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INTRODUCCION.

Los microorganicsmos son cagpaces de sintetizar una gran
variedad de compuestos gue son comercialmente importantes. Entre
éstos, los antibidticos han atraido el interes por muchos anos,
inclusive adn en la actualidad. Su diversidad ¥y complejidad, su
presencia en cantidades detectables en un nimero de diferentes
especies ¥ €l hecho de que todavia no se les puesde atribuir una
funcidn definida, laos han hecho objeto de investigacién en

rumerosos grupos cientificos (MALIK, 19323 DEMAIN, 1984).

Comoc cualguier otro evento realizado por 10S microorganismos,

-

a2 biosintesis de los antibidticos esta finamente controlada por
diverscs mecarismcs, alguncs como ia inhibicidn o la represidn por
retroalimentacicon son los mejor conpcidos. Otros han sido poco
estudiados, como es el caso de la represién por la fuente de
carboro, por la fuente de fosfatos o por la fuente de nitrdgeno
(MARTIN & DEMAIM, 1980). En este dltimo caso se ha repocrtado
recientemente que o1 amornio puede ejercer un efecto negativo sobre
1a prcduccién de muchos antibidticos como la cefalosporina ({BRARNA
et a21., 1985), la cefamicina, novobiocina, candihexina, ac.
fusidico (MARTIM & DEMAIM, 1980; AHARONOWITZ, 1980), cerulenina,
bacitracina ¥ leucomicina entre otros (OMURA & TANAKA, 1984). La

producci&n de estos antibidticos se ve disminufda cuando se
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adicionan iones amonio al medio de cultivo en concentraciones qQue

van de 2-250 mM.

El mecanismo regulatorio ejercido en todos los casos en que se
ha estudiado ha sido represidn aunque a diferentes niveles. En la

bicsintesis de cefalosporina por Streptonmyces clavuligerus ¥y por

: . 4 .
Cefalosporium acremphnium se obssrvo represion de algunas de las

enzimas que participan en la sintesis del antibidtico. Por otro

1ado, en Streptomyces fradiae, microorganismo productor de

Py 2 . ’ - .
tilosina, la represion se lleva a cabo a un nivel prewvio a 1la
biosfntesis de esta. El amonio reprime a las enzimas encargadas de
l1a gereracidn de los 3cidos propidni:o y butirico, precursores de la

tilosina (OMURA et al., 1924b; TANAKA et al., 1985).

A la fecha se desconoce si el amonio per se o un producto de
su metabolismo lleva a cabo el efecio represivo. Algunos autores
han propuesto gue l1a regulacian estd mediada por la enzima
Qlutamina sintetasa, vya Que se ha observado gue cuando existen
bajos niveles de esta enzima no hay produc:ién de antibiéticn, b
por el contrario, condiciones gque permiten altos niveles de 1la
9lutamins sintetssa son favorables para la produccidn de estos

compuestos (AHAROMOWITZ, 1980).

Estos datos indujeron al estudio de la asimilacicn del amonio
¥ su regulacidn en estreptomicetos encontrdndose que algunos de
ellos lo asimilan via glutamina sintetasa-glutamato sintasa a a

traves de la glutamato deshidrogenasa; otros carecen de esta Jdltima
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enzima ¥ la asimilacidn procede Gnicamente por la glutamina
sintetasa, ya gue la alanina deshidrogenasa, al menos en

Streptomvces clavuligerus no actda en la asimilacidn del amonio

como se pensaba (BRANMA et s51., 1938&b).

Por otro lado, l1a eritromicina es un antibiético macrolido no
poli€nico de 12 dtomos de carbono, cuya sintesis se lleva a cabo
mediante la condensacidn de una moldcula de propionil CoA ¥y seis
moleculas de metilmalonil CoA. Durante la biosintesis se incorporan
azdcares como la micarosa v la desosamina para generar diferentes
intermediarios (CORCQRAN, 1981). En lo que se refiere a su
regulacidn se ha reportado que la biosintesis de eritromicina es
reprimida por glucosa (ESCALANTE et al., 1982), sin embarga no
existe antecedente alguno sobre la regulacidn por la fuente de

: s
nitrogeno.

Desde el punto de vista comercial, la eritromicina es un
antibidtico muy importante, ya que es el de eleccidn contra
infecciones producidas por estreptococos, estafilococos vy
prneumocncos, por 1o cudl se consumen grandes cantidades anualmente
de este compuesto, en diversas presentaciones farmacduticas. En
México, 1a eritromicina es producida por Laboratorios Fermic ¥y
Laboratorios Abbott. Sin embargo, la demanda ha superado la
produccidn ¥ & la fecha se siguen importando cantidades
considerables de este antibidtico. En 1986 se importaron 21,877 kg
de eritromicina base ¥ sus sales, con un costo de 886 millones,

por 1o gue resulta deseable aumentar la produccidn nacional para

8



cubrir totalmente el mercado. El conocer los mecanismwos
regulatorios que se ejercen sobre la biosintesis de eritromicina
permitir{a adn mejcrar,tantc las cepas productoras qQue actualmente
se utilizan a nivel industrial, siguiendo estrategias bien
dirigidas para 1la seleccidn de mutantes o por el otro lado, mejorar
1los procesos de produccidn optimizando los madios de cultivo para
lograr un mayor rendimiento. Esto se podria lograr manteniendo las
relaciones apropiadas de carbono/nitrégeno » de los otros

componentes del medio de cultivo.

En este sentido se considerd importante determinar si la

biosintesis de eritromicina en Saccharolypospora erythrea, antes

Streptomvces ervthreus, era regulada por la fuente de nitrdgeno, a

Que nivel se ejercia el efecto ¥y si €ste estaba mediado por la

enzima gQlutamina sintetasa.

Les resultados obtenidos durante el desarrcllo de este trabajo
mostraron que la produccidn de eritromicina es reprimida por el
amonio presente en el medio de cultivo, que l1a regulacién se ejerce
después que l1los precursores han sido formados, a traves de 1la
represicdn de las enzimas Qque participan en la biosintesis de
eritromicina a partir de la eritrondlido sintetasa. Se encontrd que
la glutamina sintetasa no es el efector del fendmeno sino &1 amonio
per se. Ademés, se aislaron mutantes resistentes a la regulacién

por amonio con una mayor produccidn de eritromicina.



ANTECEDENTES

REGULACION POR MNITROGENO DE LA BIOSINTESIS DE LOS ANTIBIOGTICOS.

La produccidn de los antibidticos estd finamente regulada por
< - = 4 :
diversos mecanismos entre los gque destaca la represxdh catabolica

por nitrdgeno.

Muchos son los ejemplos de antibiéticos, como la tilosina,
penicilina, cefalosperina, ac. clavulénico, nurseotricina,
nanaomicina, leucomicina, espiramicina, cerulenina y candihexina
entre otros que sorn afectados negativamente por la presencia de
iones amonio en €1 medio de cultivo. Las concentraciones que
afectan son muy diversas pero se puede decir que van de 10 a 250 mM

(Tabla 1).

En todos l1os casos en los gque se ha estudiado mds a fondo se
ha encontrado que el fendmeno regulatorio qQue se lleva a cabo es el
s 2 . :
de represion, ya sea de una o varias enzimas a la vez. En

Streptomvces lactamdurans se observd que el amonio reprime a la

isopenicilina N sintetasa (ciclasa), la deacetoxicefalosporina C
sintetasa (expandasa) y a la isopenicilina N epimerasa (epimerasa).

Ademss se encontro que 1os niveles intracelulares del tripéptido

10



TABLA 1. Antibidticos cuya biosintesis es regulada por amonio.

Antibidtico Microorganismo

productor.

Referencia

Ac. clavul&nico
Antraciclina
Cefamicina C

Cefalosporina
Cerulenina
Cloranfenicol
Eritromicina
Espiramicina
Gilvocarcina V
Leucomicina
Lincomicina
Maridomicina
Nanaomicina
Nourseotricina
Novobiocina
Penicilina
Rifamicina SV
Tilosina

clavuligenus
peucetius
cLavuligerus
cattleya
Lactamdurans
chrysogenum
caerulens
venezuefae
erythrea
ambo{aciens
arenae
hitasatoensis
Lincolnensdis
hygroscopicus
fosa

nouns eL
ndveus
chrysogenum
meditennaned
{rnadiae

ROMERO et al. 1984..
DEKLEVA et al. 1985.
BRARA et al. 1985.

LILLEY et al. 1981.
CASTRO et al. 1985.
SHEN et al. 1984.

MASUMA et al. 1982.

SHAPIRO & VINING 1985.
FLORES & SANCHEZ 1985.

OMURA et al. 19€0b.

BYRNE & GREENSTEIN 1986.

TANAKA et al. 1981.
YOUNG et al. 1985.
OMURA et al. 1980.
TANAKA €t al. 1984.
GRAFE et al. 1977.
KOMINEK 1972.
SANCHEZ et al. 1981.
NI et al. 1984.
TANAKA et al. 1986.
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delta-(L-a—-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina fueron mds bajos en
cultivos conteniendo amonio. Por lo tamto, 1os autores proponen gue
la mayor{a de las enzimas de la via biosintdtica de cefamicina
estdn requladas por amonio en forma coordinada (CASTRO et al.,

1285).

En contraste en Streptomyces clavuligerus Jdnicamente se

reprimieron la ciclasa ¥ la expandasa en presencia de amonio. Se
observo también que l1os niveles de la primera enzima determinados
en un sistema de c€lulas en reposo correlacionaron con 1 grado de
regulacién ejercido por el amonio (BERANA et al., 1985). Por otro

lado SHEN et al. (1984) reportaron dnicamente represidn de la

expandasa en Cefalosporium acremonium.

En los ejemplos anteriores, las enzimas afectadas son
propiamente las que participan en la biosintesis de los
antibidticos, sin embargo en la produccidn de tilosina por

Streptomyces fradiae, el amonio afecta la generacidn de los

precursores del antibidtico, los dcidos propidnico y butirico,

reprimiendo a las enzimas Que los generan por degradacidn de valina

¥ treonina (TANAKA et al., 198S). La valina deshidrogenasa (OMURA
et al., 192832) ¥y la treonina desaminasa (OMURA & TANAKA, 1985) son
las enzimas afectadas, por 1o tanto el a—~cetoisovalerato y el
isobutirato, productos de las reacciones qQue catalizan las enzimas

mencionadas, revirtieron el efecto causado por el amonio. La
generacidn de dcidos grasos de cadena corta a partir de succinato

tambie€n es afectada por el amonio, indicando que el control

12



regulatorio no se restringe a3l metabolismo de compuestos
nitrogenados. En Streptoverticillium kitasatoensis tambien se ha

reportado represicn por amonio de la valina deshidrogenasa
afectdndose de esta manera la bios{ntesis de leucomicina (OMURA &
TANAKA, 1985).

Un mecanismo totalmente diferente es el que se presenta en 1a

requlacidn nitrogenada de la biosintesis de nurseotricina por

Streptomyces noursei.

En este caso el amonio controla el cambio

entre dos estados metabdlicos. En altas concentraciones de amonio,

se ftavorece el catabolismo de aminoacidos ¥ la represidn de la

MADP-glutamato deshidrogenasa anabélica, a la vez gque hay una baja

producci&n de nurseotricina. Por el contrario, en bajas

concentraciones de amonio sSse presenta una alta actividad de GDH vy
una alta sintesis del antibidtico. Adewmds del amonio, otros

factores como 'a adicidr de &c. o-aminobenzoico puedern influir en

la interconversidn entre los dos tipos de metabolismo (GRAFE et

al., 1978%i 1980; 1981).

Por otro lado, el amonio puede estimular

ciertos antibidticos. Tal

la produccidn de
es el caso de 1a biosintesis de

estreptomicina por Streptomyces griseus en donde altas

concentraciones de amonio adicioriados al medio de cultivo provocan

una mavor produccidn del antibidtico. Se ha propuesto gQue el etecto
se debe a una acumulacidn

intracelular de glutamato, lo que permite

. - 7 _ - L2
que hava suficiente aminodcido para que actde en la donacidn de

grupos amino para 1a biosintesis de estreptomicina durante la fase

13



de producci&n (INOUE et al., 1983).

De acuerdo a estos reportes, el amonio no tiene un sitio

definido de accidn para ejercer su efecto regulatorio.

ASIMILACION DE AMONIC.

La asimilacidn de amonio en actinomicetos ocurre a traveés del
sistema glutamina sintetasa (GS; EC 6.3.1.2)/ glutamato sintasa
(GOGAT; EC 1.4.7.1) ©o a través de la glutamato deshidrogenasa (GDH;
EC 1.4.1.4) dependiendo de la concentracidn de los iones amanio en

el medio de cultivo.

Ern Streptomvces venezu=lae (SHAPIRO & VINING, 1983), en S.

noursei ({GRAFE et al., 19727), er. Streptomyces cattleya (STREICHER &

TYLER, 1981; PARESS & STREICHER, 1%985), en S. clavuligerus

{AHAROMOWITZ, 19783 BRANA et al., 198&6b) ¥y en Nocardia mediterranei

(NI et al, 1984) se ha reportado la presencia del sistema GS/GOGAT.

NADPH-GDH sdlo se ha reportado en S. noursei (GRAFE et al.,

1227) ¥y NADH-GDH en S. venezuelae (SHAPIRO & VINING, 1983). En S.

clavuligerus no se ha detectado actividad con ninguno de los dos

compuestos.
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Alanina deshidrogenasa (ADH; EC 1.4.1.1), enzima qQue se ha
postulado como via alterna de asimilacidn de amonio se ha detectado

en S. clavuligerus, Saccharclypospora erythrea, S. venezuelae, ¥y N.

mediterranei (AHAROMOWITZ & FRIEDRICH, 1930; ROSKOWSKI et al.,

19693 SHAPIRO & VINING, 12233 NI =t s51., 1984). Sin embargo se ha

. ‘
observado en S. clavuligerus Que esta enzima no actua en la

asimilacidn de amonio, va gque mutantes GUGAT no son capaces de
crecer en amonio a pesar de terer niveles normales de ADH (BRANA &
DEMAIN, 1988). Esto confirma que 21 sistema GS/GOGAT es la dnica

vfa de asimilacign de amonio en este microorganismo.

