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RKSUHK8 

La estreptom1c1na es un ant1b1ot1co con ampho espectro de 

act1v1dad que tiene sran importancia cl1n1ca pr1nc1palmente en 

el tratamiento contra Hycobacterium tuberculosls, por lo que 

se encuentra dentro del cuadro bá.s1co de medicamentos. Este com

puesto tiene ademas gran importancia para la asr1cu1tura pues se 

ut1h.:za para prevenir y combatir al(!'unas enfermedades de plantas 

de 1nter~s econ6m1co. Sin embargo, este ant1b1ot1co no se produ

ce en H~x1co por lo que la t:::talldad de la demanda se cubre con 

su importac1on. Debido a lo anteriormente expuesto resulta inte

resante la posll>lhdad de producir estreptom1c1na en K~x1co, y 

uno de los factores Um1tantes en este sentido es la carencia de 

cepas que permitan niveles ::1e producc16n adecuados. 

El presente trabaJo se encamino hacia la obtenc1on de una e~ 

pa de Streptomyces cr1seus que perm1t1era una mayor produc

e.ion de est.reptom1cina a partir de una cepa resisten te a fagos 

que se tenla disponible. esto por medio de un proceso de mutagé

nes1s con H1t.rosoeuan1dina y la posterior selecc1on del uucroor

gan1smo meJorado. Dicha selecc1on se vi6 fac1lltada por un ieno

meno que se presenta frecuentemente en m1croorganumos producto

res de ant.1b16Ucos que consiste en que un incremento en la re

sistencia hacia su propio producto corresponde a un incremento 

en la cantidad de antlb10t1co sintetizada, por lo que al selec

cionar mutantes con res1stenc1a a estreptom1c1na incrementada se 

obtuvo una cepa que produce hasta uoo µg/ml de estreptom1c1na, 

cantidad superior en un 100 .~ a la s1ntet1zada por la cepa de la 

cual se partió. 



lMTRODUCClOH 

L.os metat>ohtos pr1mar1os son moleculas organ1cas que tienen 

un papel esencial ya sea en el crec1m1ent.o o en la reproducc1on 

celular. A d1ierenc1a de estos compuest.os, los llamados metabo

htos secundarios no tienen una func1on aparente para el orsa-

n1smo que los produce. e:stos son s1ntet1zados eeneralmente en 

las 'Olt1mas etapas del ciclo de crec1m1ento (67). Dentro de este 

grupo de metabol1tos se encuentran los ant1b10t1cos, que comer

cialmente son el grupo mas importante. Un ant1b1ót1co se puede 

def1n1r como un compuesto orsan1co de baJo peso molecular s1nte

t1'Z.ado por un m1croorsan1smo c¡ue suprime espec1f1camente el cre

c1m1entc o destruye a ciertos m1croorgan1smos cuanc.to se encuen-

tra en d1luc1on muy alt.a (3i.U. 

En la actuaudad se conocen mas de 5000 ant1b16t1ccs, cifra 

que aumenta a razon de 300 por ano aunque la mayoria son tox1cos 

e Ui.operantes. Dt: estos, los hcngos p!"oducen alrededor de un Z5Z 

y los act1nom1cetos un 75 /. y dentro de este grupo el et:nero 

Streptomyces produce el 751. (21). De la totalidad de los an-

t1b10t.1cos conoc1dos 1 en el mercado existe solamente alrededor 

de un centenar, la mayor1a obtenido de estreptom1cetos, aunque 

~st.e esta dom1ilado por eefalospor1nas y pen1c111nas las cuales 

son s1ntet1zadas por hongos ¡1). 

En Hex1co se producen amp1cll1na, cloranfen1col, ernrom1c1-

na1 pen1c1llnas y sentam1c1na (estos dos Ult1mos se importan par 

c:1a1mente)¡ por otro lado se importan adr1am1c1na, anfoter1c1na, 

bac1trac1na, di.cloxac:1hna, tr1seofulv1na, neom1c1na, pol1m1x1-



na, rifamp1c1na, kanam1c1na y estreptomicina en mayor proporcion 

adema.s ele otros que se import.an en cantidad.es menores. 

Oebic1o a que la est.reptom1c1na no se prod.uce en H~x1co y se 

encuentra dentro del cuadro b4s1co de medicamentos, resulta 

int.eresante la pos1bU1dad de producirla en nuestro pats. S1n 

embareo, no se cuenta con la tecnología apropiada para su 

adecuada produccion. 

cuando un metabol1t.o secundario t.1ene 1mportanc1a comercial, 

como es el caso de la estreptomicina, son varias las estrat.ee1as 

que se pueden seguir para optimizar la producc1on. Mucho se pue

de hacer alterando la composic10n del medio, regulando el cre

c1m1ento del microorgan1smo y un instrumento poderoso en la op

tim1zac1on de un proceso es la se1ecc1on de cepas y su meJora

m1ent.o genet1co (3bJ. 

El meJoram1ento genético de cepas productoras de metabol1tos 

de interés industrial por medio de métodos empíricos na sido am

pliamente utilizado y ha t.en1do un éxito considerable desde el 

descubr1m1ento de estos productos. En la actua11dad, a pesar de 

que existen numerosas técnicas para el meJoramiento de cepas, 

las técnicas de genet1ca tradicional siguen siend.o de gran uti-

lldad t71J. 



.. GEHERALIDADES 
--·:::,.:-· ·:·:· ·, 
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GRISEUS. 

LoS· a'C:t.1nOí1úce(OS' son procariontes Gram pos1t1vos que se 

Car;¡2i~~:¡~~1~:;~:P~i.~i~:~;~~:~~~ti<:·hffas en al~dn estadio de su d.esarrollo 
. ó ~-;-9.-

(61 j;-'.;::;sú'-::~~fe'Pfoc(U é~1~o·n ···es generalmente asexual aunque ex1sten 

-~·rocesDi":t~:~i~~al~s~- L~'--- mayor ta son aerobios y saprof!t1cos y lle-' .. -, ' ... 

'~~~:~_.:~ -,:·~:~--b~~/:·ü'~~-~:-:-lm~-Ort.ante papel en los suelos al descomponer la 

la formación de la estructura 

El . g~nero su~eptomyces (Wai<.sman y Henr1c1, 1943), pert.e

nec1ente a la fam1Úa Streptomycetaceae, asrupa unas 600 espe-

c1es _que forman tu fas basales y aereas muy rarnlficadas. El mice-

110 basal es no fragmentado y el micelio aereo forma largas ca

defias de esporas que se seneran por sept.ac16n regular de las 

hiias. Eslas artrosporas se encuentran encerradas en una vaina 

delgada y fibrosa. En Streptornyces griseus al madurar las 

esporas y separarse quedan llbres de la vaina a d1ierenc1a de lo 

que ocurre en otras especies d.el género (15). 

MICROORGAHlSMOS PROIJUCTORES DE: ESTREPTOMICIHA. 

Streptomyces grlseus es el principal m1croorsan1smo pro-

ductor de estreptomicina utillzado en la 1ndustr1a 1 aunque este 

compuesto también es sintetizado por s. bJXiniensJs, s. orna-

tus, S. galbus y Streptovert1c1JJ1um mashuense (6ll-,24). 



CARACTBRISTICAS DE LA ESTREPTOHICIHA. 

La estreptom1c1na fue descubierta en l'Jll-4 por \rlaksman y col. 

Fue el primer ant1b10t1co comercialmente exitoso produc1c10 por 

un act1noa11ceto 1rac1as a su etect.1v1dad en el tratamiento de la 

tuberculosis \19). Ademas íué el primer miembro reportado de los 

ant.1b10t1cos am1no11ucós1dos 1 que son s1ntet.1zados por varias 

fa.millas de m1crooraan1smos (13). 

De acuerdo a la clas1f1cac1ón de Janes Berdy (7), la estrep

tomicina se encontraria dentro del siguiente 1rupo: 

F AHILIA 1. AnUb10t.1cos que contienen carboh1dratos en su es

tructura. 

SUBFAMILIA 2. Ant1biót1cos am1no11ucos1dos1 caracter1zados por 

poseer una molécula de am1noc1clohexanol. 

GRUPO 1. Derivados de estreptam1nas. • 

TIPO 1. Estreptom1c1nas. 

La. estructura de este ant1b10t1co fue elucidada por J:.uehl y 

col. en 1947 (13), se trata de un tr1sacar1do compuesto de tres 

sul:tun1dades dn1cas de D-estrept.1d1na, L-estreptosa y N-met.U-L

¡¡lucosam1na lfl11ura 1)(70). 

Existen alrededor de 300 d.er1vados de estreptom1c1na obteni

dos por mod1f1cac10n de la estructura, ya sea por m~todos qu1-

m1cos o b1ol0¡1cos. Clínicamente se ut111zan lin1camente dos de 

ellos (7). Otras estreptom1c1nas se ilustran en la figura l. 
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üzon . ele! nogal .(57), el· ·t.1z6n bacte-

-· ,.: 
(53)1 .. ~i ._tizón · veÚoso c1er tr.1Jol 1a21, 

el tiZo--n-::: .. 'd·ei- tá:.biiéo '(34),· la marchitez de stewart', -del n1a!z t69J 

l. ta'· ~-a-~cha tiacte~1ana del tomat.e ·(M), entre. otras, as! coffio 

·- t.amb1en=-:pa~a·_ Ja_ c6nservaci:e>il pos_tc:osec~a de frutós como el a-

¡uacate · (3). 



BIOSINTES!S. 

La -·estr.eptom1c1rla _ · pued·e· ~ér producida: en- un medio simple· de 

glucosa·,-· amon1aco·.·y ~sales.·;· La-···.·~;i~~en·t~-::_:-/~~cc~-~~:_ ~ues¡:ra la con~ 
\'ers1on, t.olal , (61) 

;_3.5 0·1uC:ciSa + .. NH3 :..;.-_-Estreptom1i:1na 

s. -1riseus utiliza la ¡lucosa pr1nc1palmen~e por la v1a 

Embden Heyerhof y el ciclo del ac1do tr1carbox.!hco¡ una peque-

na parte se metabollza vta hexosa-monofosfato. El grado de cata-

t>ol1smo de la glucosa es re¡ulado por la transferencia de o2 y 

por la concentrac1on de fosfato en el medio (19). De hecho altas 

concentrac1ones de fosfato aceleran la ut1hzac1ón de la glucosa 

por otras vfas y provocan una d1sm1nuc1on en la producc1on de 

este ant1b1oti.co. 

La v1a b1os1ntet1ca de la estreptomicina se puede observar 

en ta fisura ¿, Los derivados de inositol y los nuc1eot1dodifos-

foazt1cares son tos precursores de las tres estructuras anulares 

de la molecula. 

