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EFECTOS DE LUZ Y SALINIDAD EN LA PRODUCCION DEp-
CAROTENO E IDENTIFICACION FILOGENETICA DE Bacillus sp.
13

Resumen Aprobadopor:
r. JOrge Olmés Soto

Director de Tesis

Conla finalidad de crear nuevas fuentes de produccién de B-caroteno, se

determinaron las condiciones Optimas de cultivo de Bacillus sp.13, una bacteria
capaz de sintetizar este pigmento de manera natural, induciéndose un preindculo
con luz blanca y posteriormente realizando cinéticas de crecimiento con 3
condiciones de luz: luz blanca, luz azul, sin luz y como control, una cinética de

crecimiento sin luz y sin la induccidn del preinoculo. Utilizandose 5
concentraciones de NaCl para cada condicién de luz. Se determind que la
concentracion de NaCl, no afecta el crecimiento ni la produccién del pigmento, sin

embargo, existe un efecto por la luz utilizada en la produccioOn de B-caroteno.
Bacillus sp. 13, se identificd filogenéticamente por analisis de secuencia del gen
16S rDNA de mostrando una_ similitud del 66.9% con Bacillus MR-4.
Posteriormente se trataron de aislar los genes que codifican para las enzimas
requeridas en la biosintesis de B-caroteno, mediante la construcci6on de librerias

genomicas de E. coli DH5a y mutagénesis generalizada utilizando el mini-

transposon Tn-10. E£. coli DH5a no fue capaz de expresar los genes
carotenogénicos de Bacillus sp. 13 y no pudieron aislarse por mutagénesis
generalizada debido a la presencia de glucosa en el medio ya que posiblemente
Bacillus sp. 13 reprima la expresidn de los genes carotenoides mediante represion
catabdlica.

Palabras claves: Bacillus, B-caroteno, carotenoides, luz, salinidad, isopentenil

difosfato.



ABSTRACTof the Thesis presented by Raquel Pedrin Caballero, as a partial
requirement to obtain the MASTER in SCIENCE degree of MARINE
BIOTECHNOLOGY.Ensenada, Baja California, México. Diciembre, 2001.

EFFECTS OF LIGHT AND SALINITY IN THE PRODUCTION OF 8-CAROTENE
AND PHYLOGENETIC IDENTIFICATION OF Bacillus sp. 13

Abstract approvedby:
7 J : O Sr. Jorge Olmos Soto

Thesis Director.

In order to create new sourcesof f-carotene production, optimum conditions
of growth were determined for Bacillus sp. 13, a bacteria capable to producethis
pigment in a natural manner. Induction a preinoculum was made with white light
and then growth conditions with 3 lights conditions: white light, blue light, without
light and as a control a kinetic growth without light and without preinoculum
induction. Using 5 NaCl concentrations for each light condition. The results
determined that the NaCl concentration does not affect the growth and pigment
production and exists an effect because the light used in the f-carotene
production. A phylogenetic identification has been made by partial sequencing
analysis of 16S rDNA geneof Bacillus sp. 13, showing a homology of 66.9% with
Bacillus MR-4, conclusion that they became from a commonancestor. Anisolation
of the genes that codify for the required enzymesof the f-carotene biosynthesis

had been assayed, using a genomic library in E. coli DH5a and generalized

mutagenesis by mini-transposon Tn-10. E. coli DH5a was unable to express the

carotenogenic genes of Bacillus sp. 13 and they could not been isolated by
generalized mutagenesis due the presenceof glucosein the media andis possible
that Bacillus sp. 13 repress the expression of the carotenoid genes by catabolic
repression.

Key words: Bacillus, B-carotene, carotenoides, light, salt.
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|. INTRODUCCION

Los carotenoides constituyen una de las familias de pigmentos naturales

mas importantes, cuya coloracién va desde el amarillo hasta el rojo. Se

encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y estan asociados a

mecanismosdeproteccion, reproduccion y transferencia de energia (Rodriguez et

al., 1998). Su estructura quimica es la de un tetraterpeno constituido por unidades

multiples de isopreno (fig.1); se conocen dos tipos de carotenoides: carotenos y

xantofilas, los primeros no contienen oxigeno en sus anillos terminales a diferencia

de las xantofilas (Rodriguez et al., 1998).

Los carotenoides son utilizados en la industria alimenticia para dar

coloracién a carnes y productos lacteos (Spears, 1988). En acuicultura se han

utilizado ampliamente al suplementar las dietas para dar coloracion a la carne de

crustaceos y peces como el salmon (Barbosa ef al., 1999). En medicina se han

propuesto como agentes preventivos de cancer, ulceras y enfermedades

cardiovasculares (Craft y Soares, 1992), ademas de reducir niveles totales de

colesterol, estimular el sistema inmune, prevenir ciertos desdrdenes de

fotosensibilidad y elevar el nUmero de células CD4” en pacientes con SIDA

(Coodleyetal., 1996).

Los microorganismosy plantas utilizan a los carotenoides como proteccion

contra la accién fotodinamica (Tuvenson ef al., 1988), por lo que una de las

principales funciones de estos pigmentos en todoslos organismosfotosintéticos
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Caniarantina   
Figura 1. Estructura de carotenoides. Se muestran las estructuras del B-
caroteno, el cual representa a los carotenoides hidrocarbonadosy la estructur
de la cantaxantina que representa a las xantofilas, las cuales son carotenoides
que contienen oxigeno.

incluyendo bacterias fotosintéticas anoxigénicas y cianobacterias, es la de proveer

proteccion fotooxidativa contra el dafio potencial que produce la combinacion de

oxigeno, luz y moléculas fotosensoras comolas bacterioclorofilas o clorofilas, por

la extincion del estado excitadotriplete de las moléculas fotosensoras y del estado

excitado singulete del oxigeno. (Armstrong, 1997).

Se ha sugerido que los microorganismos no fotosintéticos, sintetizan

carotenoides para ofrecer una proteccidon fotooxidativa similar al de los organismos

fotosintéticos, contra otras moléculas fotosensoras que se acumulan en sus

células (Buchard 1966, Armstrong 1997). Algunos ejemplos de estas moléculas



fotosensoras son citocromo C en Sarcina lutea (Mathews y Sistrom, 1960),

protoporfirina IX en Mixococcus xanthus (Gorgam et al., 1996) y aun cuando

Escherichia coli no es una bacteria carotenogénica, produce compuestos

relacionados con porfirinas que pueden servir como fotosensores (Sammato y

Tuvenson, 1987).

En algunas especies de Bacillus se ha observado una coloracién que indica

la produccién de dichos pigmentos y varias de las especies de Bacillus

encontradas en sedimentos marinos forman colonias amarillas, anaranjadas-café

O rojas (Sneath, 1986). Pedrin-Caballero (1999), aislo tres especies de Bacillus en

un estuario marino y en el analisis cualitativo determino la presencia de diferentes

pigmentos carotenogénicos,entre los que sobresale f-caroteno.

Se ha observado que existen factores que inducen la biosintesis de los

carotenoides como la luz, ya que produce la sintesis de novo de una o mas

enzimasenla ruta de la biosintesis de carotenoides, estos fotosensores absorben

la luz azul, regulando la biosintesis de estos pigmentos (Harding y Shropshire,

1980). Otro inductor como el NaCl ademas de la luz, se ha determinado en

Dunalliela salina, ya que este compuesto incrementa los niveles de carotenoides

en sus células (Sasson, 1997).

Debido a la gran diversidad del género Bacillus, cepas de nuevas especies

son continuamente aisladas y descritas (Priest, 1993), lo que hace necesario

identificar esta nueva especie con técnicas masprecisas y establecersu filogenia

con especies de este género.



En este sentido, en este trabajo se determinaron las condiciones dptimas

de cultivo para la mayor produccién de B-caroteno con diferentes condiciones de

luz y diferentes concentraciones de NaCl, asi comola identificacion filogenética de

Bacillus sp. 13 aislado de un estuario marino.



ll. ANTECEDENTES

Un pigmento es una molécula que contiene un grupo cromédforo,

responsable de absorberla luz y por lo tanto presenta color. La absorcidn dela luz

es el primer paso necesario en cualquier proceso fotobioldgico (Gregory, 1989).

La fotosintesis comienza con 3 procesos: absorcién, transferencia de

energia y separacion de cargas primarias que constituyen las llamadas reacciones

de luz de la fotosintesis. Para el entendimiento de las reacciones de luz se

requiere de un entendimiento de la naturaleza de la luz (Falkowsky y Raven,

1997). La luz es radiacién electromagnética compuesta por oscilaciones

magnéticas y eléctricas perpendiculares y se propaga con una velocidad de 3 x

10° m/s. La energia emitida de la luz del sol no es continua, pero su energia es

emitida en frecuencias discretas a lo largo de un gran rango de longitudes de

onda, desde emisiones gammay rayos X de alta energia, a través de ultravioleta,

visible e infrarrojo, hasta ondas de radio de baja energia (fig 2). La region visible

correspondela regién entre los 400 y 700nm es la regidn dondelos colores son

percibidos por el ojo humano, donde la_ longitud de onda menor dentro de esta

region es percibida como color violeta y la mayor longitud de onda es percibida

comoroja, (Falkowsky y Raven, 1997).

Los carotenoides representan un gran grupo de cromoforos debido al

sistema conjugado de doble enlaces y a los anillos contenidos en sus moléculas,

que permiten la interaccidn con fotones de longitudes de onda dela regionvisible,
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Figura 2. Tipos de radiacién electromagnética, cada tipo de radiacién se
dispersa en un intervalo especifico de longitudes de onda y frecuencias. La luz
visible correspondealintervalo de longitudes de onda desde 400 nm (Violeta) a
700 nm (Rojo) www.forestal.uchile.cl/curso/fivegf/fotosintesis.htm

Espectralmente, los carotenoides despliegan bandas de absorcién en la

regién del azul y/o la regién azul-verde, que parcialmente se trasponen con la

banda de Soret de la clorofila y dependiendo de la naturaleza de la trasposicién,

facilita la transferencia de la energia o remueve la excitacion de la energia de las

clorofilas. (Falkowsky y Raven, 1997).