La regqulacicon de estas enzimas parsce ser muy diversa, ya gue
no en todos los casos sigue el comportamiento reportadc para
enterobacterias o Bacillus (TYLER, 1978; DEUEL et al., 19703

HASHIMORI et al., 1974). Em S. venezuelae, los niveles de GS ¥y ADH

fueron relativaments insemcsibles & cambios en la velocidad de

crecimiento v disminucidn de la fuente de nitrdgeno. GDH ¥y GOGAT,
por otro lado, mostraron alta asctividad en cultivos con alto
contenido de amoniao ¥ disminuysron con fuentes de nitrdgena pobres,

o cuando la concentracidn de amonio disminuye (SHAPIRO & VINING,

1983).

G6S ¥y GOGAT en S. clawvuligerus tambié€n son insensibles a la

presencia de iones amonio, mientras que ADH es inducida por altas

concentraciones de este compuesto. Sin embargo, ADH no actda en 1la
—+ . <

esimilacicn del NH, por lo que la induccidn debe ser inespecifica

{BRANA et al., 198éb).
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En §. ervythrea se ha observado que ADH es inducida tambidn por

amonio, por alanina ¥y otros aminodcidos v los niveles de la enzima

disminuyen al $inal de la etapa logar{tmica de crecimiento. La

alucosa reprime catabdlicamente su sintesis ¥ se le ha atribufdo un

papel importante en la gsneracidon de piruvato para la sintesis de

eritromicina (ROSKOWSKI et al., 19&69).

ERITRONICINA.

La eritromicina descubierta en 1252 (WELCH et al., 1252) es un

antibidtico macrdlido mo poli€nico producido por S. erwythrea, antes

Streptomyces ervithraus,

por Streptomyces grisecplanus, Artrobacter,

Micromonospora ¥y Streptomyces 0O1ivocramogenes

(McGUIRE et al.,

195235 THOMPSON & STRONG, 12713 FRENCH et 3l1., 19203 WAGMAN &

WEINSTEIN, 19803 HIGASHIDE et 2l., 1965).

Su estructura quimica consiste en un anillo lactdnico

macrociclico constituido por un dtomo de oxigeno y trece Ztomos de

’ - .
carborno. Ademas, tiene azducares no comunes como la desosamina,

micarosa y cladinosa (Fig. 1). En realidad, S. ervythrea produce &

eritromicinas cuya composicidn quimica es muy similar pero su

actividad como antibidtico difiere (OLEINICK, 1975; MARTIN et al.,
1925).
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FIG. 1. Estructura quimica de las principales eritromicinas producidas
por Saccharolypospora e ea .

Desomina
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B Ry Ry Rq
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Eritromicina D H B (}13 H
Eritramicina E (@ ¢ C}I3 CH2 o}
Eritrcmicina F CH G—I3 c-lzcn H
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tLa eritromicina A es 1a mnds importante comercialmente ya qQue

e e . s . i
es el antibidtico de eleccidn contra infecciones estreptocdccicas,

z s . N < :
estafilococcicas ¥y pneumococcicas, aunque tambiédén inhibe el

Iy s . N : ’ 3
crecimiento de bacterias Gram negativas. Su accidn bacteriostatica

se debe a que interaccjiona con la subunidad S50 S del ribosoma,

impidiendo 1a continuidad de la sintesis de protef{nas (TAUBMAN et

al., 19667 TANAKA & TERAOKA, 19663 OLEINICK 8 CORCORAN, 19&69).

ta actividad bioldgica de la eritromicina depende de dos

factores que son la acumulacidn intracelular ¥y la unidn a los

: s rd <
ribosomas. Los microorganismos Gram-positivos son mas sensibles a
la eritromicina A que los gram-negativos debido a gque acumulan

mayores niveles del antibidtico (MAO & PUTTERMAN, 19&8). La unidn

los ribosomas depende de la estructura del antibidtico ¥y del RNA

ribosomal (PETSKA et al., 1276). ta lactona intacta y los dos

azdcares son requeridos para la actividad biolégica (WILHELM et

al., 1969). La eritromicina estimula la disociacidn del peptidil

tRNA de los ribosomas, probablemente durante 1la translocacidn

(MENNINGER & OTTO, 1982).

BIOSINTESIS DE- LA ERITROMICINA.

La biqs{ﬁtesis de éritrumicina es a la fecha conocida y se

inicia con la formacidn de 1la aglicona conocida como eritrondlido,

18
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1a cudl surge de la condensacidn de una moldcula de propionil CoA ¥

seis moldculas de metilmalonil CoA (Fig. 2) (CORCORAN 192753 1927).

La biosfintesis propiamente se inicia con 1la activacion del
propionato ¥ la carboxilacidn del mismo para generar metilmalonil
CoA, el otro precursor. El propionato se puede generar del
metabolismo oxidativo del piruvato (vfa succinato) a traves de la

siguiente reaccidn

Succinil CoA —‘119 2 metilmalonil CoA -L22, Propionil Co A

(1) Metilmalonil CoA mutasa

{2) 2 metilmalonil CoA piruvato transcarboxilasa

Tambié€n se puede generar por la degradacién de los dcidos
arasos de nimero impar de Atomos de carbono ¥y del metabolismo de
algunos amincscidos (isoleucina, valina, treonina ¥y metionirna)l
(Fig. 3). En 1a realijdad, la fuente fisioldgica de propionato
variard de acuerdo a las condiciones experimentales. Sin embargo,
en una fermentacicdn con qQlucosa como dnica fuente de carbono, 1la
mayor parte del propionato usado para la formacidn de la
eritromicina parece ser derivada de la degradacién de aminodcidos

de cadena ramificada (BUTTE & CORCORAN, 1943).

La activacidn del propionato ocurre mediante 1a accion de la
propionato cinasa ¥y la acilfosfotransferasa generdndose propionil

CoA.
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PROPIONATO
Propionato cinasa
PROPIONIL FOSFATO

Acilfosfotransferasa

PROPIONIIL, CoA » 2-METTIIMATONATO
Carboxilasa

l Eritron8lido sintetasa

6 DEOXIERITRONOLIDO (I)

Hidroxilasa

ERITRONOLIDO B (IXI)

Micarosil transferasa
3—a~L~MICAROSIL ERITRONOLIDO (III)

l Desosamina transferasa

ERITROMICINA D (IV)
Metilasa Hidroxilasa
(VI) ERITROMICINA B ERITROMICINA C (V)

Metilasa

ERITROMICINA A (VII)

ERITROMICINA F (VIII)

ERITROMICINA E (IX)

FIG. 2. Via biosintética de las eritramicinas producidas por Saccharolypospora
ea.
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FIG.

2. CONTINUACION.
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Valina
NH 4
2 Cetoisovalerato
CoA. "
H
Metacrilil CoA
HZO
3CH Iscbutiril CoaA
2ut

3CH Iscbutirato + CoA

Semialdehido metil
maldnico

Propionaldehido + 002
CoA +
2H
Propionil CoA

Treonina
Isoleucina

3Ceto—-3metil 3vale_rato
-+
H
3 Metilbutiril Coa + 002
+
H

Tiglil CoA

3 Metil-30Hbutiril CoA

2 Metilacetoacetil Coa
Coﬁi

Acetil Coa + Propionil CoA

Metionina
H,0, ATP
S—adenosilmetionina

S—adenosilhomocisteina

Adenosin
H20

Homocisteéina

H
2 Serina
Cistationina
Cisteina,NH
. ,0
Ac. a—cetobltirico
COZ,NAD
Coa, Napt

Propionil CoA

FIG. 3.

metionina.

Formacifn de propionil CoA por la degradaciSn de valina, treonina, isoleucina y

__ Fuente: MARTIN (1981); LEHNINGER (1975).
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La propionato cinasa (fosfotransferasa adenosinatrifosfato
(ATP): acetato, EC 2.7.2.1) ha sido reportada como el paso
limitante en la formacidn del antibidtico (RACZYNSKA-BOJANOWSKA et
al., 1970), va gue mutantes hiperproductoras de eritromicina

presentan mavor actividad y un Km menor hacia propionato que cepas

de menor producci&n (Tabla 2) (RACZYNSKA-BOJANOWSKA et al., 1923).

Ademés, la actividad especifica de la propionato cinasa se
erythrea,

incrementa en las dltimas etapas del crecimiento de

exactamente cuando la acumulacidn de eritromicina ocurre.

El segundo precursor, €l metil malonato se puede genera} a
traves de la accion de 1la propionil CoA carboxilasa {(Propionil—CoA,
carbodidxido ligasa, EC 6.4.1.3), utilizando propionil CoA, dioxido
de carbono y ATF como sustratos. Otra forma de generarlo es a
traves de la interconversidn entre propionil CoA y metilmalonil CoA
por una transcarboxilasa. RACZYNSKA-BOJANCWSKA et al. (19705 1927&8)
han estudiado estas dos rutas de gerneracidn de metilmalonato y han

descartado a la transcarboxilasa como una enzima importante en 1la

biosintesis de eritromicina.

La principal forma de generacidn de metilmalonil CoA es
entonces la carboxilacidn de propionil CoA por la enzima
carboxilasa (sensible a avidina), cuya actividad es dependiente del
tiempo de fermentacidn en S. erythrea CA 340. Ademas, se ha
demostrado también que la eritromicina no inhibe la actividad de

esta enzima Yy que presenta un pico maximo de actividad entre las
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TABLA 2. Actividad de Propionato cinasa y
propionato en tres mutantes con diferente
produccifn de eritromicina.

Km hacia
nivel de

CEPA Eritromicina Actividad
I 100% 100%
II 30 41
IIX 8 34

Fuente: RACZYNSKA-BOJANOWSKA et al. (1973)}

N.D. No determinado
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30-40 horas de fermentacion aproximadamente (CORCORAN, 1981).

CQRCORAM (1981) ha purificado a esta enzima y ha encontrado
Que tiene un comportamiento similar al de otras carboxilasas
obtenidas de diversas fuentes. La propionil CoA carboxilasa de S.
ervythrea CA 340 es especf&ica para propionil CoA, requiere ATFP y
iones magnesio y es inhibida fuertemente por avidina, iodcacetamida
v p-cloromercuribenzoato. A diferencia de los resultados obtenidos
por RACZYNSKA-BOJANOWSKA et al. (1970), no se encontrd activacion
cuando citrato es afadido al sistema de reaccidn. Sin embargo la

7 :
activacion por propanol se mantiene.

Por 1o que respecta a 1la formacicon de metilmalonil CoA a
partir de succinil CoA, por 1la accidn de la metilmalonil CoA mutasa
{metilmalonil~-CoAlpiruvato carboxiltransferasa, EC 2.1.3.1), se
descarta como uns fuente importante de este compuesto, ya gque la
actividad méxima de estos enzima se presenta en las primeras 24
horas de fermentacicn para desaparecer posteriormente, mientras que
1a sintesis de eritromicina es lineal después de las primeras horas
de fermentacidn hasta las 94 horas inclusive (RACZYNSKA-BOJANCWSKA

et al., 19270).

Propionil CoA

(1) T

Propionil CoA + ———"—3 Metil Malonil CoA& — — —— Valina
Co, + ATP ‘[(3)
Succinil CoA
(1) Carboxilasa (2) Transcarboxilasa (3) Metil malonil CoA

Mutasa
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El siquiente paso en la biosfrntesis de eritromicina por S.

ervhtreas es la condensacidn de los precursores para formar el
" . -
é6-deoxieritrondlido. Esta reaccidn se lleva a cabo por l1a enzima

denominada eritrondlido sintetasa. La sintesis del anillo puede

: s . . .
ocurrir de una manera similar a la biosintesis de los acidos grasos

saturados a partir de acetato y malorato. Se ha intentado purificar
esta enzima que se supcne s muy similar a la sintetasa de dcidos
grasos (ROSSI & CORCORAN, 19273), inclusive la eritrondlido
csintetasa es inhibida por cerulenina, un antibidtico inhibidor
espec{fico de la sintetasa de dcidos grasos en muchos
microorganismos (OMURA, 1976). Recientemente, ROBERTS & LEADLEY
(1983) reportaron la sf{ntesis de [3H tetrahidrocerulenina y su uso
en la purificacidn parcial y ensayo de la eritrondlido sintetasa de

S. ervythrea CA 240. 3Sin embargc no se han determinado todavia sus

caracteristicas bioquimicas.

El é-deoxieritrondlido es subsecuentemente hidroxilado para
formar el eritrondlido B. La enzima responsable de esta reaccidn es
la C-6 eritrondlido hidroxilasa, cuya actividad ha sido detectada
en extractos libres de c€lulas. Su actividad es dependiente de 1l1la
edad del micelio con un médximo entre las 12 ¥y 20 horas de

crecimiento. La enzima en forma pura ha mostrado la presencia de, al

menos tres componentes prote{cos,ademés del citrocromo P448. La
actividad de esta enzima es inhibida por el producto de la reaccidn

(CORCORAN, 1981).
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La incorporacidn de los azdcares L-micarosa y D-desosamina a
la mol€cula de eritrondlido B no ha sido demostrada en extractos
. - . . < : : <
libres de celulas o en experimentos con micelio intacto, sin

. s
embarqgo, los intermediarios resultado de la incorporacion de los

- e < < . . A
azucares (3—- a -micarosil eritronolido y 1a eritromicina D) se han

identificado como precursores de la eritromicina A (Fig. 2).