La estr1pt1c11na est4 ccnsutu1da por una motecula de c1cll
NH 

tol con dos grupos guanidino l-NH-C-NH 2 ). Para la síntesis de 

:ada grupo guan1dino de esta mo1ecula a partir de un grupo hl-

d.rox1lo del c1cl1t.ol se req•.11eren 5 reacc1ones: pr1mero ocurre 

'.!na desh1drogenaei·~n para ·formar el cet.oc1cl1tol, posteriormente 

se da una transam1nac1on, ¡:.:ir medio de la cual el srupo ¿-amino 

:ie la L-glutamina se une al cetoc1clltol, luego ocurre una tosf2 

:"'llac1on del grupo h1dr;:n·:llo de la pos1c1ón para al grupo 

amino, la convers1on del_ gr_~po amino a guan1d1no se :.a por una 
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UTIEPTOMIClllA•ft•FOIFATO _ 1.rosruo ESTREPTOMICINA 

'--------fosfatasa----------' 

FIGURA Ho. 2 •. V{~ ~b~~s-~-'1~~tic~ _de_ la_ estreptomicina -IB 1, BOt 31, 47, 48). 



transam1dinacion utillzando L-ar¡inina como donador, seeuid.o es

to de una desfosforll'\cion. Esta serie de reacciones ocurre dos 

veces y a1 parecer ambas son llevac1as a cabo por c11ferentes en

zimas salvo en el caso de las dos transamidinaciones y posible

mente las c1os fosfor1laciones que pod.r1an ser catallzadas por 

una sola enz1ma en cada caso (80), 

La estreptosa de la moll!cula de estrept.om1c1na proviene de 

la d esox1 t.1m1c11nd1f osf o-O-glucosa tdTDP-D-gl u cosa) la cual es 

convertlda en dTDP-L-d1h1droe1treptosa por acc10n primero de la 

dTDP-D-elucosa-4,6-deh1dratasa, luego una eplmerasa y finalmente 

por la dTDP-L-d1h1droestreptosa :antasa que se encuentran 1nc11-

cadas en la figura 2.. El ensamble de los tres componentes de la 

est.reptom1c1na inicia con la formacion del d1saci!.r1do al ser 

transferido el d1h1droestreptosil de la dTDP-dihidroestreptosa a 

la estrept1d1na-6-P, ca tallz4ndose este paso por una transferasa 

{31). Estas enzimas, al igual que laf que catalizan la slnt.esis 

de la est.reptid1na-6-P se SLntetizan en id1ofase1 JUSto antes de 

la aparici.On de la estreptomicina en el medio. La N-met.11-L-glu

cosam1na que se encuentra unida a un nucleOtldo es transfer1da 

al clisac4rido form4ndose d1h1droestreptom1cina-6-P que poste

riormente forma la estreptomicina-6-P (47, 48), la cual no tiene 

actividad antibiot1ca. En las etapas tempranas del cultivo la 

estreptomic1na-6-P es convertida en manosidoestreptomicina que 

es una forma menos activa (41), aunque hac1a el final ~ste 1a 

enzima D-manosiclasa vuelve a formar la estreptom1c1na-6-P (36), 

que finalmente se desfosfor1la por acc10n enz1mat1ca al pasar 

por la membrana. 



FACTORKS DE REGULAC!OH. 

Aun cuando un m1croor1anumo posea la informac1on ¡enet1ca 

para la síntesis de al1ron antlb10tico1 la producc10n de este de-

pende de numerosos factores como la d1spon1b1l1dad de fuentes de 

carbono, n1tr01eno y fosfatos (36, 71), as! como de las cond1c12 

nes de cult1vo (pH, temperatura, ox1aenac10n 1 a11tac10n) (36). 

Ademas d.e los nutrientes, son necesarios ciertos iones para 
• +• 

la b1osíntes1s de estreptom1c1na, pr1nc1palmente Na 1Zn 
++ 

Co Ca 
• 

Generalmente todos ellos, salvo el Na 

se encuentran en concentrac1ones adecuadas en los medios com .. 

piejos utlllzados normalmente (29, 73, 13). 

La elucosa siempre ha sido la fuente de carbono de elecc.10n 

para la producc1on de estreptom1c1na (36, 13)1 a pesar de que 

con d(+)manosa y galactosa se obtienen buen crec1m1ento y pro-

ducc10n al igual que con algunos disacar1dos como maltosa y tac-

tosa y pol1sacaridos como las dextrinas y el almldOn (27). La 

concentrac1on de glucosa empleada generalmente es de 10 ¡/1 pues 

se han reportado baJas en la producción en concentraciones de 15 

e/I o mayores (29). Este efecto es debido a la repres10n de la 

enzima D-manosidasa que convierte la manosidoestreptom1cina, que 

es una forma menos actl va1 en estreptomicina (20). Sin embargo, 

en el medio de Carbajal (11) (medio 5) se emplean concentrac10-

nes de 50 1/l sin que :se vea dtsm1nu1da la producción en la cepa 

s. trriseus ATCC 12475. 

10 



El amoni.o es una fuente de n1 troeeno adecuada debido a que 

el m1croor1anumo lo ut1l1za ra.p1damente (26). Ademas eJerce un 

efecto pos1 t1 ve en la formac10n de este ant1b10t.1co al acelerar 

la ox1dac1on del a.cado o:-ceto¡lutar1co hasta 11utam1na cuando 

se encuentra en concentrac1ones altas thasta de 5 &/lJ al in1c10 

de la fermentac1on, perm1t1endo asi una sobreproducc16n de 11u

tam1na, que es el donador de grupos amino para las reacciones de 

transam1nac16n en la síntesis de la estrept1d1na y la 11ucosam1-

na-6-P (t¡.3) 1f1gura 3). Sin embarBo hay que considerar que las 

sales de amon1c tienen una desventa.Ja at provocar cambios de pH 

perJud1c1ales para una buena producc10n, aunque esto se ha so-

1uc1onado con la_ ad1c10n de caco3 al mecho de cultivo para man

tener un pH ah.o favorable. Son tamb1t!:n buenas fuentes de n1tro

seno 18. prOilna, la case1na y la harina de soya (26). 

El fosfato inorsan1co1 al igual que en la sintesu de otros 

ant1b10tlcos. e-~erce un efecto nega t1 vo en concentraciones mayo

res de 10 mH, a pesar de que el crecimiento es estimulado hasta 

300 mli (71, 54, 13). Por ello, la formac1on de estreptomicina se 

incrementa baJo condiciones llmltantes de P1 (t¡.2). Este fenomeno 

se de:be a la lnhib1c10n de las fosfatasas. lo que promueve la 

acumulacion de estreptom1cina-6P hasta en un 67 ~ en 17 mH de 

fosfato t56, 64· La obtencion de mutantes resutentes a este 

efecto ne¡ativo po.siblemente permitiría incrementar la produc

c1on, aun en c:ncentrac1ones no 1nh1bltor1as y tal vez se obten

dr!an aun meJores rend1m1entos incrementando la concentrac16n de 

fost.ato para un crec1m1ento mayor sin el efecto lnh1bltor10, tal 

y como ha sus.o reportado para otros antlblOtlcos (54). 
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HECAHISHO DE ACCIOH DE LA ESTREPTOH!CIHA. 

La·· eStrept.om1c1na se encuentra dentr~ del ar.upo de. ant1b10-

t1cos .·que_ .1nh1ben· la b1os1nte.su de ·prote.1nas bloqueando la tra

dUcc1on a nivel del r1bosoma. Todos los compuestos que causan 

errores d.e lectura del RNAm act'O.an sobre la subun1d.ad ribosom1-

ca menor. La estreptom1c1na se une irreversiblemente a la pro-

te1na 512 de la subun1dad 305 rlbosomal, la cual interviene du

rante la formac1on del compleJo de in1c1ac1ón. De esta manera 

los am1noac1l tRHA no se pueden unir al s1 t10 receptor que se 

encuentra d1stors1onado y se hbera la form1l-met1on1na-tRNA. La 

elonaac10n tambl~n es retardada en los r1bosomas que ya se en

cuentran en fase de sintesu (77,ó6). 

RESISTEllCIA A LA ESTREPTOHICIHA EH s. 8rJseus. 

Los orHan1smos prod.uctores de sustancias ant1}?10t"~ca~_ ne

cesariamente poseen cierta resistencia que los capaclta para 

evitar el dano por su propio prod.ucto. 

s. Kr1seus es sensible a su propio ant1b1ot.1co cuando é! 

te se encuentra en concentrac1ones elevadas, pues interfiere con 

la s1ntes1s d.e protetnas en todos los procar1ont.es, Y en este 

m1croorgan1.smo se ha reportado que el mecanismo de acc10n es el 

mismo, sin embargo, la sens1b1lldad. al antib1ot1co cambia en el 

tt'&nscurso de una ferrnentac10n y así, las c~lulas de la fase es

tac1onar1a, durante la cual se s1ntet1za este compuesto, son mas 

l"~~·.:tti . .?nt~~ 'lUe c:.ur,.;,:ite 1;¡ <f"l3e de crec1m1ento debido a que hay 

una !"~d'.lcc16n dt? la permeab1lt::lad a la L·strept.oauc1na {12). ,._un-
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que la ·res1.stenc1a de~ m1croorean1smo .l?'~oductor. es deb1da pr1n

c1pa1~ent.e a la act1v1dad de la enzima ~str_eptom1c1na-6-fosfo

transferasa que convierte la estreptom1c1na a estreptom1c1na-6P 

que es una forma 1nact1 va y no tó~1ca 1 pú"es no tiene Ja capaci

dad de unirse al r1bosoma (61). La act1v1dad de la fosfotransfe-

rasa es tamb1en t'esponsable de la res1stenc1a de los productores 

de otros an ttbiót1cos tipo estreptom1cinii como la h1drox1est.rep-

tom1c1na y la d1h1droestreptoauc1na. Es importante hacer notar 

que en todos los casos se observa ·una correlac1on entre la re-

s1stenc1a,. la a~t-~v1dad ~e_ la- fosfotransferasa y el rend1mJ.ento 

en la prod ucc10n . del antlblOllco (64). 

- ._:·:., --> 
La .1f1:teriCcioÍt d-':1 microorranismo con su antibJ.Otico establ~ 

ce p·Ú~-s _:_U:~o :;~e .. _los J1~i tes en el rendimiento alcanzado en la fer 

rnen t.acion·~- (12!~·' t;i~ ___ he~ho __ las.·. cep.as mu tan tes que son resisten tes 

a su ·propio ant1bi6t1co, ·frecuentemente muestran un elevado ren-

d1m1erito .·11 1 10), Sobre la relac1on producc10n-res1stenc1a las 

in\·est1eac~one~ .r:~~1en:tes-' sobre la b101oe!a molecular de la b10-

S!~tes-ls - dé estreptom1c1na han aportado una expllcac10n intere-

sante para e~te ._f~nOmeno'1 la cual se expone en la secc1on refe-

rente a los estudios· de genética de la producc10n de estreptom1-

c1na. 

