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RESUMEN

La resistencia a los antibioticos es actualmente una de las mayores amenazas para la salud mundial,
la seguridad alimentaria y el desarrollo socioecondmico, segiin la OMS al menos 700.000 personas
mueren cada afio por esta causa. Un nimero creciente de bacterias se han vuelto resistentes a los
antibidticos, por ejemplo, a través de la produccion de B-lactamasas. El acido clavulanico (AC) es
uno de los compuestos capaces de inhibir las B-lactamasas, sin embargo, este tiene un alto costo en
el mercado, en parte debido a los bajos niveles de produccidn obtenidos con la cepa de tipo salvaje,
Streptomyces clavuligerus (S. clavuligerus). Con el fin de generar estrategias que permitan mejorar
la produccidn del AC, en el presente trabajo de investigacion, se aplicaron herramientas de biologia
molecular para generar un organismo recombinante de S. clavuligerus ATCC27064 con el gen
bldD sobreexpresado.

El gen bldD, es un regulador global asociado con la formacion de hifas aéreas y la esporulacion
durante el crecimiento en algunas especies de Streptomyces, sin embargo, se desconoce su efecto
regulador sobre la produccion del AC en S. clavuligerus. La sobreexpresion del gen bldD en el
plasmido integrativo pIB139, permitio evaluar su efecto sobre la biosintesis del compuesto de
interés (AC), el crecimiento de la biomasa y el efecto fisiologico sobre el fenotipo morfoldgico. La
medicion del AC se realizO mediante cromatografia liquida (HPLC) y los datos obtenidos
mostraron una mayor produccion del AC en las bacterias recombinantes con el gen bldD
sobreexpresado cuando se compard con el control durante las primeras fases de crecimiento. Asi
mismo, la sobreexpresion del gen bldD afectd la morfologia de la bacteria, favoreciendo la

formacidn de hifas aéreas asociadas con la produccion de metabolitos secundarios en Streptomyces

Spp.

Palabras clave — Acido clavulanico, sobreexpresion génica, Streptomyces clavuligerus,
gen bldD
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ABSTRACT

Antibiotic resistance is currently one of the greatest threats to global health, food security and
socioeconomic development, according to the WHO at least 700,000 people die each year from
this cause. An increasing number of bacteria have become resistant to antibiotics, for example,
through the production of B-lactamases. Clavulanic acid (CA) is one of the compounds capable of
inhibiting -lactamases, however, it has a high cost in the market, partly due to the low production
levels obtained with wild-type strain, Streptomyces clavuligerus (S. clavuligerus). In order to
generate strategies to improve CA production, in the present research work, molecular biology
tools were applied to generate a recombinant organism of S. clavuligerus ATCC27064 with the
bldD gene overexpressed.

The bldD gene is a global regulator associated with formation of aerial hyphae and sporulation
during growth in some species of Streptomyces, however, its regulatory effect on CA production
by S. clavuligerus is unknown. The bldD overexpression in the integrative plasmid pIB139,
allowed to evaluate its effect on the biosynthesis of the compound of interest (CA), the growth of
the biomass and the physiological effect on the morphological phenotype. Measurement of CA was
carried out by liquid chromatography (HPLC) and the data obtained showed a higher CA
production by the recombinant strain with the bldD gene overexpressed compared the control strain
during the first growth phases. Likewise, the overexpression of the bldD gene affected the bacteria
morphology, favoring the formation of aerial hyphae associated with production of secondary

metabolites in Streptomyces spp.

Keywords — Clavulanic acid, gene overexpression, Streptomyces clavuligerus, bldD gen
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, las infecciones representan una causa comun de morbilidad y mortalidad en todo
el mundo [1], segun un informe de la OMS sobre el consumo de antibiéticos entre 2016 y 2018,
los antibioticos fB-lactdmicos son los mas consumidos en América [1]. Desafortunadamente, un
namero creciente de bacterias se ha vuelto resistente a los antibioticos, por ejemplo, a través de la
produccion de B-lactamasas, lo que hace que la resistencia bacteriana sea uno de los problemas de

salud publica mas urgentes del mundo [2].

El acido clavulanico (AC) es uno de los compuestos capaces de inhibir las -lactamasas, sin
embargo, este tiene una disponibilidad de mercado limitada debido a su complejo proceso de
produccidn, tanto en lo que respecta a la tecnologia como a los derechos de propiedad intelectual
[3]. EI AC es un metabolito secundario con interés farmacéutico, cuya complejidad quimica
actualmente no permite que la sintesis quimica reemplace a la fermentacion para su produccion, y
aun asi los rendimientos de produccion mediante la cepa de tipo salvaje de Streptomyces
clavuligerus (S. clavuligerus) es bajo (aproximadamente 1g/L) [4]. Considerando la baja
produccién de este acido y su importancia social y econdmica, la mejora genética es una de las
estrategias que mejores resultados ha mostrado para aumentar su produccion [4]. Sin embargo, los
mecanismos de regulacién que controlan su produccién ain no se han elucidado por completo, por
lo que un mejor entendimiento de estos podria ayudar a generar nuevas cepas recombinantes con

mayores rendimientos de AC y a un menor costo.