La hidrqxila:ién de la eritromicina D ocurre por la actividad
de la c-12kh§droxilasa que no parece depender del citocromo P448.
Es una enzima asociada a la fraccicdn membranosa del micelio y es
precipiiada por sulfato de amonio a niveles bajos de saturaci&h

{G—-40%) (CORCORAN & VIGANTAS, 1927).

E1 Jdltimo paso para la bios{ntesis de la eritromicina A
consiste en la metilacidn de 1la eritromicina C por la enzima
S-~aderiosil-L-metionina (SAM): eritromicina C(o)-metil transferasa.
La metilacidn en la misma posicicn de la eritromicina I para formar
eritromicina B es llevada a cabo por esta misma enzima. Ambas
reacciones son inhibidas por l1os productos, es decir, eritromicinas

B ¥ A (CORCORAN, 197353 CORCORAN A& MAJER, 192753 MAJER et al., 19743

1927y .

Acerca de la transformacion de la eritromicina B en A, a la
fecha permanece en la obscuridad si en realidad ocurre esta
reaccién, Yya qQue solo MARTIN & GOLDSTEIN (1970) trabajando con
mutantes reportan esta reaccidn; sin embargo los intentos par

detectar una €-12 hidroxilasa que utilice como sustrato a 1la
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eritromicina B han sido fallidos (CORCORAN, 1981).

GENETICA DE SACCHAROLYPOSPORA ERYTHREA.

El aislamiento de mutantes no productoras ha permitido obtener
. {nformacidn acerca de la localizacidn de los genes que codifican
para la biosintesis de eritromicina A por este microorganismo.
WEBER et al. (1985) han reportado el aislamiento de 4 tipos de
mutantes (A,B,C,D) bloqueadas en la etapa temprana de 1a
biosintesis (Fig. 4). Las mutaciagnes ery A bloquean la formacidn
del 6-deoxieritrondlido; las mutaciones ery B y ery D causaron la
acumulacidn del eritrondlido B y las mutaciones ery C provocaron 1la
acumulacidn del 3-a-L-micarcsil eritrondlido. Estos mismos autores
han construido un mapa gendtico muy rudimesntario de este
microorqQanismo (Fig. S) ¥y dos de las mutantes del tipo A mapean
consistentemente en la misma regidn. Por otro lado, datos
preliminares corn mutantes del tipo B o D no apoyan una localizacion
dnica para estos genes, aungue es mas probable una localizacidn

cromosomal (SENO & HUTCHINSON, 1984&).

Debido a que se han aislado plésmidos de diferentes tamahos de
S. ervythrea NRRL 2338, a que gstos pueden aparecer como secuencias
integradas en el cromosoma y a gque existe alguna homologia de
secuencias entre los plésmidos, se ha pensado gque su apari:ién se

’
debe a integracidn frecuente, escicidn y rearreglo de un ndimero
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Propionato

-+
2Metilmalonato
TIPO A TIPO B TIPO C
6 DeoxieritronSlido—— EritronSlido B ——e3—a-Micarosil —— Eritromicina D
eritronslido
TIPO B TIPO C
Micarosa Desosamina
Glucosa

FIG. 4. localizacifn del bloqueo generado por cada uno de los tipos de mutantes ery.

FUENTE: SENO & HUTCHINSON (1986)
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ery-34
ery—I6

met—4

arg-l4 arg-60

FIG. 5. Mapa Genético de Saccharolypospora erythrea
NRRL 2338. las distancias entre las mmutaciones son
estimado imprecisos.

Fuente: WEBER et al. (1985).
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discreto de plasmidos repli:éhdose en forma autdnoma (WANG et al.,
198235 CZERMNICK et al., 19833 SEMNO & HUTCHINSON, 1986). Estos datos
podrfan explicar la falta de la localizacidn dnica de las

mutaciones ery B ¥ ervy D, aurnque para fines prdcticos los genes se

localizan en el cromosoma.

OBJETIVO.

Estudiar la regulacidn nitrogenada de la biosintesis de

eritromicina er Saccharolypospora erythrea, localizar el sitio de

accidn del amanio e identificar al efector del fendmeno.
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MATERIAL Y METODOS

Microorganismos: Saccharolvpospora erythrea NRRL 2338 y CA 3490

cepas silvestres fueron proporcionadas por ARS Culture Collection,
U.S. Department of Agriculture, U.S.A. y Abbott Labs., North

Chicaqo, U.S.A. respectivamente.

Condiciones de cultivo: Los microarganismos fueron crecidos en

medio minimo (MMY, el cudl contiene 20 9 de sacarosa, 2.0 g de
glicina, 2.5 g de KZHPOQ, S.0 de NaCl, 0.5 g de NgSOA, 0.5 g de
FeS0O, , 0.05 9 de 2ZnSO,, 1 mg de MnCl; ¥y 1 mg de CoCl, por cada 1000
ml de solucidn amortiguadora 0.1 M de Scido

3~ (N-morfolino-)propansul+dnico (MOPS) pH 7.8. En todos los casos;
50 m1 de MM contenidos en matraces erlenmeyer de 250 ml fueron
inoculados con = ml de micelio precrecido en medio completo (MC3
4.0 g de extracto de levadura, 10 g de extracto de malta, 4.0 g de
Qlucosa por 1000 ml de soclucidn 0.1 M de MOPS pH 2.0) durante 24
horas. La incubacidn se llevd a cabo a 29°C con agitacidn rotatoria
(180 rev min—%. Se tomaron muestras de 2 wml para la medicion de

crecimiento, eritromicina, pH y amonio.

s ry < Y z
Medicidn del crecimiento: El1 micelio se lavd dos veces con agua

destilada ¥y se resuspendid en dos ml de ac. tricloroac€tico 0.3 M.

Se centrifug& durante S min a 6,000 rev miﬁl vy el sedimento se

resuspendic en 1 ml de NaOH 0.4 M. Se agitd vigorosamente ¥ la
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concentracidn de proteina se determindg por el m€todo de Lowry,
utilizando albimina sdrica bovina como estdndar (LOWRY et al.,

19517 .

Cuantificacidn de eritromicina: El antibidtico se cuantifico por

bioensayo utilizando Sarcina lutea NRRL B-1018 como microorganismo

de prueba, de acuerdo a la metodologia reportada por AHARONCOWITZ &
DEMAIN (1979), utilizando eritromicina comercial Sigma como

estandar en un rango de concentraciones de O.75 a 40 ug mi_{

Sistema de cédlulas en reposo: 30 ml1 de un indculo crecido en MC,

como Ya se especifico anteriormente, se adiciond a S00 m1 de MC
contenidos en matraces Fernbach e incubados a 2%9°C con agitacidn
por 24 h. El micelio fu€ recuperado por centrifugacidn, lavado con
dos voldmenes de agua destilada Yy resuspendido en 25 ml del sistema
de cflulas en reposo, el cudl consistid en 500 mg de NaCl y SO mg
de M9S0O, por 1000 ml de soclucidn MOPS O.t M pH Z2.8. EIl
cloranfenicol (SO ug/mil), NH4C1 {S.494 mg/ml) ¥y la cerulenina

(25 ung/ml) se esterilizaron por filtracidn a travdés de membranas
Millipore tipo HAWP O2S00, y ce adicionaron al sistema ya estéril.
El micelio se concentrd a la mitad del voldmen original. La biomasa
v la eritromicina se cuantificaron de acuerdo a la metodologia
antes citada. Cuando se adiciond cloranfenicol, la eritromicina se

s . k4 : - :
cuantifico previa extraccidn del medio con cloroformo.

Medicidn de las actividades de propicnil CoA carboxilasa vy

propionato _cinasa: S00 ml de MC contenidos en un matraz Fernbach
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fuercn inoculados con 30 ml de micelio precrecida durante 29 horas
en e! mismo medio. A los diferentes tiempos de incubacidn a 29°C
con agitacidn, 1los 500 ml de medio se centrifugaron a 10,000 rev

la 0°C durante 10 min. E]l micelio se lavo dos veces con

min~
solucicdn amortiguadora de extraccion (Tris.HCl1 0.05 M pH 8.0 con 10
mM de Bmercaptoetanol), se resuspendid en el minimo voldmen de 1la
misma solucidn ¥y se rompic el micelio en un homogeneizador Braun
durante 40 s a 0°C. Se centrifugo a 15000 rev miﬁlpara separar los

restos celulares y el sobrenadante se utilizd para las

determinaciones enzimdticas.

La actividad de propionato cinasa se determing de acuerdo a la
metodalaogfa reportada por RACZYNSKA-BOJANDWSKA et al. (1223). E1
sistema de reaccidn estuvo formado por- 350 ymoles de KOH, 35S0 u-—
moles de hidroxilamina, 100 uymoles de propionato de sodio, S umoles
de ATP, 25 ymoles de Tris.HC] pH 8.1, 5 umoles de NgClz v de S5-& mg
de proteina en un volumen final de un ml. La reaccidn se inicid’por

l1a adicidn de ATP Yy se incubo a 40°cC por 5 a 30 min. El propionil

fosfato formado se cuantifico como Fe /propionilhidroxamato.

La actividad de propionil CoA carboxilasa se determino” de
acuerdo a la metodologia reportada por RACZYNSKA-BOJANOWSKA et al.,
(1970). El sistema de reaccidn contuvo 50 umoles de Tris.HC1 pH
8.0, 1 umol de glutatidn reducido, 2 uwmoles de MgCly,, 1 uwmol de
ATP, 25 umoles de KHC03, S50 umoles de KC1, 0.5 umoles de propionil
CoA ¥y de 2-6 mg de proteina. La reaccidn se inicid por la adicion

de ATP ¥y se incubo” 15 min a 30°C. La actividad se cuantifica por la
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faormacion de fosforo inorgdnico que se cuantificd por el metodo de

JONES (12449 .

Preparacidn de los extractos para las mediciones de GS, GOUGAT, GDH

¥y ADH: El1 microorganismo se crecid par 249 h a 29°C en MC. 30 ml de
este cultivo se utilizaron como indculo de SO0 ml de MM contenidos
en un matraz Fernbach y éste se incubo a 29°C con agitacidn
rotatoria (175 rev mid‘*. A los diferentes intervalos de tiempo, el
micelio se recuperd por centrifugacioﬁ a 0°C, se lavd dos veces con
solucidn amortiguadora de extraccidn (S5 mM Kz“Poa’ 0.5 mM EDTA y SO

mM K, SO PH 27.4), se resuspendid en el minimo voldmen de la misma

2 4
solucion ¥y se rompid en un homogeneizador Braun por 40 s a 0°C.
Despues de centrifugar a 16,000 rev mi?lpara eliminar restos

celulares, el sobrenadante fue utilizado para las determinaciones

enzimidticas.

Determinacion de la actividad de glutamina sintetasa: La actividad

por la reaccicn de y-glutamil transferasa se llevo” a cabo de
acuerdo & la metodologia reportada por FERGUSON & SIMS (19749). La
mezcla de reaccidn consistid de 0.3 umoles de ADP, 16 umoles de
glutamina, 0.0149 ymoles de arsenato de sodio, 4 pmoles de
hidroxilamina.HC1l, 112 ymoles de tris.acetato pH 7.4 y 0.4-0.6 mg
de proteina en un voldmen final de 0.8 ml. Despucs del tiempo de
incubacidn (30-90 s a 30°C), se anadiercon 0.5 ml de una solucidn de
Fe3+/éc. triclorocacdtico. E1 precipitado proteico se elimind por
centrifugacidn y la absorbancia del sobrenadante se midid a 5S40 nm

en un espectrofotdmetro Bausch and Lomb Spectronic 21. Un
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incremento en absorbancia de 0.035 carrespondié a una umol de

producto.

La actividad por sintetasa se midid en un sistema que
consistio de 42 umoles de solucidn amortiguadora de imidazol pH
7.4, % umoles de hidroxilamina.HCl, 0.5 umoles de EDTA, 30 umoles
de L-glutamato, 80 umoles de Mg9SO, , 7 umoles de ATP y 0.8-1.2 mg
de proteina en un voldmen final de 0.6 ml. Se desarrollo color dev
la misma manera que cuando de determind la actividad por

transferasa.

Determinacion de la actividad de glutamato sintasa: Se utilizd el

método de MEERS et al. (19270) ¥y las concentraciones en la mezcla de
reaccion fueron T umoles de glutamina, S umoles de 2-cetoglutarato,
25 umoles de Tris.HCl pH 8.0, 0.15 umoles de NADH y 0.8-1.2 mg de
proteina ern un voludmasn final de um miltilitro. La reaccidn se inicio
por 1a adicidn de Qlutamina y el descenso en la absorbancia a

340 nm fue registrado a 25°C.

Determinacicon de la actividad de glutamato deshidrogenasa: Se

determind de acuerdo al m€todo reportado por MEERS et al. (12720).
Las concentraciones en la mezcla de reaccidn fueron 20 umoles de
2-cetoglutarato, 920 umoles de NHhCl, 0.5 umoles de NADH o NADPH,
25 umoles de Tris.HCl pH 8.0 y 0.8-1.2 mg de proteina en un voldmen
final de un mililitro. Se registrd el descenso en la absorbancia a

340 nm a 25°C.
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Determiracidn de

la actividad de alanina deshidrogenasa:

Se realizd

de acuerdo al mdtodo reportado par ROSKOWSKI et al.

concentraciones en la mezcla de reaccidn

0 pymoles de NHACI, 2S5

20 umoles de piruvato de sodio,

Tris.HC! pH 8.0 ¥y 0.4-0.5 mg de protef{na en un voludmen

mililitro. Se registr& el descensoc en la absorbancia a

C.

las mutantes insensibles a l1la represiéﬁ

(19&6%9) .

