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RESUMEN de la Tesis de Raquel Pedrin Caballero, presentada como requisito
parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS con
ESPECIALIDAD en BIOTECNOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California,
Meéxico. Diciembre de 2001.

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

Resumen Aprobado por:
r. Jorgé Olmés Soto

Director de Tesis

Con la finalidad de crear nuevas fuentes de produccion de p-caroteno, se
determinaron las condiciones 6ptimas de cultivo de Bacillus sp.13, una bacteria
capaz de sintetizar este pigmento de manera natural, induciéndose un preinéculo
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 induccién del preindculo. Utilizandose 5
concentraciones de NaCl para cada condicién de luz. Se determiné que la
concentracion de NaCl, no afecta el crecimiento ni la produccion del pigmento, sin
embargo, existe un efecto por la luz utilizada en la produccion 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 construccion de librerias
genomicas de E. coli DH5a y mutagénesis generalizada utilizando el mini-
transposén 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 expresion de los genes carotenoides mediante represion
catabodlica.

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

difosfato.



ABSTRACT of 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 p-CAROTENE
AND PHYLOGENETIC IDENTIFICATION OF Bacillus sp. 13

Abstract approved by: ﬁ%ﬁ‘
r. Jorde Olmos Soto

Thesis Director.

In order to create new sources of p-carotene production, optimum conditions
of growth were determined for Bacillus sp. 13, a bacteria capable to produce this
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 B-carotene
production. A phylogenetic identification has been made by partial sequencing
analysis of 16S rDNA gene of Bacillus sp. 13, showing a homology of 66.9% with
Bacillus MR-4, conclusion that they became from a common ancestor. An isolation
of the genes that codify for the required enzymes of the p-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 presence of glucose in the media and is 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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I. INTRODUCCION

Los carotenoides constituyen una de las familias de pigmentos naturales
mas importantes, cuya coloraciéon va desde el amarillo hasta el rojo. Se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y estan asociados a
mecanismos de proteccion, 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
coloracion 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 salmoén (Barbosa et 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 desordenes de
fotosensibilidad y elevar el niumero de células CD4" en pacientes con SIDA
(Coodley et al., 1996).

Los microorganismos y plantas utilizan a los carotenoides como proteccion
contra la accién fotodinamica (Tuvenson et al., 1988), por lo que una de las

principales funciones de estos pigmentos en todos los organismos fotosintéticos
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Figura 1. Estructura de carotenoides. Se muestran las estructuras del (-

caroteno, el cual representa a los carotenoides hidrocarbonados y 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 como las bacterioclorofilas o clorofilas, por
la extincion del estado excitado triplete 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 proteccion 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 1X 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 produccion 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), aislo6 tres especies de Bacillus en
un estuario marino y en el analisis cualitativo determin¢ la presencia de diferentes
pigmentos carotenogénicos, entre los que sobresale p-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
enzimas en la 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 mas precisas y establecer su filogenia

con especies de este género.



En este sentido, en este trabajo se determinaron las condiciones éptimas
de cultivo para la mayor produccién de B-caroteno con diferentes condiciones de

luz y diferentes concentraciones de NaCl, asi como la identificacion filogenética de

Bacillus sp. 13 aislado de un estuario marino.



Il. ANTECEDENTES

Un pigmento es una molécula que contiene un grupo cromoforo,
responsable de absorber la luz y por lo tanto presenta color. La absorcion de la luz
es el primer paso necesario en cualquier proceso fotobiolégico (Gregory, 1989).

La fotosintesis comienza con 3 procesos: absorcion, 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 radiacion 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 gamma y rayos X de alta energia, a través de ultravioleta,
visible e infrarrojo, hasta ondas de radio de baja energia (fig 2). La region visible
corresponde la region entre los 400 y 700nm y es la regidn donde los 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
como roja, (Falkowsky y Raven, 1997).