El gen bldD, es un regulador global que controla la expresion de mualtiples genes involucrados en
la diferenciacion morfoldgica y biosintesis de antibioticos en Streptomyces spp. No obstante, su
papel sobre la produccion del AC no ha sido estudiado previamente. El presente proyecto busca
contribuir al entendimiento de la biosintesis del AC mediante el uso de diferentes técnicas y
herramientas de biologia molecular para generar un organismo recombinante de S. clavuligerus
ATCC27064, en el cual se sobreexpresa el gen bldD. Asi mismo, se busca evaluar el efecto de la
sobreexpresion en la formacidn de hifas aéreas y esporas, con el fin de establecer una relacion entre

el gen bldD vy la diferenciacion morfolégica de S. clavuligerus.
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2. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Aplicar herramientas de biologia molecular para generar una estrategia que permita evaluar
el papel biosintético de un gen, sobre la produccion de un metabolito secundario con potencial

farmacéutico.

B. Objetivos especificos

e Generar un organismo recombinante que permita estudiar el rol del gen de interés en la
biosintesis del metabolito secundario.

e Determinar el efecto biosintético del gen de interés sobre la produccion del metabolito
secundario en la célula huésped.

e Evaluar el posible efecto fisiologico del gen de interés sobre el fenotipo morfolégico y/o

crecimiento celular de la célula huésped.
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3. MARCO TEORICO

bld incluido el inhibidor de B-lactamasas, AC [5]. El AC, inhibe eficazmente la actividad de las
enzimas fB-lactamasas, que son responsables de gran parte de la resistencia a la penicilina [3] [6].
Este metabolito secundario parece ser activo contra un amplio espectro de bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas; sin embargo, en relacion con otros antibiéticos de amplio espectro como la
tienamicina, su actividad antibidtica es relativamente baja [7]. Como resultado, no ha sido posible
utilizar AC como un producto antibacteriano administrado Unicamente. Mas bien estd co-

formulado con otros antibidticos de amplio espectro, que son susceptibles a las B-lactamasas [7].

A nivel celular los metabolitos secundarios son regulados para conectar el metabolismo secundario
con el entorno celular, entendiéndose como metabolismo secundario a aquel conjunto de reacciones
bioquimicas que no son imprescindibles para la supervivencia de un organismo. Existen varios
niveles de regulacion que involucran diferentes tipos de genes reguladores funcionando de
diferentes formas. Estan los genes que codifican para reguladores pleiotropicos (o globales) y los
que codifican para reguladores especificos de las rutas metabolicas [8]. El rendimiento en la
produccién de metabolitos secundarios esta estrechamente relacionado con las condiciones de la
fermentacion y las caracteristicas genéticas de los organismos productores. El estudio de genes
reguladores que influyen en la biosintesis de metabolitos secundarios en Streptomyces, no solo
proporciona una base tedrica para su biosintesis, sino que también ayuda a disefiar estrategias para
aumentar el rendimiento de los antibioticos mediante la manipulacion molecular de estos genes

reguladores [8].

La regulacidn genética involucra el proceso de activar y desactivar genes, asegurando que los genes
apropiados se expresen en los momentos adecuados. Un gen regulador global es aquel que regula
simultdneamente numerosos operones a traves de sistemas reguladores y puede ayudar a un
organismo a adaptarse a cambios importantes en el medio ambiente o entorno; mientras que la
expresion de los genes estructurales es controlada por un gen regulador especifico que codifica
para una proteina [9].

En Streptomyces, los genes tipo bld son necesarios para la formacion de hifas aéreas y esporas [10],

se ha encontrado que los mutantes de bld en Streptomyces coelicolor (S. coelicolor) bloqueados en
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una etapa temprana del desarrollo, no pueden erigir hifas aéreas, exhibiendo un aspecto “calvo”,
sin la morfologia caracteristica de la cepa de tipo salvaje [11]. Algunos genes tipo bld han sido
evaluados en S. clavuligerus; en un estudio se realizé un analisis proteémico comparando la cepa
de tipo salvaje de S. clavuligerus y dos mutantes que carecen de los reguladores globales bldA y
bldG (el bldA regula el desarrollo morfoldgico y bldG regula la produccion de AC y cefamicina)
[12] [13]. Los autores demostraron que el mutante bldA redujo la produccion de AC en un 80%,
mientras que en el mutante bldG no se detectaron niveles de AC en comparacion con la cepa de
tipo salvaje [12] [13].