POr 10 que respecta a la res1stenc1a que se presenta en las 

bact.er1as de aislados clínicos, la inact1vac1on enz1mi!.t1ca es el 

pr1nc1pal mecanismo responsable, ya sea por fosfor11ac1on o por 

aden1lac1on de la estreptom1c1na (13). 

13 



13ENET!CA DE LA PRODUCC!Off DE ESTREPTOH!C!ffA. 

Los avances que .se han losrado en los 11ltlmos anos en las 

t~cn1cas de clonac1on molecular, han perm1t1do elucidar meca

n1smos de control de la bio.dntes1s de antlb10t1cos 1 lo que ha 

perm1t1do incrementar su rend1m1ento. Algunas de tas pos1b111da

des brindadas por estas t~cnlcas son la ampllf1cac1on 1~n1ca y 

ta producc1on de nuevo.s antlbiOtlcos por comb1nac1on de li'enes de 

diferente or1een {50). En el caso de la estreptom1c1na los aenes 

de la blos!ntes1s son suceptlble.s para estudios de este tipo da

do que la v1a est4 parcialmente elucidada. 

uno ae tos genes que se ha estudiado por me<S.10 de estas t~c

n1cas es el que controla la .s1.nte.us del llamado factor A (2-1s2 

caprllo11-3R-hldro:umet11- t -butlrolactona) (39), el cual es un 

factor de re¡ulac1on de la .dntesls de este ant1b1ot1co (33, 46) 

posiblemente deb1do a su 1nteracc1on con la actividad de la en

zima Qlucosa-6P-desh1drof1enasa1 lo que lmp1de la utU1zaclOn de 

ta riucosa en la v!a de las pentosas (55), Iocr4ndose canalizar 

esta mol~cuta hacia la prod ucc1on de estreptom1c1na en vez de al 

metabolismo pr1mar10. 

De estos estudios de clonac1on tamb1~n ha resultado el des

cubrimiento ele que var10.s (posiblemente todos) de los li'enes que 

codifican para las enz1mas de la vía de b1osínte.ns de la estrep 

tom1c1na tienen una local1zac10n adyacente en el eenoma de s. 

gr1seus. Este llgaauento físico de los genes incluye adema.s al 

gen que cod1f1ca para la enzima que confiere la res1stenc1a del 

m1croorsan1smo a .su propio ant1b1ot1co {fo.sfotran.sferasa), as1 
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como a un sen resu1ator10 pos1t1vo, locallzAndose estos Ultimes 

en la región central del a11rupam1ento (63, 24, 22J. Este aen re

gulator10 se ha demostrado que afecta positivamente al menos al 

een de res1stenc1a y al gen de la am1d1notransferasa que se en

cuentran en la vecindad de éste, aunque posiblemente regule tam

b1en la expresión de otros de los genes de la b1os.!n tes u (63). 

Ademas del gen que cod1f1ca para la fosfotransferasa y la 

am1d1notransferasa, se ha demostrad.o la presencia en esta zona 

del aenoma del gen que codifica para la transfera.sa que catal1za 

la unión de la est.reptld1na-6P y la dlh1droestreptosa (63) y es 

probable que tamb.ien de varios de los genes involucrados en la 

biosín tesis de la N-metll-L-el uco.sam1na (50) y varios de los que 

1nterv1enen en la formac1on de la estreptid1na-6P (23 1 24 1 22}. 

La ex1.stenc1a de este arreelo adyacente de eenes de biosin

tesu, regula torios y de resistencia parece tener relación con 

fenomenos de regulación coordinada (9), lo que expllcar!a la re

lación observada de mayor res1stenc1a - mayor producción de al

¡unas cepas mutantes productoras de antlb10t1co.s (fundamento de 

la metodología del pre sen te trabajo) y perml te adqu1r1r lnfor

mac1on .sobre la regulactón de la b10.s!ntesu: del antib10t1co por 

medlo del estudio de la expres1on de la res1stenc1a (78). 

Sl caso de la estreptom1c1na no es 11n1co ya que se han en

contrado arrestos s1m1lares en los genes de otros anttb10ticos 

Como el hl4lafos en S. bygroscop,icus (49, 581 2), la me1.1le

nom1c1na (l6), la er1trom1c1na en s. er ythra~u.s (74). la ac

t1norrod1na (52)1 la neomtclni\ (9), la hidrox1estreptom1c1na en 
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s. gJauce.scens (35, 76) y muy probablemente esto ocurra con 

muchos otros ant1b10t1cos, ya que estos arreelos de genes alta

mente acoplados pueden haber evoluc1onado en or1an1s:mo.s y v!as 

bio.unt~ticas tan diferentes por la alta presión selectiva que 

1mpllca el que estos metabolitos sean tóxicos para el productor. 

HUTAGBHBSIS. 

Bl mej0ram1ento cen6t1co d.e cepas tiene •ran importancia en 

el desarrollo comercial de un proceso fermentativo. La 1n1en1e

r.!a ¡¡en6t1ca probablemente tendra una repercus10n importante en 

esta actividad, pero la mutali'~nes1s y selecc1on permanece compa

rativamente como un proced1m1ento efecuvo y de baJo costo. 

Los miembros del 16nero Streptomycas al producir numero

sas esporas un1nucleadas y haploldes fac1U tan el trabajo de mu

tasenes1s. En este senero, las condic1ones para el tratamiento 

con H-met11-N"'-nitro-H-n1trosoguan1d1na (HTG) han sido debida

mente reportadas (18). 

La MTG es un agente mutasen1co que actUa como alquilante del 

DHA. Induce frecuencias de mutaci.on altas con mortalidad modera

da \72). Las condiciones Optimas de tratamtento con este com

puesto en el género Streptomyces son muy diferentes a las 

determinadas para otros procariontes, ya que se requi.ere de tra

tamientos mas largos e intensos. ASÍ pues, la concentración ade

cuada para un buen rendimiento de mutantes en estas especies es 

de 3 mg;ml y los tiempos de tra tam1ento se encuentran entre 1 y 
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z horas. a 30° e y a un pH alto 1a1re<1edor de 9)(18). Estas con

d1c1ones favorecen la descompos1c16n de la HTG en d1azometano1 

que probablemente es el agente efector de la mutac1on, al menos 

en est.os valores de pH. Esta af1rmac10n aun es muy discutida, ya 

que el mecan1smo de acción de la HTcJ no es a un claro (18). 
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OBJETIVO 

KEDIAHTE UH PROCESO DE KUTAOEHES!S T SELECCIOH 

OBTE!ll!R Y CARACTERIZAR UHA CEPA KUTAHTE DE 

STRBPTO/fYCES GRISBUS QUE SEA RES!STEHTE A 

ESTREPTOKICIHA EH ALTAS COHCEHTRACIOHES Y QUE 

PRESENTE UHA HA YOR PRODUCCIOH DE ESTE AHTIB!OTICO 
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KATRRIAL Y KRTODOS 

HICROORGAHISHOS EHPL6ADOS. 

La cepa productora de estreptom1c1na empleada fue Strep

tomyc"s grJseus ATCC 12475 (American Type Culture Collect1on) 

BH-B-231 del cepar10 del Departamento de B1otecnolos!a del IIBH 

UHAK. Bsta cepa fue obtenida or1e1nalmente de un aislado de lodo 

del r1o Oh10 en L.awreneebur1, Indiana en 1945 y meJora.da poste

riormente por mutac1on con luz UV¡ selecc1onando su capacidad de 

crecer en presencia de estreptom1c1na en ba,Jas concentractones. 

Posteriormente, y tamb1en por mutación con luz UV se selecciono 

la res1stenc1a a fagos de esta cepa (ll), caracterbt1ca impor

tante s1 cons1deramo.s los problemas que estos pueden ocasionar 

en la fermentac1on 00). 

El m1croorgan1smo sensible a e3treptom1c1na empleado en los 

bloensayos para la cuant1f1cac1ón del ant1b10t1co fue Bacillus 

subtilis NRRL 3366 (Korthern Ree1onal Research Laboratorles). 

PRESERV ACIOH DE LOS H!CROORGAH!SHOS. 

s. 1rJseus ATCC 1247!5 se obtuvo a partir de un t1of1l1-

zado, la act1vac1on del m1croorsan1smo se llevo a cabo en el 

s1su1ente medio: 

Hed10 1. Extracto de levadura 0.4 

Extracto d.e malta 

Dextrosa 

Asar 

1.0 

0,1; 

1.5 Y. AJUStado a pH 7 
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MEDIOS Y COllDICIOllES DE CULTIVO PARA 

LA PRODUCCIOll DE ESTREPTOHIClllA. 

Se comparo la producc10n de estreptomicina por S. 1rJseus 

ATCC 12'l76 en var10:1 medios de cultivo. 

Los medlos probados fueron los SliUlentes: 

Hecho 5.- medlo de CarbaJal UIJ (i/IJ 

(llH4J2 S0 4 10 

Dextrosa 10-50 

Dextrinas :tal. 10 

JC 2 HP04 

Nal!03 2 

llaCI 

H1so4 •7H2o 0.2 

FeS04 •7H2o 0.03 

ZnS04 o7H20 0.03 

HnS04 0.01 

caco3 1 o 

A.Justado a pH 7 .5 antes de 

anad1r caco3 y esterlllzar. 

Hed10 6.- mecllo m!n1mo para estreptom1cetos (8/1) 

KH4Cl 

JC 2 HPO 

llaCI 

FeS04•7H,o 

znso4 •7H 2o 

0.02 

o. 05 

HnC12 •~H 2o 

caco3 

Dextrosa 

Dextrinas sol. 

0.001 

1 o 

10 

AJUstado a pH 7.5 

20 



La obtenc1on de las esporas para la conservac1on de esta ce-

pa se llevo a cabo en placas con medio de esporulac1on a 29 e: 

Hecllo 2.-

Glucosa l z Lev. de cerveza 2.5 

NaN03 0.5 'l. K2HP04 0.1 

H¡S04•7H 20 0.1 % FeS04•7H 20 0,001% 

ZnS04•7H 20 0.0002% CaCi 2 0.01 

NaCl Arar 1.5 

AJUStaC1o a. ·.PH .. 7 

:._ ·._. '_. - .. ,_ , >. __ -
Las esporas· se ~~-Ons.'~rvti~on:--~ a-. ~20.~ c_----tin-.-· l~~oS ·con tclpon c1e 

rosca de 16x150 ~c"rnm -,Con eL' S~K\Ú,fit t!:. -me(f~o'.: d.e ~onservac1on: 

HedlO 3.-
< ; -.·:·---

:EKtrl.CtO>:,.de'· -.~i·evi:ldura 0.4 

Extracto·· de malta· 

G11cero1 '10 

La densidad opuca a 5'10 nm de la dll uc1on 1:10 de esta sus-

pens1on ele esporas fue de 1.2, leida en un espectrofolOmetro 

Spe-ctroi'u.c 21 1 Ba usch &. Lomb. 