La banda de Soret se refiere a bandas de absorcién azul, relacionadas con

porfirinas y clorofilas, es encontrada en todos los tetrapirroles conjugados,

compuestos que forman las moléculas de clorofila (Falkowsky y Raven, 1997).



ll. 1 GENETICA MOLECULAR

ll.1.1 EFECTOS DE LUZ

El primer estudio genético molecular de la biosintesis de los carotenoides,

fue en la bacteria fotosintética anoxigénica Rhodobacter capsulatus, en donde

identificaron un "cluster" de 50 kilobases que codifica para muchasde las enzimas

requeridas en la fotosintesis, incluyendo las requeridas para la sintesis de

bacterioclorofilas y carotenoides. En esta especie se caracterizaron 7 genes(crtA,

crtB, crtC, crtD, crtE, crtF y crtl) que codifican para las enzimas necesarias en la

produccién de esferoideno y esferoidenona (Armstrong ef al., 1989). El

esferoideno y la esferoidenona_ son isoprenoides de 40 carbonos con un grupo

aldehido y un grupo cetona respectivamente. (Britton y Riesen, 1995).

Poco se sabe acerca de los mecanismos reguladores en la regulacién por

luz en Rhodobacter spp. (Gregor y Klug, 1999). Se ha establecido que ademas

de las bacterioclorofilas existen otras moléculas capaces de censarla sefial de luz,

en cultivos crecidos en luz azul. Buggy et al., (1994), describid el gen hvr A

durante la transcripcién activada en baja intensidad de luz. Tampoco se conoce

cémo esla transmision de la sefial de la luz a la proteina HvrA o SPB, las cuales

pueden unirse a secuencias “upstream” del operon fotosintético y activar la

transcripcién de los genesfotosintéticos.

En Mixococcus xanthus, una bacteria no fotosintética, la sintesis de

carotenoides es inducida por luz azul, el fotosensor de la carotenogénesis es

protoprfirina IX, un precursor del grupo hemosin un atomo de hierro (Gorgam et



al., 1996). Existen cuatro grupos de genes no relacionados en el cromosoma de

M. xanthus responsables de la carotenogénesis y su regulacién. Dos de estos

grupos de genes, son los genes estructurales que codifican para las enzimas

responsables de la biosintesis de mixobactona. Fitoeno deshidrogenasa es

codificada por el gen carC y los genes que codifican enzimas para la sintesis de

fitoeno, la ciclizaci6n de licopeno la hidroxilacion de neurosporeno y otro pasos

biosintéticos estan localizados en la region carB-carA. (Gorgam etal., 1996).

Tres “loci” genéticos no relacionados han sido identificados y son

necesarios para la regulacion porluz y la expresion de los genesestructurales en

esta especie. El operén carQRS consiste en tres genes acoplados

traduccionalmente que controlan la regulacion porluz del regulén car. El promotor

del operdn requiere de CarQ, Car R es una proteina de membrana y Car S es un

péptido pequefio que es requerido para la expresion de carB.

En la oscuridad, CarQ y CarR, generadospor bajos niveles de transcripcioén

del operédn carQRS, son secuestrados en la membrana. Cuando la luz azul

interactua con el fotosensor protoporfirina IX genera una sefal que permite la

degradacion de CarR,por lo tanto CarQ esliberado y puede unirse al nucleo de la

RNA polimerasa para activarla transcripcion del operén carQRSy el gen carC la

activacion del oper6én carQRS permite la formacion de nuevo CarQ, CarR y CarS.

El nuevo CarR es destruido porla sefal inducida porluz. El carQ libre activa mas

carQRS y carC. CarS, junto con el producto del gen carA activa la transcripcion

de “cluster” carB. La activacion de carB y del gen carC permite la produccién de

mixobactona y carotenoides relacionados. (Gorgam etal., 1996).



Aun cuando los efectos que produce la luz en la biosintesis de los

carotenoides no se han estudiado en todas las bacterias no fotosintéticas, se han

determinado los genes que los producen en algunas especies, por ejemplo: los

genesde los carotenoides del género Erwinia han sido clonados enE.coli, la cual

ha sido capaz de expresar todos los genes crt de Erwinia. El sistema Erwinia-

E.coli provee herramientas para el aislamiento y el andalisis funcional in vivo de

otros genes crt eubacteriales. La agrupacién de los genes crt en este géneroes:

crtB, crtE, crtl, crtX, crtY y ertZ; y codifican para las enzimas requeridas en la

sintesis de zeaxantina y criptoxantina glucdsido (Armstrong, 1997). Las

secuencias comparadas entre Erwinia herbicola, E. uderovora y R. Capsulatus,

permitio identificar que crtB, crtE y crtl son genes con alto porcentaje de

homologia (Armstrong, 1997).

Los principales carotenoides sintetizados por Agrobacterium aurantiacum

bajo diferentes condiciones son adinoxantina y astaxantina (Yokoyama, 1995), los

genes que codifican para estos pigmentos (crtfB, crtl, crtW, crtY y crtZ) fueron

clonadospara alterar la pigmentacién en el sistema Erwinia-E. coli. La importancia

de este trabajo fue la identificacién de un nuevo gene crtW en A. aurantiacum

(Misawaetal., 1995).

Por otra parte se ha determinado la produccién de estafiloxantina en

Staphylococcus aureus, una bacteria filogenéticamente relacionada con el género

Bacillus. Un fragmento de DNA de3.5 Kbfue identificado después de ser clonado

en E.coli y S. carnosus confirigndoles capacidad para producir el intermediario

4,'4-diaponeurosporeno. La secuencia de este fragmento reveld dos marcos de
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lectura abiertos que codifican para dos proteinas hidrofdbicas de 254 aminoacidos

(CritM) y 448 aminoacidos (CrtN). CrtM present6 homologia con fitoeno sintasa

(CrtB) de Synechococcus y con escualeno sintasa de E. herbicola. CrtN tuvo

similaridad con las fitoeno desaturasas de R. capsulatus y E. herbicola (Wieland

et al., 1994).

11.1.2 EFECTOS DE SAL

El género Dunalliela comprende muchas especies de algas verdes

unicelulares, las cuales son marcadamente adaptables a la salinidad. Paniagua et

al., 1995 confirmdo que en Dunalliela bardawil la carotenogénesis es incrementada

por altas intensidades de luz y altas concentraciones de cloruro de sodio. La

capacidad de las células de Dunalliela para adaptarse en altas concentraciones de

NaCl, es debido a la acumulacién de glicerol, que juega el papel de

osmoregulador. Asi mismo se ha determinado una proteina de 150 Kilodaltones

la cual es_ responsable de la adaptacion de D. salina a altas concentraciones de

sal. Es una proteina de membrana cuyas cantidades se incrementan con la

salinidad en el medio de cultivo (Sasson, 1997). Dunalliela contiene clorofilas a y b

y un amplio contenido de carotenoides y xantofilas incluyendo f-caroteno,

a-caroteno, cis-gamma-caroteno, luteina, luteina-5,6-epoxido, anteraxantina,

violaxantina, zeaxantina y neoxantina. (Sasson, 1997).

Las bases fisioldgicas para la adaptacién a altas salinidades han sido

estudiadas en muchas Cianobacterias, esto implica la expresi6n de un gran
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conjunto de proteinasde stress a sal (Zutheret al., 1998). Los genes que codifican

enzimas involucradas en el proceso de exportacién de iones como citocromos

oxidasas han sido clonadosy funcionalmente caracterizados.Para la identificacion

de los genes necesarios en el proceso de adaptacién de sal, la generaciédn de

mutantes fue necesaria en Synechocystis sp. PCC 6803, en la cual se determino

que el gen gcp es responsable de la adaptacion en ambientes hipersalinos y que

la mutaci6n de este gen reduce la tolerancia en estos ambientes e incrementa el

contenido de pigmentos carotenoides.(Zutheret a/., 1995).

En el género Bacillus se ha estudiado el stress causado por ambientes

salinos (Kunst, 1995) que estimulan la expresiOn del gen sac B que codifica para

una levansucrasa y regula la expresion del gen aprE que codifica para una

proteasa alcalina. Bacillus subtilis posee respuestas reguladoras globales quele

permiten a la célula adaptarse a cambios en condiciones ambientales. El sistema

de dos componentes esta compuesto por un sensor quinasa y reguladores

respuesta que juegan un papel importante en regular la respuesta global. En

Bacillus subtilis el sistema de dos componentes DegS-DegU y ComP-CompA

controlan la expresiOn de genes de competencia asi comola sintesis de enzimas

degradativas, incluyendo proteasas intracelulares y muchas enzimas la cuales son

secretadas al medio de cultivo como levansucrasas, glucanasas, amilasas,

xilanasas y proteasas. El crecimiento durante stress en sal en un medio decultivo

conteniendo clururo de sodio 1M, permite la expresién nueve veces mas de la

expresion de sacB . Una hipdtesis generada de este trabajo es que debido a la
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senal de stress a sal, la sefal es transducida via el sistema DegU-DegS

permitiendo la estimulacion de la expresion de sacB.(Kunst, 1995).

II.2 BIOSINTESIS DE PIGMENTOS

Las eubacterias poseen un sistema genético discreto para la conversion de

fitoeno a B-caroteno el cual requiere de los genes crt (Armstrong, 1997).

La biosintesis de los carotenoides en R. capsulatus y R. sphaeroidesinicia

con 2 adiciones sucesivas de isopentenil pirofosfato (IPP) a geranil pirofosfato

(GPP) y farnesil pirofosfato (FPP), para producir geranilgeranilpirofosfato (GGPP)

(Armstrong, 1997). Las primeras reacciones bioquimicas dan la formacién de

fitoeno al condensar dos moléculas de GGPP catalizadas por fitoeno sintetasa

(CrtB), seguida de la desaturacién mediada por las proteinas relacionadas

estructuralmente Crtl y CrtD, la hidratacién catalizada por CrtC, la metilacion por

CrtF y la adicién de grupos oxo catalizada por CrtA (fig 3).

En el género Erwinia, la ciclizacidn es llevada a cabo por Crty, la

hidroxilacion por CrtZ y la glucosilacion catalizada por CrtX (fig 4). El gen ctW es

requerido para la adicidn de un grupo oxo a carotenoidesciclicos y xantofilas. El

patron biosintético resultante para la sintesis de astaxantina a partir de GGPP

sugiere que CrtZ es una £-carotenohidroxilasa y CrtW una f-caroteno oxidasa los

cuales pueden aceptardiferentes sustratos (Armstrong, 1997).