El gen bldD no ha sido estudiado en S. clavuligerus, pero si en S. coelicolor (organismo modelo),
donde se demostré que bldD es un regulador transcripcional importante para el desarrollo
morfologico y la produccion de antibioticos [14]. Los reguladores bld se denominan bold (calvos
en espafiol), porque las mutaciones en los genes correspondientes impiden la formacién de hifas
aéreas reproductoras que imparten una apariencia “borrosa” a las colonias de tipo salvaje [15] [16].
Estudios han mostrado que el regulador bldD en S. coelicolor se encuentra en la parte superior de
la jerarquia de desarrollo, reprimiendo la transcripcion de ~170 genes de esporulacion durante

el crecimiento vegetativo [14] [15].

Para estudiar el rol del gen bldD en S. clavuligerus se plantea su sobreexpresion genica, la cual se
puede llevar a cabo por un proceso de amplificacion geneética, que conduce posteriormente al
aumento de la proteina diana. La sobreexpresion génica es un enfoque genético poderoso para el
descubrimiento de vias metabolicas y fenotipos [17], el cual imita mutaciones de ganancia de
funcion, complementa fenotipos de pérdida de funcion y permite investigar la funcion de genes
esenciales y no esenciales [18]. Para llevar a cabo lo anterior, primero es necesario realizar una
transformacion, la cual consiste en la introduccion de alguna molécula de ADN dentro de una célula
viva [19].

La mayoria de las bacterias son capaces de tomar el ADN del medio en el que crecen, aungue, a
menudo una molécula de ADN absorbida de esta manera se degrada, ocasionalmente puede
sobrevivir y replicarse en la célula huésped, en particular, esto sucede si la molécula de ADN es

un plasmido con un origen de replicacién conocido por el huésped [19]. Sin embargo, no todas las
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especies de bacterias son igualmente eficientes en la captacion de ADN. Por ejemplo, la bacteria
Escherichia coli (E. coli), es especialmente utilizada en los procesos de transformacion, al tornarse
competente mediante la adicion de una solucion salina (CaCl.) y la elevacion de la temperatura a
42°C. De esta manera, el ADN es facilmente absorbido hacia el interior del citoplasma de E. coli
[19].

El ciclo de vida del género filamentoso, Streptomyces, comienza con la germinacion de una espora
y el crecimiento del micelio sustrato vegetativo que luego pasa por diferenciacién fisiolégica a un
estado productor de antibidticos y diferenciacion morfoldgica para erigir hifas aéreas que
finalmente terminaran dando paso a la formacion de esporas [20]. En S. coelicolor, la produccion
de antibioticos esta relacionado con la formacion del micelio aéreo [20]. Por tanto, el estudio y la
modificacion genética de genes reguladores involucrados con la biosintesis de metabolitos
secundarios y desarrollo morfologico, como el caso del AC en S. clavuligerus, podria ser una
estrategia efectiva para contribuir a elucidar los complejos mecanismos de regulacion que

gobiernan los metabolitos secundarios, asi como una estrategia para mejorar su produccion.
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4, METODOLOGIA

4.1. Cepas bacterianas y plasmidos

Escherichia coli DH5-alfa fue facilitada por la coleccion general de cultivos del grupo Bioprocesos
de la Universidad de Antioquia. Se comprd Escherichia coli DSM 11539 a la coleccién alemana
de microorganismos DSMZ del Instituto Leibniz. S. clavuligerus ATCC 27064 y el vector pIB139
fueron amablemente proporcionados por el instituto INBIOTEC de la Universidad de Ledn
(Espafia). El kit de clonacion TOPO-TA (Invitrogen®) se utiliz para clonar productos de PCR
con colas de adeninas. El plasmido integrativo, pIB139 se utilizd para sobreexpresar el gen de
interés en S. clavuligerus.

Se utilizo la cepa de E. coli DH5-alfa para mantener el vector TOPO-TA. El vector se propago en
E. coli DSM 11539 para obtener ADN no metilado y transformar la cepa de S. clavuligerus. El
plasmido TOPO-TA se aislo de E. coli DSM 11539 usando el kit QlAprep Spin Miniprep de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los transformantes de las cepas de S. clavuligerus y
E. coli se seleccionaron con apramicina (40 pg / ml) y ampicilina (40 pg / ml) de acuerdo con las
caracteristicas del vector. El producto del gen previamente purificado se clono primero en el vector
de clonacion TOPO-TA (Invitrogen®) para facilitar la clonacion con colas poli(A) y luego se cloné

en el vector pIB139 usando enzimas de restriccion y una ligasa.

