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¡Experimenta! 
Haz de ello tu consigna día y noche. 
Experimenta,  
Y ello te llevará a la luz 
 
La manzana en la copa del árbol 

Nunca está demasiado alta para alcanzarla. 
Así que sigue el ejemplo de Eva,… 

¡Experimenta! 
 
Sé curioso,  

Aunque los amigos con quien creces se puedan molestar. 
 
Enójate,  
Cada vez que quieran retenerte. 
Si sólo sigues este consejo, 
El futuro puede ofrecerte infinita felicidad  

Y alegría… 
Experimenta  

¡Y ya verás! 
 

Cole Porter (“Experiment de Nymph Errant” ) Cole Poter, 1993 Harms Inc.  
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Abreviaturas utilizadas en este trabajo. 

HPLC: High performance liquid chromatography. 

ºC: grados centígrados.  

min: min. 

h: horas. 

rpm: revoluciones por minuto. 

ml: mililitros. 

μl: microlitros. 

cm: centímetros. 

mm: milímetros. 

μm: micrometros.  

nm: nanómetros. 

ng: nanogramos. 

U: unidades enzimáticas. 

g/l: gramos/litro. 

mg/ml: microgramos/mililitro. 

mg/l : miligramos/litro. 

μg/l: microgramos/litro. 

μg/ml: microgramos/mililitro. 

mg/g: miligramos/gramo. 

μg/g : microgramos/gramo. 

pg/célula: picogramos/célula. 

U/ml: unidades/mililitro. 

M: molar. 

vol/vol: volumen/volumen 

vol:vol:vol: volumen:volumen:volumen 

V: voltios. 

kV: kilovoltios. 

pb: pares de bases. 

Kb: kilobases. 

Ω: ohmios. 

μF: microfaradays. 

λ: longitud de onda. 
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Ø: diámetro. 

Øporo : diámetro de poro. 

ml/min: mililitro/minuto. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

Gordonia jacobaea. 

Gordonia jacobaea MV-1, organismo Gram positivo, no esporulante, catalasa + y con 

un contenido en guanina y citosina del 61 % (de Miguel et al., 2000), es capaz de 

acumular distintos carotenoides, entre ellos β-caroteno y cantaxantina (Fig. 1), de 

elevado interés en las industrias alimentaria y cosmética, si bien esta cepa silvestre no es 

capaz de sintetizar dichos pigmentos en una cantidad suficiente como para justificar su 

utilización en la industria. 

 

 

 Figura 1: Estructura de los pigmentos carotenoidicos sintetizados por G. jacobaea. 

 

 

Por este motivo, se obtuvieron en el laboratorio mutantes de G. jacobaea capaces de 

producir estos pigmentos en mayor cantidad. Una de las cepas mutantes que mostró el 

mayor grado de pigmentación se denominó Gordonia jacobaea MV-26 (de Miguel et 

al., 2001) (Fig. 2). 

 

β- caroteno 
O

O

cantaxantina 
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Figura 2: Cepas de G. jacobaea empleadas en este trabajo; silvestre (MV-1) y mutante 

hiperpigmentado (MV-26).  

 

La cantaxantina (β-β-caroteno-4,4´-diona) es un ceto-caroteno de elevado interés 

industrial ampliamente distribuido en la naturaleza. Se ha empleado en la industria 

alimentaria como colorante o en la industria cosmética, combinado con el β-caroteno, 

como fotoprotector dérmico (Hannibal, 2000). 

La especie Gordonia jacobaea se enmarca dentro del grupo CNM de los actinomicetos 

constituido por los miembros Corynebacterium, Nocardia, Mycobacterium y Gordonia 

(Broker et al., 2004). Dentro de este grupo aparecen especies de interés industrial como 

Corynebacterium glutamicum, así como ciertos organismos patógenos como 

Mycobacterium tuberculosis. 

Por su parte, dentro del género Gordonia se han descrito un gran número de especies 

con capacidad para actuar en procesos de biorremediación, biodegradación y 

biotransformación (Arenskötter et al., 2001; Gilbert et al., 1998; Oldfield et al., 1998). 

Éstas son capaces de vivir en presencia de compuestos xenobióticos tales como 

propano, hidrocarburos, nitratos o aceites, degradándolos (Kim et al., 2003; Koma et 

al., 2003; Kotani et al., 2003; Xue et al., 2003; Fujii et al., 2004; Alves et al., 2005).  
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A pesar del gran potencial industrial que presentan los organismos del género Gordonia, 

sus mecanismos moleculares están escasamente caracterizados. Surge, por tanto, la 

necesidad de encontrar mecanismos y diseñar protocolos que permitan su manipulación 

genética. 

Los miembros del CNM presentan como característica común la presencia en su pared 

bacteriana de ácidos micólicos. De hecho, la composición y estructura de los ácidos 

micólicos de la pared van a permitir diferenciar a las distintas especies. Estos ácidos 

micólicos son los responsables de que las células de este tipo bacteriano tiendan a 

formar agregados, lo cual dificulta enormemente su manipulación. La composición de 

los ácidos micólicos va a variar debido principalmente a dos factores: la fase de 

crecimiento en la que se encuentre el cultivo bacteriano (Kurusu et al., 1990; Stratton et 

al., 1993; Lee et al., 2002); y, la temperatura de crecimiento del cultivo (Tomiyasu et 

al., 1982; van der Rest et al., 1999; Stratton et al., 2003). 