En Staphylococcus aureus se ha sugerido que la biosintesis de los

carotenoides inicia con la condensacion de dos moléculas de farnesyl difosfato,
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por la accién de dehidroescualeno sintetasa (CrtM) para formar dehidroescualeno,

que después es deshidrogenadoporuna desaturasa (CrtN) (Wieland ef al., 1994).

E. coli contiene isoprenoides como isopentenyl tRNA y quinonas

isoprenoides, en dondeel inicio de la formacion de varios isoprenoides es una

reaccion que utiliza FPP o IPP y FPP. Las concentraciones de estos ultimos

influyen en la tasa de sintesis de varios isoprenoides. Esta bacteria tiene el gene

ispA que codifica para farnesil pirofosfato (FPP) sintetasa, el cual tiene un alto

porcentaje de homologia con el gene crtE que es responsable de la sintesis de

fitoeno a partir de prefitoeno difosfato. Debido ha esto, ha sido posible la expresion

de los genes crt y el estudio de la _biosintesis de los carotenoides (Shingo etal.,

1990), de aqui que algunos estudios se llevaron a cabo conelfin de sobreproducir

pigmentos carotenogénicos en cepas de E.coli utilizando genes exdgenos de

isopentenil pirofosfato (IPP) isomerasas, obteniéndose buenosresultados (Kajiwra

et al., 1997). Otro sistema de sobreproduccidn fue la transformacién de E. coli con

el plasmido pACYC que contiene los genes que intervienen en la produccién de

zeaxantina (Ruther ef al., 1997).

Una aportacién importante en la determinacidonde la ruta biosintética de los

carotenoidesha sido que E.coli utiliza un patron independiente a mevalonato para

la sintesis de isopentenil difosfato, mostrando que la primera reaccién de este

patron consiste de la condensacién de hidroxietil tiamina, derivada de piruvato,

produciendo D-1-deoxylulosa -5-fosfato, el cual es formado por una enzima D-1-

deoxyxylulosa-5-fosfato sintetasa, codificada por el gene dxs que forma parte del

operon que contiene a ispA y que pertenece a una familia de transcetolasas (Lois
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et al., 1998). Se han identificado los genes idi de E. coli y gos de Archeaglobus

fulgidos que codifican para una isopentenil difosfato isomerasa y una

geranilgeranil pirofosfato sintetasa respectivamente, los cuales junto con el

“cluster” de A. aurantiacum fueron clonados en E.coli para producir astaxantina,

produciendo 50 veces mas que los valores establecidos anteriormente (Wang et

al., 1999).

En otro estudio E. coli fue transformada con genes dxps clonados de

Bacillus subtilis y Synechocystis sp. 6803, incrementando los niveles de licopeno

asi como los niveles de ubiquinona-8, este incremento se debid al mejoramiento

de la actividad de DXPSsintetasa en las cepas recombinantes de E. coli (Harker y

Bramley, 1999).

Por lo que en este trabajo se espera que los efectos de luz y salinidad,

incrementen la produccion de B-caroteno en Bacillus sp. 13.
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Figura 3. Ruta biosintética para la produccion de carotenoides en eubacterias (Armstrong, 1997).
Algunos productos adicionales se encuentran en otras eubacterias. Dimetilalilpirofosfato
(DMAPP), farnesil pirofosfato (FPP), Geranil pirofosfato (GPP), Geranilgeranilpirofosfato (GGPP),
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Las especies gram negativas contienen quinonas y menaquinonas como

parte de sus componentes redox en la cadena respiratoria, difiriendo de las

bacterias gram positivas que solo contienen menaquinona.Enel caso particular de

B. subtilis la formacién de menaquinona-7 es incrementada al inicio de la

esporulacion y una deficiencia de ella la bloquea, por lo que menaquinona esta

presente tanto en esporas como en células vegetativas a niveles comparables

(Taber, 1993). Esto puede estar relacionado con la producci6n de carotenoides en

especies de Bacillus, ya que en células vegetativas de Bacillus megaterium se

encontro un pigmento amarillo correspondiente a un caroteno, el cual fue

precursor de un pigmento rojo presente en la endospora,sintetizado entre T2 y T3

del proceso de esporulacién, permaneciendo durante la germinacion. De lo que se

deduce que B. megaterium sintetiza un pigmento amarillo durante el crecimiento

vegetativo y otro pigmento rojo durante la esporulacion. Por lo que sugieren queel

pigmento rojo funciona como estabilizador de membrana en la espora y que

podria ser importante en las propiedades de resistencia de las esporas y queel

pigmento amarillo de la célula vegetativa es utilizado para el proceso de

germinacion y crecimiento (Mitchell et a/., 1986).

A pesarde que B. subtilis no produce carotenoides en forma natural, cuenta

con el gene gerC3 que utiliza para la sintesis de menaquinona y que tiene

homologia con el gene crfE de R. capsulatus (Armstrong, 1993), ademas de un

gene dxsp que codifica para D-1-deoxixylulosa-5-fosfato sintetasa, involucrado en

la formacion de D-1-deoxilulosa-5-fofato en E. coli, que pueden ser aprovechados



para la expresioOn de los genes crt en B. subtilis, bajo sistemas de regulacion

conocidos.

En un trabajo realizado por Pedrin-Caballero (1999), se determind que la

produccion de B-caroteno en una especie marina del género Bacillus fue durante

T3 a T6, es decir de las 9 a las 12 horas de crecimiento, esto coincide con los

resultados de Mitchell et al., (1986) y con la sintesis de menaquinonaalinicio y

durante la esporulacion.

[1.3 IDENTIFICACION FILOGENETICA

Tradicionalmente una especie comprende un grupo de cepas que muestran

un alto grado de caracteristicas fenotipicas similares. Actualmente las ramas

evolutivas de los arbolesfilogenéticos de Bacillus y de géneros relacionados son

derivados enteramente de secuencias de 16S rDNA(Priest, 1993).

De acuerdo con el criterio actual basado en el 16S rRNA, el arbol

filogenético de bacterias contiene al menos 18 lineas principales de descendientes

tradicionalmente llamados phyla, recientemente llamados division. En general,

solo un numero limitado de genes (menos de 40) estan presentes en todos los

genomasdisponibles y que comparten suficiente similitud para ser reconocidos y

utilizados como marcadores potenciales para investigacionesfilogenéticas debido

a su amplia distribucidn, constancia funcional, estabilidad genética y un numero

razonable de regiones 0 posiciones que evolucionaron independientemente. Otro

requisito que deben cumplir es que tales marcadores puedan generar una base de
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datos de secuencias, describiendo un amplio espectro de organismos diversos

filogenéticamente. (Ludwing y Schleifer, 1999).

La sistematica del género Bacillus ha entrado en una fase interesante. Las

demandasdelasindustrias biotecnoldgicas para nuevos productos han permitido

el aislamiento de muchas bacterias nuevas. Esto ha estimulado el interés en la

ecologia y los habitats de estos organismos. Muchas de estas nuevas especies

tiene propiedadesinteresantes no asociadas usualmente con él genero Bacillus. El

interés en la sistematica y ecologia de Bacillus se ha generado por el uso de

cepas recombinantesen la industria (Priest,1993).



ill. JUSTIFICACION

Debido a la gran aplicacidn de los carotenoidesenla industria alimenticia y

farmacéutica, uno de los propdsitos en el campo de la biosintesis de carotenoides

es el desarrollo de nuevas estrategias para su produccién (Armstrong, 1997). En

este sentido, bacterias Gram positivas como las del género Bacillus consideradas

como GRAS, es decir, no patdgenas al hombre, faciles de manipular

genéticamente, buenos secretores de metabolitos secundarios y faciles de cultivar

en mediosrelativamente baratos (Arbige et al., 1993), en este sentido, Bacillus sp.

13 representa una alternativa econdmicaal producir B-caroteno de manera natural

y de tener tiempos de replicacidn mas cortos, con respecto al género Dunaliella

para la produccién de estos metabolitos a escala comercial, ya que Dunaliella

requiere de altas intensidades de luz para producirlos (Borowitzka y Borowitzka,

1988),
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones dptimas de cultivo para la produccién maxima de B-

caroteno y establecerla relacion filogenética de la especie productora (Bacillus sp.

13)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Realizar el crecimiento de Bacillus sp.13 con 2 condiciones de luz y 5

concentracionesdiferentes de NaCl.

2) Identificar los carotenoides producidos durante el crecimiento.

3) Secuenciar las primeras 500 pb del gen 16S rDNA de Bacillus sp.13 y

determinarsufilogenia.

4) Aislar los genes relacionados con la produccién de B-caroteno mediante

libreria gendmica y mutagénesis generalizada.
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V. METODOLOGIA

V.1 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS

V.1.1-OBTENCION DE LA CEPA DE BACILLUS

La cepa de Bacillus sp. (13) se obtuvo de un cepario de especies de Bacillus

almacenado a -/0°C, en el laboratorio de Microbiologia Marina, del Centro de

Investigaci6n Cientifica y Educacién Superior de Ensenada (Pedrin-Caballero,

1999), se sembré una asada en medio LB solido, se incubd a 37 °C durante 24

horas en estufa LABLINE IMPERIALII.

V.1.2- INDUCCION PARA LA PRODUCCION DE CAROTENOIDES.

Las colonias obtenidas se expusieron irradiacion con luz blanca, provista

de una fuente compuesta por 6 lamparas de 75 watts General Electric, con una

intensidad promedio de 4.62x10'® cuantos seg' m* durante 12 horas a

temperatura ambiente. Posteriormente se transfirid una colonia en 20 mi de LB

liquido y se incubo en bafio maria NESLAB EXACAL EX-700 con unaagitacion

de 3.5 osc/min a 37°C durante 12 horas con unaintensidad de luz de 4.62x10"°

cuantos seg’ m’, provista de una fuente compuesta por 6 lamparas de 75 watts

General Electric para inducir el preindculo.

Como control negativo se crecié la cepa sin inducir en medio LB solido y sin

inducir el preindculo, incubando a 3.5 osc/min a 37°C durante 12 horas.