El m1croorgan1smo de prueba BocJJJus subtJJJs HRRL 336ó 

se conservo en placas del s1gu1ente medio: 

Hed10 'l.-

Extracto de levadura 

Peptona 2 ~. 

Glucosa 1 ~. 

Agar 1.5 



Hed10 7.-

Glucosa 2.5 ?. 

Extracto de carne. 11 Y. 

NaCl 0.25. Y. 
,,., 

AJUS.tadO a:: pH·.7;2 

HedlO a.-

x· 

1," 
."'.•' .. 

NaCl 
~· 

.AJustado 

HedlO 9.-

Extracto de malta .1 Y. 

Extracto de levadura 0.11 Y. 

Glucosa IJ,q. 

HedlO 10.-

Extracto de malta 0.4 

Extracto de levadura O.'i 

Glucosa 

Todos los cu1t1vos se llevaron a eaoo en matraces de t.25 ml 

conteni.endo 25 ml de medio. Se inocularon 2 matraces de cada me-

d.10 con 0.1 ml de la suspens10n de esporas en cada uno. En el ce 

so de los medios 5 y 6, 2. matraces ad1c1onales fueron inoculados 

con 2 ml del medio 10 en el cual se precrec10 al m1croor1anismo 

durante 6 horas. Todos los cultivos se mantuvieron a 29•c y con 

ae1tac10n a 1eo rpm en una a¡itadora de ambiente controlado Psy-



crotherm;·· New" B~unsw1cl<.: Scie.nt1f1c, 

Los -cult·i..;;os :."f~e~o·~ muestreados· a intervalos de 24 horas to

mando -ª~,;·:~~~~\as:-.~~-~ ·~~~-mi >:."baJo .. coi:id1c1ones as~pt1cas. 

ANALISIS : DE: .LAS HUE:STRAS. 

CUANTIF!CACIOH DEL CREC!HIE:HTO. 

La cuant1f1cac1on del crec1m1ento del m1croorgan1smo se rea-

11z:o determ1nando la cantidad de prote1na presente en las mues-

tras para conocer su concentrac10n en el cultivo. Dichas deter-

minac1ones se llevaron a cabo por el ml!!todo de Lowry ~(51), 

que se basa en la formac10n de un complejo color1do entre el 

grupo fenOllco o arom4t1co de la tiro.una, tr1pt0Tano1 fen1lala-

n1na o histicllna, y el ácido fosfowolfamo-molÍbd1co que o:uda al 

am1no4c1do en cond1c1ones alcal1nas, dando un color azul como 

producto de la reacc10n 1 que se puede cuant1f1car a 595 nm, lo 

que permite estimar la concentrac1on de prote1na comparando con 

un est..i!.ndar de albUm1na .s~r1ca bovina. Las determ1nac1ones se 

llevaron a cabo de la s1gu1ente manera: Se prepararon las s1-

s u1en tes sol uc1ones: 

Soluc1on A 

Na 2 co3 al 2i en flaOH O.! H 

Tartrato de sodio y potasio 1Y. 

so1 uc1on de euso4 •5H 2 o 0.5i'. 

En proporc1ón de 9.e:o.1:0.1 en el orden presentad.e 

Soluc1on B 

Reactivo de Fol1n-C1ocalteau dlluldo en a¡¡ua 1:3 



Las muestras de 2 mi del cultivo se centr1fu1aron a 5000 rpm 

<1urante 10 minutos recuperandose el botón, el cual •e re.suspen-

dló en l ml de 4c1do tr1cloroacl!ttco al 101:1 se centr1fueo nue-

vamente y. se le ad1c1ono 1 ml de HaOH o.~ H. se a¡1to para. d1-

solver la prote1na y se tomaron aucuotas de 100 µ1, afor4nc!olas 

a ·1 ml. Las aUcuotas d.e la soluc10n de· alb1lm1na sér1ca para la' 

curva patron igualmente se aforaron a l ml. >.. las muestras y a 

la curva patron se les ad1c1onaron ml de la soluc1on A, se 

ae1taron y se dejaron reposar durante 10 minutos, al término dt" 

los cuales se ad1c1onaron 500}11 de la soluc1on B, se agito y 

tras una incubac1on de 30 min. a temperatura ambiente se leyo a 

595 nm en un espectrofotOmetro Spectrcn1c 21 Bausch & Lomb. 

CUAHTIFICACIOH DEL ANTIBIOTICO El! LAS MUESTRAS. 

La producc10n de estreptomicina se cuanllflcO por ensayo m1-

crob101oe1co convenc1onal por el métodc de d1fus1on en agar {25) 

de la s11u1ente manera: 25 )ll de las muestras del caldo de cul

tivo se apllcaron en ct1scos de papel 'w'hatman de 7 mm de d1áme-

tro 1 los cuales fueron colocados po~teriormente sobre placas 

conteniendo 10 mi del s1gu1ente medlo para b1oensayo: 

HedlO 11.-

Extracto de levadura 0.5 

Tr1ptona 1 ~ 

UaCI 0.5 

¡..~ustado a pH.' 

El m1croorgan1smo. sen.S1ble fue· pr:ecre_c1do en el medio "- (U

qu1do) a 37 ° e y -an.ad1do __ al · m'edio U al momento a.e prep~rar las 

placas. t...os d14met.ros de la zona de inb1b1;.;16n de crec1mlento de 



la cepa ind1cadora1 ·los cuales tlenen una relación losarit.mica 

con la concentrac1on de antl.lnOhco presente, se midieron des

pu~s ·de , ,::,._ a 4-a horas de 1ncubac1on de las placas a 29 ° c. L.as 

concentrac1ones de estreptom1c1na se estimaron ut1llzando una 

curva est.andar de sulfato de estreptomicina s1sma a diferentes 

co-ncentraci.ones en los du1cos de papel en las ml.nmas condicio

nes. 

KBDIC!OH DEL pH. 

El pH: ·de las muestras se cuant1f1co en un potenc1ometro Bec~ 

man dllll tal modelo 3500 ut1112and.o el sobrenadan-te· de cada- una 

de las muestras obtenidas en cada cond1c1on experimental. 

DETERH!HACIOH DE LA SEliSIBIL!DAD 

DE S. GRISEUS A LA ESTREPTOHIC!HA. 

t..a concentrac1on m!n1ma de estreptom1c1na que 1nb.1be el cre

c1m1ento de la cepa productora se deteraunO en placa. Se sembró 

0.1 ml de una suspens10n de esporas taproximadamante 3000 espo

ras) en caJas de Petr1 con medio YHG <n'O.m. 11 aJUstado a pH e, 

el cual conten!a sulfato de estreptomicina en concentraciones 

crecientes (de O a 100 pa/ml). Es importante hacer notar que el 

medio fue ajustado a pH 8, ya que el anllbiótlco es menos esta

t'lle en rangos de pH Ac1dos (26). Ademas, la tolerancia de S. 

grJseus al ant1b16tLco se ve dum1nu1da en medios alcalinos a 

un pH de alrededor de e (12). Previamente a su ad1c1ón al medio, 

el ant1b10tlco fue disuelto en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 

a y est.erillzado pa<Jandolo por un filtro Milllpore upo HA de 

_0,45 p.m. Las caJas fueron incubadas a ¿~'e por 4 día:;, al t~rm1-
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no de los cuales !le reallzO el conteo ·de las colonlas ~que ·logra

ron crecar en presencia .del ant1b10uco. 

HUTAGE:HESIS. 

Para una operac1on ef1c1ente de b'O.squeda de mutantes, la do

s1.s Optima del muta.reno es aquella que d.a una proporc10n alta 

del mutante deseado en la poblac10n sobreviviente. Por esta 

razón se elaboro una 1r<lflca de frecuencia de mutantes en la 

poblac1on 5obrev1v1ente contra dosis del mut4eeno (37). 

E:! a11ente muta11en1co empleacto fue HTG a una concentrac1on de 

me/ml en un amortiguador Tr1s-maleatos 0.05 H a pH 9 aJUstado 

con HaOH 10 H (18). Se dtsolv1eron 30 mg de e.ste aeente en 6 ml 

de amortteuaclor a 4 ° e, esta soluc10n fue ester1Uzada por f1l

trac1on en una membrana H111lpore hpo HA de 0.45 µm y colocada 

en un matraz de 50 ml est6r11. De la suspensión de esporas, <1es

cr1ta en la secclón referente a preservac.ion de los microorganl! 

mos, se tomaron 4 ml y se colocaron en el mumo matraz. La mez

cla fue incubada en un batlO de ae1tac10n a 30° e y 160 rpm, to

mandose muestras de ~sta a los s1eu1ente:s tiempos: 10, 20 1 30, 

40, 7!5, 90, 120, 150, 180 y 210 minutos. Al cumplirse cada inter 

vaJo de tiempo se tomo 1 ml de muestra, se coloco en un tubo que 

conten!a 9 ml del amortiguador est6r11 y se centrifugo a 7000 

rpm durante 7 minutos, se decanto y el botón fue res;uspend1do en 

10 ml del m1.:1mo amort1euador, rep1t1endose el lavado y la centr!_ 

tueac1on hasta completar 3 veces con el obJeto d.e el1m1nar la 

NTG. Tras la '1lt1ma centr1fugac1on, las esporas se colocaron en 

10 ml de amortiguador conten1endo 40 % de gl1cerol para su con

servación a -.20 ° c. El control cons1st10 de 0.4 ml de la suspen-
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s10n de espords en 9.5 ml de amort13uador con glicerol. Para la 

elaborac1on de la curvas de -sobrev1yenc1a y frecuencia de mutan

tes resistentes se plateo 0.1 ml de diferentes dlluc1ones en 

placas de medio YMO (medio 1) aJustado a pH 8 sin y con estrep

tom1c1na en una concentrac10n de 60 }li/ml. 

SELECCIOH DE MUTANTES RES!STBHTES. 

E:n base a los resultados de sensibilidad de las esporas de 

la cepa or1¡1na1 a su propio ant1b1ot1co y loa tiempos de muta

s~nes1s adecuados para una frecuencia al ta de mutantes reststen

tes, se dec1dJ.O utilizar esporas mutaaen1zadas de tiempos de tr! 

tam1ento de 90 minutos y platearlas en placa con medio YKO (nñ

mero 11 conteniendo 1n1c1almente 60 pg/ml de sulfato de estrep

tom1c1na, aumen ti!.ndose post.er1ormente a 75 µe/ml al no obtenerse 

resultados de producc10n satufactor1os. Al t6rm1no de una se

mana de incubac10n a 29 11 C las colon1as que lograron crecer se 

tomaron de las caJas de Petri y fueron transferidas a cajas con 

el mismo medio y concentrac10n de antibiótlco para purificar asi 

tas cepas mutantes. A estas colonias posteriormente se le.s de

termino su capacidad de producc1on de estreptomlcina. 

DETECCION DE MUTANTES RES!STEHTES CON MAYOR PRODUCC!OH. 