Además, la estructura del péptidoglicano en la pared bacteriana de los organismos Gram 

positivo también dificulta su transformación, ya que va a constituir el 90 % de su pared 

bacteriana, y pueden llegar a tener hasta 25 capas de péptidoglicano frente a la única 

capa que presentan los Gram negativos (Madigan et al., 2004). 

La conjugación bacteriana es un mecanismo natural de transferencia de DNA entre 

bacterias que depende del contacto físico entre ellas así como de la presencia de 

fragmentos de DNA extracromosómico tales como plásmidos conjugativos, capaces de 

transferirse de una bacteria a otra durante la conjugación (Prescott et al., 1999). En 

bacterias Gram negativas anaeróbicas facultativas, la conjugación bacteriana se realiza a 

través de pili específicos o pelos F y consiste en una transferencia unidireccional, que 

transfiere el material genético desde un donador F+ a un receptor F-.  Este mecanismo 

natural se ha estudiado y se ha tomado como base para desarrollar sistemas de 
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transformación bacteriana artificial cada vez más perfeccionados (Schäfer et al. 1990; 

Schäfer et al. 1994 a y b). 

Por su parte, la electroporación fue uno de los últimos métodos de transformación 

artificial desarrollados. En general, la eficacia en un proceso de transformación genética 

va a depender de los tratamientos previos a los que se sometan las células a transformar. 

En el caso de la electroporación, la eficacia también va a depender de los propios 

parámetros de electroporación (voltaje, intensidad de corriente, etc...), que pueden llegar 

a afectar la integridad del DNA introducido  (Arenskötter et al., 2003) así como del 

tratamiento posterior al que se sometan las células que ya han sufrido electro-shock para 

que éstas se recuperen. Los tratamientos previos a una transformación están, en general,  

encaminados hacia el debilitamiento de la pared bacteriana de tal manera que esto 

favorezca la entrada del DNA exógeno.  

La penicilina G y la glicocola son dos de los inhibidores de la síntesis del 

péptidoglicano más utilizados para la obtención de células competentes a partir de 

organismos Gram positivos. La isoniazida, por su parte, es un potente inhibidor de la 

síntesis de los ácidos micólicos. El uso de estos compuestos, bien en solitario o bien 

combinándolos ha de ser, por tanto, uno de los puntos clave para el desarrollo de un 

método eficaz de transformación de G. jacobaea.  

Numerosas publicaciones ponen de manifiesto que para transformar organismos del 

grupo CNM es necesario utilizar vectores con orígenes de replicación propios de estos 

géneros bacterianos ya que no son capaces de reconocer orígenes de replicación de 

especies filogenéticamente alejadas. Sin embargo, hasta la fecha, se desconocen las 

características de los orígenes de replicación propios de Gordonia.  
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Por otro lado, debido a las citadas características de la pared bacteriana de los miembros 

del género Gordonia, surge también la necesidad de optimizar métodos de extracción y 

aislamiento de DNA genómico o plasmídico que permitan su manipulación. 

 

 

Los carotenoides de G. jacobaea.  

Los carotenoides son pigmentos terpenoidicos que presentan una amplia distribución en 

la naturaleza y un elevado interés industrial en distintos ámbitos tales como la cosmética 

o la alimentación. En la actualidad, las principales fuentes microbianas de pigmentos 

carotenoidicos (Tabla 1) son la levadura Phaffia rhodozyma que produce astaxantina  

(Johnson et al., 1980) y la bacteria Brevibacterium KY-4313, productora de 

cantaxantina (Nelis & Leenher, 1991). Además, en la actualidad, se obtienen pigmentos 

sintéticos, cuyo uso se está abandonando debido a la creciente sensibilidad social contra 

el uso de aditivos de origen no-natural (Bhosale, 2003).   

Las fuentes actuales de pigmentos carotenoides, tanto las de origen natural como de 

origen sintético, no son capaces de cubrir las demandas de la industria. La industria 

demanda organismos fácilmente manipulables, de producción rápida y con un proceso 

de fácil extracción de los pigmentos acumulados. 
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Tabla 1: Principales fuentes naturales microbianas de carotenoides (Veiga-Crespo et 

al., 2005a). 

Fuente Carotenoide 

Acumulado  

Cantidad  

Producida 

Referencia 

Haematococcus pluviales Astaxantina 1.30 mg/l Park et al., 2001 

Phaffia rhodozyma Astaxantina 30 μg/g Johnson et al., 1980 

Halobacterium salinarium Astaxantina 265 μg/g Calo et al., 1995 

Dictoyococcus cinnabarinus Cantaxantina 1 mg/g Nelis & de Leenher, 1991 

Brevibacterium KY-4313 Cantaxantina 2 mg/l Nelis & de Leenher, 1991 

Haloferax alexandrinus Cantaxantina 2156.67 μg/g Asker & Ohta, 2002 

Muriellopsis sp. Luteína 22.7 mg/g del Campo et al., 1999 

Blakeslea trispora Licopeno 40 mg/l Calo & Villa, 1995 

Flavobacterium sp. Zeaxantina 0.09 μg/l Alcántara & Sánchez, 1999 

Dunaliella salina β-caroteno 2.12 mg/l Orset & Young, 2000 

Dunaliella bardawii β-caroteno 20.1 pg/célula Ben-Amotz, 1996 

 

Se hace necesario buscar alternativas principalmente de origen microbiano debido a la 

fácil manipulación y la facilidad para optimizar procesos de  producción masiva 

mediante el empleo de fermentadores.  