Las

fueron 0.5 umoles de NADH,

pmoles de
final de un

340 nm a 25°

por amonio:

Ajislamiento de

107 esporas de S.ervthrea fueron mutagenizadas con
N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) (3 mg/ml) de
metodologfa reportada por DELIC et al. (1920 . Después
de exposi:idh a la NTG se tuvo un 5% de muerte. De las
aisladas, las

sobrevivientes se obtuvieron colonias

sembraron por estria en MC con 100 mM de cloruro de

incubaron a 29°C. 24 horas despues se cortaraon

cada una de las colonias ¥y se colocarorn sobre una capa

Sarcina

para biocensavyo conteniendo

a 4°C durante la noche para permitir

al cabo de ese tiempo se incubaron a 29°C poar 24 h. Se

seleccionaron aquellas colonias que presentaron halo de inhibici

del crecimiento de S. lutea alrededor

S) .

Preparacidn de los extractos para

lutea. Se mantuvieron

del cilindro de aganr

acuerdo a la

de una hora

cuales se
amonio y se

cilindros de agar de

de medio

las cajas

l1a difusidn del antibidtico ¥

-
on

la cromatografia en placa fina:

E1 microorganismo fue’ crecido en MM con glicina

({100 mM) como fuentes de nitrdgeno. A las =24,
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ESPORAS MUTAGENIZADAS

Y

MEDIO COMPLETO

3

m%% MEDIO COMPLETO CON
Wé%w 100 mM NH4 CcL

INCUBACION A 29°C POR 2-3 DIAS

CILINDROS DE AGAR

Lannonna] BIOENSAYO SARCINA LUTEA

MUTANTE
DERREGULADA

FIG. 6. MStodo de seleccitdn de las mutantes derxreguladas de la biosintesis de
eritromicina del efecto negativo ejerxcido por el amonio.

38



micelio se separ& del medio (S50 ml) vy a dste se le ajustd el pH a

2.0 con NaOH 10 N. Se realizaron dos extracciones con cloroformo Yy

se evapora a sequedad. Los cristales formados se redisolvieron en 1

ml! de cloruro de metileno ¥y se aplicaron 10 ul a las placas de gel

de silice. Estass se desarrollaron en Z sistemas de solventes

diferentes, cloruro de metileno-metanol-hidrdxido de amonio

(20:10:1 v/v) vy cloruro de metileno-metanol ~benceno-formamida

(80:20:20:2 v/v) (CORCORAN, 1921). Las placas se revelaron con

p—anisaldeh{do—HZSDA-etanol (1:1:20 v/v).

s s z
Determinaciaon de amonio:

Se realizo en el medio de cultivo previa

separacién del micelio, de acuerdo al método de WEATHERBURN (1962) .

Presentacidn de los datos Yy reproducibilidad: Los experimentos

mostrados en cada figurs fueron repetidos al menos una vez para

confirmar reproducitSilidad. Ademds todos los experimentos se

realizaron al menos por triplicado y se presenta la media de los
resul tados. ! T s DA -
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RESUL TADOS.

La biosintesis de erijtromicina por S. erythrea creciendo en MM
con sacarosa v glicina se inicid a partir de las 12 h de
fermentacicn v continud’pnr 346 horas aproximadamente de una manera
asociada al crecimiento. La produc:ién ecspecifica empezd a declinar
al mismo tiempo Qque el crecimiento se detuvo. Cuando se sustituyd’
la gQlicina por NHACI, la velocidad de crecimiento de este
microorganismoc fue ligeramente mayor ¥y la biomasa total tambien fue
mavor, sin embargo la produc:idh de eritromicina fue 4 veces menor
con respecto al valor obtenido en glicina (Fig. 7). Al crecer a
este microorganismo er. diferentes concentraciones de NH,C1 se
observd que l1a produccidr del antibidtico estuvo en funcidn inversa
comn respecto a la concentracidn de la sal de amonio, notandose un
efecto negativo desde 10 mM. Ests disminucicn en la biosintesis del
de

antibidtico no se debid a modificaciones en el pH del medio

cultivo ni a un crecimiento menor como se puede observar en la Fig.
8. Por otro lado, al crecer a S. erythrea en otras sales de amonio

(sulfato v nitrato) tambi€n se observd un efecto negativo sobre 1la

produccidn del antibidtico (Fig. 9.

El amonio pudo haber ejercido el efecto negativo por diversas
razones. Uns de ellas podria ser la estimulacidn de una enzima que
hidrolizara a la eritromicina. Otra seria que estuviera impidiendo

: 7 - - o :
de alguna manera la excresicn del antibidtico o que actuara
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FIG. 7. Perfiles de crecimiento, produccibn especifica de eritramicina y concentracién de

iones amonio en el medio de cultivo de Saccharolypospora erythrea NRRL 2338 adi-—
cionado de 20 mM de glicina (o) & 100 m™ de NH,Cl (e) como fuentes de nitrSgeno.
El microorganismo fué crecido en MM con agitacidén (160 rev min~ ") a 29°C. A los
diferentes tiempos se tomaron muestras para la determinacidn de biomasa, eritromi-
cina y amonioc de acuerdo a la metodologia antes sefhalada.
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raro e amonio.

50 m1 de MM con cada una de las
de amonio fueron inoculados con 2 ml de micelio precrecido

en MC durante 24 h e incubados con agitacidn a 29°C. Se re
porta el valor de crecimiento, de eritromicina y pH obteni

dos a las 48 h de incubacidn.
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FIG. 9. Efecto de diferentes concentraciones de sulfato y nitrato
de amonioc schre la produccidn especifica de eritromicina.

50 ml de MM con la fuente de nitrégenc sehalada se inocularon con
dos mililitros de micelio precrecido en MC y se incubaron a 29°C
con agitaciSn. Se tomaron muestras cada 24 horas y se cuantificd
la biomasa y la eritromicina de acuerdo a la metodologia antes ci-
tada. Se reportan los valores obtenidos a las 48 horas de fermen-—
tacidn.
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reprimiendo 1la sintesis 0 inhibiendo la actividad de las enzimas
qQue participan en la biosintesis de la eritromicina o de las Qque
generan a los precursores del antibidtico i.e. dcs. propiénico ¥
metilmaldnico. Aunque las dos primeras alternativas eran poco
probables se hicieron los experimentos pertinentes para

descartarlas (datos no mostrados).

En virtud de que el amonio ni estimuld la hidrdlisis de la
eritromicina ni impidid su excresi&ﬁ, se procedio’ a discriminar

entre las otras posibilidades.

A traves de un sistema de células en reposo, en donde el
microorganismo ya no crece pero se mantiene viable y es capaz de
sintetizar antibiético, se pudo determinar si el amonio estaba
actuando como un inhibidor. Para ésto se crecid a S. erythrea en
medio completo durante 24 h ¥ se transfirid el micelio al sistema
de c€lulas en reposo. Bajo estas condiciones, la produccicn del
antibidtico ocurre durante 24 horas por lo que es posible
determinar si existfa inhibicidn de las enzimas ya preformadas. En
la fiq. 10 se observan 1os resultados obternidos al adicionar
cloruro de amonio (100 mM), cloranfenicol (50 ug/ml), un inhibidor
de la sintesis de proteinas c cerulenina (25 ug/ml), un inhibidor
de l1a eritrondlido sintetasa. Como era de esperarse, la terulenina
a esta concentracicn casi no permitic’ la sintesis de eritromicina
(11% con respecto al ceontreol?), El cloranfenicol, el amonio y la
mezcla de ambos afectaron de manera similar la sfntesis del

< 24 . R R :
antibiotico. Estos resultados indicaron gque el microorganismo en el
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FIG. 10. Produccién especifica de eritromicina en el sis-
tema de células en reposo adicionado de 100 mM MNH,Cl (o),
50 ug/ml de cloranfenicol (MA), 25 ug/ml de cerulenina (A),
10C mM de NH4Cl + 50 pag/ml de cloranfenicol (R) Yy el con-
trol (e).

El micelio obtenido después de 24 h de crecimiento en MC
fué recuperado, lavado con dos voliGmenes de agua y resus-
pendido en 25 ml del sistema de c&lulas en reposo. Se in-
cubd con agitacidn a 29°C y se tomaron muestras cada 12 h
para las mediciones de biomasa y eritromicina.
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sistema de c€lulas en reposo todavfa es capaz de llevar a cabo
sintesis de proteinas, vya que en presencia de cloranfenicol, 1la
sfntesis del antibidtico fue menor ¥y fud debida a las enzimas
preformadas durante &1 crecimiento en medio completo. Los
resultados obtenidos al adicionar amonio y amonio en presencia de
cloranfenicol sugierer que el amonio no inhibid la actividad de las
enzimas preforﬁadas, aungue existia la posibilidad de que la
concentracion adicionada de NH,C1 no fuera la suficiente para
afectar totalmente la produccidn de antibidtico. Esto se descartd
adicionando concentraciones de la sal tres veces mayores al sistema
de células en reposo. En la tabla 3 se puede observar gue
concentraciones mayores de 100 mM de NH4C1 tuvieron un efecto
negativo similar. Por lo tanto se descartd que el amonio estuviera
actuando como un inhibidor de las sintetasas de eritromicina o de

las enzimas que forman a los precursores.

Esta alternativa nuevamente se descarto a traves de un
experimento en donde micelio precrecido en medio campleto fue
transferido al sistema de cdlulas en reposo bajo dos condiciones.
El control! y otra en presencia de 100 mM de NHQCI; al cabo de 4
horas, se lavo el micelio ¥ €e resuspendio en el sistema de células
en reposo con cloranfenicol para impedir la sintesis de proteinas
de novo. La produc:id% de eritromicina se determind & horas
despues. Los resultados mostraron que el amonio no permiti6 la
sfntesis del antibidtico a pesar de haberlo eliminado del sistema

mientras que en el control si hubo pruduccién de eritromicina

{(Tabla 4).
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TABLA 3. Produccién especifica de erxritromicina en
presencia de diferentes concentraciones de cloruro
de amonio adicionadas al sistema de cé&lulas en re-
POSO.

Produccifn especifica
ug/mg proteina

Control 9.0=x0.5"
25 mM NH4C1 3.9+0.1
S0 mM 3.7%0.1
75 mM 3.5%20.2
100 mM 4.0+0.1
200 mM 3.2=+x0.5
300 mM 4,1+0.3

El microorganismo fué& crecido en MC durante 18 h a 29°cC.
Al cabo de ese tiempo el micelio fué& lavado dos veces con
agua destilada y resuspendido en el sistema de cé&lulas en
reposo. La determinacifn de eritromicina se realiz6 a las
12 h despué&s de la transferencia.

!Desviacién est&ndar
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TABLA 4. Efecto de NH4C1

(100mM) sobre las sintetasas

de eritromicina. E1 microorganismo fué crecido 18 horas en me
dioc completo y se transfirié al SCR y SCR + 100 mM de NH,Cl.

4q

Al cabo de 4 h se lav6é el micelio y se resuspendi6 en 8CrR con-

teniendo 50 Bg/ml de clm.
realizé 6 horas después.

La determinacioén de eritromicina se

Condicibén

Produccitn de eritromicina
(ng/mg proteina)

SCR

SCR + NH4C1

Los resultados son el promedio de experimentos por duplicado.

!pesviacidn estdndar.
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De igual forma, la adicidn de NHQCI o cloranfenicol a un
cultivo de S. ervhtrea creciendo en medio completo ¥y habiendo
iniciado la sintesis del antibidtico, permitieron que €sta
continuara durante & horas mds a diferencia del testigo que siguid
produciendo hasta las 3& horas de fermentacicn (Fig. 11)}. Todos
estos resultados indicaron gque el amonio no estaba inhibiendo sino
que estaba reprimiendo a las enzimas gue participan en 1l1a
biosintesis de eritromicina o estaba reprimiendo la sintesis del
propionato o metilmalonato, los dos principales precursores del

eritrondlido.

Si el efecto se llevara a cabo por una disminucion en la
formacicon de 1los precursores, las adiciones de propionato o
metilmalonato deberian revertir el efecto del amonio. Sin embargo,
la adicidn de SO0 mM de propionato de sodio al tiempo cero © a las
24 hor=sc de fermentscidn 3 urm cultivo crecido en S50 mhM de NH4C1 no
revirticd el efecto regativeo (Fig. 12). Tampoco la adicidn de
diferentes concentraciones de propionato (20-&0 mM) al sistema de
cdlulas en reposo, en donde se evitaria que el propionato se
canalizara hacia metabolismo primario, revirtieron el efecto sobre
la produccidn de eritromicina (Tabla S5). En virtud de estos
resultados, el amonio debia actuar sobre las enzimas involucradas

en la sintesis del antibidtico directamente.

Las primeras enzimas consideradas como parte de la via

biosinttica de eritromicina son la cinasa del propionato ¥y la
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FIG. 11. Efecto del NH,Cl1 (100 mM) v cloranfenicol (50 ug/ml)
sobre la produccidn de eritromicina por S. erythrea.

200 ml1l de MC fueron inoculados con 8 ml de micelio precrecido
en el mismo medio. Se incubaron con agitacidén a 29°C y a las

18 h de crecimiento se adicionaron el cloranfenicol y el clo-—
ruro de amonio. Se tomaron muestras a diferentes tiempos para

las mediciones de biomasa y eritromicina.
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suno de iones amonio
de NH4C1 + 50 mM de propionato adicionado al tiempo cero; C) 50 mM de NH401
propiconato adicionado a las 24 h y D) control con
50 ml de MM con sacarosa como fuente de carbono y
inoculados con 2 ml de micelio precrecido en MC e
ron muestras cada 24 horas para las mediciones de

TIEMPO (hords)

12. Crecimiento de

S. Ermmeea (@),
(¢) en el

~

produccitn especifica de eritromicina (o) y con—
io de cultivo adicionado de A) 50 M de NH,Cl; B) 50 mM

acuerdo a la metodologia sefhalada anteriormente.
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TABLA 5. Produccifn de eritramnicina en el sistema de c€lulas
en reposo adicionado de diferentes concentraciones de propio
nato.