Los carotenoides representan un gran grupo de croméforos debido al
sistema conjugado de doble enlaces y a los anillos contenidos en sus moléculas,

que permiten la interaccion con fotones de longitudes de onda de la region visible,
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Figura 2. Tipos de radiacion electromagnética, cada tipo de radiacién se
dispersa en un intervalo especifico de longitudes de onda y frecuencias. La luz
visible corresponde al intervalo 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 trasposicion,
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 absorcion azul, relacionadas con
porfirinas y clorofilas, es encontrada en todos los tetrapirroles conjugados,

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



Il. 1 GENETICA MOLECULAR

I.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 muchas de las enzimas
requeridas en la fotosintesis, incluyendo las requeridas para la sintesis de
bacterioclorofilas y carotenoides. En esta especie se caracterizaron 7 genes (criA,
crtB, crtC, crtD, crtE, crtF y crtl) que codifican para las enzimas necesarias en la
produccion de esferoideno y esferoidenona (Armstrong et 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 regulacion por
luz en Rhodobacter spp. (Gregor y Klug, 1999). Se ha establecido que ademas
de las bacterioclorofilas existen otras moléculas capaces de censar la sefial de luz,
en cultivos crecidos en luz azul. Buggy et al., (1994), describid el gen hvr A
durante la transcripcion activada en baja intensidad de luz. Tampoco se conoce
como es la 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
transcripcion de los genes fotosintéticos.

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 hemo sin 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 regulacion. 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 ciclizacion de licopeno la hidroxilacion de neurosporeno y otro pasos
biosintéticos estan localizados en la region carB-carA. (Gorgam et al., 1996).

Tres “loci” genéticos no relacionados han sido identificados y son
necesarios para la regulacion por luz y la expresion de los genes estructurales en
esta especie. El operon carQRS consiste en tres genes acoplados
traduccionalmente que controlan la regulacion por luz del reguldn car. El promotor
del operdn requiere de CarQ, Car R es una proteina de membranay Car S es un
péptido pequefio que es requerido para la expresion de carB.

En la oscuridad, CarQ y CarR, generados por bajos niveles de transcripcion
del operén carQRS, son secuestrados en la membrana. Cuando la luz azul
interactia con el fotosensor protoporfirina 1X genera una sefial que permite la
degradacion de CarR, por lo tanto CarQ es liberado y puede unirse al nucleo de la
RNA polimerasa para activar la transcripcion del operon carQRS y el gen carC . la
activacion del operén carQRS permite la formacion de nuevo CarQ, CarR y CarS.
El nuevo CarR es destruido por la sefial inducida por luz. 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 produccion de

mixobactona y carotenoides relacionados. (Gorgam et al., 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
genes de los carotenoides del género Erwinia han sido clonados en E. coli, la cual
ha sido capaz de expresar todos los genes cit de Erwinia. El sistema Erwinia-
E.coli provee herramientas para el aislamiento y el analisis funcional in vivo de
otros genes crt eubacteriales. La agrupacion de los genes crt en este género es:
crtB, crtk, crtl, crtX, crtY y crtZ; y codifican para las enzimas requeridas en la
sintesis de =zeaxantina y criptoxantina glucésido (Armstrong, 1997). Las
secuencias comparadas entre Erwinia herbicola, E. uderovora y R. Capsulatus,
permitio identificar que criB, 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 (crtB, crtl, crtW, crtY y crtZ) fueron
clonados para alterar la pigmentacion en el sistema Erwinia-E. coli. La importancia
de este trabajo fue la identificacion de un nuevo gene crtW en A. aurantiacum
(Misawa et al., 1995).

Por otra parte se ha determinado la produccion de estafiloxantina en
Staphylococcus aureus, una bacteria filogenéticamente relacionada con el género
Bacillus. Un fragmento de DNA de 3.5 Kb fue identificado después de ser clonado
en E.coliy S. carnosus confiriéndoles capacidad para producir el intermediario

4,'4-diaponeurosporeno. La secuencia de este fragmento reveld dos marcos de



1V

lectura abiertos que codifican para dos proteinas hidrofébicas de 254 aminoacidos
(CrtM) y 448 aminoacidos (CrtN). CrtM presentd homologia con fitoeno sintasa
(CrtB) de Synechococcus y con escualeno sintasa de E. herbicola. CriN tuvo
similaridad con las fitoeno desaturasas de R. capsulatus y E. herbicola (Wieland

et al., 1994).

I1.1.2 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 confirmo 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 acumulacion 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 ay b
y un amplio contenido de carotenoides y xantofilas incluyendo B-caroteno,
a—caroteno, cis-gamma-caroteno, luteina, luteina-5,6-epoxido, anteraxantina,
violaxantina, zeaxantina y neoxantina. (Sasson, 1997).

