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de antibióticos por la cepa Streptomyces
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RESUMEN. En el presente trabajo, se evaluó la capacidad productiva de la cepa
Streptomyces diastaticus SQF108 modificada genéticamente. La cepa produce
dos compuestos con marcada actividad antifúngica contra Candidas y hongos
filamentosos: uno identificado como rimocidina y otro aun no reportado. Am-
bos compuestos son caracterizados como macrólidos poliénicos pertenecientes
al grupo de los poliquétidos. Debido a la necesidad de obtener elevados rendi-
mientos en la fermentación de ellos y además, mayor cantidad del no reporta-
do, se modificó la cepa genéticamente mediante el proceso de la conjugación
con el que se introdujo un plasmidio con potencialidades para activar rutas
biosintéticas de compuestos poliquétidos. Además, se empleó un medio selec-
tivo que favoreció la producción del compuesto no reportado. Para evaluar el
comportamiento de la producción de los antibióticos, se realizó una cinética de
fermentación en medio líquido, en análisis comparativo de las cepas
exconjugantes con respecto a la cepa original. A los caldos obtenidos en la
cinética de fermentación, se les realizaron ensayos microbiológicos de activi-
dad antibiótica frente a Bacillus subtillis y antifúngica frente a Aspergillus niger.
Los resultados evidenciaron un aumento notable de la producción de los meta-
bolitos con actividad antifúngica en la cepa exconjugativa S. diastaticus SQF108/
pRKT-1 a las 72 h con respecto a su producción en la cepa original y controles,
lo cual permitió aumentar los niveles de producción mediante la modificación
genética. Además, el medio ensayado resultó selectivo para el principio activo
no reportado.

ABSTRACT. The capacity to produce antibiotics of S. diastaticus SQF108
genetically modified was evaluated in this work. The strain produces two
compounds with a remarkable antifungal activity against Candidas and
filamentous fungi: one of them identified as rimocidine and another one has
not been reported yet. Both compounds have been characterized as polienic
macrolides belonging to polyketides group. Because of the necessity to obtain
high amounts of both metabolites, the strain was modified by a conjugative
plasmid able to activate the polyketydes biosynthetic pathway. A selective
medium has been tested in order to favor the production of the unidentified
compound. In order to compare the behavior of antibiotic production between
exconjugants and wild type strains a kinetic study was carried out. The
antibiotic and antifungal susceptibility tests against Bacillus subtillis and
Aspergillus niger were assayed with the fermentation broths taken at several
intervals. An increase in the metabolites production with antifungal activity
in the exconjugants strain S. diastaticus SQF108/pRKT-1 was demonstrated.

INTRODUCCION

Los Streptomyces son bacterias
filamentosas Gram positivas del
suelo, que se diferencian morfoló-
gicamente por formar esporas.1 Son
importantes desde el punto de vis-
ta comercial porque producen más
del 60 % de los antibióticos conoci-
dos,2 por lo que han sido objeto de
numerosos estudios para mejorar
su productividad. La aplicación en
Streptomyces de técnicas molecula-
res avanzadas se ha incrementado
rápidamente en las últimas déca-
das, trayendo consigo un mejor co-
nocimiento, control y manipulación
de este género.3

Generalmente, los Streptomyces
presentan la limitación de poseer
un potente sistema de restricción,
esto se convierte en una barrera
efectiva para la introducción de
ADN procedente de otras fuentes.
El uso de la técnica de conjugación
para lograr introducir ADN forá-
neo y mantener un genotipo esta-
ble ha resultado un proceso efec-
tivo.4

Como fruto de un programa de-
sarrollado para la búsqueda de sus-
tancias con actividad antibacteria-
na y antifúngica, se aisló una cepa
de Streptomyces sp., la cual, fue
identificada como Streptomyces
diastaticus. Esta cepa produce dos
compuestos con marcada actividad
antifúngica contra Candidas y hon-
gos filamentosos: uno identificado
como rimocidina y otro aun no re-
portado. Ambos compuestos son
caracterizados como macrólidos
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poliénicos pertenecientes al grupo
de los poliquétidos.5,6

Con el propósito de obtener ele-
vados rendimientos en la fermen-
tación de ambos compuestos y lo-
grar mayores cantidades del prin-
cipio activo aun no reportado, la
cepa original fue modificada gené-
ticamente, empleando la técnica de
la conjugación. A través de esta téc-
nica se introdujo un plasmidio con
un fragmento de ADN clonado,
activador de compuestos poliqué-
tidos, con lo que se obtuvieron los
correspondientes exconjugantes.

Se realizó una cinética de fer-
mentación con la cepa original y los
exconjugantes obtenidos para eva-
luar la producción de los antibióti-
cos en medio líquido, a través de
ensayos microbiológicos de activi-
dad antibiótica frente a Bacillus
suptillis y actividad antifúngica
frente a A. niger.

Los resultados evidenciaron un
aumento notable de la producción
de los metabolitos con actividad
antifúngica en la cepa conjugativa
S. diastaticus SQF108/ pRKT-1 a las
72 h con respecto a la producción
de estos metabolitos en la cepa ori-
ginal.