Condicitn Produccitn especifica
(13/mg proteina)

Control 11.5+ 0.2?
20 mM Propionato 9.0 0.7
40 mM Propionato 15.5* 0.4
60 mM Propionato 13.0* 0.2
NH4C1 100 mM 4.5=x0.9
NH4C1 + 20 mM Propionato 5.0 *x0.5
NH4C1 + 40 mM Propionato 4.8 0.3

4.9 0.1

NH4C1 + 60 mM Propionato

El microorganismo fu€ crecido en MC durante 24 horas con agi-—
tacién a 29°C. Al cabo del tiamo se lavd el micelio dos ve—
ces y se resuspensid en el sistema de c€lulas en reposo. Nue—
vamente se incubS con agitacifn a 29°C. La determinacifSn de
eritranicina se realizf a las 12 horas después de la transfe—
rencia.

!Desviacidn estdndar.
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carboxilasa del propionil! CoA (Fig. 2). La primera incorpora un

arupo fosfato al propicnato para posteriormente generar propionil

CoA v l1a sequnda 10 carboxila para formar el! wmetilmalonil Co A. Se

intento determinar la actividad de cirasa vy carboxilasa en la cepa

NRRL. 23238 crecida en medio minimo con glicina como fuente de

P s 7/ - N
nxtrd%eno. Sirn embargo nc fue posible detectar ninguna de las dos

actividades. Por lo tantoc ce crecid al microorganismo en medio

completo para aumentar la produccidn de antibidtico y por

. : . z 4
consiguiente 1la actividad de las enzimas. Adn asi no se logrd

detectar actividad de carboxilasa en esta cepa. Ante esta

situaciﬁn, se decidio  utilizar la cepa CA 240 cuya produccién de

eritromicina es 3-4 veces mayor y tambi€n es reprimida por amonio.

Los resultados se pueden observar en la Fig. 13 y mostraron que

ninguna de las dos ernzimas fue reprimida por amonio. For lo tanto

el efecto debe situarse sobre las siguientes enzimas de l1la ruta

biosintdtica de 1a eritromicina, las cuales debido a la carencia de

1os intermediarios fuf€ imposible determinarlas.

Sin embargo, indirectamente por cromatografia en placa fina,

desarrollando con dos sistemas de solventes se podia observar si

alguno de 1o0s intermediarios se acumulaba. En el primer sistema de

- - . < L.
solventes que consistio” en clorurc de metileno, metarol e hidroxido

de amonio (90:10:1 v/v), se separaron principalmente las

eritromicinas A, B, C ¥y D. En la fig. 14 se nuestran los resultados

obtenidos y se puede observar gque en 1a cepa NRRL 2338 crecida en

MM con glicina como fuente de nitrdgeno, se detectaron las

eritromicinas hasta las 72 h, mientras que cuando el amonio fué
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FIG. 13. Cinética de crecimiento de

S. erythrea CA 340, de produccidn de
eritromicina y perfiles de actividad de propionato cinasa y propinil CoA
carboxilasa en medio completo (simbolos cerrados) ¥y medio campleto con —
100 mM de NH,Cl (simbolos abiertos).

200 ml de MC fueron inoculados con 8 ml de micelio precrecido en el mismo
medio e incubados a 29°C con agitacidén. A los tiempos marcados Se tomaron
muestras de 2 ml para las mediciones de crecimiento y eritromicina y el —

micelio del medio que quedd se separd por <centrifugacidn y se prepararon
los extractos libres de c&lulas como se especifica en Material y Mé&todos.
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FIG. 14. Separacidn de las eritromicinas producidas por S. erythrea NRRL 2338 por
cromatografia en placa fina.

Carril 1 ™M a las 24 h de fermentacién.

Carril 2 MM a las 48 h de fermentacitn.

Carril 3 MV a las 72 h de fermentaci6n.

Carril 4 Estandar de eritraomicina camercial abbott.
Carril 5 MM con 100 mM NH,Cl a las 24 h de fermentacidn.
Carril 6 MM con 100 mM NH,Cl a las 48 h de fermentaciOn.
Carril 7 MM con 100 mM NH,Cl a las 72 h de fermentacifén.

8

Carril Estindar de eri icina camercial abbott.

50 ml de MM para cada condicidn fueron inoculados con 2 ml de micelio precrecido
en MC e incubados a 29°C con agitacibn. A los tiempos sefialados se separ§ el mi-
celio del caldo de cultivo y el pH de &ste se ajustS a 9.8 con NaOH 10 M. Las -
eritromicinas se extrajeron entonces con 2 vol{imenes de cloroformo, el cuil se —
evapord® a sequedad. Las muestras se disolvieron con 1 ml de cloruro de metileno
y se aplicaron 10 pl en las placas de gel de silice Merck. El sistema de solven-—
tes utilizado fu€ cloruroc de metileno, metanol, hidrSxido de amonio (90:10:1 v/v)
y se revelaron con p-anisaldehfdo.

EA Eritromicina A EC Eritromicina C
EB Eritromicina B ED Eritromicina D
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utilizado,las manchas correspondientes a las eritromicinas
disminuvyeron notablemente en concentracidn. Hay que mencionar que
las diferentes eritromicinas dan un color caracter{stico al revelar
con p-anitcsaldehido, por lo gque por su color ¥y por el Rf relativo a

eritromicina A se detectaron f&cilmente.

En la cepa CA 340 se detectaron las eritromicinas desde las 29
h, incrementdindose en concentracicn conforme pasaba &1 tiempo de
incubacidn. En el medio de cultivo de esta cepa aparecen manchas

adicionales que no se lograron detectar en la cepa NRRL 2338,

probablemente por encontrarse en muy baja concentracidn. Sin
embarqo, al adicionar NHACl en lugar de 1a glicina, todas
disminuvyeron en concentracidn nuevamente (Fig. 15).

En el segundo sistema de solventes (cloruro de
metileno-metancl-benceno-formamida, @0:120:20:2.5 v/v), el micarosil
eritrondlide ~ o1 eritrondlidoc E migran mas rdbidamente gque las
eritromicinas, por lo gue fue f3cil detectar la produccion de estos
compuestos en el medio de cultivo. En la fig. 1& se muestran los
resultados obtenidos con le cepa NRRL 22838 crecida en 9licina y se
puede observar que el eritrondlido ¥ el micarosil eritrondlido se
lograron detectar desde las 48 h de incubacién, siendo mds clara la
mancha correspondiente al primer compuesto. Cuando el~
microorganismo fue” crecido en cloruro de amonio, las manchas
correspondientes a estos compuestos disminuyeron notablemente en
concentracidn. Las eritromicinas se desplazaron menos en este:

< : 7 s : 4
sistema de solventes y su separacion fue muy deficiente,. pero-aan
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FIG. 15. Separacibn de

fina.

Carril 1 MM a las 24 h
Carril 2 MM a las 48 h
Carril 3 MM a las 72 h
Carril 4 MM con 100 mM
Carril 5 MM con 100 mM
Carril 6 MM con 100 mM
Carril 7

Condiciones
a los de 1la
utilizado fué

las
por S. erythrea CA 340 porxr

eritromicinas producidas
cromatograffia en placa -.

de
de
de
de
de
de

de crecimiento y de
figura anmterior.

El
cloruro de metileno-metanol-NH,6 OH

fermentacibn.
fermentacibn.
fermentacidn.
NH,Cl a las 24 h.
NH,Cl a las 48 h.
NH,Cl a las 72 h.

Est&ndar de eritromicina comercial.

extraccidn idénticos
sistema de solventes

(90:10:1) y revelado con p—anisaldehido. 4
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FIG. 16. Separacibtn de las eritromicinas y
S.
ina.

Carril 1 MM a las 24 h de fermentacibn.
Carril 2 MM a las 48 h de fermentacibn.
Carril 3 MM a las 72 h de fermentacibn.
Carriles
Carril 5 MM con 100 mM de NH_, Cl a las 24
Carril 6 MM con 100 mM de NH,Cl a las 48
Carril 7 MM con 10C mM de NH4C1 a las 72

Condiciones de crecimiento y extraccidn de
eritromicinas idénticos que en la fig. 15.
ma de solventes utilizado

otros

intermediarios de la biosintesis producidos por
ervthrea NRRL 2338 por cromatografia en placa

4 vy 8 Estd3ndar de eritromicina comercial.

h.
h.
h.

las
El siste—

fue cloruro de metileno-

metanol-benceno-formamida (80:20:20:2.5 v/v) y reve-—

lado con p-anisaldehido.

3M Micarosil eritron&lido
Eb Eritrondlido B
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as{ se puede observar gque estas no fueron producidas bajo estas

condiciones de crecimiento.

En la cepa CA 2340, la produccidh de micarosil eritronoclido b4

del eritrondlido B fue mayor y se detectaron desde las 48 h cuando

la fuente de nitrdgeno fue glicina, mientras gQue en presencia de

rd - . .l : - i
amonio, nuevamente se observd una disminucion en la produccion de

estos compuestos. Las eritromicinas en general, también

diswminuvyeron en concentracicn al adicicnar NHGCI al medio de

cultivo. Hay que hacer notar gue nc =e observd acumulacion de

ninQuno de estos dos intermediarios cuando $. erythreas fue crecida

en la sal de amonio. (Fig. 17).

AISLAMIENTO DE MUTANTES INSENSIBLES A LA REPRESION POR AMONIO.

El aislamiento de mutantes insensibles & diversos mecanismos

regulatorios ha sido de gran ayuda para comprobar los sitios en los

cuales se ejerce el fencmeno (NORMANSELL, 198&). En nuestro caso

< R < . . Y
+ue’pasxble el aislamiento de mutantes insensibles a la represion

por amonio utilizando la metodologia repcrtada por Martin et al.

(1979) para el aislamiento de mutantes de Streptomyces griseus

insensibles al efecto de fdsforo inorgdnico sobre la biosintesis de

candicidina.

E1 método de seleccidn utilizado se baso” en que el
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FIG. 17. Separacifn de las eritramicinas y otros intermediarios de la biosinte—
sis producidos por S. erythrea CA 340 por cramatograffa en placa fina.

Carril 1 MM a las 24 h de fermentacibn.

Carril 2 M4 a las 48 h de fermentacibn.

Carril 3 M4 a las 72 h de fermentacibn.

Carriles 4 y 8 Estindar de eritranicina camercial.
Carril 5 MM con 100 mM NH,C1 a las 24 h de fermentacisn.
Carxil 6 M4 con 100 mM NH,Cl a las 48 h de fermentacibn.
Carril 7 M1 con 100 mM NH4C1 a las 72 h de fermentacibn.

Condiciones de crecimiento y extraccifn de las eritromicinas idé&nticos que en la
Fig. 15. El1 sistema de solventes utilizado fue cloruro de metileno-metanol-ben—
ceno—-formamida (80:20:20:2.5 v/v) y revelado con p-anisaldehido.

3M Micarcsil eritrandlido

Eb EritronSlido b -
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microorganismo no produ:fa eritromicina en presencia de NHacl a las

24 ¥y 948 h de crecimiento (cilindros 3 ¥ 93 4 y 10), como se puede

observar en la fig. 18. Las mutantes resistentes al efecto

lutea

presentaron halo de inhibici&h del crecimiento de Sarcina
desde las 24 horas de incubacidn a diferencia del control que

empieza a producir una pequefna cantidad de antibidtico hasta las 22

horas.

De esta manera se aislaron &6 mutantes de S. erythrea NRRL 2338
que fueron capaces de producir erjitromicina en presencia de 100 mil
de NH,Cl, inclusive dos de ellas sintetizaron mas antibiético que
la cepa silvestre. Como se puede observar en la tabla 6, cuatro de
las mutantes aisladas produjeron una cantidad similar de

erjitromicina que la cepa original crecida en glicina. Las mutantes
IM20 v 18 IM-42 produjeron 20 y 60% mas antibidtico. Este titulo
mavor tambi€n fud observado en glicina como fuente de nitrdéeno
({datos no mestrados). Estas seis mutantes fueron seleccionadas de
3000 colonias probadas 1o que representa una frecuencia del

Q.0002%.

¢CUAL _ES EL EFECTOR DE LA REPRESION POR AMONIO?

La represidh nitrogenada ejercida sobre la biosintesis de
muchos antibidticos podria llevarse a cabo por el amonio mismo, a

L4 s s N : : i L
traves de al9uno de los aminoacidos generados por su asimilacion o
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FIG. 18. Difusiftn de la eritramicina producida en los cilindros de agar en
donde fu€ crecida S. erythrea. Modio campleto a las 24 h de incubacibn (6,
12), a las 48 h (1,7) ¥y 72 h {(2,8). Medio campleto con 100 mM de NH4C1 a —
las 24 h de incubacitn (3,9), a las 48 h (4,10) ¥y 72 h (5,11).

El microorganismo fué
los tiempos senalados
¢S sobre una placa de

crecido por estria en MC o MC con 100 mM de NH Cl. A
se cortd un cilindro de agar de la estria y se colo—
medio para bioensayo con Sarcina lutea. Estas placas
se colocaron a 4°C durante 12 h y posteriormente se incubaron a 37°C por —
24 horas y se observaron los halos de inhibicidn del crecimiento.
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TABLA 6. Producciftn de eritromicina por 1las
mutantes de S. erythrea insensibles a la re
presifn por amonio.