Las bases fisioldgicas para la adaptacion a altas salinidades han sido

estudiadas en muchas Cianobacterias, esto implica la expresion de un gran
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conjunto de proteinas de stress a sal (Zuther et al., 1998). Los genes que codifican
enzimas involucradas en el proceso de exportacion de iones como citocromos
oxidasas han sido clonados y funcionalmente caracterizados. Para la identificacion
de los genes necesarios en el proceso de adaptacion de sal, la generacion de
mutantes fue necesaria en Synechocystis sp. PCC 6803, en la cual se determin6
que el gen gcp es responsable de la adaptacion en ambientes hipersalinos y que
la mutacion de este gen reduce la tolerancia en estos ambientes e incrementa el
contenido de pigmentos carotenoides. (Zuther et al., 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 que le
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 como la 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 de cultivo
conteniendo clururo de sodio 1M, permite la expresién nueve veces mas de la

expresion de sacB . Una hipétesis generada de este trabajo es que debido a la
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seflal de stress a sal, la sefial es transducida via el sistema DegU-DegS

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

I.2 BIOSINTESIS DE PIGMENTOS

Las eubacterias poseen un sistema genético discreto para la conversion de
fitoeno a p-caroteno el cual requiere de los genes crt (Armstrong, 1997).

La biosintesis de los carotenoides en R. capsulatus y R. sphaeroides inicia
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 formaciéon de
fitoeno al condensar dos moléculas de GGPP catalizadas por fitoeno sintetasa
(CrtB), seguida de la desaturacion mediada por las proteinas relacionadas
estructuralmente Crtl y CrtD, la hidratacion catalizada por CrtC, la metilacion por
CrtF y la adicion de grupos oxo catalizada por CrtA (fig 3).

En el género Erwinia, la ciclizacion es llevada a cabo por CrtY, la
hidroxilacion por CrtZ y la glucosilacion catalizada por CrtX (fig 4). El gen crtW es
requerido para la adicion de un grupo oxo a carotenoides ciclicos y xantofilas. El
patron biosintético resultante para la sintesis de astaxantina a partir de GGPP
sugiere que CrtZ es una B-caroteno hidroxilasa y CrtW una -caroteno oxidasa los
cuales pueden aceptar diferentes 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 accion de dehidroescualeno sintetasa (CrtM) para formar dehidroescualeno,
que después es deshidrogenado por una desaturasa (CrtN) (Wieland et al., 1994).

E. coli contiene isoprenoides como isopentenyl tRNA y quinonas
isoprenoides, en donde el 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 criE 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 et al.,
1990), de aqui que algunos estudios se llevaron a cabo con el fin de sobreproducir
pigmentos carotenogénicos en cepas de E. coli utilizando genes exdgenos de
isopentenil pirofosfato (IPP) isomerasas, obteniéndose buenos resultados (Kajiwra
et al., 1997). Otro sistema de sobreproduccion fue la transformacién de E. coli con
el plasmido pACYC que contiene los genes que intervienen en la produccion de
zeaxantina (Ruther et al., 1997).

Una aportaciéon importante en la determinacion de la ruta biosintética de los
carotenoides ha sido que E. coli utiliza un patrén independiente a mevalonato para
la sintesis de isopentenil difosfato, mostrando que la primera reaccion de este
patron consiste de la condensacion de hidroxietil tiamina, derivada de piruvato,
produciendo D-1-deoxylulosa -5-fosfato, el cuédl 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 gps 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 debié al mejoramiento
de la actividad de DXPS sintetasa 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 produccién de p-caroteno en Bacillus sp. 13.
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Las especies gram negativas contienen quinonas y menaquinonas como
parte de sus componentes redox en la cadena respiratoria, difiiendo de las
bacterias gram positivas que solo contienen menaquinona. En el caso particular de
B. subtilis la formacion 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 produccion de carotenoides en
especies de Bacillus, ya que en células vegetativas de Bacillus megaterium se
encontré 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 esporulacion, 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 esporulacién. Por lo que sugieren que el
pigmento rojo funciona como estabilizador de membrana en la espora y que
podria ser importante en las propiedades de resistencia de las esporas y que el
pigmento amarillo de la célula vegetativa es utilizado para el proceso de
germinacion y crecimiento (Mitchell et al., 1986).