4.2. Condiciones de los medios y el cultivo

E. coli se cultivo en el medio Luria Bertani (LB) con antibiético cuando fue necesario. Los cultivos
se realizaron a 250 rpm y 37°C, entre 12-16h. La cepa silvestre de S. clavuligerus ATCC27064 y
las cepas mutantes relacionadas se cultivaron en caldo de soja tripticaseina (TSB) a 28°C y 220
rpm, entre 24-36h. Para la produccion de AC se usaron erlenmeyers de 250 mL y 50 mL del medio
de produccion de AC descrito por Ramirez-Malule (2018) [21]; se aplicé apramicina (40 pg/mL)
cuando fue necesario. EI medio R2YEG se uso para la transformacion genética de S. clavuligerus
[22], mientras que el medio GYM se usd para su esporulacion, este Gltimo se prepard con una
concentracion de glucosa 4 g/l, extracto de levadura 4g/l, extracto de malta 10 g/l, CaCO3 2 g/l y

agar 15 g/l ajustado a pH 7,3.
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4.3. Extraccion de ADN gendmico de S. clavuligerus

S. clavuligerus ATCC27064 fue cultivada en medio TSA, a 28°C durante 24-36 horas.
Posteriormente, se tomé una colonia y se adicion6 a 50 pul de H.Odd. Para la lisis celular, la muestra
se calent6 por 30 min a 95°C. Finalmente, 5 ul de la solucién anterior se usé como ADN plantilla
para la PCR.

4.4. Amplificacion y purificacion del gen de interés.

El gen de interés (bldD) se amplific6 mediante PCR utilizando ADN cromosémico de S.
clavuligerus como plantilla. Para la PCR, en un tubo eppendorf se adicion6 5ul de ADN, los
componentes del Kit Smobio®: 4ul de PCR Mix (Tag polimerasa, dNTPs, el cofactor Mg), dos
cebadores especificos (0,6ul FW y 0,6ul RV), 1ul de DMSO 5% vy 8,8l de agua milliQ, para un
total de 20 pl de reaccion. El tiempo y la temperatura en la técnica de PCR se estandarizaron de
acuerdo con la temperatura de hibridacion de cada cebador, en 7 pasos: 1. Calentar a 95°C durante
12 min, 2. Mantener a 95°C durante 20 segundos, 3. Bajar a 55°C durante 30 segundos, 4. Subir a
72°C durante 1 min, 5. Repetir pasos del 1-4 por 30 veces, 6. A 72°C durante 20 min (para la cola
poli(A)), 7. Mantener a 4°C. Los cebadores especificos al gen bldD (501 pb) fueron amablemente
proporcionados por el Grupo de Bioprocesos de la UdeA,; las secuencias de cebadores para el gen
se obtuvieron de bases de datos, por ejemplo, NCBI [23]. La visualizacién del ADN amplificado
se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). Todos los productos de PCR se
purificaron utilizando el kit E.Z.N.A Cycle pure (OMEGA). Los plasmidos se recuperaron
utilizando el mini kit de ADN plasmido E.Z.N.A (OMEGA).

4.5. Clonacion en el vector TOPO-TA, clonacion del gen de interés en el vector de expresion

(p1B139) usando enzimas de restriccion

El producto de PCR extraido correspondiente al gen bldD se ligd con el vector TOPO-TA mediante
clonacion TA usando el kit de clonacién TOPO-TA (Thermo). La composicion de la mezcla de
ligacion fue: 1 pL de vector TOPO, 4 uL de producto de PCR fresco y 1 pL de solucién salina. La

ligacion se realiz6 durante 20 min a temperatura ambiente. Luego, la reaccion se colocé en hielo
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mientras se procedia con la transformacion de E. coli. Después de la escision del TOPO-TA con
enzimas de restriccion (Ndel y Xbal), el gen bldD se ligo con el vector diana pIB139 de la siguiente
manera: 1 pL de 1-3 u/ puL. de ADN ligasa de T4 (Promega), 4 uL de tampo6n de reaccion 2X, 50
ng de ADN de vector, 150 ng de inserto del gen y dH>O hasta completar 20 uLL de mezcla. Se
proporciond incubacion durante la noche a 4 ° C para que tuviera lugar la reaccion de ligacion.

Posteriormente, células de E. coli se transformaron con el producto de ligacion y se evaluaron las
colonias transformadas. La insercién de bldD en el plasmido se confirmdé mediante gel de

electroforesis de agarosa al 1% (p / v) y secuenciacion.

4.6. Transformacién de S. clavuligerus con el plasmido recombinante

> Transformacion de E. coli
E. coli DH5-alfa, se uso inicialmente para el mantenimiento de plasmidos. E. coli DSM 11539 se
transformo con las construcciones para desmetilar el ADN. Se obtuvo E. coli DSM 11539
competente utilizando cloruro de calcio y usando el protocolo estandar de choque térmico [18].