Para ident1f1car las cepas con incremento en la producc1on 

de estreptomicina, tas mutantes que resultaron resistentes a 60 

y 76 µe/ml del ant1b1ót1co fueron probadas en placa. Este método 

permite probar un gran n11mero de aislados en poco tiempo. El pr2 

ced.lm1ento seguido fue el ~Lgu1ente: 
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Las cepas resutentes ya purificadas se deJaron crecer en 

medio con ant1b1ot1co y una vez esporuladas se transí1rieron a 

una placa conteniendo 20 ml de medio para b1oensayo (ntLmero 11), 

reallz4ndose este paso con pallllos de madera ester1les de 2 mm 

d.e d1.i!.metro, procurando aplicar las esporas en el nuevo medio de 

manera que crecieran colonias de forma regular. Despues de 

dias de crec1m1ento de las colon1as transferidas (periodo en el 

que alcanzan un buen desarrollo r hay producc1on del ant1bi6t1-

co), se preparo una auspen.uon del m1croorsan1smo sensible a es

trept.om1c1na en soluc10n sauna (HaCl 0.65 1.) y se hizo una as

perstOn de esta sobre las placas. Las caJas se incubaron 36 ho

ras a 29 ° e y se midieron los diAmetros tanto del halo de inh1-

bic1on del crec1m1ento del m1crooreanumo de prueba como el de 

las colonias productoras para poder obtener la relaciOn dU.metro 

del halo/dict.metro de la colonia (indice potencia), la cual per

m1tio una mayor obJetividad en la selecc1on al ellminar los 

efectos produc1dos por el ta.mano de la colonia sobre la produc

cion (72). A.si, el ind1ce obt.enu1o se comparo con el de la cepa 

or111nal. 

SELECCIOH DE LAS MEJORES PRODUCTORAS EH LIQUIDO. 

61 cultivo en medio Uqu1do reproduce mas cercanamente las 

condiciones de producc1on a nivel industrial 1· permite una sele~ 

c10n de resolución mas alta que ~l cultivo en placa t72}, .Sln erri 

bargo, el primero requiere mas atenc10n y tiempo por lo que se 

pueden probar menos aislados, por esta razon solo se probaron 

por este m~todo aquellas colonias con mayores pos1b1l1dades de 

presentar una prod.ucc1on mejorada. Este tipo de cultivo permite 
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aoema.s conocer de manera mas precisa cual es el n1 vel de produc

c1ón que puede alcanzar una cepa baJo det.erm1nada.s condic1ones. 

Los culu.vos se realizo.ron en el medio de CarbaJal (medio 5} con 

10 g/l de glucosa, a C9 ° e de la manera descrita anteriormente. 

Todas las fermentaciones se corr1eron utllizando s1mult4neamente 

la cepa or1g1nal como control. 

CARACTER!ZAC!OH DE LA CSPA MUTARTE OBTENIDA. 

PRODUCC!ON. 

El incremento alcanzado en los niveles de producc.1.ón por la 

cepa mutante seleccionada se determ1no al reallzar las pruebas 

de selección en liquido y por comparacl.On con la. cepa or1s1na.1. 

primero en el medio de CarbaJal conteniendo 10 ¡/l de d.e:r.trosa 

y, dehH1o a que en la patente del mecho (11) se hace referencia 

al incremento en la producc16n que se puede lograr con un aumen

to d! la concentrac1on de dextrosa, ft: probaron tambt~n las d.os 

cepas incrementando la dextrosa a 50 g/l. Las fermentac1ones se 

reahzaron de la manera d.escr1 ta anteriormente, aunque debido a 

la eseasa esporulacion de la cepa selec;c1onada se reall:aron rno

d1f icac1ones en cuanto al tipo de inoculo para evitar el maneJO 

de esporas. 

!NCREMEllTO EN RESISTE"C!A A LA ESTRE:PTOMICI!IA. 

L.a nueva res1stenc1a. de la cepa meJorada se determinó en piª 

ca con medio YMG (n tJ.mero l) ajustado a pH 6, de la misma manera 

descr1ta para la determ1nac1on de la sen.s1b1lldad de la cepa. 



or11una1 a ta estreptom1c1na. Se utll1zaron concentraciones de 

sulfato de estreptom1c1na 3 veces mas al tas que las empleadas 

con la cepa or1g1nal, plateandose tamb1~n 0.1 ml de una suspen

s1on de esporas del mutante aulado, resultando en 1300 esporas 

aproximadamente por placa. El conteo de las colonias resistentes 

para la determ1nac10n de la proporclOn de resisten tes se realizo 

a los 4 dlas de 1ncubac1on. 

ESTABILIDAD DE LA CEPA. 

Ks muy frecuente que las cepas meJoradas presenten una dege

nerac1on o reversión de las caracterlst1cas adqu1r1das cuando 

estas son tran.sferldas ser1almente s1n una pres10n de selecc1on 

que impida este fenomeno (661 591 62, 79). Es por esto que exu

te la necesidad de conocer la estabihdad de la nueva cepa y las 

cond1c.1ones necesar1as para su con.servac10n. 

A partlr de tas caJas en las que se manten!a la cepa pura se 

htcleron transferencias a caJa.s que contenían medio para esporu

lac10n (ndmero G) s1n antibiótico. Una vez que el microorganismo 

crec10 en e.stas placas, aproximadamente a los 6 días, se les 

transf1r10 a placas nuevas. Este procedimiento se rep1 t10 un to

tal de 7 veces, al término de las cuales, de cada una de las 

placas de cada transferencia, se tomo al m1croor1an1smo y se co

loco con pahllos de madera est~rlles en placas de é?O ml del me

dio para b1oensayo (n11mero 11), donde se permitió el desarrollo 

de las colonias durante 5 días para ser rociadas después con el 

m1croor¡an1smo senslble y apreciar así la producc10n de ant1b10-

t1co del cutt1vo en placa como se descr1b10 anteriormente. De 
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esta manera se s1gu16 la producc·1on ·de' la cepa tras .cada trans

fl!'renc1a. 

Una pre.non efeCttva coritra· 'la· revers1on es el crecer al mi

croorganismo en presencia de estreptom1c1na en una concentrac1on 

adecuada (79). por lo que se realizaron transferencias en medio 

suplementado con estreptom1c1na e 1aua1mente se observo el efec

to de ~stas sobre la producc1on en placa. 

PREPARACIOll DE IHOCULOS COH LA CEPA llUTAHTE. 

Debido a la mala esporulac10n de la cepa mu tan te se dec1d16 

probar inocules preparados con et mlcroorsanumo precrec1do en 

el medio 101 tanto de la cepa mutante como de la cepa de colec

c1on. Ademii.s, debido a la revers1on que se pod!a presentar al 

precrecer al microor¡anlsmo antes de colocarlo en condiciones de 

producc10n, se prepararon tamt>lén inoculos de la cepa mutante 

precrec1da con 50 p¡/ml de sulfato de estreptom1c1na 1 concentra

c:..on en la que no hay crecimiento de la cepa or1e1nal en este m~ 

dl.o liquido. 

Los 1nocu1os se prepararon a partir de cultl vos llevados a 

ca~o en matraces de 125 ml con 25 ml de medio YHG (n'O.mero 1). 

Estos cult1vos se desarrollaron a partir de esporas hasta lograr 

u~ buen crec1m1enlo de los m1croor¡anismos. Una vez alcanzado 

~ste. se centr1tugo para separar las células, las cuales se co-

1:-caron en tubos estériles con medio 3 para su conservacion a 

~i\J; C. La densidad Opt1ca en espectrofotOmetro a 540 nm de estos 

ir.oculos fue de alrededor de t.4. De esta forma se obtuvieron 
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los 1noculos, precrec1dos de la cepa or1g1nal y de la cepa mutan-

te crecida· en, medio sin y con 50 }lS/ml de estreptomicina. Ade-

mas, para fines de comparac16n, en este experimento tamb1!n se 

reauzaron fermentaciones de ambas cepas inoculadas con esparas. 

PURIF!CACIOH E IDENTIFICACIOH DEL AHTIBIOTICO PRODUCIDO. 

Dad.o que Streptomyces 6rJseus es un oriian1smo que pro-

duce no solo estrept.om1c1na sino a11unos otros ant1b10t1cos como 

la cefamlclna l65) y la candlcldlna (5.&l), se planteo la neces1-

dad de demostrar que la actividad antiblOtica que se encontraba 

en el caldo de cultivo del mutante correspondiera efectivamente 

a la estreptom1c1na, lo cual, a pesar de ser lo mas probable 

puesto que es el ant1b16t1co producido por la cepa. de la cual se 

partio, necesitaba ser corroborado. 

El antibiOtlco d.el cald.o de fermentac1on se purlflcO en una 

columna de intercambio ionico. El intercamblador emplead.o fue 

amberhta IRC-50 Sigma, Ho.A-5893, que es una reSlna de 4cido 

carbox!Hco, por lo que el grupo guan1d1no de la estreptom1c1na, 

que es fuertemente b.!s1co, lleva a cabo las reacciones de lnter-

cambio {751 6, 4, 5, 60). Esta resina se lavo prevlament.e con 
+ 

una so1uc1on al 10 ~ de H 2 so4 y se activo a la forma Ha con 

HaOH al 5 ~. Una vez activada se empaco la columna y se lavo i:on 

agua destilada. Las d1mens1ones y caracter!st1cas de la co-

lumna fueron las s1gu1entes: 

01.!metro t.5 cm 

Altura 15 cm 

F'lUJO t.6 ml/m1n 
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Se pur1ficO tanto el ant.ib1c:it1co produc1do por la cepa mu

tante como el-· de ia cepa ATCC 12475. los culuvos empleados para 

este fin se ·1levaf.'on a cabo en med.10 5 y el tiempo de fermenta

ción iU.e de 1?0 horas.- Como control se empleó sulfato de estrep

tom1c1na, disuelto en med.10 de cultivo previamente ester1Uzado, 

el cual, se utilizó como esti!.ndar para la identiftcactón. El vo-

. lumen empleado fue de 2~ mi en lo tres ca.!os, y en cada uno de 

ellos se llevó a cabo el s1eu1ente proceduuento: se acldiflcó 

el caldo a pH 3 con H 2S04 al 10 Y., lo cual precipita prote1nas y 

perm1tlO su remoc1on por centr1fugac1ón a 5000 rpm durante 10 

minutos. El pH del sobrenadante se reaJustO a 7, pas4ndolo pos-

ter1ormente por ta columna. una vez terminado este proceso la 

columna se lavó pasando agua desulada. El ant1b1ót1co1 que que

dó adsorbido en la columna, se eluyó con una solución de H 2 so,._ 

al 10 x. Las fracciones colectadas se a Justaron con Ha 2 C03 a un 

pH de 8 y se cuantlflcó el antib10t1co presente por bioensayo. 