MATERIALES Y METODOS
Material biológico y plasmidios

La Tabla 1 aporta el material
biológico y los plasmidios emplea-
dos, así como el material obtenido
en este trabajo.

Medios de cultivo y métodos utili-
zados

Medios
Medio SYM9 para la esporu-

lación de la cepa SQF 108 y las dife-
rentes exconjugantes.

Medios de producción: SYM lí-
quido y II: sacarosa 2,0 %, glucosa
1 %, extracto de levadura 0,5 %,
K2SO4 0,05 %, MgCl2 · 7H2O 1,0 % a
pH 7,2.

Para la conjugación se empleó el
medio MS,9 LB para crecer la E.
coli,10 TSB para el aislamiento de
ADN plasmídico de Streptomyces y
para las pruebas microbiológicas de
actividad antibacteriana y actividad
antifúngica Agar Müeller-Hinton
MHA y Agar Saboraoux MSA res-
pectivamente, suministradas por
Centro de Biopreparados, Ciudad
de La Habana.

Métodos
Para la conjugación se empleó

una modificación del método de
Mazodier y colaboradores.11

El aislamiento de ADN plasmídi-
co en E. coli se realizó como está des-
crito,10 igual que en el caso de Strep-
tomyces.9 Cuando fue necesario, se
empleó ampicillina 100 µg/mL (Em-

presa Farmacéutica �8 de Marzo�,
Ciudad de La Habana), ácido nali-
díxico 100 µg/mL (Sigma), kanamici-
na 50 µg/mL (Sigma), cloranfenicol
25 µg/mL (Böehringeer Mannheim)
y tioestreptona (Calbiochem). Las
endonucleasas de restricción em-
pleadas fueron de las firmas Amer-
sham y Fermentas.

Para la determinación de la con-
centración celular (suspensiones de
esporas) se aplicó el método de di-
luciones seriadas. Se incubaron por
un período de 7 d a 30 oC . Al cabo
de este tiempo, se realizó el conteo
de cada espora formadora de colo-
nia.

Para la cinética de fermentación,
se inocularon las suspensiones de
esporas a la concentración adecua-
da SQF108, SQF108/pWO15, SQF108/
pRET-1 y SQF108/pRKT-1 en matra-
ces de 250 mL que contenían 25 mL
de medio de producción: SYM y
medio II, y se incubaron durante

Tabla 1. Descripción de las cepas ensayadas.
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Fig. 1. Esquema del vector conjugativo-replicativo pRET-1 y del plasmidio conjugativo
recombinante pRKT-1.  tsr, resistencia a tioestreptona; ermEp*, promotor del gen re-
gulador del gen de resistencia a eritromicina; bla, resistencia a ampicillina; oriT,
fragmento para la conjugación E. coli-Streptomyces; activador de compuestos de na-
turaleza poliquétida.
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96 h a 30 oC y 235 r/min . Este ensa-
yo se realizó por triplicado.

Para los ensayos de susceptibi-
lidad antibiótica y antifúngica se
inoculó a profundidad a 50 oC con
esporas de Bacillus subtillis ATCC
6633 y Aspergillus niger en una pro-
porción de 25 µL de esporas conser-
vadas por cada 25 mL de medio con
agar. Se colocaron discos de papel
(Whatman #3), de 6 mm de diáme-
tro con 25 µL de los caldos de fer-
mentación. Se dejó difundir 1 h a
temperatura ambiente y se incuba-
ron las placas a 37 oC durante 18 a
24 h para B. subtillis y a temperatu-
ra ambiente para A. niger. Transcu-
rrido este tiempo, se realizaron las
mediciones del halo de inhibición.
Estos ensayos se realizaron siguien-
do los lineamientos establecidos por
las NCCLS para la detección de ac-
tividad antibiótica.12

RESULTADOS Y DISCUSION

Se emplearon esporas de Strep-
tomyces diastaticus SQF108 creci-
das en SYM para la conjugación, ya
que este proceso morfo-fisiológico
lo tiene bien desarrollado. Una vez
que se chequeó la presencia de los
plasmidios por aislamiento y restric-
ción, las exconjugantes de SQF108
con pWO15, pRET-1 y pRKT-1 mantu-
vieron su fenotipo estable luego de
realizar varios pases de replicación
a medio fresco con antibiótico tioes-
treptona.