> Transformacion de Streptomyces clavuligerus
S. clavuligerus se transformo por separado con el plasmido pIB139 y pIB139/bldD mediante
protoplastos. Para la preparacion de los protoplastos, S. clavuligerus se cultivo en 50 ml de medio
YEMEG (extracto de levadura al 3%, peptona al 5%, extracto de malta al 3%, sacarosa al 15% y
glicerol al 1%) durante 60 horas, a 28°C y 220 rpm. El medio se centrifugo y el sedimento se tratd
con sacarosa al 10,3% y 50 ul de lisozima. Para la transformacion, 1 ug del plasmido recombinante
se mezcld con 100 pl de la suspension de protoplastos y 100 pl de polietilenglicol (PEG) al 40%.
Los protoplastos se regeneraron en medio R2YEG (sacarosa al 10,3%, K2SO4 al 0,025%, glicerol
al 1%, extracto de levadura al 2%). Finalmente, las colonias potencialmente transformadas se

seleccionaron utilizando 40 pug/mL de apramicina [24] [25].

4.7. Evaluacién de la transformacion de S. clavuligerus con p1B139/bldD

Los plasmidos recombinantes de plB139 con el gen bldD clonado (pIB139/bldD) se enviaron a

secuenciar a Macrogen Corea para verificar la integridad de bldD. Asimismo, la integracion del
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plasmido pIB139/bldD en el cromosoma de la cepa silvestre de S. clavuligerus se validé mediante

la amplificacion por PCR del gen aac(3) IV y su posterior visualizacion por electroforesis.

4.8. Evaluacion del efecto de la sobreexpresion del gen de interés en la produccion del
metabolito secundario y en el fenotipo morfoldgico de la bacteria

Para la produccion de AC, la cepa de S. clavuligerus transformada con el plasmido pIB139 y la
cepa con la sobreexpresion del gen bldD se cultivaron de acuerdo con lo establecido por Ramirez-
Malule (2018) [21]. Se tomaron muestras de 1 ml aproximadamente cada 24h, durante 6 dias. Las
muestras se centrifugaron a 14.000 rpm durante 12 min a 4°C. Los pellets se utilizaron para
determinar la concentracion de biomasa, mientras que 300 pL del sobrenadante de cada muestra se
mezclaron con 100 pL de imidazol para la derivatizacion del AC. La mezcla se dejo reaccionar por
15 min (100 rpm y 28°C) vy la reaccion se detuvo congelando la mezcla por 15 min a -20°C.
Posteriormente, la mezcla se filtro a traves de una membrana de PTFE de 0,2 um antes de analizar
el AC por HPLC. Todos los experimentos se realizaron por triplicado utilizando la cepa silvestre

de S. clavuligerus transformada con el vector de expresion pIB139 como control.

Se evalué el fenotipo morfoldgico al sembrar en medio GYM la cepa de control S. clavuligerus
pIB139 con la cepa S. clavuligerus pIB139/bldD durante 13 dias. De manera cualitativa se comparé

la formacidn de hifas aéreas y la esporulacién de cada cepa.

4.8.1. Determinacion de AC

El &cido clavulanico se cuantificO mediante cromatografia liquida (HPLC Agilent 1200), con las
siguientes caracteristicas: columna C18 XDB ZORBAX ECLIPSE - fase inversa agua milliQ, fase
mavil compuesta por una solucion de 94% v/v de KH2PO4 (50 mM, pH 3,2) y 6% v/v de metanol,

flujo 0,7mL/min y una matriz de diodos detectores. EI AC derivatizado se detecté a 311 nm [26].

4.8.2. Determinacion de la biomasa

La medicion de la biomasa se realizé por dos técnicas diferentes para la comparacion de sus

resultados:
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» Peso seco: Los tubos eppendorf con los pellets se secaron a 105°C durante 24 horas
antes de medir el peso seco de las células. Posteriormente, se lavaron los tubos
eppendorf con agua destilada retirando la biomasa, y se secaron en las mismas
condiciones para ser pesados Y restar su peso.

» Determinacion de ADN en medio de cultivo: Se calculd la concentracion de la biomasa
mediante la técnica de espectrometria para la determinacién del ADN presente en el
medio de cultivo, tomando como base una curva de calibracion estandar de esperma de
salmon. Se mezclaron 0,5 ml de cada una de las muestras de sobrenadante de caldo de
cultivo de S. clavuligerus o de la solucion de calibracion con 0,5 ml de 4cido perclérico
1 N, luego se sonicaron durante 15 minutos y se incubaron a 70°C durante 45 minutos,
posteriormente se enfriaron en bafio de hielo durante 5 minutos y se centrifugaron a
15009 durante 5 minutos a 4°C, después se mezclaron las muestras con 1 ml de reactivo
de difenilamina (1,5g de difenilamina y 1,5ml de H2SO4 en 100ml de &cido acético
glacial, antes de usar se adicioné 0,5 ml de acetaldehido al 1,96% ). Finalmente, se
incubaron las mezclas a 30°C durante 18 h y se midio su absorbancia a 599 nm [27].
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Amplificacion del gen bldD por PCR