V.1.3- CRECIMIENTO

El crecimiento de Bacillus sp. 13 se realiz6 en medio Luria-Bertani en

diferentes concentraciones de cloruro de sodio grado analitico: LB1 (9.4mM NaCl),

LB2 (94 mM NaCl), LB3(180mM NaCl), LB4 (370mM NaCl) y LB5 (500mM NaCl) y

en 3 condiciones de luz: en ausencia de luz, luz blanca (400 a 700 nm) provista

por 6 lamparas de 75 watts y luz azul (400 a 500 nm) cuya fuente fue la

anteriormente descrita ademas de una pantalla de acrilico azul, y un experimento

de crecimiento con el control negativo de la induccién del preindculo en ausencia

de luz. Sin la utilizacion de foto periodo a 37° C.

Se transfirid una alicuota del preinoculo para tener un inoculo de 0.2 D.O en 20

ml de medio LB1, LB2, LB3, LB4 y LB5, se incubaron en bafo maria a 3.5 osc/min

a 37°C, se expusieron a las diferentes condiciones de luz arriba descritas. El

crecimiento se determino cada hora a partir del indculo al hacerse una dilucién

1:10 (v/v) de los cultivos, se registr6 la densidad optica analizada en un

espectrofotometro a 600nm.

Se colect6 1 ml de muestra de t4 a t8 de la fase estacionaria. Se centrifugaron

a 12,000 g’s, se descarté el sobrenadante y el botén celular se guardé a —20°C

para la extraccién de pigmentos.



V.1.4-CALCULO DEL TIEMPO DE DUPLICACION(G).

El inicio de la fase exponencial se estimé cuando el tiempo de duplicacién

(G) se incrementaba considerablemente y se determino mediante las formulas:

K=(logi9N-logioNo)/t

G=log102/K

Donde K = tasa de crecimiento especifico, No es la densidad opticainicial, N la

densidad optica final y t el tiempo entre ambas.(Arellano-Carbajal, 1999).

V.1.5-EXTRACCION

Las muestras se lavaron con 1ml de una solucidn fisioldgica de NaCl al

0.9% (p/v) y se adiciond 1 ml de metanol absoluto grado HPLC durante 1 hora

(Wieland et al., 1994), agitando suavemente cada 15 minutos. Posteriormente se

centrifug6 durante 5 minutos a 5,000 g, se separd el extracto, mismo que se

analiz6 en un espectrofotbmetro UV/VIS Hewllet Packard, de 400 a 500nm

(Pedrin-Caballero, 1999).

V.1.6.-CUANTIFICACION DE B-CAROTENO PRODUCIDO

Se prepararon 5 soluciones de B-caroteno (Sigma) en metanol grado HPLC

al 100% cuyas concentracionesfueron 2, 4, 6, 8 y 10 ug/ml. Estas se calibraron a

450 + 1 nm en el espectrofot6metro de barrido UV/VIS Hewllet Packard 8453 y se

cuantifico el B-caroteno extraido de las muestras(fig 5).
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Figura 5. Curva de calibracion de B-caroteno

V.1.7.- ANALISIS POR HPLC DE 8-CAROTENO

El analisis de las muestras se realizO en un HPLC Hewlett Packard serie

1100 equipado con un inyector manual, un sistema cuaternario para solventes y

un detector multiple de longitud de onda. Se empleo una columna Zorbax C13 de

fase inversa con un tamafio de particula de 5um. La elucién fue isocratica con

metanol al 100% y una velocidad deflujo de 0.5 ml/min. El estandar de referencia

utilizado fue B-caroteno marca sigmael cual fue disuelto en metanol al 100%.



V.1.8-ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis de los resultados de los experimentos para la eleccion del tiempo de

duplicacioén se hizo mediante una analisis de varianza multiple (MANOVA) (Ostle,

1963). De manera paralela se realizO un analisis de covarianza multiple

(MANCOVA)para la eleccién de la produccién de B-caroteno. Se hizo una prueba

a posteriori de Tukey (Ostle, 1963) para el caso en el que se detecto diferencias

significativas utilizando el programa “Statistica 5.0®” utilizando para todos los

casos un a= 0.05. Las desviaciones estandar se obtuvieron al promediar los

valores obtenidosportriplicado en el programa “EXCEL 2000®”.

V.2 IDENTIFICACION FILOGENETICA

V.2.1.-SECUENCIACION DEL GEN 16S rDNA

Se purific6 DNA cromosomal de Bacillus sp (13), a una concentracién 1X

(Olmos y Contreras, 1999) y se amplificd el gen 16S rDNA por medio de PCR de

sus siglas en ingles Reaccién en Cadena de la Polimerasa bajo las siguientes

condiciones: 1ul de DNA cepa 13, ipl oligonucledtido universal para procariotas

de un tamafio de 28pb como sentido (Gray ef al., 1984) y un oligonucleotido

especifico para el género Bacillus de 17 pb como antisentido (Tabla. 1)

(Hernandez-Zarate, 2000), iyl de Taq Polimerasa, 1yl de dNTPs, 5ul de

amortiguador, 40 yl de H20.
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Tabla |. Oligonucleotidos utilizados parala identificacién filogenética.

 

Oligonucleotido Tamafio Secuencia

 

16Sf rDNA universal para procariotas 28 pb CCG-TCG-ACAGAG-TTT-GAT-CCT-GGC-TCA-G

 

16Sr rDNApara el género Bacillus 17 pb CCC-AGT-TTC-CAA-TGA-CC

 

16S rDNA para secuenciar 500 pb 17 pb GAG-TTT-GAT-CCT-GGC-TC

del género Bacillus   
 

La reaccion fue llevada a cabo en un termociclador bajo el siguiente programa: un

ciclo durante 6 minutos a 95 °C; 25 ciclos con tres series de 1min a 95 °C, 1 mina

55 °C y 2 minutos a 72 °C y 1 ciclo a 72 °C por 10 minutos. (Ausubelet a/., 1992;

Griffin y Griffin, 1994.)

Los productos de PCR se secuenciaron enel Instituto de Biotecnologia de la

UNAM en Cuernavaca, Morelos (IBT) utilizando un oligonucleotido disefiado para

secuenciar las primeras 500pb a una concentracién de 5Spmol/ul. Tabla |.

(Arellano-Carbajal).

V.2.2 IDENTIFICACION FILOGENETICA

La secuencia obtenida se alined en una banco de secuencias (GeneBank)

www.ncbi.nim.nih.gov , utilizando el programa “BLAST”.

Las primeras 10 secuencias analizadas en el “BLAST” se buscaron en el

programa “ENTREZ’dela direccidn anterior de la red y de ahi se importaron y se

editaron en el programa “EDITseq” del paquete “DNAStar’, para alinearlas porel

método Clustal con el programa “Meg Aligne”, el cual encuentra las partes

 



conservadas y variables de las secuencias analizadas para el esquemadel arbol

filogenético.

IV.3 ANALISIS DE LOS GENES DE LOS CAROTENOIDES

IV.3.1.-LIBRERIA GENOMICA

Para la libreria gendmica se purifico DNA cromosomal de Bacillus sp. (13) por

el método de fenol/cloroformo (Olmos y Contreras, 1999) y se concentrd 6x, el

producto se verific6 en un gel de agarosa al 1.2%. Posteriormente se hizo una

digesti6n parcial con la enzima Sau3A bajo las siguientes condiciones: 17 ul de

DNA cromosomal cepa 13, 1ul de amortiguador A, 1.8 yl de H20 y 0.2 ul de

Sau3A a 37 °C durante 20 min, posteriormente la reaccidn se neutralizd a 65°C

durante 10 minutos, los fragmentos obtenidos se verificaron en un gel de agarosa

al 1.2%.

Paralelamente se hizo una digestion del sitio de clonacién multiple del plasmido

pUC19 (fig 6) con la enzima BamH7 queseutiliz6 como vector en las siguientes

condiciones: DNA plasmidico pUC19 15ul, Bam H1 1ul, Buffer B 3ul, H2O 11ul, se

invirtid el tubo y se incubd a 37°C durante 6 horas, posteriormente se neutralizo a

80°C durante 20 minutos.

El DNA plasmidico digerido se desfosforild6 con la enzima Calf Intestinal

Alkaline Phosphatase (CIP) utilizando 20yul de pUC19 digerido, 0.5ul de CIP, 1 ul

de Buffer B y 8.5ul de H20, se incubo a 37°C durante 1 hora y se neutralizo la

enzima a 65°C durante 10 minutos.



Los fragmentos obtenidos de la digestidn parcial de DNA cromosomal se

clonaron en el plasmido pUC19 por medio de una reaccion de ligacion: 7.5ul de
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pUC19 digerido y desfosforilado, 15yl de la digestidn parcial de DNA cromosomal

con Sau3A , 0.3yul de BSA (Suero de Albumina Bovina), 2ul de buffer de ligasa,

0.5ul de ligasa y 4.7yul de H20. La reaccidn se Ilevo a cabo durante 8 horas a

16°C, la enzima se inactivo a 65°C durante 10 minutos.

Finalmente se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5a

(Ausubel et a/. 1992). Con el producto clonado, se inocularon 100 y 50 ul de

celulas transformadas en medio LB sdlido suplementado con 200ug de ampicilina

y se incubaron a 37°C durante 24 horas (Sambrookef al., 1989).
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Figura 7. plasmido pHV1249 que contiene la secuencia Tn-10 Leal ;
secuencia del plasmido pBR22 ~~ secuencia del plasmido pE194tsfz] y
los sitios de restriccion para Nco/(_] , Eco RL y Sst!© . Resistencia
a cloranfenicol (Cm), Ampicilina (Ap) y Eritromicina (Em). (Petit et a/., 1990)

IV.3.2-.MUTAGENESIS GENERALIZADA POR Tn10

Las células de Bacillus sp. (13) se indujeron en medio LB solido tal como se

describe anteriormente. Las células inducidas se transformaron en un medio

minimo (MM1) a 300 rpm y 37°C durante 5 horas o hasta obtener un movimiento

flagelar fuerte (Cutting y Vander Horn, 1990). Se hizo una dilucion 1/10 del cultivo

en MM2 y agregarel plasmido pHV1249 (fig.7 ) Se incubaron 3 horas después de

la adicién del plasmido, se transfirieron 500ul a 2500ul de medio LB liquido y se

crecieron a 37°C durante tres horas. Despuésde este tiempo, la temperatura fue

cambiada a 51°C durante 3 horas, y se inocularon 50ul en LB sdlido suplementado

con 5ul de cloranfenicol y se incubaron a 37°C durante 12 horas (Petit ef al.,

1990).