Es posible aumentar la producción de carotenoides por parte de un microorganismos 

mejorando la eficiencia de su biosíntesis. Las condiciones de cultivo y los niveles de 

enzimas biosintéticas van a influir directamente en la producción. Un factor a tener en 

cuenta que puede aumentar la producción y acumulación de carotenoides es la luz 

(Boshale, 2003) ya que los carotenoides van a proteger a los microorganismos de los 

radicales libres originados por la luz. Por su parte, la síntesis de carotenoides se ve 
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afectada por la temperatura ya que ésta controla la concentración de enzimas implicadas 

en la producción de pigmentos (Boshale, 2003).  Por otro lado, es posible variar la 

capacidad de producción de carotenoides variando la composición del medio de cultivo. 

En general, los medios ricos van a favorecer la síntesis de los carotenoides (Boshale, 

2003). 

Debido a su naturaleza química, los carotenoides son altamente solubles en solventes 

orgánicos, principalmente acetona y hexano, cuyo uso está prohibido en productos 

destinados a la alimentación. Por eso, es necesario desarrollar métodos alternativos de 

extracción que permitan mantener una seguridad alimentaria y obtener la mayor 

rentabilidad posible. Una de las posibilidades a considerar consiste en la utilización de 

microorganismos con actividad bacteriolítica que sean capaces de degradar la pared de 

G. jacobaea, lo cual facilitaría la extracción de los carotenoides.  

Por otro lado, Myxococcus xanthus es una bacteria Gram negativo que presenta un 

comportamiento social y un ciclo de vida complejos. Estas bacterias son capaces de 

formar cuerpos fructíferos que albergan a las microsporas (Fig. 3). Dentro de estas 

estructuras se produce una especialización celular de tal manera que algunas de las 

células formarán las mixoesporas o microcistes, que son formas de resistencia, mientras 

que otras se especializarán en mecanismos de defensa (Dworkin, 1996).  
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Figura 3: Detalle de un cuerpo fructífero formado por M. xanthus 422.  

  

Las mixobacterias producen enzimas bacteriolíticas y proteolíticas capaces de degradar 

macromoléculas y paredes bacterianas (Sudo & Dworkin, 1971).  Además, son capaces 

de producir antibióticos capaces de destruír a otras bacterias (Noren & Raper, 1962).  

M. xanthus podría emplearse, por tanto, para degradar la compleja pared de G. jacobaea 

y, así, facilitar la extracción de los pigmentos de interés.  

Otro factor a considerar durante el proceso de extracción es la forma de concentrar de 

los pigmentos obtenidos ya que los carotenoides, debido a su estructura cíclica, son 

compuestos sensibles a la temperatura y en especial al pH.

 La comprensión y manipulación de los mecanismos moleculares responsables de la 

síntesis de los carotenoides puede incrementar los índices de producción de pigmentos 

así como permitir el desarrollo de nuevos mutantes hiperproductores.  
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Bases moleculares de la síntesis de los carotenoides 

La ruta de síntesis de los carotenoides se origina a partir del isoprenil difosfato (IPP), 

que según el organismo, se formará a través de la ruta del acetato/mevalonato (MVA), 

ruta mayoritaria, o a través de la ruta del gliceraldehido-3-fosfato/piruvato. 

El IPP se isomeriza para dar lugar al dimetilalilpirofostato (DMAPP). A continuación, 

la prenil-transferasa cataliza la unión de tres moléculas de IPP y una de  DMAPP para 

dar lugar al geranio-geranil pirofosfato (GGPP), de 20 átomos de carbono (20 C). La 

unión de dos moléculas de GGPP, por acción de la fitoeno sintasa, dará lugar al fitoeno 

(40 C) que presenta tres dobles enlaces conjugados. Éste, debido a la acción del enzima 

fitoeno deshidrogenasa, va a sufrir una serie de reacciones secuenciales de 

deshidrogenización, para originar el ζ-caroteno lo cual conlleva dos reacciones de 

deshidrogenización  o al licopeno que requiere cuatro reacciones de deshidrogenización.  

El licopeno va a ser el precursor de los carotenoides cíclicos, carotenoides y xantofilas, 

de elevado interés comercial. Los enzimas  β-ciclasas y ε-ciclasas van a ser los 

responsables de la introducción secuencial de los anillos de tipo β o de tipo ε en los 

extremos la molécula de licopeno. Tras la introducción del primer anillo de tipo β, se 

forma γ-caroteno, y cuando se añade un segundo anillo se origina el β-caroteno. El 

producto final de los carotenoides cíclicos, zeaxantina, astaxantina, cantaxantina, es 

típico de cada organismo, y se debe a reacciones posteriores en los anillos de β-ionona 

del β-caroteno (Fig. 4). La cantaxantina se forma tras la conversión de los grupos 

metileno en grupos ceto en las posiciones 4 y 4´ de los anillos de β-ionona, por acción 

del enzima β-C-4-cetolasa (Disch et al., 1998; Bhosale, 2003).  
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Figura 4: Divergencia de la ruta de síntesis de los carotenoides a partir del β-caroteno. 