Se usaron cebadores especificos para amplificar el gen bldD a partir del ADN gendmico de S.
clavuligerus ATCC27064. La Figura 1, muestra una banda de aproximadamente 500 pb obtenida
por amplificacién por PCR, que es consistente con el tamafio esperado (tamafio del gen 501 pb).
El producto de PCR eluido, que exhibi6 el tamafio predicho, se ligd luego al vector de clonacién
TOPO-TAy se transfirio a células E. coli DH5a mediante transformacion. Después de la seleccion
en medio LB sélido que contenia kanamicina (50 pg / ml), se realiz6 la PCR de colonias usando
cebadores especificos para bldD. Posteriormente, se extrajo el plasmido recombinante a partir de
las colonias transformadas. El plasmido recombinante se denominé TOPO-bldD.

M 1 2 3 4

10000 pb

500 pb
300 pb

Figura 1. Visualizacion del gen bldD a partir de ADN genomico de S. clavuligerus ATCC27064
por electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcador DM3100 Smobio®; Carril 1: Control
negativo; Carril 2-4: Producto de PCR del gen bldD (501 pb).

La doble digestion con Ndel y Xbal, liber6 el gen bldD de TOPO-bldD vy linealiz6 el vector pIB139.
Ambos fragmentos se purificaron en gel y se ligaron. Posteriormente, la ligacion se transformo en
celulas competentes de E. coli DH5a. Se seleccionaron algunas posibles células recombinantes de

placas de LB solido que contenian 50 pg / ml de apramicina. La verificacién de la clonacion del
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gen bldD en pIB139 se realiz6 mediante PCR de colonia usando cebadores especificos para bldD.
En la figura 2 se observa que se logré amplificar una banda de aproximadamente 500 pb para 7
colonias de E. coli evaluadas, lo cual concuerda con el tamafio del gen reportado para bldD (501
pb). Finalmente, al recibirse los resultados de la secuenciacion del plasmido pIB139/bldD, se

evidencio que la secuencia del gen bldD se mantuvo intacta.

M 1 2 3 4 S 6 i

500 pb
300 pb

Figura 2. Visualizacion del gen bldD que se clond en pIB139 en gel de agarosa al 1%. M: DM3100
Smobio®, Carril 1-7: fragmento de 501 pb del gen bldD

5.2. Transformacion de S. clavuligerus con p1B139/bldD

Figura 3. A) Protoplastos regenerados creciendo en medio R2YEG con 40 p/ml de apramicina. B)
Visualizacién del gen de resistencia a apramicina (aac (3) 1V) por electroforesis en gel de agarosa
al 1%. M: DM3100 Smobio®; Carril 1: control negativo; Carril 2-7: fragmento de 310 pb del gen
(aac (3) IV).
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En la figura 3A, los protoplastos regenerados que lograron crecer en este medio fueron los que
probablemente se transformaron con el plasmido plB139/bldD cuyo ADN contiene el gen de
resistencia a apramicina (aac (3) V). Para verificar la integracién del plasmido recombinante
(p1B139 0 pIB139/bldD) en el cromosoma de S. clavuligerus, se tomaron 6 colonias diferentes (ver
Figura 3), a todas estas se le amplificd el gen aac(3) IV mediante PCR de colonia; en la Figura 3B
se observan los resultados de la PCR por electroforesis, teniendo en cuenta que el fragmento de
gen de resistencia a la apramicina contiene 310 bp, se puede validar que se obtuvo la cepa
recombinante, S. clavuligerus/plB139/bldD. S. clavuligerus / pIB139 se utilizara como cepa de
control para evaluar el efecto del gen clonado (bldD) en la produccion de AC sin considerar los
efectos causados por la presencia de plB139.

5.3. Efecto del gen de interés en la produccion de &cido clavulanico

Curva de Calibracion del AC
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Figura 4. Curva de calibracion del acido clavulanico.

Con concentraciones conocidas de AC se cred una curva de calibracion y se obtuvo su respectiva
ecuacion. Con base en la ecuacion lineal, se calcularon las concentraciones de AC de las muestras
tomadas para las cepas S. clavuligerus /pIB139 y S. clavuligerus/ pIB139/bldD. Los resultados se
muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Concentraciones de acido clavulanico de la cepa de control S. clavuligerus /pIB139 y la

cepa S. clavuligerus/ pIB139/bldD.

. Conc S. clavuligerus | ConcS. clavuligerus
Tiempo (h)
pIB139 (ug/mL) pIB139/ bldD (pg/mL)
48 0,530 2,254
72 0,350 57,261
93 89,050 187,505
117 126,011 174,833
139 150,151 133,608

Produccién de Acido Clavuldnico

250 A

200 A ]:
— ]: | S. clavuligerus
£ 150 1 pIB139
K, I
— S. clavuligerus
o 4
g 100 plB139/ bidD

50 A ]:

O -
48 72 93 117 139

Tiempo (h)

Figura 5. Comparacion en el tiempo de la produccion de AC entre la cepa de control S.

clavuligerus pIB139 y la cepa S. clavuligerus plB139/bldD.