VI. RESULTADOS

VI.1 DETERMINAGCION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CULTIVO

VI.1.14-INDUCCION PARA LA PRODUCCION DE CAROTENOIDES.

La induccién de los carotenoides en medio sdlido fue indicada por un

aumento en la intensidad de la coloracién en las colonias amarillas y en la

induccién del preindculo por el cambio del color Ambar del medio LB1 a amarillo

(fig 8).

VI.1.2-CRECIMIENTO de Bacillus sp. 13

La figura 9 muestra los resultados, donde se observa que el crecimiento

con las 5 concentraciones de NaCl fue similar, sin embargo, al analizar los

resultados con las 4 condiciones de luz se observa que el crecimiento sin

induccion y con luz blanca tardan el mismo tiempo enllegar a tO, es decir 4 horas,

mientras que con luz azul alcanza tp a las 5 horas y sin luz a las 6 horas. Porlo

tanto, es evidente que en la condicidon sin luz es la que requiere mas tiempo en

llegaral inicio de la fase estacionaria.

EI tiempo de duplicacioén representado en la Tabla Il no mostré diferencias

para cada unodelos tratamientos. Los resultados del andlisis de varianza de dos

vias (a=0.05) indicaron que entre tratamientos con LUZ (F = 1.054 p = 0.379), LB

(F = 12.155, p = 0.344) y en la interaccién de ambos factores LUZ x LB (F =

0.532, p = 0.880), no hubo diferencias significativas asegurando queel tiempo de

duplicacion de Bacillus sp. 13 es similar en todos
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Figura 8. Induccién para la produccién de B-caroteno por Bacillus sp. 13

los tratamientos, es decir que los efectos de luz y de concentracién de NaCl enel

medio de cultivo no afecta el crecimiento de este microorganismo.

Vi.1.3 IDENTIFICACION DE p-CAROTENO.

Los espectrogramasde la figura 10 correspondena las lecturas realizadas de 400

a 500 nm de una solucién estandar de B-caroteno y de una extraccién con metanol

de una muestra de Bacillus sp 13 crecido sin luz con induccién del preinéculo en t4

y medio LB1. Donde la maxima absorcién registrada es la regidn 450+ 1 nm

correspondiente a la regién visible del espectro de absorcidén, lo cual indica que

Bacillus sp 13 produce este pigmento de manera natural.
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Figura 9. Continuacién Evolucién de la Densidad Optica.
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Tabla II. Tiempos de duplicacién en minutos de Bacillus sp. 13

 

 

 

 

  

LUZ LB1 LB2 LB3 LB4 LBS

SIN 0.7081+0.021
IND 0.5993+0.1399 0.4966+0.1216 0.6665+40.1784 0.6276+0.1025

3

LUZ 0.7010+0.397
0.6740+0.0377 0.6989+0.1309 0.6590+40.1426 0.7412+0.0.898

BLAN 0

SIN 0.6135+0.246
Luz 0.7267+0.0837 0.4252+0.3156 0.6724+0.0645 0.7024+0.0838

7

LUZ 0.6990+0.031
AZUL 0.7483+40.2776 0.6851+0.0897 0.7545+40.0797 0.6550+0.3039 j     
 

VI.1.4 CUANTIFICACION DE 8-CAROTENO

El pigmento se cuantifico utilizando la curva de calibracion descrita en la figura 6.

Los diagramas de barras dela figura 10 muestran que existen tendencias en la

produccién de B-caroteno conforme al tipo de luz utilizada. La produccidn de B-

caroteno se mantiene constante en las condiciones sin induccion y luz azul, sin

embargo los niveles de B-caroteno con la condicion luz blanca varian de t4 a t8

con los diferentes medios utilizados. En contraste con la condicién sin luz, se

observa que existe una tendencia a disminuir para luego incrementarlos niveles

en t8, lo cual coincide con los resultados obtenidos por Pedrin-Caballero (1999).

La condicién que produce la mayor concentracion de carotenoidesessin luz, en t4

con los 5 medios decultivo.

Los diagramas también muestran que el error estandar fue muy grande en los

casos en queseutiliza luz blanca, sin luz y luz azul, sin embargo para la condicién

 



sin inducci6n y en el experimento sin luz en el tiempo t4 de muestreo,el error

estandar es muy cercanoal valor de la media.

Los resultados del andalisis de covarianza multiple mostraron que no hubo

diferencias significativas para los efectos de LB (F = 1.588, p = 0.177) y para la

interaccidn de ambos factores LUZ , LB ( F = 0.612, p = 0.831). Sin embargo se

encontraron diferencias significativas para los efectos de LUZ (F = 14.803, p =

0.000), produciéndose las concentraciones mas altas de f-caroteno en el

crecimiento realizado sin luz, con la induccion del preindculo con los 5 medios en

(4.
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Figura 10. Espectrogramas de A) Solucién estandar de f-caroteno en
metanol absoluto grado HPLC. B) Extraccidn de f-caroteno en metanol
absoluto grado HPLC de una muestra de LB4 crecido sin luz y colectado en
t7.

 



 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

(~ PRODUCCION DE B-CAROTENO,SIN INDUCCION )

BLBI
ie lm LB2
10 OLB3

q° OLB4
wm © mLBS5

4

2
0

4 £5 6 7 £8
tiempo (hr)

\ SJ

PRODUCCION DE B-CAROTENO LUZ BLANCA )

mLB2
OLB3
LB4

mLBS

tiempo(hr)

Ye A 
 

Figura 11. Produccién de B-caroteno con diferentes condicionesde luz y diferentes
concentraciones de NaCl. LB1 9.4 mM de NaCl, LB2 94mM de NaCl, LB3 180 mM

de NaCl, LB4 370mM de NaCl y LB5 500 mM de NaCl.
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Figura 11. Continuacién de produccién de B-caroteno
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VI.1.5 PRODUCCION DE §-CAROTENO

La produccion de B-caroteno por Bacillus sp. 13 fue calculado solo para la

condicion que produjo la mayor concentracién de carotenoides, dicha condicién

fue sin luz con medio LB1 y las muestras fueron colectadas en t4 (TablaIll).

Tabla Ill. Produccién de B-caroteno

 

 

 

Peso seco Bacillus sp. 13 B-caroteno de Bacillus sp Produccion %

g/ml 13 g/ml

2937 9.266475 0.362  
 

El tamafio de muestra (n =8) fue a razon de que de los 20 ml colectados,la

mitad se destino al andalisis por HPLC, sin embargo de los 10 tubos analizados

para la determinacioén de la produccién, 2 muestras presentaron absorbancias

negativas por lo que fueron descartados. La media aritmética de la produccién es

de 0.362% y la desviacion estandar es de 0.12%.

VI.I.6 ANALISIS POR HPLC.
El analisis por Cromatografia Liquida de Alta Presicion de un estandarde B-

caroteno con una concentracién de 50 ug/ml, muestra que el tiempo de retencidn

es de 17.704 minutos (fig. 12A), muy similar al tiempo que presento una extraccidén

metanolica de Bacillus sp 13 de 17.674 (fig. 12B). Sin embargo el cromatograma

del extracto de Bacillus en la condicidn sin luz, colectado en t4 con LB1, presenta

 



otras fracciones de menor area cuyos tiempos de retencidn son: 3.203, 3.428,

4.344, 5.103, 6.353, 7.526, 7.881 y 8.168 minutos.

Estos tiempos de retencién corresponden al espectrograma presentado en

la figura 10B, en el cual se muestran 9 regiones de absorcidn y coincide con 9

tiempos de retencion en el cromatograma 12B. El B-caroteno presentd un maximo

de 450 nm y tuvo un tiempo de retencién de 17.674 cuya intensidad y altura en

respectivos analisis fue el segundo en dichas caracteristicas.
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Figura 12.Cromatogramas de HPLC de A) estandar de B-caroteno y B) Una

extraccién de Bacillus sp. 13 con medio LB1 colectado en (4.
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V1.2 IDENTIFICACION FILOGENETICA

Conelfin de realizar la identificacion filogenética, se amplificd el gen 16S

rDNA obteniéndose el fragmento esperado de 640 pb (Hernandez-Zarate, 2000)

(fig. 13). Debido a la presencia de fragmentos de menorintensidad, que impiden

secuenciar el producto de PCR porsu interferencia, el fragmento se purificd

mediante un gel preparativo y se secuencid en el Instituto de Biotecnologia dela

UNAM.

Una vezrecibida la secuencia se analizo en el banco de datos “BLAST”del

www.ncbi.nim.nih.gov (fig. 14) para buscar especies del género Bacillus que

compartieran alto grado de homologia con la secuencia obtenida. La especie

registrada que compartid esta caracteristica fue Bacillus MR-4, una bacteria

aislada de un consorcio capaz de degradarhidrocarburos del petrdleo crudo y de

sedimentos de mangles(Diaset a/., 1999).

Posteriormente de las especies registradas, se hizo un banco de 48

secuencias en el programa “Editseq®” del “DNAstar®” para hacer un alineamiento

en el programa "MegAlign®" (método clustal) perteneciente al "DNAstart®". E|

arbol filogenético obtenido (fig.15) mostr6 10 grupos, donde Bacillus MR-4 y

Bacillus sp. 13 forman un grupo con un 66.9% de similitud y 5.2% de divergencia,

estas especies se relacionan con el grupo formado por Marine Bacillus y Bacillus

sp. AS-38, ya que estos 2 grupos provienen de un ancestro comun y estos dos

grupos divergen muy cercanamente segun la escala de eventos de sustitucion del

programa “DNAstar®”.