A pesar de 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 criE de R. capsulatus (Armstrong, 1993), ademas de un
gene dxsp que codifica para D-1-deoxixylulosa-5-fosfato sintetasa, involucrado en

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



para la expresion 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 menaquinona al inicio 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 arboles filogenéticos 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
genomas disponibles y que comparten suficiente similitud para ser reconocidos y
utilizados como marcadores potenciales para investigaciones filogenéticas debido
a su amplia distribucion, constancia funcional, estabilidad genética y un numero
razonable de regiones o 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
demandas de las industrias 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 propiedades interesantes no asociadas usualmente con él genero Bacillus. El
interés en la sistematica y ecologia de Bacillus se ha generado por el uso de

cepas recombinantes en la industria (Priest,1993).



lll. JUSTIFICACION

Debido a la gran aplicaciéon de los carotenoides en la industria alimenticia y
farmacéutica, uno de los propdsitos en el campo de la biosintesis de carotenoides
es el desarrollo de nuevas estrategias para su produccion (Armstrong, 1997). En
este sentido, bacterias Gram positivas como las del género Bacillus consideradas
como GRAS, es decir, no patégenas al hombre, faciles de manipular
genéticamente, buenos secretores de metabolitos secundarios y faciles de cultivar
en medios relativamente baratos (Arbige et al., 1993), en este sentido, Bacillus sp.
13 representa una alternativa econdmica al producir B-caroteno de manera natural
y de tener tiempos de replicacion mas cortos, con respecto al género Dunaliella
para la produccion 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 optimas de cultivo para la produccion maxima de B-

caroteno y establecer la 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
concentraciones diferentes de NaCl.
2) ldentificar los carotenoides producidos durante el crecimiento.
3) Secuenciar las primeras 500 pb del gen 16S rDNA de Bacillus sp.13 y

determinar su filogenia.

4) Aislar los genes relacionados con la produccion de p-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 -70°C, en el laboratorio de Microbiologia Marina, del Centro de
Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (Pedrin-Caballero,

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

horas en estufa LABLINE IMPERIAL Il.

V.1.2- INDUCCION PARA LA PRODUCCION DE CAROTENOIDES.

Las colonias obtenidas se expusieron a 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 ml de LB

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

de 3.5 osc/min a 37°C durante 12 horas con una intensidad 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 crecid la cepa sin inducir en medio LB sélido 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 realizd6 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 (5600mM 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 induccion del preindculo en ausencia
de luz. Sin la utilizacion de foto periodo a 37° C.

Se transfirié 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 bafio maria a 3.5 osc/min
a 37°C, se expusieron a las diferentes condiciones de luz arriba descritas. El
crecimiento se determind cada hora a partir del in6culo al hacerse una dilucion
1:10 (v/v) de los cultivos, se registro la densidad Optica analizada en un
espectrofotdmetro a 600nm.

Se colectd 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 extraccion de pigmentos.



V.1.4-CALCULO DEL TIEMPO DE DUPLICACION (G).
El inicio de la fase exponencial se estimd cuando el tiempo de duplicacion
(G) se incrementaba considerablemente y se determino mediante las formulas:
K=(log1oN-log1oNo)/t
G=log1p2/K
Donde K = tasa de crecimiento especifico, Ny es |la densidad &ptica inicial, 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 solucién fisiolégica de NaCl al
0.9% (p/v) y se adicion6 1 ml de metanol absoluto grado HPLC durante 1 hora
(Wieland et al., 1994), agitando suavemente cada 15 minutos. Posteriormente se
centrifugd durante 5 minutos a 5,000 g, se separd el extracto, mismo que se
analiz6 en un espectrofotometro UV/VIS Hewllet Packard, de 400 a 500nm

(Pedrin-Caballero, 1999).

V.1.6.-CUANTIFICACION DE 3-CAROTENO PRODUCIDO

Se prepararon 5 soluciones de B-caroteno (Sigma) en metanol grado HPLC
al 100% cuyas concentraciones fueron 2, 4, 6, 8 y 10 pyg/ml. Estas se calibraron a
450 £ 1 nm en el espectrofotometro 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 p-caroteno

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

El analisis de las muestras se realizé 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 C4g de
fase inversa con un tamafio de particula de 5um. La elucion fue isocratica con
metanol al 100% y una velocidad de flujo de 0.5 ml/min. El estandar de referencia

utilizado fue B-caroteno marca sigma el 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
duplicacion se hizo mediante una analisis de varianza multiple (MANOVA) (Ostle,
1963). De manera paralela se realizd un andlisis de covarianza multiple
(MANCOVA) para la eleccion de la producciéon 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 obtenidos por triplicado 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 concentracion 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, 1pl oligonucleotido universal para procariotas
de un tamafio de 28pb como sentido (Gray et al.,, 1984) y un oligonucleotido
especifico para el género Bacillus de 17 pb como antisentido (Tabla. )
(Hernandez-Zarate, 2000), 1yl de Taqg Polimerasa, 1yl de dNTPs, 5ul de

amortiguador, 40 ul de H,0.
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Tabla I. Oligonucleétidos utilizados para la identificacion filogenética.