En la Figura 5 se observa que la produccién de AC durante las primeras 117 horas fue mayor en la
cepa recombinada bldD, cuyo mayor pico de concentracion de este metabolito secundario se
presento a las 93 h. Si se comparan los picos maximos de produccién de la cepa de control y la de
interés se puede observar que la produccion de AC aumentd en 1,25 veces para la cepa S.
clavuligerus pIB139/bldD, es decir, se observa un pico maximo aproximadamente un 25% mayor

que el pico maximo de la cepa S. clavuligerus pIB139. Se tienen evidencias de que el gen bldD



HERRAMIENTAS Y ESTRATEGIAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA INGENIERIA DE LA ... 21

activa la produccion de antibidticos en otras especies de Streptomyces [29], lo cual es coherente

con los resultados obtenidos al sobreexpresarse el gen bldD en S. clavuligerus.

A nivel cualitativo se observé un oscurecimiento de los cultivos de la cepa de control como de la
cepa con sobreexpresion del gen, esto indica que las cepas se encontraban en una fase de muerte
celular o estacionaria, debido a ello se detuvo la toma y medicion de muestras a las 139 horas (dia
6).

5.4. Efecto en la morfologia

Figura 6. Comparacion entre la morfologia en medio TSA de la cepa de control (1) S.

clavuligerus pIB139/bldD vy la cepa (2) S. clavuligerus pIB139 A) Después de 8 dias de

crecimiento. B) Después de 12 dias de crecimiento. C) Después de 13 dias de crecimiento.

En la figura 6 e imagen A) se observa que se presentd un color mas blanco y/o una densidad mayor
que se asocia a una mayor cantidad de micelio secundario en la cepa S. clavuligerus pIB139/bldD
que en la cepa S. clavuligerus plB139; lo anteriormente mencionado coincide con la informacion
que se tiene respecto a la funcionalidad del conjunto de genes bld en otras especies de
Streptomyces, en la cual se indica que estos estan asociados con la formacion de hifas aéreas

reproductoras que imparten una apariencia blanca borrosa a las colonias que lo contienen [30].

En las imagenes B) y C) se observa un color verdoso en las muestras, para ambas cepas, lo cual
esta relacionado a la esporulacion. Se ha encontrado que en S. roseosporus la delecién de bldD

redujo notablemente la produccion del antibidtico daptomicina, pero aumento la esporulacién [31];
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esto podria indicar que, si se sobreexpresa este gen la esporulacién seria menor en la cepa S.
clavuligerus pIB139/bldD respecto a la cepa de control, sin embargo, a nivel cualitativo no se
observo una diferencia significativa entre la esporulacion de las dos cepas cultivadas en el presente

estudio.

En otro estudio, se evalud la relacion entre la diferenciacion del micelio y la produccién de
antibidticos en otra especie de Streptomyces, en S. coelicolor; en esta se observé que la presencia
de un micelio secundario, es decir, un micelio multinucleado con septos esporadicos que se
desarrolla dentro de granulos y a lo largo de la periferia, da lugar a una segunda fase de crecimiento,
en la cual se produjeron dos antibi6ticos: undecilprodigiosina y actinorrodina, mientras que en el
micelio primario estos dos no se produjeron [32]; este micelio secundario comprende el micelio
aereo y/o hifas aéreas. Estos resultados son coherentes con los resultados obtenidos en este estudio,
puesto que con la cepa S. clavuligerus pIB139/bldD se observo un mayor desarrollo de micelio
aereo y también se observo una mayor produccion de &cido clavulanico respecto a la cepa de

control S. clavuligerus pIB139.

5.5. Efecto en el crecimiento de la biomasa

» Por técnica de Determinacion de ADN
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Figura 7. Curva de calibracion para la determinacion de ADN en muestras de esperma de

salmon.
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A partir de esperma de salmon se cred curva de calibracion y se obtuvo su respectiva ecuacion.

Con base en la ecuacion lineal se calcularon las concentraciones de las muestras. Los resultados se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de la biomasa por determinacién de ADN de la cepa control y la cepa
S. clavuligeros pIB139/bldD

Tiempo (h) Conc S. clavuligerus Conc S.
pIB139 (ug/mL) clavuligerus

48 12,228 30,825

72 15,737 31,000

93 59,070 32,053

117 47,316 25,912

139 43,632 29,246

Crecimiento de S. clavuligerus por determinacion de ADN
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Figura 8. Gréfico de crecimiento de la biomasa por técnica de determinacion de ADN por

93 117
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espectrometria.