CEPA Produccién especifica
L3

NRRL 2338 (Glicina) 100

NRRIL 2338 (100 mM NH4C1) 4.1
IM-;Q (100 mM NHAC1) 106.0
IM-20 (100 mM NH4C1) 120.0
IM~-36 (100 mM NH,Cl) 111.5
IM~42 (100 mM NH4C1) 163.0
IM-43 (100 mM NH4C1) 114.0
IM-44 (10C mM NH4C1) 104.0

Los microorganismos fueron crecidos en MM con la
fuente de nitrfgeno gque se especifica. Las deter
minaciones de eritromicina se hicieron a las 72
horas de fermentacibn.
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inclusive por algunas de las enzimas que participan en ella. Hasta
la fecha se ha reportado gQue la praduccidn de cefamicina, de
rifamicina y de tienamicina es alta cuando 1a actividad de
Qlutamina sintetasa tambien es alta y viceversa; cuando la fuente
de nitr&éeno es una sal de amonio en concentraciones mayores de 20
mM, tanto la sintesis de los antibidticos como la de GS son bajas

(AHARONOWITZ, 12803 NI et al., 19849; WAX et al., 1982).

En este sentido se determinaron los perfiles de actividad de
68, GOGAT, GDH Yy ADH en S. erythrea crecida en glicina o NHACI

(100 mM) como fuentes de nitrdgenc.

En 1la fig. 1% se observa el perfil de la actividad de
glutamina sintetasa determinada por los ensayos de transferasa y de
sintetasa. En ambos sistemas se presentaron dos picos de maxima
actividad, a las 294 ¥ 48 h de fermentacién, cuando el
microorganismo fue crecido en glicina. En amonio, la actividad de

: 2 < <
GS fue de 3-4 veces menor en relacion a los niveles anteriores.

Ante estos resultados de alta actividad de GS y de alta
producci&n de eritromicina y viceversa pudiera pensarse que se
requiere de l1a presencia de GS para que haya sintesis del
antibidtico, tal ¥y como ha sido propuesto por algunos autores
(AHARONOWITZ, 1980; NI et al., 1984). Sin embargo, al determinar 1a
actividad de GS y la produccion de eritromicina en dc. glutamico Yy
en glutamina como dnicas fuentes de nitrodgeno, se observo una alta

actividad de 1a enzima ¥y nula produccién del antibidtico y baja
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FIG. 19. Perfiles de actividad de glutamina sintetasa (sintetasa y transferasa) de
S. erythrea crecida en MM con glicina (e} & NH,C1 (©) caro fuentes de nitrSgeno.

500 ml1 de M contenidos en matraces fermbach fueron inoculados con 30 ml de micelio
precrecido en MC y se incubaron con agitacién a 29°C. A los tiempos sefhalados se se
pard . el micelio por centrifugacibn, se lavS dos veces con Buffer de extraccifn y se
obtuvieron los extractos libres de cé&lulas como se especificd en Material y Mé&todos.



actividad con alto rendimiento re

contraria a la anterior (Fig. 29)

requiere de glutaemina sintetasa p

pero no se puede excluir que la r

, : .
cabo a traves de esta enzima. Sin

en diferentes concentraciones de

de GS se observd qQue . esta ernzima

{31% con respecteo al control con

mantenidndose en este nivel entre

produccidn de eritromicina fue di

. 7
aumentaba la concentracion de amo

).

Por lo que respecta a GOGAT,

su perfil al utilizar cualguiera

como e puedsz observar en la +i9.

. ’
amonic =< resento un

=]

posteriormsente ir disminuyends co

. 7
fermentacion.

Se ha reportado que en proca

1a enzimas GDH Lbiosintd&tica utiliz

1280). En los actimomicetos se ha

MADPH, otros NADH ¥ otros carecen

Pacillus (DESPHFPANDE et al., 1981

MAGASANIK, 1982). En este trabajo

GDH en S.
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. .,
spectivamente; una correlacion

. Lo que sugiere Qque no se

: . 2 :
ara gQque se forme el antibiotico,
epresidn por amonio se lleve a
embargo, al crecer a S. ervthrea

amecnio y determinar la actividad

se encontraba en niveles bajos

glicina) desde 10 mPM,

25 v 100 mM, mientras que la

sminuyendo gradualmente caonforme

nio en el medio de cultivo (Tabla

. - .
esta enzima no mostro cambios en

de las dos fuentes de nitrogero

21. Tanto &n glicina como en

mEximo de actividad a las 249 h para

nforme avanzaba 1 tiempo de

riotes como las enterobacterias,

a NADFH como coenzima (BROWN,

encontrado que algunos utilizan
de esta enzima como algunos
FISHER &8 SONENSHEIN, 19272;

s < -
se encontro que la actividad de

ervythrea en presencia de NADPH fue 10 veces menor que con
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rIG. 20. Perfiles de actividad de glutamina sintetasa (trans—
ferasa) de S. erythrea NRRL 2338 rrecida en 20 mM de Scido -—
glutdmico (o) y 20 mM de glutamina como fuentes de nitrSgeno.

500 ml de MM contenidos en matraces Fernbach fueron inocula-
dos con 30 ml de micelio precrecido en MC e incubados con —
agitacidén a 29°C. A los tiempos seifialados, se separd el mice-
lio por centrifugacidn y se prepararon los extractos libres
de c&lulas como ya se especificé.
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TABLA 7. Niveles de GS sintetasa y de produccibn
especifica de eritromicina obtenidos al crecer a
S. erythrea en diferentes fuentes de nitrégeno.

Fuente de GS

Eritrxomicina

NitrSgeno 2 %
Ac. Glutd&mico 20 mM 144 4.5
Glicina 20 mM 100 106.0
NH4C1 S mM 111 104.0
10 mM 31 59.0

25 M 33 26.0

100 mM 37 3.6

Glutamina 20 mM 35 363.0

500 ml1 de MM contenidos en un matraz Fernbach fueron
inoculados con 30 ml de micelio precrecido en MC. A
las 24 h de incubacidén se tomaron muestras para las
determinaciones de biomasa y eritromicina. El medio
restante se utilizd para la preparacidn de los ex-—
tractos libres de c&lulas de acuerdo a la metodoclo-
gfia antes citada.
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FIG. 21, Perfiles de actividad de GOGAT de S. g{xjggea

crecida en MM con glicina (e) & NH4C1 (o) como fuentes
de nitrSgeno.

Para la preparacidn de los extractos libres de c&lulas se
siguid el procedimiento sefialado en la fig. 19.
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NMADH v ambas sdlo se detectaron cuando el cloruro de amonio fue

wtilizado como fuents de nitrdgena. En la fig. 22 se observa gue la

actividad de esta enmzima presentd un maximo de actividad en las

. )
primeras horas de fermentacion, llegando a cerc a las &0 h, momento

< : . C . -
en gue 1 microorganismo dejaba de crecer. En glicina no se logro

detectar actividad.

La alanina deshidrogenasa ha sido considerada como una via

: s P :
alterna de asimilacicn de amonic, tomando ern cuenta que puede

catalizar 1a formacidn de alanira o partir de pirdvico y amonio. En

S. ervthrea, l1a enzima NADH-ADH no mostrd cambios en su perfil al

utilizar glicina o cloruro de amonio como fuentes de nitrdgeno,

aurngque la actividad & las 1Z h fue un poco mayor en la sal de

amonio (Fia. 22). Estos dos compuestos indujeron inespecificamente

2 la ADH, puesto que el verdaderc inductor parece ser la alanina,

< PN
amirnoacidno conrn 1 gqu

hd

s

a

- . . -
obtuvo la mdxima actividad, como se podra

observar en la tabla 28; un valor muy cercano fue obtenido en ac.

alutdmico. Glutamina, 20 wmM ¥y 10C wi de NHACI ¥y glicina indujeron a
un nivel intermedio. Er treonina como fuente de nitrégeno se

obtuvieron los niveles mds bajos.

Aunque no parecia existir relacidn alguna entre las enzimas

que asimilan amonio » el efecto negativo del mismo, se determinaron

los niveles de GS y ADH ein las mutantes aisladas que eran

insensibles a la represidn por amonio. Los resultados se muestran
c s < L : N
en la tabla 9 y se puede observar' que no existio ningdin cambio en

los niveles de GS ni de ADH, 10 que sugiere que las mutaciones que

7Q



.-'\

H (}....J|- ...,*:ll

:::‘D b r.|

2.0+~ —~4 0.20
1.5 |- % —40.15
1.0 — —0.10
501 — 0.05
i 1 1 a—:ﬁ:&::ﬁ;:ﬁ_
24 48 72 24 48 72

TIEMPO ( horas)

FIG. 22 Perfiles de actividad de NAD-ALH y NAD-GIH en funcifn del tiempo de
crecimiento de S. erythrea NRRL 2338 en presencia de 20 mM de glicina (e) y
de 100 m¥ de NH,Cl (o).

Para la preparacidn de los extractos libres de c&lulas se siguif el proce—
dimiento descrito para la fig. 19.
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TABLA 8., Niveles de ADH obtenidos al crecer S$. eryhtrea
en diferentes fuentes de nitrSgeno.

Actividad especificax %
20 mM L-alanina 4.85 *0.36" 100
20 mM L-glutimico 4.7 =0.16 97
20 mM L-glutamina 3.14 *0.33 65
20 mM NH4C1 3.37 *¥0.48 70
100 mM NH,C1 1.5 *0.52 31
20 mM glicina 2.4 =0.23 49
20 mM L-treonina 0.58 *0.19 12

* Expresada en umoles-mg Tmin~ Y. .

S. erythrea fué crecida en MM conteniendo la fuente de
nitrSgenc indicada. 500 ml de medio contenidos en ma-—
traces fernbach fueron inoculados con 30 ml de micelio
precrecido en MC durante 24 h. A las 24 h de fermenta-
cibn se prepararon los extractos libres de c&lulas co-—
mo va se especifics.

! pesviaci6n est&ndar.
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TABLA 9. Actividad de GS (sintetasa) y ADH en las
mutantes de S. erythrea insensibles a la represibn
por amonio de a iocsintesis de eritromicina.

CEPA GS* ADH*

NRRL 2338 0.16 x0 .08’ 2.23:0.14
M-20 0.11=0.06 1.82:0.33
M-44 0.25=0.01 " 2.74£0.26
M-36 0.15=0.01% 1.64£0.24
M-42 0.24+0.03 2.76:0.10

1

* Expresado en ymoles mg-lmin-

500 ml de MM con 100 mM de NH Cl7se inocularon con 2 ml
de una suspensifn de esporas tlo ) de cada una de las -~
cepas utilizadas. Se incubaron a 29°C con agitacidn. A
las 24 h de fermentacidn se separd y lavd el micelio y
se prepararon los extractos libres de c&lulas como se -
especificd en Material y MEtodos.

! Desviacién Est&ndar.
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ocasionaron la insensibilidad al amonioc no estuvieron relacionadas

con algdn cambio en los niveles de estas enzimas.

Otra alternativa era que el amonic estuviera actuando a traves
de algdn aminoé&ido, productec de su metabolismo. En virtud de que
en 3ltas caoncentraciornes de amonio, la actividad de GS es baja, se
esperaria que l1os niveles de glutamina fueran bajos ¥y los de
glutémico altos. En caso de‘que el amonio actuara a traves de
Qlutamina, 1a adicicdn de este aminodcido deberia revertir el efecto
del amonio ¥y par el otro lado, la adicidn de ac. glutémico deberia
tener un efecto negativo si €ste fuera el sfector. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 10 y se puede observar gue
ninguno de 1os aminodcidos adicionados revirtid el efecto del
amonio, sin embargo 1s adicidn de glutamico tuvo un efecto
negativo, similar al del! amomnio. Esto sugiere que €1 amonio pudiera
estar actuandc 2 trsv€s de lcs niveles de ac. glutéﬁico. Sin
embargo. l1a acicidn de metilamira, un andlogo no metabolizable de
amonio, & las 12 horas de fermentacidmn preovocd una disminucidn del
crecimiento y a una concentracidrn de 100 mM redujo la sintesis de

la eritromicina a los mismos niveles Qque se obtuvieron al adicionar

amonio (Fig. 23).
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TABLA 10 Efecto de diversos aminodcidos sobre la sintesis de eritromicina
en el sistema de c&lulas en reposo.

PRODUCCION ESPECIFICA

ug/img
MC —» SCR! x~a::+1~z:«14—>s<:‘R2

CONTROL 11.0 £0.5* - .0.0
VALINA®? 17.0 £0.7

ISOLEUCINA 16.0 £0.1

METIONINA 5.00.9 - 0.0
TREONTINA 12.0%1.1

AC. SUCCINICO 8.5%0.4

AC. GLUTAMICO 6.8£0.2

GLUTAMINA 12.00.5

NH ,C1 5.0%0.4 .

TE1l microorganismo fue crecido en MC durante 24 h. Se recuperd el
micelio, se lavS dos veces y se resuspendif en el sistema de cé&-
lJulas en reposo.

- 2g1 microorganismo fué crecido en MC + 100 mM NH401 durante 24 h.
Se recuperd.el micelio, se lavd dos veces y se resuspendid en el
sistema de c&lulas en reposo. Las determinaciones de biomasa y de
eritromiciria se hicieron 10 horas despu&s de la transferencia.

3Los aminofcidos se adicionaron a una concentracifn final de 2Q mM.
* Desviacidn estdndar.
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G. 23. Efecto de la adici®n de metilamina (50 y 100 mM) al medio de cultivo
1 crecimiento de S. erythrea NRRL 2338 sobre la produccifn de eritromicina.

ml de MM se inocularon con 2 ml de micelio precrecido en MC y se incubaron
A las 12 h se adiciond la metilamina y se continudé la toma de muestras para las me
ciones de crecimiento y eritromicina por la metodologia antes descrita.

cidn.
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DISCUSION

La represidn catabdlica nitrogenada es un fendmenoc regulatorio

Qque afecta la sintesis de diversos tipos de macromoléculas

(MAGASANIK, 19223 MARILUF, 19813 OMURA & TANAKA,198S). La

biosintesis de 1o antibidticos no escapa a este mecanisma y son

muchos los ejemplos Que s2 pueden citar a este respecto (Tabla No.