Oligonucledtido Tamario Secuencia

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

16Sr rDNA para 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 min a
55 °C y 2 minutos a 72 °C y 1 ciclo a 72 °C por 10 minutos. (Ausubel et al., 1992;
Griffin y Griffin, 1994.)

Los productos de PCR se secuenciaron en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM en Cuernavaca, Morelos (IBT) utilizando un oligonucleotido disefiado para
secuenciar las primeras 500pb a una concentracion de 5pmol/ul. Tabla |.

(Arellano-Carbajal).

V.2.2 IDENTIFICACION FILOGENETICA
La secuencia obtenida se aline6 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” de la direccion anterior de la red y de ahi se importaron y se
editaron en el programa “EDITseq” del paquete “DNAStar”, para alinearlas por el

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



conservadas y variables de las secuencias analizadas para el esquema del arbol

filogenético.

IV.3 ANALISIS DE LOS GENES DE LOS CAROTENOIDES
IV.3.1.-LIBRERIA GENOMICA

Para la libreria gendmica se purific6 DNA cromosomal de Bacillus sp. (13) por
el método de fenol/cloroformo (Olmos y Contreras, 1999) y se concentrd 6x, el
producto se verifico en un gel de agarosa al 1.2%. Posteriormente se hizo una
digestion parcial con la enzima Sau3A bajo las siguientes condiciones: 17 ul de
DNA cromosomal cepa 13, 1ul de amortiguador A, 1.8 pl de H,O y 0.2 ul de
Sau3A a 37 °C durante 20 min, posteriormente la reaccion se neutralizé 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 clonacion multiple del plasmido
pUC19 (fig 6) con la enzima BamH1 que se utilizo como vector en las siguientes
condiciones: DNA plasmidico pUC19 15ul, Bam H1 1pl, Buffer B 3ul, H,O 11yl, se
invirtié 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 desfosforilé con la enzima Calf Intestinal

Alkaline Phosphatase (CIP) utilizando 20ul de pUC19 digerido, 0.5ul de CIP, 1 pl
de Buffer B y 8.5ul de H;0, se incubo a 37°C durante 1 hora y se neutralizo la

enzima a 65°C durante 10 minutos.



Los fragmentos obtenidos de la digestion parcial de DNA cromosomal se

clonaron en el plasmido pUC19 por medio de una reaccion de ligacion: 7.5ul de
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Figura 6. Plasmido puc19.  — 1 sitio multiple de clonacion, <:1 gen que codifica a la
enzima b-galactosidasa (Yanish, et al., 1988).
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pUC19 digerido y desfosforilado, 15ul de la digestion parcial de DNA cromosomal
con Sau3A , 0.3ul de BSA (Suero de Albumina Bovina), 2ul de buffer de ligasa,
0.5yl de ligasa y 4.7yl de H2O. La reaccion se llevo 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 DH5«
(Ausubel et al. 1992). Con el producto clonado, se inocularon 100 y 50 ul de
celulas transformadas en medio LB soélido suplementado con 200ug de ampicilina

y se incubaron a 37°C durante 24 horas (Sambrook et al., 1989).



pHV1249

(9.1kb)

Figura 7. plasmido pHV1249 que contiene la secuencia Tn-10 — ,
secuencia del plasmido pBR22 ~ secuencia del plasmido pE194ts[] y
los sitios de restriccion para Nco I [[] , Eco R4y Sst1 (O . Resistencia
a cloranfenicol (Cm), Ampicilina (Ap) y Eritromicina (Em). (Petit et al., 1990)

IV.3.2-.MUTAGENESIS GENERALIZADA POR Tn10

Las células de Bacillus sp. (13) se indujeron en medio LB sélido 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 agregar el plasmido pHV1249 (fig.7 ) Se incubaron 3 horas después de
la adicion del plasmido, se transfirieron 500ul a 2500ul de medio LB liquido y se
crecieron a 37°C durante tres horas. Después de este tiempo, la temperatura fue
cambiada a 51°C durante 3 horas, y se inocularon 50ul en LB sdlido suplementado
con 5yl de cloranfenicol y se incubaron a 37°C durante 12 horas (Petit et al.,

1990).