La Ld.entlflcac1on del antlbiOtlco se reallzO por cromato¡ra

f1a en papel Whatman 3HH utlllzando la s1gu1ente mezcla de sol

ventes (8J: n-butanol- ac1do acet1co -agua (2~1:1J. Para el re-

velado se roc10 el cromatograma por aspers1on con una so1uc10n 

de n1nh1ctr1na 0.25 % en p1r1d1na-acetona (1:1) y se calento du

rante aproximadamente 10 minutos a 105 ºC (8J. Esta cromatografía 

se corr1ó con un est4ndar de sulfato de estreptom1c1na. el anu

!:aót1co pur1f1cacto de s. cr1s~us ATCC 12:475, el ant1b10t1co 

pur1f1cado de la cepa mutante, el ant1b1ót1co recuperado del me-

-d10 ;:de cu1t1vo estéril y mezclas del ant1b1otico de tas cepas 

con el estandar. En todos los casos las muestras colocadas en el 

-paperc-conteriiali aproximadamente 12 µg del ant1b1ouco. 
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Rll:SUl.TADOS Y DISCUSIO• 

SELECCIOH DE UH HEDIO DE CULTIVO ADECUADO 

PARA LA PRODUCCION DE ESTREPTOHIC!HA. 

De los 6 mec11os de cul tl vo que se compararon, el 5 y el 6 se 

probaron con dos tipos de inoculo (0.l ml de la suspens10n ele e! 

poras y 2 ml del microorganismo precrec1do) 1 el resto se inoculo 

11n1camente con esporas. Como se puede observar en las figuras 3 

y !i en todos los medios probados el m1croor¡an1smo logró un buen 

crec1m1ento1 aunque en el medio 9 (gr4f1ca EJ no es tan alto co-

mo en los otros medios. En el medio 7 u::raf1ca GJ se observo la 

mayor cantidad de b1omasa pero prilct1camente no hay producc1on 

de estreptom1c1na. Tampoco en el mecho 6 liriiflca CJ se observo 

s1ntes1s del ant1b10tlco. En todos los medios en los que hubo 

producc1on del antibiótico es notoria la ca1da en la cantidad de 

protetna en el momento en que la concentración d.e !ste se incre-. 
menta. Este fenOmeno muy probablemente es debido a la lls1s cely. 

lar, pues el m1croorgan1smo es sensible al anllbiót1co producido 

y a pesar d.e que se ha reportado que a lo largo de la fermenta-

c16n la resistencia se va incrementandc l12), para el momento en 

que aparece ta estreptomicina esa res1stenc1a no se estA expre-

sando por completo, como sucede en etapas posteriores en las que 

1nclus1ve se observan ligeros incrementos en el crec1m1ento. 

Esta dism1nuc1on en la blomasa no se det:10 a cambios de pH, pues 

~ste no su fr10 cambios considerables. 

De acuerdo a las producciones alcanzadas en estos medios se 

selecc1on6 el de carbaJal con 10 g/1 de glucosa {medio 5), pues 
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tanto ,con/-,1noeu10 ·'.de. esporas como con inoculo precrecido se al

c.an:za~on producciones muy superiores a las de los medios restan

tes. En el caso del inoculo de esporas {grá.fica A), la produc

c10n alcanzo ·en los duplicados y en la repet1cion ele este ex

perimento los 300 )18/ml de estreptom1c1na entre las 72 y 96 ho

ras de cultivo, por esta razón se dec1dio emplear la formulac10n 

de este medio para las pruebas de produccion en medio Uqu1do de 

las mutantes que se obtuvieron y para su comparación con la cepa 

de la cual se or1e1naron. En todos los casos se emplearon espo

ras como inoculo, aunque una vez que se obtuvo la cepa meJorada 

fue necesario hacer modificaciones ya que resulto poseer una ca

pac1dad de esporulac10n muy dism1nu1da. 

SENSIBILIDAD DE!. MICROORGAHISHO PRODUCTOR AL ANTIBIOTICO. 

Con la f 1nal1dad. de conocer la caneen trac10n adecuada de es-

treptomic1na para la selecc16n de mutantes con un 1ncrement.o a

preciable en su resutenc1a, se determino la sensibilldad de 

s. gr1seus a su propio ant1b16Uco cuantificando el porcentaje 

de sermtnacion de esporas en placas conteniendo concentraciones 

crecientes de sulfato de estreptom1c1na. 

La determinac10n de una concentrac16n que inhibiera comple

tamente la ¡erm1nac16n de las esporas se v10 d1f1cultada por el 

hecho de que aleunas de Las esporas presentan mayor res1stenc1a 

por lo que la tolerancia mAx1ma esta relacionada directamente 

con la cant.1dad de esporas presentes. S1 el o-O.mero de !st.as es 

muy grande la concentración que 1mp1de la germ1nac1on de todas 

ellas se 1ncrementa notablemente, aun cuando en términos de por-
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centaJe los valores no son muy variables. Por esta·.·--::-~azóii es COn-
_ ... ,. ,, 

ven1ente maneJar porcenlaJes de aerm1riac1o_n· a.- di~_t1n~~s concen-

trac1ones. o bien tomar en cuenta, para ~ualq~Íer ,:~oncl~slón.· el 

ni1mero de esporas lnoculadas. 

Otro hecho d11no de tomarse en cons1derac10n es que la resl~ 

tencla presento variaciones dependiendo de si se utilizaban es-

poras o mlceUo y ademas el estado f1.uo1011co de la c1Hu1a. Una 

expllcac10n se encuentra en lo reportado sobre las var1ac1ones 

tanto en la permeab1l1dad al antlb10t1co como en la act1v1dad de 

la fosfotrans'ferasa dependiendo de sl el m1cel10 proviene de la 

fase de crec1m1ento o de la fase estac1onar1a del cultivo (12). 

Esto su11ere una e:s:pl1cac1on a aleunas d1f1cultades que se pre-

sentaron en la reproduc1b1l1dad de los resultados en exper1men-

tos preliminares. 

E:n la figura 5 se graf1can los porcentaJes de germ1nac1on op 

tenidos en las concentraciones probactas. Se puecte observar que a 

partir de una concentrac16n de 30 Jl~/ml los porcentaJcs de ger-

m1nac10n son inferiores al 1 Z, y para la cantidad de esporas 

ut1hzada, el desarrollo de colonias a los q. días de incubac10n 

es nulo en 60 )JB/ml de estreptom1c1na. 

De los resultados obtenidos s~ concluyo que concentrac1ones 

de e!!ltreptomicina 60 µg;ml o mayores, en placa, son las adecua-

clas para buscar variaciones en los ni veles ele res1stenc1a al an-

t1biotico en las cepas mutantes. Es importante hacer notar que 

esto es cierto para los casos en los que se utilizan esporas y 

en el mismo medio, pues la resistencia de células de micelio 
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que se transfieren a placas con antibiOt1co fUt!: muy superior, y 

probablemente otros medios de cultivo proporcionen resultados 

diferentes, ya que incluso el m·umo medio sin agar resulto en 

una concentrac1on 1nhib1tor1a muy diferente. 

HUTAGBHES!S. 

Los tiempos de tratamiento con NTG perm1t.1eron obtener altas 

proporc1ones de mutantes resistentes dentro de la poblac10n so

brev1v1ente. Como se puede observar en la figura 6 1 los tiempos 

de tratamiento de 90 a 160 minutos incrementaron el porcentaje 

de res1stenc1a a mas de de resutentes a 60 Jlll/ml de estrep-

tom1c1na. De acuerdo con estos resultados se decldiO util1zar 

esporas tratadas con NTG durante 90 minutos para la bll.squeda de 

resistentes para las pruebas de producc1on, ya que tiempos má.s 

lareos probablemente resultarían tambi~n en mutaciones de ot.ro 

t1po. A pesar de obtener buenos rendimientos d.e mutantes y de 

esi.ar basados en lo exutente en la bibho¡¡raf!a para microorga

nismos de éste género l18}, los tiempos maneJados fueron muy se

veros de acuerdo a los resultados de sobrev1venc1a mostrados en 

la sráflca. La mortalldad que se alcan20 después de los 40 mi

nutos de exposición fue superior al 99,9 Z, esto incrementa las 

probab1hdades d.e que las mutantes obten1das presenten ademas 

mutaciones indeseables en gene!I no relacionados con la produc

ciOn del ant1biót1co. S1n embar¡o, las proporciones obtenidas de 

mutantes resistentes en tiempos de exposición mas cortos resul

taron muy bajas, lo que d1f1cu1tar{a encontrar mutantes con d1-

ferenc1as importantes en resutencia y produc1on del ant1biOl1-

co. Es probable que para mejorar estas características en el 
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FIGUAA No. 6. Mutag4nesis. ( •) Curva de sobrevivencia di:? las esporas en 

función del tiempo de tratamiento con NTG a l;fla concentración de 3 i:ng/ml 

en amortiguador tris maleatos e.os M a pH 9 '/ 3oºc. ( •) Frecuencia de m~ 

tantes resistentes a 60 pg/rnl inducida por el outágeno. 
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m1croor¡an1smo sea· necesario q~_e·,.se :.·pr~se·~·te ·'m-as -de una ·mutac1on 

en los ¡enes involucrados1 ·por __ ló.:·que el tratamiento deba ser 

mas intenso para loerarlo, aun cuand<;i_ se afecten otras re¡iones 

del genoma. Ademas, el perfil de la curva de porcentaJe de re-

s1stentes es el tip1co obtenido para mutaciones que provocan in-

crementos en el rend1m1ento de un producto en la que se observa 

un pico Optimo y una posterior ca1da en el porcentaJe a altas 

dosis del agente muta~~n1co (l&J. Esto parece sueer1r que efec-

t1vamente esos tiempos sean los mas favorables para la obtenc10n 

de este fenoupo, aun cuando pueda parecer muy largo el trata-

miento con NTG. 

SELECC!OH DE MUTANTES RESISTENTES. 

Como se menciono en la metodolo1ia 1 se ut1hzo una concentre 

c10n de 75 pe/ml de estreptom1c1na en placas de medio 11 en la 

cual pract1camente no hay germinacion de esporas de la cepa de 

colecc16n, por lo que aquellas colon1as que 101raron crecer pre-

sentaron un notable incremento en su resistencia y consecuente-

mente una mayor probabilldad de meJor producción. Así, para las 

esporas tratadas durante 90 minutos con NTO la frecuencia de mu-

tantes resistentes obtenido fué de alrededor del 0.7 Z, es de

cir, de las 5x1018 esporastú.1 ml que aproximadamente existían 

al tiempo O, a los 90 minutos de tratamiento sobrevivieron 1x108 

y de ellas alrededor de 7000 podrían ser resistentes a esta con-

centrac16n de antibiOtico. 