(Sieiro et al., 2003). 

 

Los genes que codifican enzimas involucrados en la síntesis de los carotenoides se 

designan con las letras crt o car. Suelen presentar una organización típica en “clusters” 

(Botella et al., 1995; Lang et al., 1995; Ponnampalan & Bauer, 1997; Krubasik & 

Sandmann, 2000; Cantera et al., 2002; Sieiro et al., 2003). Son genes relativamente 

poco caracterizados en los microorganismos en contraste con lo conocido sobre sus 

equivalentes pertenecientes al reino vegetal. 

Existen grandes dificultades para caracterizar estos genes. Por un lado, el conocimiento 

que se tiene de los enzimas implicados en los distintos pasos de la ruta de síntesis de 
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carotenoides es escaso y, por otro lado, son genes que han sufrido procesos de 

convergencia adaptativa, por lo que presentan una función similar pero no un ancestro 

común que permita caracterizarlos a nivel de su secuencia. Esto dificulta el diseño de 

oligonucleótidos destinados al aislamiento de los genes de interés. 

De hecho, para el caso de la fitoeno sintasa, uno de los enzimas mejor caracterizados, se 

sabe que el centro activo presenta aminoácidos conservados en posiciones muy 

concretas mientras que los aminoácidos que rodean al centro activo son altamente 

variables entre las distintas especies (Fig. 5). 

 

 

Figura 5: Ejemplo de un alineamiento entre los centros activos de la fitoeno sintasa de 

distintas especies. (PROSITE Database of protein families and domains.  

www.expasy.org/prosite).  

 

La Geranil Geranil pirofosfato sintasa (GGPP sintasa) está bien conservada entre las 

proteobacterias y las bacterias Gram-positivas y permite diferenciar dos grupos 

evolutivos; el de las bacterias Gram-positivo con un alto contenido en G+C y el grupo 

CRTB_AGRAU/128-143      YSyhVAGIVGvmMarV 
CRTB_ENTAG/134-149      YCyhVAGVVGlmMarV 
CRTB_MYCBO/124-139      YCrrGAGTIGklClsI 
CRTB_MYCTU/124-139      YCrrGAGTIGklClsI 
CRTB_PANAN/134-149      YCyhVAGVVGlmMaqI 
CRTB_RHOCA/126-141      YSarVAAAVGamMcvL 
CRTB_RHOSH/133-148      YSarVAAAVGamMcvL 
CRTB_STRGR/142-157      YMhgSAAVIGlqMlpV 
CRTB_SYNP7/138-153      YCyrVAGTVGlmSqpV 
CRTB_SYNY3/167-182      YCyrVAGTVGlmSsaV 
CRTB_THET2/126-141      YCyqVAGTVGrmMapI 
CRTY_SPIPL/138-153      YCyrVAGTVGlmSlaV 
FDFT_ARATH/168-183      YChyVAGLVGlgLskL 
FDFT_ASHGO/178-193      YChyVAGLVGdgLthL 
FDFT_CANAL/178-193      YChyVAGLVGegLtnL 
FDFT_CANGA/178-193      YChyVAGLVGdgLteL 
FDFT_HUMAN/171-186      YChyVAGLVGigLsrL 
FDFT_MOUSE/171-186      YChyVAGLVGigLsrL 
FDFT_NEUCR/181-196      YChyVAGLVGegLtrL 
 
En mayúscula las posiciones conservadas.  
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de las proteobacterias, cianobacterias y flavobacterias.  Aún así, dentro de los grupos 

mencionados, se pueden reconocer subgrupos. Así, en el de las Gram positivas, se 

diferencian las bacterias fotosintétcas, como Rhodospirillum ruburum, de las no-

fotosintéticas dentro de las proteobacterias (Phadwal, 2005).  El gen CtrE está mucho 

más conservado dentro de las bacterias fotosintéticas de las no-fotosintéticas (Phadwal, 

2005). 

El enzima GGPP sintasa está codificado por el gen crtE que presenta un dominio 

conservado denominado dominio poliprenil sintasa, rico en ácido aspártico y que está 

implicado en la unión del substrato (Shivannad et al., 1992). 

Un transposón o elemento transposonable es un fragmento de DNA con capacidad para 

moverse e insertarse dentro de cualquier secuencia de DNA  debido a la existencia en 

sus extremos de secuencias IR que van a ser reconocidas por el enzima transposonasa.  