VI. RESULTADOS
V1.1 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CULTIVO
VI.1.1-INDUCCION PARA LA PRODUCCION DE CAROTENOIDES.

La induccion de los carotenoides en medio solido fue indicada por un
aumento en la intensidad de la coloracion en las colonias amarillas y en la
induccion del preinoculo 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 en llegar a t0, es decir 4 horas,
mientras que con luz azul alcanza ty a las 5 horas y sin luz a las 6 horas. Por lo
tanto, es evidente que en la condicion sin luz es la que requiere mas tiempo en
llegar al inicio de la fase estacionaria.

El tiempo de duplicacion representado en la Tabla Il no mostré diferencias
para cada uno de los tratamientos. Los resultados del andlisis de varianza de dos
vias («=0.05) indicaron que entre tratamientos con LUZ (F = 1.054 p = 0.379), LB
(F = 12.155, p = 0.344) y en la interaccion de ambos factores LUZ x LB (F =
0.532, p = 0.880), no hubo diferencias significativas asegurando que el tiempo de

duplicacion de Bacillus sp. 13 es similar en todos



34

Figura 8. Induccion para la produccion de -caroteno por Bacillus sp. 13

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

medio de cultivo no afecta el crecimiento de este microorganismo.

VI.1.3 IDENTIFICACION DE B-CAROTENO.

Los espectrogramas de la figura 10 corresponden a las lecturas realizadas de 400
a 500 nm de una solucién estandar de p-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 absorcion registrada es la regién 450+ 1 nm
correspondiente a la regién visible del espectro de absorcién, lo cual indica que

Bacillus sp 13 produce este pigmento de manera natural.
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Figura 9. Densidad optica de Bacillus sp. 13 en diferentes condiciones de luz y concentraciones
de NaCl. LB1 9.4 mM de NaCl, LB2 94 mM de NaCl, LB3 180 mM de NaCl, LB4 370 mM de

NaCl y LB5 500 mM de NaCl.
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Tabla II. Tiempos de duplicacion en minutos de Bacillus sp. 13

LUz LB1 LB2 LB3 LB4 LB5
SIN 0.7081+0.021
IND 0.5993+0.1399 | 0.4966+0.1216 | 0.6665+0.1784 | 0.6276+0.1025
3
LUZ 0.7010+0.397
0.6740+0.0377 | 0.6989+0.1309 | 0.6590+0.1426 | 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 -
LUz 0.6990+0.031
AZUL 0.7483+0.2776 | 0.6851+0.0897 | 0.7545+0.0797 | 0.6550+0.3039 g

VI.1.4 CUANTIFICACION DE 3-CAROTENO

El pigmento se cuantifico utilizando la curva de calibracion descrita en la figura 6.
Los diagramas de barras de la figura 10 muestran que existen tendencias en la
produccion de B-caroteno conforme al tipo de luz utilizada. La produccion de (-
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 condicion sin luz, se
observa que existe una tendencia a disminuir para luego incrementar los niveles
en t8, lo cual coincide con los resultados obtenidos por Pedrin-Caballero (1999).
La condicion que produce la mayor concentracion de carotenoides es sin luz, en t4
con los 5 medios de cultivo.

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

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




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

estandar es muy cercano al valor de la media.

Los resultados del andlisis de covarianza multiple mostraron que no hubo
diferencias significativas para los efectos de LB (F = 1.588, p = 0.177) y para la
interaccion 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), produciéendose las concentraciones mas altas de [-caroteno en el
crecimiento realizado sin luz, con la induccion del preindculo con los 5 medios en

t4.
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Figura 10. Espectrogramas de A) Solucién estandar de f-caroteno en
metanol absoluto grado HPLC. B) Extraccion de p-caroteno en metanol
absoluto grado HPLC de una muestra de LB4 crecido sin luz y colectado en
t7.
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Figura 11. Produccién de B-caroteno con diferentes condiciones de 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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VI.1.5 PRODUCCION DE B-CAROTENO

La produccién de B-caroteno por Bacillus sp. 13 fue calculado solo para la
condicion que produjo la mayor concentracion de carotenoides, dicha condicion

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

Tabla Ill. Produccion de B-caroteno

Peso seco Bacillus sp. 13 | B-caroteno de Bacillus sp Produccion %
Hg/ml 13 pg/mi
2937 9.266475 0.362

El tamafio de muestra (n =8) fue a razén de que de los 20 ml colectados, la
mitad se destind al analisis por HPLC, sin embargo de los 10 tubos analizados
para la determinacién de la produccion, 2 muestras presentaron absorbancias
negativas por lo que fueron descartados. La media aritmética de la produccion es

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

VI.1.6 ANALISIS POR HPLC.

