQ;v.,cTcC':' ·· 

~t ~: ..¡r ~: 1: r; , 1 1) ( :r ~-;::e 

"\* u.: : :: ~c,;,:GC G 1\ G ~ . • .• .' Cf1 rJ:. J\ IL·'.: 3( : 011•:.. 3L"O G ~ . .' C(: Q::. 0 :.: ~;r;';: ' l'C-3 CA(: ·;:'Gt;C CL ' 1: '3 1i.3C ·\ CU .V: \i(" CG" 'T' !"o\ - <: T':' ·--.~ ~ G:' OCi Co .: •::": 
.;.,,: · .; ,:. ~ .~:;: ~F . '1 ;r>: .:J, 1 1~~1 
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Xll.9 Gen mutA CON T7XX430. 
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Xll.10 Gen mutA CON PRIMER ACH460. 

-· ~l'.r 'Yl ~. ~rr,,~ ·'~ .:: :J "'("'1' ('QlG~._ "Q';(SQ...""(r_G~"'"~'J\):OT,._"t)j'_;,:.:m:: ~~!j (J} ~ '' '1'..: t:IC.C r "'4CG~ 
• r 4 ~ :.¡f ·.: Jl 1 :ic 1 ' 1" li ' 
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Xll.11 Gen mutA CON PRIMER A/STP . 

. .>~·~· ; :;. ··a u..;rru c.: 'f'ü.7rCT:'{.:'lr ... ,;.na: 'i. - -~G.1.Y.7t!U • · ·~~- ·~co: ·xx:CTL·:Ta": ... ~~ _ .. :t: ';i~Gl".~""''(''*' G:.'iT'fr.....-:;.""'1?<:-... ~::·G:\:'"" 'CiX. • - 1.3-4:7::3.:o:: ::: 
ic · ·· ''~ ·t ..:,:i fit_:. ·•1c ec 'i:J 1r:1c 1r. 1l :l 1j 

ESTA TESIS NO s 
OE LA BIBIAIOTECA 
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Xll.12 Gen mutB CON PRIMER B/ATG. 

•r."-. ':rU':...:::1..a_·¡,.._r_ ·1. • · ttO"J.. .. . ~ tcr:N:: .::¡:-:·._.· .... ;.:; · )-~~ ........... (r::\.tl;.Y. ~.'·~.v;:;.~-~~- : ·1 r.C .: ~3 ·r:!.i"ü x:.._-~, .. ::x 

2;: ¡r ~" <u b~ 80 '1ú 

· -:;~-;. :; 7' GG ·G>; -- 3 ... -:- ."'1~>, :"•-":" ..,"'G.!.C¡., - G -G:"' :"'G :'.,; "''7C r,.. '""G~G(.;3r'¡. 1':"'~"' .~t.; ... ': GG A:;c.(;!;). :'(.::,\ :; ~·c; TC :' :: c Jt.: u5L C J A ~ :.3 1tM 

,.,. " ¡~ i 'Í~ 4~: iE1 ·:.•~ ·HW -tll1J ' .~. 

1 , /\\ J'•t '\ ) 
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Xll.13 Gen mutB CON PRIMER Ci2. 
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