Las secuencias IR presentan una longitud aproximada entre 15-25 pb. y en los 

transposones naturales, la secuencia contenida entre los extremos IR es aquella que 

codifica para el enzima transposonasa, que cataliza la inserción (Fig 6). Sin embargo, el 

gen de la transposonasa puede ser sustituido por un ger marcador lo cual ha dado lugar a 

una poderosa herramienta para desarrollar técnicas de biología molecular. Estos 

transposones comerciales que han sustituido el gen de la transposonosa por genes de 

resistencia a antibióticos se han empleado profusamente para obtener mutantes con 

determinado fenotipo alterado (Prescott et al., 1999; Primrose et al., 2001). 
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Figura 6: Esquema general de un transposón (Catálogo de Epicentre).  

 

Para que el proceso de transposición sea eficaz, es necesario que se forme el complejo 

transposoma (Fig. 7), que consiste en la unión del transposón al enzima transposonasa. 

Este enzima es el responsable de la integración del transposón en el DNA receptor 

provocando la disrupción del gen en el que se quiere insertar (Lang et al. , 1995; 

Braunstein et al. , 2000; Gao et al., 2003).  El transposón, podría ser empleado, por 

tanto, como una herramienta eficaz para detectar los genes implicados en la síntesis de 

los carotenoides de Gordonia. 

 

 

Figura 7: Estructura tridimensional de un transposoma Tn5. 

 Realizada por Rayment & Reznikoff (University of Wiscosin-Madison).  
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2.- OBJETIVOS 

 

I. Desarrollo de un método de transformación aplicable a G. jacobaea.  

II. Transposición de G. jacobaea e interrupción del cluster de la ceto-

carotenogénesis. 

III. Análisis de posibles secuencias del cluster de la ceto-carotenogénesis de G. 

jacobaea.  

IV. Estudio de la cinética de producción de cantaxantina en G. jacobaea. 

V. Mejora de la producción y rendimiento en la extracción de cantaxantina en G. 

jacobaea.  

VI. Estudio de la aplicabilidad de G. jacobaea como microorganismo biorremediador. 
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS 

1.- Cepas, vectores y medios de cultivo empleados. 

1.1. Cepas empleadas. 

Gordonia jacobaea MV-1 fue aislada en nuestro laboratorio durante un muestreo 

rutinario de microorganismos productores de pigmentos (de Miguel et al., 2000). A 

partir de ella, se obtuvo el mutante hiperpigmentado G. jacobaea MV-26 (de Miguel et 

al., 2001). 

E. coli S17-1 (hds pro recA Tc::Mu) (Simon et al., 1983) fue cedida por la Universidad 

de Toronto (Canadá).  

Brevibacterium lactofermentum ATCC 21798 fue cedida por la Universidad de León. 

Gordonia bronquialis ATCC 25592, cepa silvestre perteneciente  a la Colección 

América de Cultivos Tipo. 

Myxococcus xanthus 422 es una cepa silvestre perteneciente a la Colección Española de 

Cultivos Tipo, cedida por la Universidad de Granada.  

1.2. Vectores empleados 

Para la transformación de G. jacobaea se  utilizaron los vectores lanzadera:  pRE-7, que 

contiene los orígenes de replicación de E. coli y Rhodococcus equi (Zheng et al., 1997), 

pDBMCS-2b (Broker et al., 2004), que presenta los orígenes de replicación de E. coli y 

Gordonia westfalica (Fig. 8) y pUC18 (Invitrogen), que presenta únicamente el origen 

de replicación para E. coli. 
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Figura 8: Plásmidos pRE7 y pDBMCS-2b. 

Para los experimentos de conjugación bacteriana se empleó el plásmido pK18-mob 

(Schäfer et al., 1994a) que presenta como marcador de selección el gen de resistencia a 

kanamicina (Fig. 9) 

 

Figura 9: Plásmido pK18-mob. 
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Para la transposición de G. jacobaea se utilizó el transposoma EZ::TN ™ <KAN-2> 

Transposome (Epicentre). Este complejo está formado por el transposón EZ::TN 

™<KAN-2> Transposon de 1221 pb  y que porta un gen de resistencia a la kanamicina 

(Fig. 10) y el enzima transposonasa. 

 

Figura 10: Transposón EZ::TN ™<KAN-2> 

 

Para la transformación de G. bronquialis, se utilizó el plásmido pRE-7. 

Para la transformación de B. lactofermentum se utilizó el plásmido pEMel-1 (Adham et 

al., 2003) (Fig. 11). 

Figura 11: Plásmido pEMel-1. 
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1.3. Medios de Cultivo. 

G. jacobaea MV-1 y  G. jacobaea MV-26 fueron cultivadas, rutinariamente, en medio 

AR (Kurusu et al., 1990) a 30 ºC durante 4 días y 200 rpm.  

Cuando se evaluó la influencia de la fuente de carbono sobre la eficacia en la obtención 

de células competentes, la glucosa del medio fue sustituida por sacarosa (2 %). Cuando 

se evaluó, asimismo, la influencia de la temperatura de crecimiento, G. jacobaea fue 

mantenida a 22, 30 y 37 ºC. 

El medio AR fue suplementado, asimismo, con glicocola (Sigma-Aldrich), isoniazida 

(Sigma-Aldrich) o penicilina G (Fluka) para optimizar el proceso de obtención de 

células competentes de G. jacobaea.   