 

   
 

   
 

Figura 13. A) Fragmentos obtenidos de la reaccién en cadena de la

polimerasa del gen 16S rDNA,carril 2 marcador de peso molecular,
carril 4 y 5 cepa M, carril 7 y8 cepa 12, carril 10 y 11 cepa 13 B)
Secuencia obtenida de las primeras 500 pb del gen 16S rDNA de
Bacillus sp. 13 en sentido 5’.
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Score E Sequences producingsignificant alignments: (bits) Value
gb|AF264685.1|AF26468Bacillus sp. MR-4 16S ribosomal RNA ... 698
0.0emb|AJ2503 18.1/BFU2503 18Bacillus fumarioli 16S rRNA gene, ...595 e-
167emb|X82492.1/|BO16SRRNAB.oleronius 16S rRNA gene 563 e-
158gb|U49079.1|BSU49079Bacillus sporothermodurans 16S rRNAty...547 e-
153dbj|AB030931.1/AB03093 Bacillus sp. IPso2 gene for 16S rRN...547 e-
153dbj|AB030930.1/AB03093(Bacillus sp. IPsol gene for 16S rRN...547 e-
153emb|X81130.1|BSIV16SRRBacillus sp.1V) 16S rRNA 541 e-
15 1dbj|AB029256.1|AB02925@acillus pseudofirmus gene for 16S ... 533 e-
149emb|X76439.1/|BS16SRRO2Bacillus pseudofirmus DSM 8715,16S...533 e-
149gb|U49080.1/BSU49080Bacillus sporothermodurans 16S rRNAty...531 e-
148emb|X60602.1/BACH6SBacillus sp. 16S ribosomal RNA525 e-

147eb|AF142574. 1|AF142574Bacillus subtilis strain ATCC9799 16...523 e-
146gb|AF156316.1|AF1563 1 4éMarine bacillus NRRLB-14850 16Sribo...523 e-
146emb|Z99104.1/BSUB0001Bacillus subtilis complete genome(se... 523 e-
146dbj/D26185.1/BAC180KB.subtilis DNA, 180 kilobase region o...523 e-
146dbj|AB0211981|AB021198Bacillus vallismortis gene for 16S ...523 e-
146dbj|AB017592.1/ABO1759Bacillus sp. gene for 16S rRNA,par...523 e-
146dbj|AB017591.1|AB01759Bacillus sp. gene for 16S rRNA,par...523 e-
146dbj|AB017590.1|AB01759@®acillus sp. gene for 16S rRNA,par...523 e-
146dbj/AB017589.1|AB01758Bacillus sp. gene for 16S rRNA,par...523 e-
146dbj/AB017588.1|AB01758Bacillus sp. gene for 16S rRNA,par...523 e-

Fig Figura 14. Alineamiento realizado en el programa BLAST

47



 

 

26 BPOPI.SEQ

41 BSUBTISEQ

43 BVALLIS.SEQ

48 SOILBACT.SEQ

4 BAMYLO.SEQ

7 BBAC2.SEQ

27 BPP19H3.SEQ

6 BATROPH.SEQ

35 BSPBBK.SEQ

44 BVMOJAV.SEQ

45 CH4-5.SEQ

46 CH7.SEQ

13 BCHO10.SEQ

12 BCH4-4.SEQ

11 BCH20.SEQ

10 BCH19.SEQ

9 BCH15.SEQ

31 BSONO.SEQ

2 BA-59.SEQ

36 BSPC-3.SEQ
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3 BALCALO.SEQ
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5 42 BTHURIN.SEQ
58 55 18 BMARIN.SEQ

20 BMEGAT.SEQ
95 15 BHALOP.SEQ
7 39 BSPUSC13.SEQ

;-———— 17 BLICHENI.SEQ  
i———— 40 BSPVAN14.SEQ
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Figura.15 Arbol filogenético de especies del género Bacillus. La figura muestra la

relacion filogenética de Bacillus sp. 13

 



V.3. AISLAMIENTO DE LOS GENES CAROTENOGENICOS

V.3.1 LIBRERIA GENOMICA.

Se obtuvo el ADN cromosomalde Bacillus subtilis wt 168, el cual se utilizd

como control y como marcador de peso molecular, cuyo genoma mide 4,175Kb

(Anagnostopoulos, 1993) y de Bacillus sp .13 a una concentracion de 1x y 6x, se

observo quelos dos materiales genéticos tienen el mismo tamafo molecular(fig.

16 A ). La figura 16 C presenta las digestiones parciales del ADN cromosomal de

la cepa 13 con la enzima Sau3 A y en la cual no hay bandasbien definidas, pero

podemosobservar que existe un corrimiento del ADNa través delos carriles en el

gel, indicando una digestidn del ADN cromosomalde la cepa 13.

De la misma manera se presenta en la figura 16 B la purificacién del ADN

plasmidico el cual mide 2686 pb (Yanish, et a/, 1988) y los productos de la

digestion y desfosforilacidn de pUC19 los cuales presentan una sola banda e

indican que el plasmidoha sido digerido y linearizado.



 

 

 

     
 

    
Figura 16. A) Deteccién de ADN cromosomal, carril 1 ADN Bacillus subtilis
wt 168 1x, carril 2 ADN Bacillus sp.13 1x, carril ADN Bacillus sp. 13 6x. B).
Carril 1 plasmido pUC19, Carril 2 y 3 pUC19 digerido y desfosforilados con
las enzima Bam H1. C) carriles del 1-7 digesti6n de DNA cromosomal
Bacillus sp. 13 con la enzima Sau 3Al

OU
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Debido a que E. coli DH5a nosintetiza carotenoides de manera natural, sus

colonias son de color blanco, pero al hospedar el vector con el fragmento que

codifica para las enzimas requeridas en la biosintesis de los carotenoides sus

colonias serian de color amarillo, sin embargo los genes involucrados en la

biosintesis de B-caroteno no fueron expresados por lo que no se obtuvieron

colonias pigmentadas de E. coli DH5a, solo se obtuvo el crecimiento de colonias

blancas.

V.3.2 MUTAGENESIS GENERALIZADA PORmini-Tn10

Al transformar las células de Bacillus sp. 13 con el plasmido (fig 17) que

contiene el transposon y éste al ser insertado a cromosoma, se esperaba que

hubiera crecimiento de colonias blancas y colonias pigmentadas, indicando que

las colonias blancas son las que haninsertado el transposon a cromosoma y de

esta manera han interrumpiendo el 6 los genes que codifican para los

carotenoides. Pero solo obtuvimos el crecimiento de colonias_ blancas,

indicandonos que los genes carotenogénicos han sido interrumpidos, pero no

podemos asegurar que dicha interrupcidn solo se deba a la insercidn del

transposon a cromosoma.



 

  
 

Figura 17. obtencién de ADN plasmidico carriles del 1-4
plasmido pSG 35.1 de 1.1 Kb, carriles del 5-8 pHV1249 9.1
Kb y carriles del 9 al 12 plasmido pUC19 de 2.6 Kb

 



Vil. DISCUSIONES

Vil. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CULTIVO

Vil.1.1 CRECIMIENTO

Las 4 condiciones de luz y las 5 concentraciones de NaClutilizadas en

el crecimiento de Bacillus sp. 13, no afectaron los tiempos de duplicacién de

Bacillus sp. 13 esto representa una cualidad en esta especie, al tener la capacidad

de crecer de manera similar en un amplio intervalo de NaCl, por lo que, al no

haber una diferencia en el crecimiento, el medio dptimo es LB1, cuya

concentracién de NaCl es de 0.94mM, evitando un costo en la produccidén de B-

caroteno.

Otra ventaja importante de Bacillus sp. 13 con respecto a Dunalliela salina

es el tiempo de duplicacién. En un estudio en el cual determinaron el potencial

carotenogénico de cepas de Dunalliela salina productoras de f-caroteno,

calcularon la tasa de crecimiento especifico (u) a partir del inicio y el final del

experimento, debido a que estas cepas no presentaron claramente la fase

exponencial, donde la cepa BC02 obtuvo los valores mas altos con base a las

caracteristicas de crecimiento y potencial carotenogénico (Sanchez-Castrejon,

1998).

Debido a la busqueda constante de mejores fuentes potenciales para la

produccion de f-caroteno, se sugirid la utilizacidn de Trentepohlia odorata, una

microalga de agua dulce, que en comparacién con D. baradawil acumuld una
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mayor cantidad de carotenoides a bajas intensidades de luz y con la ventaja de

que su Cultivo no estaria confinado en areas con altas salinidades (Koon Tan et

al., 1993), sin embargo, para el analisis de crecimiento, reportan tasas de

crecimiento especifico (uy) con diferentes intensidades de luz y diferentes

concentraciones de amonio; de la misma manera que en el caso anterior, se

calcul6 el tiempo de duplicacién para la condicidn que reportd las concentraciones

masaltas de carotenoides y fue de 69.31 + 0.001 h".

Sin embargo los tiempos de duplicacién (tabla Il) de Bacillus sp. 13 son de

0.754 + 0.079 h"' que corresponde alvalor masalto obtenido en la cinética con luz

azul con el medio LB3 y 0.425 + 0.315 h”™ que corresponde al valor mas bajo

obtenido en el experimento sin luz con el medio LB2, obteniéndose un tiempo de

duplicacibn menor a las especies anteriores, siendo una de las mejores

caracteristicas de esta cepa, ya que una requisito importante con el cual debe

cumplir el microorganismo deutilizacidn industrial, es el de crecer rapidamente por

varias razones: Al crecer en un tiempo relativamente corto el producto se forma

rapidamente y un equipo costoso a gran escala no permanece mucho tiempo

ocupado. Si el organismo crece con rapidez, hay menos probabilidad de que se

presente una contaminaciodn en el fermentador y sera mas facil controlar los

factores ambientales. (Brock, 1993).



VIl.1.2 PRODUCCION DE PIGMENTOS.

Las graficas de la figura 10 mostraron que el error estandar fue muy grande

en los casos en queseutilizaron luz blanca,sin luz y luz azul, esto pudo deberse a

: 1. Errores experimentales (Ostle B, 1963), ya que para extraer los carotenoides

se necesitan condiciones controladasde luz y oxigeno debido la inestabilidad de

los carotenoides (Schiedt y Liaeen-Jansen, 1995) condiciones con las cuales no

cuenta el laboratorio donde se extrajeron los carotenoides. 2. A errores de

medicion, debido a que la extraccién de los carotenoides se hizo en diferentes

dias de experimentacién, de acuerdo al tipo de luz utilizado y al tiempo en que se

muestreo y 3. A la variacioén del material experimental, el cual pudo haber sido por

el cambio de solvente utilizado, al cambiar metanol grado HPLC a Metanol grado

reactivo para cierto numero de muestras y a factores externos los cuales podrian

influenciar las caracteristicas bajo estudio (Ostle, 1963).