El analisis por Cromatografia Liquida de Alta Presicion de un estandar de (-
caroteno con una concentracion de 50 pg/ml, muestra que el tiempo de retencion
es de 17.704 minutos (fig. 12A), muy similar al tiempo que presento una extraccion
metanolica de Bacillus sp 13 de 17.674 (fig. 12B). Sin embargo el cromatograma

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




otras fracciones de menor area cuyos tiempos de retenciéon son: 3.203, 3.428,
4.344,5.103, 6.353, 7.526, 7.881 y 8.168 minutos.

Estos tiempos de retencion corresponden al espectrograma presentado en
la figura 10B, en él cual se muestran 9 regiones de absorcidén y coincide con 9
tiempos de retencién en el cromatograma 12B. El B-caroteno presentd un maximo
de 450 nm y tuvo un tiempo de retencion de 17.674 cuya intensidad y altura en

respectivos andlisis fue el segundo en dichas caracteristicas.
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Figura 12.Cromatogramas de HPLC de A) estandar de B-caroteno y B) Una
extraccion de Bacillus sp. 13 con medio LB1 colectado en t4.
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V1.2 IDENTIFICACION FILOGENETICA

Con el fin de realizar la identificacion filogenética, se amplificé el gen 16S
rDNA obteniéndose el fragmento esperado de 640 pb (Hernandez-Zarate, 2000)
(fig. 13). Debido a la presencia de fragmentos de menor intensidad, que impiden
secuenciar el producto de PCR por su interferencia, el fragmento se purifico
mediante un gel preparativo y se secuencio en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM.

Una vez recibida 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 compartié esta caracteristica fue Bacillus MR-4, una bacteria
aislada de un consorcio capaz de degradar hidrocarburos del petréleo crudo y de
sedimentos de mangles (Dias et al., 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®". El
arbol filogenético obtenido (fig.15) mostré 10 grupos, donde Bacillus MR-4 vy
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 reaccion en cadena de la
polimerasa del gen 16S rDNA, carril 2 marcador de peso molecular,
carril 4 y 5 cepa M, carril 7 y 8 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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Figura.15 Arbol filogenético de especies del género Bacillus. La figura muestra la

relacion filogenética de Bacillus sp. 13
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V.3. AISLAMIENTO DE LOS GENES CAROTENOGENICOS
V.3.1 LIBRERIA GENOMICA.

Se obtuvo el ADN cromosomal de 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 que los dos materiales genéticos tienen el mismo tamafio 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 bandas bien definidas, pero
podemos observar que existe un corrimiento del ADN a través de los carriles en el
gel, indicando una digestion del ADN cromosomal de la cepa 13.

De la misma manera se presenta en la figura 16 B la purificacion del ADN
plasmidico el cual mide 2686 pb (Yanish, et al, 1988) y los productos de la
digestion y desfosforilacion de pUC19 los cuales presentan una sola banda e

indican que el plasmido ha sido digerido y linearizado.



Figura 16. A) Deteccion 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 digestion de DNA cromosomal
Bacillus sp. 13 con la enzima Sau 3A/

U
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Debido a que E. coli DH5a. no sintetiza 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 POR mini-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 han insertado el transpos6n 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 interrupcion solo se deba a la insercion del

transposén a cromosoma.



Figura 17. obtencion 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.1 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CULTIVC
Vil.1.1 CRECIMIENTO

Las 4 condiciones de luz y las 5 concentraciones de NaCl utilizadas 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 6ptimo es LB1, cuya
concentracion de NaCl es de 0.94mM, evitando un costo en la produccion de B-
caroteno.

Otra ventaja importante de Bacillus sp. 13 con respecto a Dunalliela salina
es el tiempo de duplicacion. En un estudio en el cual determinaron el potencial
carotenogénico de cepas de Dunalliela salina  productoras de [-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
produccién de B-caroteno, se sugirid la utilizacion de Trentepohlia odorata, una

microalga de agua dulce, que en comparacion 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 (u) con diferentes intensidades de luz y diferentes
concentraciones de amonio; de la misma manera que en el caso anterior, se
calcul6 el tiempo de duplicacion para la condicion que reportd las concentraciones
mas altas de carotenoides y fue de 69.31 + 0.001 h™.