Cuando se transformó G. jacobaea con los plásmidos pRE-7, pDBMCS-2b y con el 

transposón EZ::TN ™ <KAN-2> (Epicentre), el medio AR se suplementó con 

kanamicina (50 μg/ml) (Sigma-Aldrich). Cuando se transformó G. jacobaea con el 

plásmido pUC18, el medio AR se suplementó con ampicilina (100 µg/ml) (Sigma-

Aldrich). 

Cuando se llevó a cabo la electroporación de G. jacobaea, las células sometidas a 

electroporación fueron resuspendidas en  medio SOC (Gibco-BRL). 

Cuando se analizó la producción de pigmento de las cepas de G. jacobaea sometidas a 

transposición, se utilizó el medio YPD (2 % peptona, 1 % extracto de levadura, 2 % 

glucosa). En este caso, los cultivos se mantuvieron durante 7 días a 30ºC y 200 rpm. 

Cuando se analizó la conjugación bacteriana, G. jacobaea fue crecida en medio TSB, 

que se suplementó con kanamiciana y ácido nalidíxico cuando fue necesario. 

E. coli S17-1 fue cultivada, toda la noche, en medio LB (1 % triptona; 0,5 % de extracto 

de levaduras y 1 % de NaCl) a 37 ºC y 200 rpm. Este medio fue suplementado con 

kanamicina (50 μg/ml) cuando fue necesario. 
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G. bronchialis y B. lactofermentum fueron cultivadas en medio AR suplementado con 

glicocola (1.6 %) e isoniazida (100 μg/ml).  

Cuando se analizó la capacidad de G. jacobaea para reducir nitrato, se empleó el medio 

del nitrato descrito por Kim et al., (2003) dispensado en tubos en slant. 

Cuando se analizó la capacidad de G. jacobaea para asimilar cis-1,4-poliisopreno como 

fuente de C, se empleó el medio MMS (medio de sales minerales) que contenía 2.44 g/l  

Na2HPO4, 1.52 g/l KH2PO4, 0.50 g/l (NH)2SO4, 0.20 g/l MgSO4* 7 H2O, 0.05 g/l, 

CaCl2* 2 H2O, 10 ml de una solución 1 de elementos traza (0.50 g/l EDTA, 0.20 g/l 

FeSO4 * 7 H2O y 100 ml de solución 2 de elementos traza ( 0.10 g/l ZnSO4* 7 H2O, 

0.03 g/l MnCl2* 4 H2O, 0.30 g/l H3BO3 , 0.20 g/l CoCl2 * 6 H2O, 0.01 g/l CuCl2* 2 

H2O, 0.02 g/l  NiCl2 * 6 H2O, 0.03 g/l Na2MoO4* 2 H2O). Como fuente de cis-1,4-

poliisopreno se utilizó látex.  

Para cuantificar de la producción de cantaxantina por G. jacobaea se utilizaron los 

medios comerciales: 

- Tryptone Soy Meal Broth (TSB) (3 g/l soja peptona, 2,5 g/l glucosa, 17 g/l peptona de 

caseína, 5 g/l fosfato-hidrógeno dipotásico, 5 g/l NaCl). 

- Brain Heart Infusion Broth  (BHIB) (12.5 g/l caldo de cerebro de cabra triturado,  5 g/l 

caldo de corazón de ternera triturado, 10 g/l proteasa peptona, 2 g/l glucosa, 5 g/l NaCl 

2.5 g/l fosfato di-sódico). 

-YPD (2 % peptona, 1 % extracto de levadura, 2 % glucosa). 

Los medios de bajo coste empleados para el escalado semi-industrial de G. jacobaea 

fueron elaborados combinando: 

- distintas concentraciones de soja (0.5  2 %) 

- distintas concentraciones de soja (0.5 %  5 %) y glucosa  (1 %  10 %) 
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- distintas concentraciones de melaza (0.5 %  5 %). 

Los medios de cultivo se suplementaron, en general y cuando fue necesario, con agar al 

2 % para elaborar placas con medio sólido.  

M. xanthus 422 se cultivó en medio CTT (1 % peptona pancreática de caseína, 10 mM 

tampón Tris-HCl pH 7.6, 1mM tampón fosfato potásico pH 7.6, 8 mM MgSO4*7 H2O) 

a 33ºC y 200 rpm. Cuando fue necesario el medio CTT se suplementó con agar al 1.5 

%.  

Todos los medios se autoclavaron a 121 ºC durante 15 min a 1.1 atm de presión antes de 

ser utilizados. 

 

2.- Métodos de estudio de los pigmentos de G. jacobaea y su 

producción. 

2.1. Producción de pigmentos a lo largo de la curva de crecimiento. 

2.1.1. Diseño de la curva de crecimiento de G. jacobaea. 

Mediante espectrofotometría. 

La curva se estableció midiendo la variación en la densidad óptica a una longitud de 

onda  λ600 nm empleando un espectrofotómetro DU-40 Spectrophotometer (Beckman). 

Se tomaron muestras de los distintos medios de cultivo cada 8 h hasta que G. jacobaea 

alcanzó la fase estacionaria. A partir de este momento, las muestras se tomaron cada 24 

h. 