In1c1a1mente se emplearon 60 µs/ml de estreptom1c1na para la 

selecclOn, obteniéndose varios cientos de mutantes resistentes. 
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La producc10n de 50 de estas cepas mutantes fue probada en placa 

no obaervandose dl.f11ranci.as con la capa. or1a1nal. Por 11at;a razOn 

y para d1sm1nu1r el ndmero de cepas a probar se dec1d10 aumentar 

la concentrac10n del ant1biOt1co a 75 }.li'/ml, lo cual perm1t10 la 

obtenc10n de aislados con una notable d1ferenc1a en su resuten

c1a y, como se discute a eont1nuac10n 1 con meJor prod.ucc10n. 

MUTANTES RESISTENTES CON HAYOR PRODUCCIOH DE ESTREPTOHICIHA. 

La selecc1on en placa de las cepas con producc10n incremen

tada resultó ser efecUva. En las mutantes seleccionadas en 60 

;µ1/ml no se pudieron observar incrementos en la producc1on, tal 

vez debido a que las d1ferenc1as fueran pequenas o a que no 

ex1st1era entre las cepas probadas alguna con esta característi

ca, ya que exute la posibllidad de que el incremento en resis

tencia presentado fuera debido a mutaciones d1ferentes a las que 

se buscaban, pues la resistencia al antib10tico tambi~n puede 

darse por modificaciones no relacionadas con el sen de la fosfo

transferasa y su reeulac1on. Adem4s, hay que considerar que es 

pos1ble que en estas cond1c1ones de produce.ion (en placa y con 

un medio diferente), no se este expresando el incremento en la 

produccion, aun cuando pudiera e:iust1r la informac10n een~t1ca 

para esto. Sin embargo, de las 80 mutantes resistentes a 75 )li/ 

ml probadas, resultaron 3 cepas con una relac10n d!.4.metro del h! 

lo;di4metro de la colonia mas alta que la de la cepa orii'1nal 

que tuvo un valor de 3. Una de ellas presento una relación de 

5.3, la cual es considerablemente mas al ta. Este resultado se 

repltio al probarlas nuevamente. 
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Antes ·de haber .establec;:1do esta t~cn1ca de selecc1on en pla-

ca se· probo la . pr~d~cc10n de algunas mutantes resutentes en me

d10 l!quldo, entre \e-nas- -e"sta cepa, que en esas cond1c1ones 

1¡ualmente super~ -a ia·_·'-cepa:, or1g1nal. Aml:>os resultados sueer1an 
. ' -· ·- - -- - ' •, --.~--- . 

que esta _mutante tení~ .~n_a _ _, .Jnuy. buena capacidad de producc10n de 

estre-ptom1c1na -por lo --c['\ié·' se· réauzaron nuevas pruebas en medio 

l!qu1do. 

Inicialmente las pruebas de producc10n en matraces de 125 ml 

se realizaron en medio 5 con 10 1/1 de r1ucosa. En estas candi-

ciones la cepa or1sinal produJo entre 200 y 300 prtrnl del ant1-

b10Uco partiendo de lnOculos de esporas. Para las cepas mutan-

tes se procuro obtener 1noculos semejantes a los de la cepa de 

colección para podar establecer comparaciones. De tas tres cepas 

con indice potencia alto solo una mostro diferencias considera-

bles con respecto al control. En la f1gura n'O.mero 7 se 11raf1can 

los resultados de un cultivo en el que se comparó la cepa mutan-

te con la que le d10 or1een. Como ae puede observar. la produc-

clón de la cepa mutante fué de alrededor de 400 pg/ml, aunque en 

otros experimentos alcanzo 500 ps/ml, manteni~ndose aproximada.

mente el doble de prod ucciOn que la del control en todos los 

casos. 

Al realizar mod1f1caciones al medio en cuanto a la concentr! 

cion de slucosa 1e1 asregar 50 ¡;1 en lugar de 10 g¡l) tiene un 

eTecto pos1t1vo sobre la producc1on del antlb10t1co en ambas ce-

pas. En la f tgura se ilustra un cultivo en el que Streptomy-

ces Kriseus ATCC 12!l-75 con esta concentrac10n de fuente de 

carbono logró producc1ones de 500 pg;ml del ant1b10t1co mientras 
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FIGt."PJ. Na. 7. Cinéticas de crecimiento ( 8) y producción de, estreptomicina 

( •; de la cepa original y de la cepa mutant_e en el medio de Carbajal con 

10 c;/l de c!extrosa (medio 5) (11). 
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FIGURA No. B. Cinéticas de. crecimiento (e) y prÓdÚcción' dé :antibiótico ( •) 

de · 1a cepa original y Ce la· cepa mutante en el medio de Carbajal con SO_ g/l 

de dextrosa (aedio ~) (11). 
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que la cepa m~,~a~~é :a~canZa·.-.)os.~ ~.190 ·.)lr/ml. Resulta interesante 

el hecho: de qu~ -~~ta···.·~~·¿,~ri:~:~:n-t.=~~·~1.¿'zí· de" glucosa estimule la pro-
. . ......... ,_.' -·-

ducca~n···,:d·e -~ ·estrePt.-~:~_1c~-~-~-':.\~a·.:_·~~~ ha s1do reportado el fenomeno 

de _r~p_r~s1~~ de ... )a:~.-D;·min~·~úl~sa (29), en concentrac1ones de 15 

fl/l o mayor.es-~ \:6·ri-~ ... 1~----·-~'o~.S~~:Ue~te dism1nuc1on de la concentrac1on 
. ' ·. 

de ant1b10tico pl-od.~c1~a. Este resultado pos1blemente tenga una 

exphcaclón · ~n el hecho de que en el reporte mencionado se trata 

-de cepas· de· s.--'griseus dlferentes y probablemente en la cepa 

con la que se rea11z6 este trabaJo no .se presente e.ste ef"ecto 

ne¡ a tl vo, pues como ya se ha mencionado es una cepa que ha sldo 

sometida a meJoram1ento eenétlco (11). 

Con las concentraciones de glucosa de 50 1/l nuevamente se 

repit10 el resultado observado de una producción de aproximada

mente el dob'te de la cepa or111nal por lo que se proced10 a de-

terminar algunas otras caractertsticas de e.sta mutante. 

NUEVA RESISTENCIA A LA ESTREPTOMICINA. 

B'n la fl¡ura 9 se encuentran eraficados los procentaJes de 

1erm1nacion en presenc1a de estreptomic1na de la cepa mutante. 

Como ya se menc1onó, la.s esporas de la cepa original no fueron 

capaces de germinar en presencia de 60 )lg/ml del antlb10t1co. 

Por el contrario, la cepa mutante presento una resistencia mucho 

mayor, ya que aun en 100 }li'/ml, que es casi el doble de Ja con-

centracion que pract1camente inhibe el crecimiento de la primera 

cepa, un 4 % de las esporas logró germlnar y desarrollar colo-

n1as. Concentraciones de 150 )J.i'/ml permiten un 2 % de resisten-

~tes y es arriba de 200 }18/ml de estreptomlclna cuando no se ob-
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Éste -.S1en1f1ca que la res1stenc1a se 

necesitan mayores in-

presente para lorrar 

.;/ 
res1st.entes, a d1 feren-

-:.:{

ci·a-- 'cte·.-1~'~:' c~p-á·-. 0Fi8~~'áf cuya·:·_re.51Stenc1a cayo ri!pldamente al in-

Resultó 1ntere.9ante el que al hacer transferencias con asa 

microb1olOe1ca de la cepa mutante de placas sin ant1b10t1co a 

otras con 250 ps/ml haya un buen desarrollo de m1cello, contra-

r1amente al e.sea.so crec1m1ento que se esperar.ta y resulta des-

concertante el hecho de que en esta concentrac16n tamb1~n la ce-

pa or1g1nal logro desarrollarse bien s1 se hacen las transferen-

c1as de esta manera. Este fenomeno posiblemente encuentre exph-

cac10n en el hecho de que con el asa se esta transf1r1endo ade-

mas de esporas m1ceUo, que se encuentra metabOIJcamente activo 

a d.1ferenc1a del estado de latencia de las esporas en medio con 

glicerol. Adem4s, la cantidad de esporas que se toman con el asa 

es varios ordenes de magnitud mas grande que la de la suspensión 

de esporas ut1l1zada en los experimentos de la flQ'ura 9, por lo 

que a pesar de ser un porcentaJe de germ1nac16n muy baJo, fue 

suf1c1ente para el desarrollo del microorean1smo en la placa. 

La res1stenc1a de la esporas en med10 10 l!qu1do con ant1-

b10t1co fue tambi~n diferente BaJo estas condiciones la cepa 

mutante crece hasta en 50 jli'/ml cte estreptomicina y concentra

c1:ines superiores d1fíc1lmente permiten su desarrollo. La cepa 

or1e1nal res1st10 concentrac1ones mucho mas bajas que la mencio-

nada en las mismas cond1c1ones. 
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ESTABILIDAD DE LA e.EPA :oeTEMIDA .• 

~:;,:~:tº .. _'::;·'.>.~ 

- me~-t~ª .~:•P¿~¿~~i~;~~~:.~e~;~·n:·r~ª:n•:.tt::1:to:11c:::n::::::~:º•:r1:~ 
Ver~ir :.:-~f f~~ot-¡~~ .-~:-~;~1-~~nai~'.-: .Este fenomeno se ilustra en la erA-

Como se puede observar, la producc10n en 

-;P1a:d,~~-_::~·r:--.~d:i~-~1·~-~ye~do en cada transferencia aprox1mandose al va

ior ."'-del"·:. indice Potencia de la cepa de la cual se part10, el cual 

A pesar ·de que este resultado no es el mas deseable, hay que 

tener en cuenta que el anadlr estreptom1c1na a tas placas de me-

dio · 2 en una concentrac10n de 2000 pg/ml impide esta revers10n. 

Al realizar 7 transferencias en estas cond1c1ones y llevar a ca-

bo un cultivo en medio 5 con las esporas provenientes de la tl.1-

t1ma de ellas no se observó d1sm1nuc1on en la producc16n. De es-

ta manera fue posible conservar a la cepa mejorada sln rever-

sion, lo cual resulta importante. 