Sin embargo los tiempos de duplicacion (tabla 11) de Bacillus sp. 13 son de
0.754 + 0.079 h™ que corresponde al valor mas alto 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 de utilizacién 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 contaminacion en el fermentador y serd 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 que se utilizaron 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 controladas de luz y oxigeno debido a 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 extraccion de los carotenoides se hizo en diferentes
dias de experimentacion, de acuerdo al tipo de luz utilizado y al tiempo en que se
muestred y 3. A la variacion 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 nimero 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 por la utilizacién de luz, y las concetraciones mas altas obtenidas son el
crecimiento sin luz, por lo que esta el la mejor condicion para la produccion de los
carotenoides aun cuando se requiere de la previa induccion con luz.

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 produccion son de 600m® con 20 cm de

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



en matraces con 20 ml de medio de cultivo; por lo que no se puede hacer una
comparacion directa con respecto a las superficies de produccion.

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 produccion de
carotenoides (Armstrong, 1997). Con la utilizacion de la tecnologia del ADN
recombinante pueden crearse nuevas cepas productoras de B-caroteno con la
ayuda de plasmidos multicopia y/o mediante la Ingenieria Genética que regule la
expresion de los carotenoides para obtener niveles superiores a los ya producidos.

Bacillus sp. 13 representa una fuente potencial y una alternativa econémica
en la produccion de B-caroteno, ya que no necesita de altas concentraciones de
NaCl en el medio de cultivo y alin cuando la cepa requiere luz para su induccion

no necesita luz durante la biosintesis de p-caroteno.

VIl.2 IDENTIFICACION FILOGENETICA

Los resultados mostraron que con base al andlisis del gen 16S rDNA de
Bacillus sp. 13 y Bacillus MR-4 son especies relacionadas y la distancia evolutiva
de la rama del ancestro comuin, demuestra que el grupo formado por Marine

bacillus aparecié primero que el grupo formado por Bacillus sp. 13.
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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
genero Bacillus que se encuentran en agua de mar se debe al desplazamiento de
bacterias de la tierra al mar, este desplazamiento explica los nimeros 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 pertenecio al grupo IV en base a 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 NCBI y 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 a 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 de la libreria gendmica, debido a
que no hubo expresion 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) concluyé que la carencia en la produccion de carotenoides en E.
coli se puede deber a la falta en el reconocimiento de al menos un promotor de
los genes crt, o a la ausencia de los factores reguladores de la transcripcion y que
son necesarios para la expresion de los genes crf, 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, o 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 crtE de
Rhodobacter capsulatus mostro tener la mayor similitud (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 explicacion a este hecho es que el medio minimo utilizado en la



transformacion de células de Bacillus contiene glucosa al 50% (Cutting y Vander
Horn , 1990), que es un represor de AMPc y este a su vez activa la transcripcion
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
produccion de estos pigmentos (Perry et al., 1986), estas células no pueden
restaurar la pigmentacion después de la adicion de AMPc exdégeno al medio LB-
glucosa agar. Sin embargo los pigmentos no fueron reprimidos por glicerol,
sucrosa o lactosa al 1% en Erwinia herbicola y en E. coli no fueron reprimidos por
arabinosa al 0.8%, maltosa, glicerol, sucrosa o lactato al 1% (Perry et al., 1986),
Por lo que es posible que exista una represion catabodlica en la expresion de
los carotenoides en Bacillus sp. 13; seria interesante y necesario crear un medio
minimo de transformacion con estos carbohidratos para no perder la expresion de
los carotenoides y que sea posible interrumpir estos genes con el fin de aislar los
genes para manipularlos con el de incrementar los niveles de produccion de B-

caroteno en Bacillus sp. 13.



VIil. 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 produccién de carotenoides por la luz utilizada

No existe un efecto de NaCl en la produccion de carotenoides

El carotenoide principal producido es B-caroteno

La cepa produce bajos niveles de B-caroteno sin 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 condicion 6ptima 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.



A

IX PERSPECTIVAS

Escalar la produccién de p-caroteno a nivel fermentador

Optimizar el método de extraccion 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 produccion de p-caroteno superior a la
produccion de la cepa silvestre

Evaluar la interaccion salinidad / calidad de luz.

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

producido por Bacillus sp. 13.
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