No fue posible medir mediante espectrofotometría aquellas muestras procedentes de los 

medios de cultivo elaborados con soja y melaza debido a la interferencia de los 

componentes del medio de cultivo en las medidas. 
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Mediante recuento de Unidades Formadoras de Colonias (U.F.C). 

Se elaboraron placas de medio de cultivo suplementando los medios de soja, 

soja/glucosa y melaza con agar al 2 %.   

Las placas de cultivo se inocularon con 100 μl de las muestras extraídas a partir de los 

medios de bajo coste y se mantuvieron durante 24 h a 30 ºC. Al cabo de este tiempo, se 

procedió al contaje de las colonias.  

El número de U.F.C. se obtuvo con la fórmula:  

U.F.C/ml = nº UFC contadas * factor de dilución * 10 

 

2.2. Métodos de extracción de pigmentos de G. jacobaea.  

2.2.1. Extracción con hexano. 

Para la valoración por HPLC de los pigmentos de G. jacobaea, se procedió a la 

extracción de los mismos por el método del hexano.  

Para ello, los cultivos se centrifugaron y a las células de G. jacobaea se les añadieron 3 

ml de tampón 0.1 M fosfato pH 7 y 10 ml de hexano-petróleo (Merck). Se agitaron 

vigorosamente las muestras, se centrifugaron (10 min a 5000 rpm) y se recuperó la fase 

orgánica. Ésta se filtró a través de membranas de teflón (Øporo= 22 μm) (Gelman 

Sciences Inc.). Esta extracción se realizó repetidas veces para obtener la mayor cantidad 

y calidad de pigmentos de los clones. 

2.2.2. Extracción con etanol. 

Para analizar la capacidad de extracción de los carotenoides de G. jacobaea con 

solventes orgánicos permitidos para la industria alimentaria, los cultivos de G. jacobaea 

se mantuvieron hasta que alcanzaron el pico máximo de producción. A continuación, se 

centrifugaron y se desechó el sobrenadante. El precipitado de células se resuspendió en 
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1 volumen de etanol puro (Merck). Este preparado se agitó vigorosamente. Se recuperó 

la fase orgánica y se procedió a sucesivos ciclos de extracción hasta que la pérdida de 

pigmentación del precipitado celular era evidente.  

2.2.3. Extracción con acetona. 

El precipitado célular obtenido tras centrifugar una muestra de cultivo, se resuspendió 

en un volumen de acetona.  Se agitó vigorosamente y se recuperó la fase orgánica. La 

fase orgánica se filtró a través de membranas de teflón de 0,22 μm øporo.  

 

2.3. Influencia del medio de cultivo sobre la producción de pigmentos.  

2.3.1. Cultivo en medios comerciales. 

G. jacobaea MV-26 se cultivó en 500 ml YPD, BHIB, TSB.  

100 ml de medio fueron inoculados con 5 ml de un cultivo de G. jacobaea MV-26 en 

fase estacionaria. Estos cultivos se mantuvieron a 30ºC y 150 rpm de agitación 

continua. 

Se tomaron muestras del medio de cultivo, para la valoración de la curva de crecimiento 

de G. jacobaea mediante espectrofotometría y la curva de producción de pigmento 

mediante HPLC durante 7 días o 10 días dependiendo del medio de cultivo empleado.   

2.3.2. Cultivo en medios de bajo coste. 

Para la elaboración de los medios de bajo coste se procedió a añadir soja, melaza y 

mezclar soja y glucosa en las proporciones indicadas en el apartado 3.1.3 en 500 ml de 

agua doblemente desionizada.  

Estos medios se inocularon con 5 ml de un cultivo de G. jacobaea MV-26 en fase 

estacionaria. 
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Los medios se mantuvieron durante 7 días a 30 ºC tomándose muestras para ver la 

evolución de la producción de pigmento mediante HPLC y la curva de crecimiento de 

G. jacobaea MV-26 mediante recuento de UFCs. 

También se elaboraron controles para cuantificar el aporte de carotenoides por parte de 

los componentes del medio de cultivo. Para ello, se mantuvieron los medios sin 

inocular.  

2.3.3. Análisis estadístico.  

El estudio estadístico de la influencia del medio de cultivo sobre la producción de 

carotenoides de G. jacobaea fue llevado a cabo con el programa SPSS 12.0. Se realizó 

una t-Student con un intervalo de confianza del 95%.  

 

2.4. Escalado para la producción de pigmentos. 

2.4.1. Escalado en matraces con agitación orbital. 

Se estudió la producción de pigmentos de  G. jacobaea cultivada en los medios 

comerciales YPD, BHIB y TSB y en  los medios de bajo coste soja 0.5 % /glucosa 0 % 

y soja 2 %/glucosa 1.5  % en mayores volúmenes. 

Para ello, se inoculó un 1 l de medio de cultivo con 10 ml de cultivo de G. jacobaea en 

fase estacionaria. Los cultivos se mantuvieron durante 7 días a 30 ºC, excepto en el caso 

del YPD que se mantuvo durante 10 días. 

Se tomaron muestras cada 8 h hasta que el cultivo alcanzó la fase estacionaria. A partir 

de este momento, las muestras se tomaron cada 24 h.  

A las muestras extraídas se las sometió a análisis de producción de carotenoides para 

ver si se repetían los patrones observados en menores volúmenes mediante HPLC.  
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2.4.2. Escalado en un fermentador. 