El analisis estadistico demostré que hubo diferencias significativas en los

efectos porla utilizacidn de luz, y las concetraciones mas altas obtenidas son el

crecimiento sin luz, por lo que esta el la mejor condicién para la produccidn de los

carotenoides atin cuando se requiere de la previa inducci6n conluz.

Las concentraciones mas altas producidas en el crecimiento sin luz

representan el 0.362% del peso seco obtenido. Este porcentaje es el obtenido del

peso seco de zanahorias y otras plantas superiores; en contraste con el

rendimiento de Dunalliela salina que es del 7-14% del peso seco a escala

industrial; cuyas superficies de produccién son de 600m* con 20 cm de

profundidad, a diferencia de la produccion de B-caroteno en Bacillus sp. 13, hecha



en matraces con 20 ml de medio decultivo; por lo que no se puede hacer una

comparacion directa con respecto a las superficies de producci6n.

Sin embargo, estos porcentajes podrian optimizarse, ya que debido al

mejoramiento genético se ha podido anticipar un mejoramiento progresivo en el

rendimiento del producto como en el caso de la penicilina, obtenido del hongo

Penicillium chrysogenum,el cual mejord 50,000 veces. (Brock, 1993).

Hoy en dia se requieren de nuevas estrategias de produccién de

carotenoides (Armstrong, 1997). Con la utilizacién de la tecnologia del ADN

recombinante pueden crearse nuevas cepas productoras de f-caroteno con la

ayuda de plasmidos multicopia y/o mediante la Ingenieria Genética que regule la

expresion de los carotenoides para obtenerniveles superiores a los ya producidos.

Bacillus sp. 13 representa una fuente potencial y una alternativa econdmica

en la produccion de B-caroteno, ya que no necesita de altas concentraciones de

NaCl en el medio de cultivo y an cuando la cepa requiere luz para su induccién

no necesita luz durante la biosintesis de B-caroteno.

Vil.2 IDENTIFICACION FILOGENETICA

Los resultados mostraron que con baseal analisis del gen 16S rDNA de

Bacillus sp. 13 y Bacillus MR-4 son especies relacionadas y la distancia evolutiva

de la rama del ancestro comun, demuestra que el grupo formado por Marine

bacillus aparecié primero que el grupo formado porBacillus sp. 13.



Jl

Otra caracteristica importante que comparten ambas especies es la de

pertenecer a ambientes marinos, ya que Bacillus MR-4 fue aislado de un manglar

y Bacillus sp. 13 de un estuario, por lo que es posible que Bacillus sp. 13 sea de

Origen marino, aun cuando se piensa que una gran proporcion de especies del

género Bacillus que se encuentran en agua de mar se debe al desplazamiento de

bacterias dela tierra al mar, este desplazamiento explica los numeros tan altos de

Bacillus encontrados en aguas costeras (Priest, 1993). Sin embargo se desconoce

si Bacillus MR-4 es capaz de producir pigmentos carotenogénicos.

El arbol filogenético muestra también que Bacillus sp. 13 no pertenece al

grupo de Bacillus subtilis, este hecho es importante debido a que Pedrin-Caballero

(1999) determind que la cepa 13 pertenecid al grupo IV en basea la localizacion

de la espora, grupo en el cual se encuentra Bacillus subtilis. El analisis molecular

demuestra que no son especies relacionadas filogenéticamente, ya que clasificar

en base a morfologias y fisiologias son muy simples para ser indicadores

filogenéticos confiables (Olsen y Woese, 1993).

Los resultados mostrados en el banco de datos del NCBIy el alineamiento

realizado en el programa “DNAstar”; sugieren que la secuencia de Bacillus sp. 13

pertenece a una especie del género Bacillus no publicada En base lo anterior y

de acuerdo a nuestros resultados, clasificamos a Bacillus sp. 13 como una especie

de origen marino, halotolerante y productor de pigmentos carotenogénicos.



Vil.3 ANALSIS DE LOS GENES CAROTENOGENICOS

Los genes que codifican para la sintesis de B-caroteno en Bacillus sp. 13 no

pudieron ser aislados mediante la construccion dela libreria gendmica, debido a

que no hubo expresiédn en Escherichia coli DH5a. Este hecho fue similar en

Rhodobacter capsulatus, del cual no se expresaron los genes carotenogénicos en

E. coli (Armstrong et al., 1989). Anteriormente Marrs (1981), observé que los

pigmentos fotosintéticos no se acumulaban en cepas de E. coli, que hospedaba

los genes en el plasmido pRPS404 y se ha sugerido que no transcribe los genes

fotosintéticos de R. capsulatus (Johnson et al., 1986). En otro experimento,

Armstrong (1989) concluy6é que la carencia en la producci6on de carotenoidesen E.

coli se puede debera la falta en el reconocimiento de al menos un promotor de

los genescrt, o a la ausencia de los factores reguladoresdela transcripcién y que

son necesarios para la expresidn de los genes crt, o por diferencias en

regulaciones postranscripcionales entre estas dos especies.

Por lo tanto, es posible que la RNA polimerasa de E. coli DH5a no

reconozca un promotor o los promotores de estos genes, 0 que carezca de los

factores reguladores que se necesitan para la expresion de los genes que

producen carotenoides en Bacillus sp. 13, ya que el producto del gen ertE de

Rhodobacter capsulatus mostré tener la mayorsimilitud (32.8%) con el producto

del gen ger C3 de Bacillus subtilis.

En el caso de la mutagénesis generalizada, los genes tampoco fueron

aislados. Una explicacién a este hecho es que el medio minimoutilizado en la



transformacién de células de Bacillus contiene glucosa al 50% (Cutting y Vander

Horn , 1990), que es un represor de AMPcy este a su vez activa la transcripcién

de genes carotenogénicos de Erwinia herbicola y de clonas de E.coli productoras

de carotenoides, por lo que al crecer en presencia de glucosa inhiben la

produccién de estos pigmentos (Perry ef al., 1986), estas células no pueden

restaurar la pigmentacién después de la adicidn de AMPc exdgeno al medio LB-

glucosa agar. Sin embargo los pigmentos no fueron reprimidos por glicerol,

sucrosa 0 lactosa al 1% en Erwinia herbicola y en E. coli no fueron reprimidos por

arabinosaal 0.8%, maltosa, glicerol, sucrosa o lactato al 1% (Perry et al., 1986),

Por lo que es posible que exista una represion catabdlica en la expresiodn de

los carotenoides en Bacillus sp. 13; seria interesante y necesario crear un medio

minimo de transformacidon con estos carbohidratos para no perder la expresion de

los carotenoides y que sea posible interrumpir estos genes conel fin de aislar los

genes para manipularlos con el de incrementar los niveles de produccién de B-

caroteno en Bacillus sp. 13.



Vill. CONCLUSIONES

No existen efectos en el crecimiento por luz utilizada y la concentracion de

NaCl en el medio de cultivo.

Existe un efecto en la produccion de carotenoidesporla luz utilizada

No existe un efecto de NaCl en la produccidn de carotenoides

E] carotenoideprincipal producido es B-caroteno

La cepa produce bajosniveles de B-carotenosin estar inducida

Para alcanzar altos niveles es necesario que la cepa sea inducida con luz

blanca previamente

El crecimiento en ausencia de luz es la condicidn dptima de cultivo

Los genes de los carotenoides no pudieron ser aislados mediante libreria

genomica ni mutagénesis generalizada por mini-Tn10

En base a la secuencia del gen 16S rDNA, Bacillus sp. 13, es una nueva

especie no publicada del género Bacillus.
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IX PERSPECTIVAS
Escalar la produccién de B-caroteno a nivel fermentador

Optimizar el método de extraccidn de B-caroteno y cuantificar mediante

HPLC

Estandarizar un medio de cultivo carente de glucosa para la transformacion

de Bacillus sp 13.

Aislar los genes de los carotenoides para caracterizar las unidades de

transcripcion.

Crear cepas mutantes con produccidn de f-caroteno superior a la

produccién dela cepasilvestre

Evaluarla interaccién salinidad / calidad de luz.

Comparar los niveles de produccién y el rendimiento de b-caroteno

producido porBacillus sp. 13.



REFERENCIAS

e Ananostopoulos, C., P. Piggot, J. Hoch. 1993. The genetic map of Bacillus

subtilis: Bacillus subtilis and other Gram positive Bacteria: Biochemistry,

Physiology and Molecular Genetics. American Society for Microbiology,

Washington D.C

e Arbige M., B. Bulthius, J. Shultz, D. Crabb. 1993. Fermentation of Bacillus:

Bacillus subtilis and other Gram positive Bacteria : Biochemistry, Physiology

and Molecular Genetics American Society for Microbiology, Washington D.C

e Arellano Carvajal, Fausto.1999. Busqueda y caracterizacién de a-

glucosidasas de Bacillus spp. Aislados ambientes marinos e identificados

filogenéticamente. Departamento de Biotecnologia Marina, CICESE. Tesis

de Maestria.

e Armstrong G. A., M. Alberti, F. Leach, y J. Hearst. 1989. Nucleotid

sequence,organization and nature of protein products of carotenoid

biosynthesis gene cluster of Rhodobacter capasulatus. Mol. Gene. Genet.

216. 254-268 p.

e Armstrong G. A., B.S. Hundle y J.E. Hearst. 1993. Evolutionary

conservation and structural similarities of carotenoid biosynthesis gene

products from photosynthetic and nonphotosinthetic organism. Methodsin

Enzymology. 297-311 p.



Armstrong G.A. 1997. Genetics of Eubacterial carotenoid biosynthesis : A

colorful Tale en : Ornston Nicholas L, Albert Balows, E. Peter Greenberg

Annual Review of Microbiology. 51: 630-652 p.

Ausubel, F.M., R. Brent, R.E Kington, D.D Moore, J.G. Seidman, J.H. Smith

y K. Struhl eds. 1992. “Short Protocols in Molecular Biology. John Wiley &

Sons,Inc. Second edition. New York.

Blanch, W. Hy S. D. Clark. 1996. Biochemical Engineering. Marcel Dekker,

Inc.New York.

Borowitzka M y L Borowitzka.1988. Dunaliella: Microalgal Biotechonolgy,

Cambridgeuniversity Press.