1). En nuestro caso, la produccidn de erijitromicina por

Saccharol! vypospora erythrea es

afectada negativamente por la

presencia de iones amonic en el medio de cultivo ¥y los resultados
obtenidos con el sistems de cflulas en reposo indicaron que este

compuesto no actuaba a8 traves de inhibi:i6n, yY3 Que no atvectaba
totalmente 1a sintesis de la eritromicina &n este sistema adn en

presencia de cloranmnfenicol donds actuaria dUnicamente sobre las
enzimas preformades. La cerulenina, un antibidtice inhibidor de la
: - - - . 4 .

sintetasa de =zcidos grasos ¥ Que inhibe tambien la sintesis de

algunos antitidticaos fmacrodlidos (OMURA, 1927&2, afecta casi

totalmente la produccidn del antibidtico. Por otro lado, la

eliminacidn del MH,C1 del sistema no restituyd la sintesis de la

eritromicina como obcurric al quitar la cerulenina del sistema de

g . < ik
celulas en reposo para la sintesis de candicidina en donde si

estaba actuando como un inhibidor (MARTIN & MCDANIEL, 1377).

Ademés, la adicidn de amonio o de cloranfenicol, tanto al
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sistema de ce&lulas en reposo como a un cultivo gque ya inicia” la
sintesies de eritromicina permitieron que esta continuara por cierto
tiempo para despues detenerla. Esto pudo deberse a Que eid
cloranfenicol v el amonic impidieron la sintesis de novo de las
enzimas gue participan ern le biosintesis de eritrpmicinas; no
afectaron a las va existentes y por eso continug la sintesis por un
cierto tiempo en estas condiciones. Resultados similares +fueron
obtenidos por LIRAS &t al. (1577) al estudiar 1la pegulacidh por

fosfatos de 12 sintesis de candicidina por Streptomyces grissus.

Una vez establecido que ¢! amonio reprimfa la sintesis de la
eritromicina, s intentd conocer a que nivel se llevaba a cabo el
efecto. 5i 1a represicn se ejercia sobre la sintesis de los
precursores, la adicicdh de propionato o de los aminoacidos cuya
de;radacid% lo @enrneran, debia haber revertido el efecto negativo,
sin embarac esto no sucedic” ni en la fermentacidn normal ni en un
csistemas de c€lulas en reposc. Hay qQue mencionar que en el caso de
la requlacidcn por nitrdgerno de la biosintesis de tilosina, en donde
amonio reprime la degrada:ién de valina > treanina para generar
propionato, la adicioh de los aminodcidos o del propionato mismo
revirtieron &1 efectc negativo del amonio, restableci€ndose la
sintesis del protilondlido (TANAKA =t al., 1986). Por lo tanto, 10s
resultados obtenides en 2. erythrea sugirieron que e€i amonio no

estaba actuando a este nivel.

Entonces, el blanco de hegula:idh debia estar situado

directamente sobre las enzimas que sintetizan al antibidtico. La
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ESTA TESIS HNO DEBE
SALIR DE LA BIBLIBTECA

propionato cinasa v la propionato carboxilasa son consideradas como
las primeras enzimas de la ruta biosintdtica (CORCORAN, 1981) ¥y por
lo tanto susceptibles de ser el blanco de la regulacidn. Sin
embarco, al determirnar 105 niveles de estas enzimas en el micelio
de &. ervthrea CA 240 crecido en MC con y sin amonio, no se
observaron diferencias en los niveles de estas enzimas. Ya que
estos resultados se obtuvieron con la cepa CA 340 cabria 1la
posibilidad de que no fueran vdlidos para la cepa NRRL 2338, pero
la produccidn de eritromicina en la cepa CA 340 tambiédn fue
reprimida por amonio y ademnds se ha observado que las dos cepas
utilizadas estdn relacionadas genéticamente (SENO & HUTCHINSON,

1986).

El1 amonio, entonces, debfa actuar sobre las siguientes enzimas
de 1la via (ver fig. no. 2). Debido a que no fué’posible conseguinr
los intermediarios (eritrondlido B, micarosil eritrondlido,
eritromicinas B, C, o D) nco fud posible medir la actividad de
alguna de estas enzimas pero a traveés de la cromatografia en placa
fina se pudo observar que todos los intermediarios de la

s Fe 2 2 PR - s . 7
bpiosintesis de eritromicina disminuyeron en concentracion al crecer
a S. erythrea NRRL 2338 o CA 3490 en presencia de cloruro de amonio.
En el caso de gue €1 amonio hubiera reprimido dnicamente a 1la

L : i 2
eritronolido sintetasa, entonces no se hubiera detectado produccion
del micarosil eritrondlido vy se observo claramente que la mancha
: ’ < -
correspondiente a este compuesto disminuyo en concentracion en
lugar de desaparecer, cuando el amonio fue utilizado como fuente de

nitrégeno. Estos resultados se observaron tanto en la cepa NRRL
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2338 como en la CA 340 siendo mds claros los resultados con la
sequnda cepé. Por 1o tanto,

z : : 2 <
el amonio reprimio la sfntesis de todas

las enzimas que participan en la biosintesis de eritromicina,

afectando de esta manera la prcduccién de todos los intermediarios
en forma coordinada. Si los genes que codifican para estas enzimas
estuvieran organizados en un operdn, como se ha reportado para la

biosintesis de otros antibiéticos (MALPARTIDA & HOPWOOD, 19843
FEITELSOM et al., 19285; CHATER & BRUTON, 1985) seria ldgico pensar

que se regularan de manera coordinada, pero hasta la fecha no hay

evidencia suficiente para afirmar Que los genes de la biosf{ntesis

de eritromicina estan organizados en un oper&n en Saccharolvypospora

erythrea (WEBER et al., 198S5S; WANG et al., 1982; STANZIAK et al.,

1986) .

En S. fradiae vy en Streptoverticillium kitasatoensis, el

amonio reprime a la valina deshidrogenasa y en el primer
microorganismo ademds afecta a la treonina desaminasa (TANAKA et

al., 19843 TANMAKA et al., 1%981). Ambos microorganismos producen

. PR 4 2 e s : < < < < <
antibioticos macrdlidos similares a la eritromicina, sin embargo el

blanco de regulacidn en estos microorganismos es diferente al

encontrado en S.

ervihrea. Por otra lado, CASTRO et al. (1985) han

reportado tambien represién ¥y de manera coordinada sobre las

enzimas que participan en la sintesis de la cefamicina C en

Streptomvces lactamdurans,

a diferencia de los resultados
reportados con S.

clavuligerus en donde sdlo se reprimen la

‘expandasa ¥y la ciclasa (BRANA et al., 1985). Por lo tanto no existe

un sSolo sitio sobre la sintesis de los antibidticos que sea el
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blanco de la accidn ‘del amonio.

El aislamienﬁo de mutantes derreguladas ha sido de gran
importancia para paoder confirmar a que nivel se ejercen los
mecanismos Eégﬁlétcrios, as{ como para establecer la localizacion
de 1la mutacidn‘én un mapa genético (NORMANSELL, 19$8&). MARTIN et
al. (1979) aislaron mutantes resistentes de S. griseus a 1a
represiﬁh pdr fosfatos Yy demostraron Que la enzima p-aminobenzoico

sintetasa era el blanco de 1la regulacidﬁ.

A traves de la metodologia descrita en material ¥y mdtodos, se
logrd la seleccidn de mutantes resistentes a la regulacidn por
amonio de la sintesis de la eritromicina. Debido a que la
frecuencia de éparicién fue de 0©0.002% se podrfa pensar qQue la
localizacidn de las mutaciones +fu€ cramosomai, 1o cudl concuerda
con la localizacidn de algunos de los genes involucrados en la
biosfntesis de eritromicina obtenida por WEBER et al. (1985), por
lo que l1a regicdr Que requla la expresidon de estos genes tambien

estar{ia localizada en el cromasoma.

Hay qQue hacer notar que dos de l1as mutantes obtenidas como
insensibles a la represidn por amonio, producen mas eritromicina
que la cepa orjiginal, 1o que indica que el cambio producido en
ellas, ahora permitic una mayor expresidn de los genes involucrados
en la sintesis del antibidtico. Por 1o tanto serfa interesante
conocer si cepas de mayor produccidn son todavia sensibles a la

represicn catabdlica nitrogenada y en caso de serlo, una estrategia
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para aumentar su produccion serfa el aislamiento de mutantes

insensibles‘a'este efecto.

- N R . ’
Una. pregqunta que surgid desde el inicio de este trabajo fue si
el amdhio per se era el que llevaba a cabo el efecto o era: un

prnddcto de su metabolismo o si el efecto estaba mediado por GS.

Algunns autores se inclinan por esta dltima alternativa, ya’que el

amonio afecta de igual manera los niveles de GS y de 1laos

antibidticos ( AHARONOWITZ, 1980; WAX et al., 1982). Por lo tanto

se determinaron en S. ervthrea, 1os niveles de GS, GDH y ADH para

establecer si el efecto se llevaba a cabo a travds de alguna de

estas enzimas y ademas conocer como se llevaba a cabo 1l1a

asimilacidn del amonio en glicina ¥y amonio como fuentes de

nitrdgeno, va que la informacidn existente al respecto, en

actinomicetos, era muy diversa.

Los resultados obtenidos mostraron que glutamina sintetasa

estuvo presente cuando se adiciond glicina como fuente de

nitrdgenc. Esto probablemente debido a Que la cantidad de amonio

generada a partir del aminodcideo fue muy pegueha, aungque se logrd

excretar una cierta cantidad al medio de cultivo. Por el contrario,

en altas concentraciones de amonio se observd una disminucidn en la

actividad especifica de GS, 10 que sugiere que este ion afecta la

sfntesis de 1a enzima. Resultados similares han sido obtenidos con

S. noursei, S. cattleva y N. mediterranei, en donde se obtuvieron

bajos niveles de esta enzima en altas concentraciones de amonio

(GRAFE et al., 19773 PARESS & STREICHER, 1985; NI et al., 1984).
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Por otro lado, existen reportes de que en S. clavuligerus ¥y en S.

amonio no regula la sf{ntesis de GS

1986a; SHAPIRO & VINING, 1983).

venezuelae, el (BRANA et al.,

De aqu{ la importancia de saber que

enzimas estaban presentes en S. erythrea en cada una de las dos
fuentes de nitrdgenc utilizadas y posteriormente poder

. 4 . < Py
correlacionarlas con 1a produccion de eritromicina.

En virtud de que en 100 mM de NH,C1,
de GS,

existieron bajos niveles
1a asimilacidn de amonio debid ocurrir a travs de 1la

glutamato deshidrogenasa, ya que 1os niveles de esta enzima fueron
altos bajo estas condicienes de crecimiento. Ademés, en glicina no
estuvo presente la GDH,

como era de esperarse, Si esta enzima se

sintetiza dnicamente cuando existen concentraciones altas de amonio

en el medio de cultivo. Por lo tanto, se puede inferir que 1a

asimilacidn de amonio en S. ervthrea, se lleva a cabo a traves de-
GS/GOGAT © a traveds de NADH-GDH dependiendo de 1a concentracidn de
amonio o de la fuente de nitrégeno utilizada en el medio de

cultivo.

Hay qQue hacer notar gque a diferencia de enterobacterias,

actividad de GDH bicosintdtica en S. erythrea fu€ mayor con NADH que

la

con NADPH. En este sentido, este microorganismo se comporta como S.
venezuelae, en donde no se detectd actividad con NADPH

(TYLER,
19783 SHAPIRO & VINING, 12983).

Por el contrario, 1a GDH de S5S.

noursei utiliza NADPH como coenzima ¥y S.

clavuligerus carece de

ella (GRAFE et al., 12727; AHARONOWITZ & DEMAIN, 1927%9). Por 1o gue

resultd diffcil extrapolar los datos reportados en otros
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actinomicetos, en cuanto a la forma de asimilacidn del amaonio Yy lo

mismo puede decirse en 1o que respecta a la regulacidn de estas

enzimas, ya Que algunos de ellos se comportan como enterobacterias

¥ otros como Bacillus (TYLER, 1978; MAGASANIK, 19823 DEUEL et al.,
1970; DESHPANDE et al., 1981).

Los resultados hasta ahora indicaban que en glicina habia

niveles mayores que en amonio, tanto de GS como de eritromicina,

mientras que en 100 mM de NHACI, los niveles de GS disminuian a 1la

par gue la produccién de antibidtico. Por lo tanto parecia estar

relacionada 1a presencia de GS para que se sintetizara la

: c : - - 7 z .
eritromicina. Creciendo al microorganismo en glutamico ©o glutamina

se esperaban niveles de enzima mayores que en glicina y mds bajos

que en amonio respectivamente ¥y por lo tanto los niveles de

eritromicina debian estar relacionados. Sin embargo, al adicionar

alutamico como dnica fuente de nitrdéeno, la produccidh de

eritromicina fu€ nula, mientras que en 9lutamina inclusive se

detectd antibidtico 12 horas antes. Estos resultados concuerdan con

el reporte de ROSZKOWSKI et al. (19469) quienes erncontraron que la

sustitucidn del 25% de la fuente de nitrdgeno por Scido glutdmico

provocd una disminucidn de la sintesis de eritromicina, mientras

que la glutamina 1la estimuld. Estos resultados sugirieron qQue no es
indispensable la presencia de glutamina sintetasa para que haya

s{ntesis de antibiético, aunque no se descarta la posibilidad de
que exista un gene regulador comin para ambas o que dnicamente

respondan por mecanismos diferentes a la presencia del amonio.
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encontrado en alanina). Esta inespecificidad en la induccidn podria
explicarse por un lado, a que el glutéhico ¥y la glutamina pudiesen
Qenerar alanina por transamina:ién, siendo realmente €sta la que
indujera a la ADH. Sin embargo, la alanina tendria Que acumularse
intracelularmente, lo gQue resultarfa dificil si se toma en cuenta
que el microorganismo estaba creciendoc exponencialmente ¥y
canalizarfa los aminodcidos hacia la sintesis de prote{nas. Una
manera de descartar esta posibilidad ser{a a traves de anélogns no
metabolizables de ac. glutamico y de glutamina para demostrar que
estos aminoacidos inducen directamente © no. Esto se realizara en
un estudio mds profundo de la ADH de S. erythrea que se iniciara’

proximamente.