Como ya se mencionó anter1:irmente, es frecuente que las ce-

pas mejoradas reviertan s1 no son mantenidas en cond1ciones es-

pec1ates, sobre todo s1 la inf:::rmac10n de 1nter~s se encuentra 

cod1f1cada en pU.sm1dos tlo que no sucede en el caso de la es-

trept..:im1c1na en este m1croorga:11sm:i1. Existen reportes de cepas 

mejoradas pr~ctuc~oras de estreptom.:.c1na que presentan este fe-

nomeno de revers1on y de como la presencia de estreptom1c1na en 

el medio i~p1~e. -~ª-- p_er_~ld~ .~~ la informac10n de la cepa (79), lo 

que ·concuerda con los ,_resultados ·::>bten1dos y es 10g1co esperar 

-s1 tcmamos--en cuenta-- la· ,regu1a;1or:. :oord1nada del gen de res1s-

su 
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tenc1a_. y los ·d_~ b~·~.sírl .. tes1s, - ~os1ble p'or el arree lo de éstos en 

el 

El re·SUit.l.dó ·del' experimento en el que se precrec10 al mutan, 

_te con-· y · s1n in-t1b1ot1co se encuentra 1raf1cado en la figura n'O.

mero 11. Las 1r.tf1cas A y B corresponden a cultivos con la cepa 

or111nai" inoculados con espora5 y con el microorgan1smo precre

c1do - respect1 vamente. Al igual que en el experimento en el que 

se compararon d1st1ntos medios de cultivo, en este 1 el inocular 

esporas perm1tlO alcanzar mayores concentraclones del antib1ou

co en ta fermentac1on (420 contra 310 }lS/ml). Lo mismo ocurrió 

con el cult.1vo de la cepa mutante a partir de esporas que alcan

zo los 1070 )111/ml de estreptom1c1na (gr.tf1ca C). Como se observa 

en la gr4f1ca D, s1 esta cepa es precrec1da en medio sin estrep

tom1c1na al parecer presenta un fenómeno de revers10n 1 pues su 

producción alcanzo apenas los 395 )li/ml, concentrac1on sim1lal' a 

la .s1ntetlzada por la cepa or1g1nal. Esto no sucede en los cult! 

vos en los que se ut11lzo como inoculo el mutante precrec1do en 

el medlo con 50 pg;ml del ant1b1ot1co, BaJo estas cond1c1ones, 

la producc1on, aunque mas baJa que la del cultivo de e.sporas, 

s1gu10 siendo muy superior a la de la cepa de la cual se paruo, 

alcanzando los 070 }li'/ml cgraf1ca E). 

El precrecer a la cepa mutante en presencia de estreptom1c1-

na perm1llO obtener inOcutos :on facll1dad 1 evitando así el man~ 

JO .;te esporas de esta cepa que presenta una escasa esporulac1on. 

Tal vez sea posible obtener producc1ones s1m1lares a las de los 
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cult.1vos de esporas s1 se reallzan mod1f1cac1ones de las cond1-

c1ones empleadas para obtener los 1noculos precrec1dos. Una de 

esas posibles mod1f1cac1ones es la del medio empleado para el 

precrec1m1ento y esto dependiendo del medio que se utilizara pa

ra la prod ucc16n del ant1b16t1co, ya que el cambio de un medio 

de cultivo a otro de diferente compos1c1on tiene una repercusión 

1mportante sobre el metabolismo del m1crooreansimo como lo de

muestra el experimento de la fleura u. En esa.s gr.if1cas se ob

serva un claro retraso en el crec1m1ento del m1croorganumo en 

los casos en los que se inoculan c~lulas precrecidas en un medio 

compleJo y no esporas (graf1cas B, O y E). Ademcis, la producc10n 

del antlbiótlco se v16 también notablemente retrasada, alcanzct.n

d.ose las mclximas concentraciones hasta las 168 horas, siendo po

sible que aun después de ese uempo se incrementen, ya que no se 

s1gu10 el cultivo después de ese tiempo. 

Otra modlflcac1on que podría repercutir en la cantidad de 

e.streptom1c1na producida es la del tamano del inoculo, ya que en 

otro.s experimentos se ha v10 que é.ste la afecta notablemente y 

durante el presente trabaJo esta variable no fue opt1m1zada. 

Una tercera variable que puede tomarse en cuenta es la can

tidad de estreptomicina a at'ladir en el medio de precrec1m1ento, 

pues también es posible que esto afecte la producción alcanzada, 

y en este experimento simplemente se ut1l120 una concent.rac1Cn 

en la que no se permi ua el cre:1m1ento de la cepa original para 

evitar la revers1on de la mutante. Hay que tener presente ademas 

que esto dependera de los medios de cultivo empleados. 
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FIC:t:P_; r-:o. 11. Comparación del credmie:-.:.o ( •) y la producción de antibió~~ 

co .(•} alcanzado$ con diferentes inócdos en la cepa original y en la ce¡:..a 

rr.uta:-.te. Las. gráficas h y B corresponde:. a c·..iltivo!; dt:: la cepa original cor. 

inóci;los de esporas y precrecido sin an!i=.iótico respectivamente. LaE: grá:~ 

ca-s e, D y E corresponden a la cepa muta:-.te cor. inóculos de esporas, precre

cido sin antibiótico y precr~cido con s: f~/tnl de estreptonicina. El medio 

err.ple:tdo para los cultivos fu~ e~ nú~P.ro S con So 9/l de deY.tro:;a. 
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!DENT!F!CACION DEL ANT!BIOT!CO 

PRODUCIDO POR- LA CEPA MUTANTE. 

Previamente 

rio reallzar su 

a 1a:- 'ldent1t'iCac1'0n .·.d-e1<·antib10t1Co: fue necesa~ 

p·urif1ca:c·1·o·n :~~.:~-~~~¡.>:.¡¡~~:¡·~·~r· ·~tr~s mol~culas del 

caldo de cultive q~~/~od.;~'.i:~-~~~~ ~~::~ff~~:~·r ·~·l reahzar Ja cr~mato-
1raf1a en papel y.· _d.-~~i:c~·~,i.~~;\~Ja·>~1de-r:itifl.caclón. Este. proceso se 

llevó a cabo de una manerá 'etert"1 va ' en Ja amberll ta IRC-50, pues 
. . . . . 

no se observó ant1b1ót1cO·- ·al -llevar a cabo el b1oensayo de los 

caldos de cultl vo · qUe" fueron pasados por la columna, mientras 

que en las fracciones colectadas durante la elución con ac1do se 

demostró la presencia de este compuesto. El flUJO de la cclumna 

fue de aprolumadamente t.6 ml/m1n., aunque este fue d1sm1nuyendo 

al cambiar el pH de la resina, pues al ac1d1f1carse ~sta se com-

pactó retardando as1 el paso del eluyemte. 

Resulta inconveniente en la t~cn1ca empleada el que al re-

aJustar el pH de las fracciones a 6 Jlara la detecc1on del antl-

blOllco 21e formo una cantidad muy grande de sales por la neu~ 

tra11zacion del acido, ya que muchas de las fracc.iones presen· 

taban un pH demas.iado baJo ¡inferior a t). Posiblemente sería 

mas conveniente utihzar una menor concentracion de ttc1~c para 

la elucion, ya que aun en pffs de 3 y 4 el antlb1ótlco fue recu-

perado. 

La cromatosrafía en papel se realizo previamente cor. sulfato 

de estreptom1c1na disuelta en amortiguador fosfatos o.a M de pH 

8 para determinar el Rf de esta mol~cula con la mezcla de solVe[l 

tes empleada tn-butano1-ac.acét1co-agua; 2:1:1) y probar el re-
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respeet1v~ 

como _ s~ PU:.ede apreciar en la f1eura 12, los Rf son muy s1m1-

lares en ·todos los casos y de alrededor de 0.621 adem4s, en los 

carriles en los que se colocaron mezclas de sulfato de estrepto

m1c1na con el antlb1ót1co de las cepas, 'Ó.n1camente aparec10 una 

mancha, por lo que se puede aflrmar que el ant1b10tlco producido 

por la cepa mutante efect1varuente es estreptom1c1na como era de 

esperarse, ya que la producc1on de estos metabolitos es cepa-es

pec1f1ca y el m1croorean1smo del cual se part10 es un productor 

de estreptom1c1na. La cromatografía que se muestra presenta las 

manchas correspondientes al antib1ot1co un tanto dispersas de

bido a que las sales contenidas en las muestras se depositan en 

el papel y d1f1cultan el corr1m1ento de las muestras, ocauonan

do que el ant1b1e'"..1co se dlsperse hgeramente. 
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:::;.·::.;.. f\o. 12. Cro!:'.at~;:ra!Íé. e-:-. papel del a:itil::::.Ótico prod:.:.cidc fOr las ¿~~ 

cepas. En el carril l se. e:icue:-.tra un están':lar de sulfatc_de es-::-epto:;.icina 

c_!.:.:.'.lelto en amortiguador. Los carriles 2 y 5 ccrresponden a un e~tánc!ar re· 

ct:perado del medio ·de cultive. En el carril '.! se: encuentra el a:-.'::il:.iótico -

producido por la cepa origir.a.:. En el cal'ril 4 st: observa el de la cepa r:mtante 

y los carriles e. y i ccrrespc:-.:l.e:. a la mezcle:. di:l estár,dar "/ les prod·.:::-~c: 

de. la cepa original ':'de la r.:.:':ar.te resp~cti•;a:-=.:-.'".:e. 



CO&CJ..USIO&ES 

- La metodol~e!a :emPleada para la --mutaeene51s de Streptomyces 

gr..Jseus perm1t10_ obtener la cepa deseada. aunque con mor

talidades ~muy altas. 

- L.a cepa_ mutante obtenida produce aproximadamente el doble de 

la - cantidad de ant1b10t1co s1ntet1zada por la cepa de la 

cual se partld. 

- De los med1os de cult1 vo prot>ados, el medio de Carbajal res u!. 

to ser el mas adecuado para la producc1on de estreptomicina 

en matraces de 125 ml. 

- En el medio de CarbaJal con 10 g/l de dextrosa s. gr.Jseus 

A.TCC 121175 produjo de 250 a 300 p.g/ml del anlib10t1co, m1en

tra.s la cepa mutante alcanzo los 500 p.etml. 

- El agregar 50 g/l de dextrosa a este med.1;:) no provoco un efe~ 

to nesat1vo sobre la producc10n, como se ha reportado, sino 

que la est1mu10 en ambas cepas, logrand.ose alcanzar en la 

cepa original 500 )lg/ml y en la cepa m·.::ante 1100 ).18'/ml. 

- La resistencia de este m1croorganismo i1 la estreptom1c1na se 

incremento en mas cte tres veces, tantc :n esporas como en 

micelio y lo mismo en placa que en me~!:> l!qu1do, aunque en 

cada caso las concentrac1ones .=inh1bitor!as fueron diferentes 

y dependientes del fnedto d.~· c:ult1.vo em¡::leadi:>. 



ESTA 
SALIR 

TESIS NO UEBE 
DE lA BIBUDTECA 

- La .:epa obtenida es inestable y se prese:-.':.6 la reversión de 

:as caracter1st1cas adqu1r1das al maneJarla s1n una pres1on 

d~ selecc16n. Sin embargo, fu~ posible impedir este fenómeno 

manteniendo a la cepa en placas del medio ntlmero 2 con 2 m1 

1ml de estreptom1c1na. 

- La cepa me1orada presento una notable dl3m1nuc1ón en su ca-

pac1dad de esporulac1on. Esta d1f1cultad en el manejo de la 

cepa se pudo salvar precrec1endo m1cel10 en presencia de 

estreptom1c1na para la obtención de in~cutos. 

- se comprobó que el: ant1b10t1co producid.o por la cepa mutante 

es estreptom1c1na Y,- no· otro de los s1ntet.1zados por esta es-

pec1e. 
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