Brock T. D y M.T Madigan.1993. Biotecnologia microbiana: Microbiologia,

Prentice Hispanoameérica.

Buchard, R.P, y M. Dworking. 1966. Light-induced lysis and

carotenogenesis in Mixococcus xanthus. J. Bacteriol. 91: 896-897 p.

Buggy, J.J., M.W. Sganga,y C.E. Bauer. (1994). Characterization of a ligth-

reponding trans-activator responsible for differentially controlling reaction

center and light-harvesting- | gene expression in Rhodobacter capsulatus.

J.Bacteriol. 176, 6936-6943.

Craft N y J Soares .1992. Relative Solubility, Stability and Absortivity of

lutein and B-carotenoin organic solvents. J. Agric. Food Chem. 40:431-434

p.



Chor K. T., Y. K. Lee y K. K. Ho. 1993. Effect of light intensity and

ammonium-N on carotenogenesis of Trentepohlia odorata and Dunlliela

bardawil. Journal of Applied Phycology. 5: 547-549 p.

Coodley G., M. Coodley, R. Lusk, T. Green, A. Bakke, D. Wilson, D.

Wachencheim, G. Sextum, C. Salveson. 1996. B-carotenein HIV infection:

an extended evaluation. AIDS 10: 943-967p.

Cutting S.M and P.B Vander Horn.1990. Genetic Analysis: Molecular

Biological Methodsfor Bacillus. John Wiley & Sons, England.

Dias M.P., S.J Grigson, C.J. Peppiat y J.G Borguess,.1999. Isolation and

characterization of novel hydrocarbon degrading euryhaline consortia from

crude oil and mangrove sediments. No publicado. www.ncbi.nim.nih.gov,

gb|AF264685.1|AF264685

Falkowski P.G., J.A. Raven. 1997. Light Absorption and Energy Transferin

the photosynthetic Apparatus: Aquatic Photosynthesis. Blackwell Science.

Gorgam H.C, J. Mc G. Simos, R.H. Paul. Robson y D. A. Hodgoson. 1996.

Light-induced carotenogenesis in Myxococcus xanthus:light-dependant

membrane sequestration of ECF sigma factor CarQ by anti-sigma factor

CarR. Molecular Microbiolgy. 19:(1)171-186 p.

GregorJ, y K. Gabriele. 1999. Regulation of bacterial photosynthesis genes

by oxygen and light. FEMS Microbiology Letters. 179:1-9 p.

Gregory R.P.F. 1989. Biochemistry of Photosynthesis. John Wiley & Sons.



Griffin, H.G y A.M. Griffin. Eds. 1994 “PCR Technology”. “Current

Innovations”. CRC Press. 370 pp.

Harding R.W. y W. Shropshire. 1980. Photocontrol of carotenoid

biosynthesis. Ann. Rev. Plant. Physiol. 1980. 31:217-38 p.

Harker M y P.M. Bramley 1999. Expression of prokariotic 1-deoxy-D-

xylulose-5-phosphatasesin E. coli increases carotenoid and ubiquinone

biosynthesis. FEBS Lett 448:(1) 115-119 p.

Hernandez Zarate, G.2000. Estandarizaci6n de las metodologias deFish y

PCRy suutilizacion en la identifcacion filogenética de comunidades

bacterianas en ostidn (Crassotrea gigas). Tesis de Maestria. CICESE.

Hemmi H, S Ohnuma, K Nagaoka,T Nishino. 1998.Identification of gene

affecting lycopene formation in Esceherichia coli transformed with

carotenoid biosynthetic gene: candidates for early gene in isoprenoid

biosynthesis. J. Biochem 123:(6)1088-96p.

Johnson JA., W.K.R Wong,J.T Beatty. 1986. Expression of cellulase genes

in Rhodobacter capsulatus by the use of plasmid expression vectors.J.

Bacteriol 167:604-610 p.

Kajiwara S, P.D Fraser, K Kondo, N Misawa.1997. Expression of an

exogeneousin isopentenyl diphosphate isomerasa gene enhances

isoprenoid biosynthesis in Escherichia coli." Biochem J. 324:(2)421- 426

p.



Kunst, F., y G. Rapaport. 1995. Salt Stress Is an Enviromental Signal

Affecting Degradative EnzymeSintesis in Bacillus subtilis. J Bacteriol. 1995

May;177(9):2403-7.

Lois LM, N Camous, S.R Putra, K Danielsen, M Rohmer, A Boronat. 1998.

Cloning and characterization of a gene from E. coli encoding a trasketolase-

like enzyme that catalyzes the synthesis of D-1-deoxyxylulose 5-phosphate,

a commonprecursorfor isoprenoid, thiamin, and pyridoxol biosynthesis

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95:(5) 2105-10 p.

Ludwig w. y K.H. Schleifer. 2001. Phylogey of Bacteria beyond the 16s

rRNA Standard. www.vermicon.de/english/news/Science/khs99111.htm

Marrs B. 1981. Mobilization of the genes for photosynthesis from

Rhodopseudomonacapsulata by a promiscuous plasmid. J. Bacteriol

146:1003-1012

Mathews M.M. y W. R Sistron. 1960. The function of carotenoid pigments of

Sarcina lutea. Arch. Mikrobiol. 35:139-146 p.

Misawa N, Y. Satanomi, K. Kondo, A. Yokoyama,S. Kajiwra. 1995.

Structure and functional analysis of a marine bacterial carotenoid

biosynthesis gene cluster and astaxanthin biosynthetic pathway proposed at

the genelevel. J. Bacteriol. 177: 6575-84 p.

Mitchell C, S. lyer., J.F Skomurski y J.C Vary. 1986. Red pigmentin Bacillus

megaterium spores. Applied and enviromental Microbiology. 52:(1) 64-67 p.



Olmos-Soto Jorge y Contreras-Flores Rosalia. 1999. Manual de Practicas

“Técnicas en Genética Molecular’. Comunicaciones Academicas, Serie

Acuicultura. CICESE.

Olsen G. J y C. R Woese. 1993.Ribosomal RNA: a key to phylogeny.

FASEBJ. 7:113-123 p.

Ostle B. 1963. Statistics in Research. The lowa State University Press,

second edition, U.S.A

Paniagua, M.J., E. Dujardin y C. Sironval. 1995. Growth of Dunalliela

bardawil under carotenogenic conditions. Journal of marine Biotechnology,

2, 101-104 p.

Pedrin-Caballero R. 1999. Aislamiento y caracterizaci6n molecularparcial

de especies de Bacillus marinos productores de pigmentos

carotenogénicos. Tésis de Licenciatura , Univ. Aut. Baja California. 78 pp.

Petit M.A, C. Braund, L. Janniere y S.D. Ehrlich .1990. Tn10-Derived

transposon active in Bacillus subtilis. Journal of Bacteriology, 172:(12)

6736-6740 p.

Perry K.L., T.A Simonitch, J Harrison-Lavoie y S.T Liu. 1986. Cloning and

Regulation of Erwinia herbicola Pigments Genes. Journal of Bacteriology.

168:607-612 p.

Priest, F.G.1993. “Sistematics and ecology of Bacillus” : Bacillus subtilis and

other Gram positive Bacteria: Biochemistry, Physiology and Molecular

Genetics. American Society for Microbiology, Washington D.C.



Rodriguez R, B. Ruiz y S. Sanchez.1998. Los carotenoides en la Salud.

BEB. 17:(3) 115-121 p.

~ Ruther A., N Misawa, P Boger, G Sandmmann. 1997. Production of

zeaxanthin in Escherichia coli transformes with different carotenogenic

plasmids. Appl. Microbiol. Biotechnol. 48:(2) 162-167 p.

Sammartano L.J. y R.W Tuvenson. 1987. Escherichia coli strains carrying

citochrome d terminal oxidase complex are sensitive to near -UV

inactivation. J. Bacteriol. 169:5304-5307p.

Sasson A. 1997. Microalgal Biotechnologies: Recent Developments and

Prospects for Developing countries. BIOTEC publication 1/2542. UNESCO.

76pp.

Schiedt K y S. Liaaen-Jensen. 1995. Isolation and Analisis: Carotenoids.

BikhauserVerlag. Basel.

ShingoF., H. Hiroshi, N. Yukinobu, H. Kensuke y N. Tokuzo. 1990. Cloning

and nucleotid sequence of ispA gene responsible for farnesyl diphosphate

synthaseactivity in Escherichia coli. J. Biochem. 108:995-1000 p

Sneath P. 1986. Endospore-forming Gram positive rods and cocci: Gram

positives other than Actinomycetes,Williams and Wilkins, Vol2, 1104-1127

p.

Spears K. 1988. Development in Food colourings: the natural alternatives.

TibTech . 6: 283 p.



Taber H. W. 1993. Respiratory Chains: Bacillus subtilis and other Gram-

positive bacteria. America Society for Microbiology. Washington D.C. 199-

212 p.

Tuvenson RW., R. A Larson, y J. Kagan. 1998. Role of cloned carotenoid

gene expressedin Escherichia coli in protecting against by near-UVlight

and specific phototoxic molecules. Journal of Bacteriology. 170:(10) 4675-

4680 p.

Wang C.W., M.K. Oh, J.C. Liao. 1999. Engineered isoprenoid pathway

enhancesastaxathin production in Escherichia coli. Biotechno Bioeng 62:(2)

235-241 p.

Wieland B., F. Corinna, E. G. Maecker, T. Giinther, M. Lechner, J.M. Bravo,

K. Poralla y F. Gdtz. 1994. Genetic and Biochemical analysesof the

biosynthesis of the yellow carotenoid 4-4'-Diaponeurosporene of

Staphylococcus aureus. Journal of Bacteriology. 176:(24) 7719-7726 p

www.forestal.uchile.cl/curso/fivegf/fotosintesis.htm

Yanish P., J. Vieira y J. Messing. 1988. Gene. 33:103-119 p.

Zuther, E., H. Schubert y M. Hagemann. 1998. Mutation of a gene encoding

a putative glycoprotase leads to reduced salt tolerance, altered

pigmentation, and Cyanophyn acummulation in the Cyanobacterium

Synechosystis sp. Strain PCC 6803. Journal of Bacteriology. 180 (7): 1715-

1722.