Las frecuencias de conjugación
que se conocen para otras especies
de Streptomyces, conjugadas con
otros plasmidios son similares o in-
feriores13-15 a las obtenidas en este
trabajo (Tabla 2). Se debe señalar
que en el caso del plasmidio re-
combinante pRKT-1, el número de
exconjugantes obtenidos por placa
era menor que con los otros dos de-
bido probablemente al efecto tóxi-
co del fragmento de ADN activador
clonado. Este efecto ha sido repor-
tado para otras cepas de Strepto-
myces productoras también de com-
puestos poliquétidos.7

Se pudo observar en las cinéticas
de fermentaciones realizadas (Fig. 2),
que los niveles de actividad anti-
biótica son relativamente bajos.
Esto es debido a que estos compues-
tos no presentan una actividad efec-
tiva contra bacterias. Se conoce que
en general, los macrólidos poliénicos
tienen una actividad antifúngica
excelente, pero poca o ninguna ac-
tividad antibacteriana.16

Comparativamente se pudo ob-
servar que la actividad en el medio
SYM resultó ligeramente superior

y esto se debe a que no resulta un
medio selectivo para la producción
de uno de los dos antibióticos en
particular, sino que es el efecto co-
operativo de ambos. El medio II es
selectivo y es probable que se esté
produciendo uno preferentemente.
No se encontraron diferencias no-
tables entre los niveles de produc-
ción de las cepas exconjugativas
con respecto a la original en cuan-
to a actividad antibiótica.

Los resultados de actividad
antifúngica solo fueron analizados
a las 72 h de fermentación, (Fig. 3)
puesto que el microorganismo en-
sayado resulta un agente muy pa-
tógeno.17 Se observó una marcada
actividad antifúngica de estos com-

puestos tanto para la cepa original
como para las exconjugantes. En el
caso de la cepa conjugativa con el
plasmidio pRKT-1 los niveles de in-
hibición fueron notablemente su-
periores sugiriendo que la produc-
tividad en esta cepa se incrementa
mediante la modificación genética
empleada.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron exconjugantes de
la cepa Streptomyces diastaticus
SQF108 con los plasmidios pOW15,
pRET-1 y pRKT-1 de forma fácil y
rápida, por lo que la técnica de con-
jugación resulta efectiva en esta
especie. Se comprobó mediante la
cinética de fermentación y ensayo

Fig. 2. Resultados de susceptibilidad antibiótica en la cinética de fermentación en dos
medios de cultivo de la cepa original SQF-108 y las cepas exconjugantes obtenidas en
este trabajo SQF-108/pWO15, SQF-108/pRET-1, SQF-108/pRKT-1.
Microorganismo ensayado: Bacillus subtillis.

Fig. 3. Resultados de actividad antifúngica en dos medios de cultivo de la cepa origi-
nal S. diastaticus SQF-108 y las cepas exconjugativas obtenidas en este trabajo SQF-
108/pWO15, SQF-108/pRET-1, SQF-108/pRKT-1.
Microorganismo ensayado: Aspergillus niger.
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Tabla 2. Frecuencia de exconjugantes de S. diastaticus SQF-108 obtenidos en
este trabajo
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microbiológico que tanto la cepa
original como las cepas exconju-
gativas tienen marcada actividad
antifúngica y poca actividad anti-
bacteriana y que el medio II resulta
selectivo para el principio activo no
reportado.

Se observó un aumento signifi-
cativo de la producción de los me-
tabolitos con actividad antifúngica
en la cepa conjugativa Streptomyces
SQF108 pRKT-1 a las 72 h, con lo
que se logra aumentar la produc-
ción mediante modificación gené-
tica.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron exconjugantes de
la cepa Streptomyces diastaticus
SQF108 con los plasmidios pOW15,
pRET-1 y pRKT-1 de forma fácil y
rápida, por lo que la técnica de con-
jugación resulta efectiva en esta
especie. Se comprobó mediante la
cinética de fermentación y ensayo
microbiológico que tanto la cepa
original como las cepas exconju-
gativas tienen marcada actividad
antifúngica y poca actividad anti-
bacteriana y que el medio II resulta
selectivo para el principio activo no
reportado.

Se observó un aumento signifi-
cativo de la producción de los me-
tabolitos con actividad antifúngica
en la cepa conjugativa Streptomy-
ces SQF108 pRKT-1 a las 72 h, con
lo que se logra aumentar la produc-
ción mediante modificación gené-
tica.
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EL MANEJO EFECTIVO DE LA SIMBIOSIS MICORRIZICA, UNA VIA HACIA
LA AGRICULTURA SOSTENIBLE. ESTUDIO DE UN CASO: EL CARIBE
Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas.

La simbiosis micorrízica, fascinante asociación que se establece entre la mayoría de las especies vege-
tales de importancia económica y ciertos hongos del suelo, es la regla y no la excepción. Los hongos
micorrizógenos son tan antiguos como las plantas (400 millones de años) y ambos han ido evolucio-
nando, de forma conjunta, hasta los tiempos actuales.

En el libro se pretende definir las bases para el manejo efectivo de dicha simbiosis y las vías para su
establecimiento e inserción con las prácticas agrícolas en los diferentes sistemas productivos, los
cuales se basan en el modelo biológico de las plantas micorrizadas eficientemente, donde la simbio-
sis, con sus beneficios sobre los procesos de absorción de nutrientes y de agua, sobre el crecimiento
y vigor de las plantas y sobre el rendimiento de estas, sea un elemento constitutivo de la sostenibilidad
agrícola.
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