La otra alternativa seria que esta enzima actuara sobre todos
estos aminoacidos generando los cetoacidos correspondientes y en
especial en el caso de la valina formaria el 2 ceto isavalerato que
posteriormente generaria propionil Co A. Resultaria interesante, en
este aspecto conocer si tambidn isoleucina © metionina inducen y/0
si 1la ADH puede utilizarlos como sustratos. Hay que mencionar que
l1os intentos por detectar l1la actividad de valina deshidrogenasa en
S. ervthrea, de acuerdo a 1la metcdolcgfa reportada por OMURA et
al., (1983) para S. fradiae, fueron infructuosos. For 1o que ADH
pudiera tener como funcidn el actuar sobre estaos aminodcidos y por
lo tanto ser de gran impaortancia para la biosintesis de

eritromicina tal ¥y como ha sido propuesto (AHARCONOWITZ, 1980).

Hasta ahora el amonio parecia ser el candidato iddneo para
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ejercer la represidn y &sto se confirmg al utilizar la metilamina.

Este compuesto ejercid el mismo efecto que el cloruro de amonio Yy

el ser un anélogc no metabolizable indica que no se requiere Que el

. ’ -
amonio sea convertido a algﬁn aminoacido para actuar. En

. -
Chlamvydomonas reindhardii, el amonio como tal tambien es el

correpresor de la regu)aci&n de la nitrato reductasa (FRANCO et
al., 1984). Por otro lado, BRANA & DEMAIN (1988) encontraron que la
represién por amonio de la sintesis de la cefalosporina en S.

clavuligerus no esta mediada ni por glutamina ni por alanina por lo

qQque es probable que el amonio per se sea el efector.

Independientemente de que el amonio sea el efector o na, los
resultados obtenidos resultan interesantes, tomando en cuenta de
que existe un efecto regulatorio negativo del amonio sobre 1la
biosintesis de eritromicina y sobre todo el hecho de gque las
mutantes insensibles a la regulaciﬁn por este compuesto producen
mds antibidtico Que 1la cepa original. Por un lado, habria qQue estar
alerta en el sentido de que mutantes hiperproductoras pueden
presentar todavia represidn por amonio ¥y por lo tanto, 1la adicidn
de sales de amonio al medio de cultivo industrial podria estar
disminuyvendo 12 productividad del microorganismo, desfasando la
producciéﬁ O simplemente disminuyéndola. Por otro lado, el
aislamiento de mutantes insensibles a este efecto a partir de
mutantes hiperproductoras, podria resultar en un incremento en la

produ:cién de la eritromicina y probablemente de otros antibidticos

requlados de esta manera.
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Desde el punto de vista de l1a ciencia bdsica, las mutantes

tambidn tienen su importancia, ya gque mapeando las mutaciones que

Qeneraron la insensibilidad a la represidn por amonio se podr{a

saber si existe una zona regulatoria adyacente a 1los genes de 1la

biosintesis de eritromicina, o si esta sobre un gens diterente pero

Que es importante para la expresicon del metabolismo secundario.

Aungue en este aspecto, falta todavia informacidn sobre la genética

de 1os actinomicetos, no estd lejarno el dia en que se tenga un mapa

completo de S. ervythrea asi como la localizacidn exacta de los

genecs de la biasintesis de eritromicina y sus zonas regulatorias.
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CONCLUSIONES.

- E1 amonio ejerce un efecto negativo sobre la sintesis de

eritromicina por Saccharolvypospora ervythrea.

- E1 amonio ejerce su efecto a traves de represién.

- E1 efector del fendmeno es el amonio per se.

- El amonio se asimila a través de GS vy GOGAT o NADH-GDH
dependiendo de la concentracidn del amonio en el medio de cultivo
de S. ervthrea.

- El Amonio reprime la sintesis de GS.

- La enzima GOGAT no es afectada por la fuente de nitrdéenn

presente en el medio de cultivo.

- La enzima NADH-GDH sdlo esta presente cuando se utilizan

altas concentraciones de amonio como fuente de nitrdgeno.
- La enzima GDH utiliza NADH como coenzima.

~ La enzima ADH esta presente en cultivas de S. ervythrea

creciendo en glicina o amonio.
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- La enzima ADH es inducida inespecificamente por amonio,

glicina, glutamina y ac. glutamico.

- t.a carboxilasa del propionil CoA ¥y la cinasa del propionato

no son reprimidas por amonio.

- La represidn ocurre sobre todas las enzimas que participan
en la biosintesis de eritromicina a partir de la eritrondlido

sintetasa.
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1. SUMMARY

Erythromycin formation decreased in Srrepro-
mivees ervthreus as a function of the ammonium
concentration present in the medium, Total inhibi-
ton of synthesis was obtained with 100 mM
WH_,CIl but medium pH and culture growth were
not significantly affected. A similar effect was
obtained with NH NO, or «tNH,),SO, indicating
that ammonium ion probably repressed formation
of antibiotic.

2. INTRODUCTION

The regulation of secondary metabolite bio-
synthesis by nitrogen has received much attention
[1—-5]. Erythromycin is an antibiotic and a sec-
ondary metabolite formed by strains of S. envrhireus
at the end of trophophase [6]. Cultures of this
microorganism grown with glvcine as nitrogen
source produce more antibiotic than cells grown in
the presence of ammonium [7). We have measured

* To whom correspondence should be sent at the Instituto de
Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma
de México. A.P. 70228, México 20. D.F. 04510 México.

growth and antibiotic production in S. erythreus
NRRL B-2338 at various levels of ammonia. in a
medium which eliminates pH variation. The evi-
dence obtained indicated that ammonium sup-
pressed antibiotic formation probably through a
repressive action.

3. MATERIAL AND METHODS

3.7, Orgarmism and cultivation

S ervthreus NRRL B-2338 wild strain was
kindly supplied by the ARS Culiure Collection.
U.S. Department of Agriculture. Peoria. 1L, U.S.A.

All cultures were grown in a minimal medium
(MNM) containing 2 g sucrose. 0.2 g glycine, 250
mg K .HPO,. 500 mg NaCl. 50 mg MgSO,. 50 mg
FeSO,. 5 mg ZnSO,. 6.1 mg MnCl, and 0.1 mg
CoCl, per 100 m! of 0.1 M 3-(N-morpholino)
propanesulphonic acid (MOPS) buffer (Sigma) pH
7.8. For mycelial propagation and antibiotic for-
mation. approx. 10" spores were inoculated into
MM (50 ml contained in a 250-m! erlenmeyer
flask and incubated at 29°C for 24 h on a rotary
shaker (160 rev- min~}). 2 ml of this sced culture
were inoculated into the same medium (50 ml) in a
250-m! erlenmeyer flask and incubated under the
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conditions described above. At desired time
samples were withdrawn for determinations of
growth. pl{ and ervthromycin formation.

3.2, Resting-cell svsten: studies

Cells were grown for 23 h at 29°C in a complex
medium (CM) compaosed of 0.4 g yveast extract, 0.3
g dextrose and 1.0 g malt extract per 100 mit of
distilled water. Myceltium wus harvested. washed
with 2 vols. of sterile disulled water and resus-
pended in 50 ml of a resting-cell sastem (RC). The
RC contained 50 mg of NaCl and 50 mg of
MgSO, per 100 mi of 0.1 M MOPS buffer pH 7.8,
Chloramphenicol (50 g - mil '), amimonium chlo-
ride (5.3 mg-ml~ ') und cerulenin (25 pg-ml-1t)
were filter-stenihized through o Millipore mem-
brane ixpe HAW P 02500 before addition.

3.3. Assay of ervihromyemn

At specified intervals, the production of an-
tibiotic was determined by a disc-agar plate tech-
nique as previously described [6]).

3.4, Growth deternunation

Samples of mycelia were harvested. washed with
2 vols. of distilled water and placed in 2 ml of 0.3
M trichloroacetic acid. After centrifugation. the
pellet was resuspended in 1 ml] of 0.4 M NaOH.
mixed thoroughly and its protein concentration
was determined by the Lowry method using bovine
serum albumin as standard [8].

4. RESULTS

S. ervthreus NRRL B-2338 produced ervth-
romycin when grown in MM at 29°C (Fig. 1).
Production started after 18 h of incubation and
continued linearly for approx. 60 h. Supplementa-
tion of the MM with a high ammonium concentra-
tion resulted in a marked decrease in antibiotic
formation (Fig. 1).

Several fermentations containing different con-
centrations of NH,Cl were tested for growth and
erythromycin formation. Antibiotic levels were
proportionally reduced depending on the amm-
monium concentration present in the culture
medium (Fig. 2). Growth and pH values were not
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Fig. 1. Growth and specific enythromscin formation as a func-
tion of tme in the presence (a) or absence (@) of 100 mM
NH,Cl Solid lines represent growth. Broken lines represent
ernxthromycin formation.

significantly affected. The decrease in antibiotic
production observed was not affected by the type
of ammonium salt. Maximum effect was obtained
with the chloride form. The addition of different
concentrations of organic nitrogen sources (glyvcine.
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Fig. 2. Effect of different NH,Cl ations in m
growth (O), final pH value (&) and maximum antibiotic pro-
duction (@) of cells grown for 48 h in MNM.




Table 1

Effect of different ammonium salts on erythromycin produc-
tion

Al ammonium salts and amino acids were added a1 the begin-
ning of the fermentation at a 40 mM conventration. S envthreus
was grown in MM and antbiotic titre was deternined after 72
h incubation

Ammonium salt Relative antuibiotic production ()

None 100
NH,Cl o
NH/NO, 7
(NH ,1:S0, N
Glscine 100
Leucine 99
Glutamine 120

leucine, glutamine) did not reduce ervthromycin
production (Table 1).

Ammonium could exert its negative effect either
by an inhibitory or ua repressive action. To dis-
criminate between these. an RC was used. This
allows a determination of de nove erythromycin
synthesis for more than 24 h. The presence of
cerulenin. which inhibits macrolide antibiotic pro-
duction [9]. considerably reduced the formation of
antibiotic. wherceas addition of 100 mM am-
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Fig. 3. Synthesis of erythromycin by resting cclls as a function
of time. Control (@), in presence of 50 ug-ml-' chlo-
ramphenicol (O). 100 mM NH,C! (a) and 25 ug-ml-!
cerulenin (&), Micro arganisms were grown in CM dunng 24 h
and then transferred to the RC.

‘e ® Control

2 © Cim

E eol a NH.C1

g» —= Addition time

=3

2 eof

g

8 ascp

S

2

b “~

L2 20

S

&

w o e L
12 24 36

Time (hours)
Fig 4 Effect of 100 mM NH Cl and chloramphenicol (Cim)
on erxthromyain biasyathesis. Cultures were grown on CM on

a rotary shaker, NH,Cl and Clm were added at 18 h of
fermentation.

monium chloride or chloramphenicol resulied in a
lesser reduction of erythromycin production (Fig.
3). Antibiotic titre by resting cells was not affected
by higher concentrations of NH _ Cl (not shown).
Ammonium salt was added to a culture when it
was already producing antibiotic. The addition of
100 mM NH_,Cl Jdid not immediately affect
synthesis so that erythromycin biosynthesis pro-
ceeded during 6 h (Fig. 4). Similar results were
obtained with cultures treated with chlo-
ramphenicol. a4 protein synthesis inhibitor.

5. DISCUSSION

The results obtained show an inverse relation-
ship between ammonium concentration in the
growth medium and the ability of S. ervthreus to
produce erythromycin. This effect was produced
regardless of the ammonium salt being used. but
maximum inhibition occurred with 100 mM
NH_,Cl concentration. Similar effects of am-
monium on the production of other streptomy-
cete-derived antibiotics have been reported
[1.10.11]}.

If ammonium acted by inhibiting erythromycin-
forming ecnzymes. then ammonium added to a
resting-cell suspension. which is producing because
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of preformed enzymes, should immediately stop
erythromycein  syvnthesis,  as  happenced  when
cerulenin was added. Cerulenin is a specific inhibi-
tor of the condensing subunit of fatty acid s»n-
thetase and the biosynthesis of fatty acids s come-
parable to polyvene and non-polyene antibiotic biao-
synthesis {12-143). Therefore, cerulenin also in-
hibited erythromacin hiossnthesis in the RC. Am-
monium ions or chloramphenicol did not have the
same effect, although they inhibited produciion of
antibiotic more than in control cultures.

Ammonium  itself does not suppress cepha-
losporin formation if cells already possess the en-
zyme syvatems needed for anubiotc production
[11]. However, additon of 100 mM NH, Cl to a
culture whose ery thromyain production had started
allowed antibiotic bioss nthesis to continue for only
6 h. thus affecting the final utre.

Ammonium repression of erxthromyan bio-
synthesis is supported by the fact that chlo-
ramphenicol decreased antibiotic production in an
identical way with NH,ClL The phenomenon of
catabolic nitrogen repressiaon has been reported 1o
affect many catabolic enzy mes, including histidase
and urcase, where enzyme concentration is depen-
dent on ammonium jan concentration in the
medium [15]). Thisx could also occur with eryth-
romycin-forming enzymes: however, the possibil-
ity that these ions affect a previous step necessary
for secondary metabohsm expression is not ex-
cluded. Furthor studies to elucidate the biochem-
ical basis of ammonium effect ure in progress.,
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