139

B S. clavuligerus
pIB139

S. clavuligerus
pIB139/bldD

Para la cepa S. clavuligerus pIB139/bldD no se presentd un aumento importante de la biomasa, ya

gue esta se mantiene a una concentracion entre 22 y 32 pug/mL durante las 139 horas de medicién

(ver figura 8). Para la cepa de control si se observa un crecimiento tipico de la biomasa, cuya fase

exponencial se logra entre las 48 y 93 horas, y cuyo pico maximo de crecimiento se obtiene a las
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93 horas. Esto indica que la sobreexpresion del gen bldD podria dificultar el crecimiento de la
bacteria y/o reproduccion.

Se ha encontrado que bldD activa directamente dos genes reguladores globales en Streptomyces;
adpA y afsR; esta ultima proteina ha actuado como activador en la produccién de un antibiético en
la especie S. roseosporus, pero también ha actuado como represor del desarrollo [29], en este
mismo estudio se encontrd que el bldD reprime directamente nueve genes clave del desarrollo.
Esto concuerda con los resultados hallados al determinar la concentracion de ADN presente en
cada una de las etapas de crecimiento de la cepa S. clavuligerus pIB139/bldD.

> Determinacién por Peso Seco:

Tabla 3. Peso de la biomasa de cepas S. clavuligerus pIB139 y S. clavuligerus pIB139/bldD por

técnica de peso seco.

Tiempo (h) Conc S. clavuligerus Peso S. clavuligerus
P pIB139 (ug/ml) pIB139/ bldD (ug/ml)
48 26700 33933
72 26067 20500
93 33367 19933
117 30400 18533
139 20467 17033
Biomasa por Peso Seco
40000
35000 I
30000 )
E‘ W S. clavuligerus
< 25000 pIB139
3 I
E 20000 I :[ S. clavuligerus
£ 15000 pIB139/bldD
2
10000
5000
0
48 72 93 117 139

Tiempo (h)

Figura 9. Gréafico de crecimiento de la biomasa por técnica de peso seco.
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Los resultados obtenidos mediante la técnica de peso seco no son concluyentes, puesto que no se
observan las fases de crecimiento, ademas, la soya adicionada al medio tiende a no disolverse bien,
por lo que se cree que ello pudo haber interferido con los resultados de esta prueba. Sin embargo,
los valores de las concentraciones (15000-35000 pg/ml) tienen un orden de magnitud coherente al
encontrado en la bibliografia, de 0-90000 pg/ml [30]; esta diferencia de concentracion se puede
deber a que por el método de peso seco se determina la biomasa, mientras que por la técnica de

determinacion de ADN sbélo se determina la concentracion de esta macromolécula.

Por otro lado, las bacterias del género Streptomyces se caracterizan por su desarrollo multicelular
complejo, en el que sus esporas en germinacion forman hifas, con micelio aéreo multinuclear, que
forma septos a intervalos regulares, creando una cadena de esporas no nucleadas [31]. Es por ello
que el metodo de determinacion de ADN por medicion de turbidez con el espectrofotometro es una

técnica mas precisa y apropiada para correlacionar los valores obtenidos con el crecimiento celular.
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6. CONCLUSIONES

Se gener6 un organismo recombinante de la cepa salvaje S. clavuligerus ATCC27064 al
sobreexpresarse el gen regulador global, bldD. La clonacion se pudo validar mediante
secuenciacion y por métodos de ingenieria genética como la PCR vy la técnica de electroforesis; la
cepa S. clavuligerus pIB139/bldD permiti6 estudiar el efecto del gen sobre la produccion del AC,
donde se observé una mayor produccion del AC comparado con el control durante las primeras
fases de crecimiento de las células, estos resultados son promisorios y podria indicar que el gen
bldD favorece la produccion de este metabolito secundario, ejerciendo un efecto regulador en la
regulacién de genes relacionados con la biosintesis del AC. Asimismo, se evalu6 el efecto de bldD
en la morfologia de S. clavuligerus, y se observd que su sobreexpresion esta asociada con la
formacion de hifas aéreas, debido su apariencia blancuzca y borrosa; estos resultados coincidieron
con los encontrados en otras especies de Streptomyces, en los cuales se ha encontrado que la

produccién de micelio aéreo esta asociada con la produccion de antibidticos.

Al estudiar el crecimiento de la biomasa, se encontrd que de los dos métodos elegidos para su
evaluacion, el método de peso seco a pesar de ser el més usado, este no fue adecuado para esta
especie en el medio usado, por lo que no se obtuvieron resultados concluyentes. Por el método de
determinacion de ADN se encontré un mayor crecimiento celular en la cepa control S. clavuligerus
pIB139, ello podria sugerir que el gen bldD puede tener un efecto negativo en el crecimiento de la

bacteria.

Finalmente, a pesar de que los resultados son promisorios, se requiere realizar mas estudios que
evallen la produccién de AC durante un periodo mas largo, asi como el crecimiento de la biomasa

de la bacteria recombinante.
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