Se llevó a cabo la optimización de la producción de carotenoides en una planta piloto de 

fementación. Para ello, se utilizó el fermentador Biostat C (B. Braun Biotech 

International) de 30 L de capacidad.  

Cultivo en un fermentador Biostat C.  

Para ello, se prepararon 20 l de medio de cultivo YPD que se inocularon 3 l de un 

cultivo de G. jacobaea MV-26 en fase estacionaria. Este cultivo se mantuvo durante 10 

días a 30ºC, 200 rpm y con una aireación de 15 l/min.  

Cada 8 h se extrajeron muestras para estudiar la curva de crecimiento de G. jacobaea y 

la producción de carotenoides según los protocolos descritos en el apartado 3.8.  

Transcurrido este periodo, el cultivo recuperado desde el fermentador se centrifugó 

empleando una centrifuga de flujo continúo CEPA-Laboratory Centrifuge LE (Carl 

Padberg Zentrifugenbau GmbH) a temperatura ambiente y a 30000 rpm. 

El precipitado celular se resuspendió en 1 vol de etanol y se procedió a la extracción del 

pigmento mediante el método del etanol.  

 

2.5. Cultivo mixto de M. xanthus y G. jacobaea.  

2.5.1. En matraces con agitación órbital. 

G. jacobaea se cultivó en un volumen de 1l YPD hasta alcanzar el pico máximo de 

producción de cantaxantina. Uno de estos cultivos de G. jacobaea MV-26 se inactivó 

cuando alcanzó el pico de máxima producción manteniendo el cultivo a 65 ºC durante 

15 min. El otro cultivo se mantuvo activo. 

M. xanthus 422 se cultivó hasta alcanzar la fase estacionaria en 1 l de medio CTT a 33 

ºC con agitación continúa. 
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Entonces se realizaron las siguientes mezclas;  

1)  Cultivo de G. jacobaea MV-26 : cultivo de M. xanthus 422 1:1 vol:vol 

2) Cultivo de G. jacobaea MV-26 inactivada : cultivo de M. xanthus 422 1:1 

vol:vol 

Los cultivos 1 y 2  se mantuvieron durante 72 h a 33 ºC. Cada 8 h se tomaron muestras. 

Paralelamente, se realizaron controles con cultivos independientes de G. jacobaea y M. 

xanthus. 

A continuación, se procedió a valorar la cantidad de pigmento obtenido mediante los 

cultivos 1 y 2. Para ello se extrajeron los carotenoides mediante el método del hexano-

petróleo y se realizó la valoración mediante HPLC. 

Los pigmentos también fueron extraídos con etanol y se sometieron a análisis mediante 

TLC.  

Para calcular la extractabilidad del pigmento de G. jacobaea en presencia de M. 

xanthus, se procedió a realizar una extracción del pigmento del cultivo con acetona y se 

valoraron los pigmentos extraídos mediante espectrofotometría. También se aplicó el 

mismo procedimiento a un cultivo de G. jacobaea sin M. xanthus.  

2.5.2. En un fermentador.  

Se prepararon 10 l de medio YPD. Se inocularon con 1 l de un cultivo de G. jacobaea 

MV-26 en fase estacionaria. Este cultivo se mantuvo a 30ºC, 200 rpm y 15 L/min de 

aireación hasta el pico máximo de producción de cantaxantina.  

En ese momento se introdujeron en el fermentador Biostat C 10 l de un cultivo en fase 

estacionaria de M. xanthus. Las condiciones del cultivo mixto fueron de 33 ºC durante 

24 h. En ese momento, se detuvo la fermentación (Fig. 12). 



Materiales y Métodos 50

El cultivo recuperado desde el fermentador se centrifugó empleando una centrifuga de 

flujo continúo CEPA-Laboratory Centrifuge LE (Carl Padberg Zentrifugenbau GmbH) 

a temperatura ambiente y a 30000 rpm.  

Se procedió a la extracción del pigmento con etanol. 

 

 

 

Figura 12: Cultivo mixto de G. jacobaea MV-26 y M. xanthus 422 en el fermentador 

Biostat C.  

 

2.6. Técnicas de concentración del pigmento extraído.  

2.6.1. Empleando un  Rotavapor. 

El pigmento extraído con etanol se colocó en un matraz aforado (AFORA) y se 

concentró empleando un rotavapor Bibby REL200 (Bibby Starlin LTD.). Para 
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comprobar la influencia de la temperatura en este proceso, se probó a 35, 50, 72 y 80 

ºC. Así se llevó a cabo una reducción de 10 veces el volumen de etanol añadido 

inicialmente. Las muestras se concentraron protegidas de la luz.  

Los pigmentos concentrados se sometieron a TLC junto con patrones de β-caroteno y 

cantaxantina. 

2.6.2.  Empleando un liofilizador. 

El pigmento extraído con etanol a partir de los cultivos de G. jacobaea MV-26, se 

dispensó en matraces aforados y se sometió durante 24 h a -70 ºC. Transcurrido este 

tiempo, los matraces se colocaron en un liofilizador Telstar Cryodos -50 ºC (Telstar). 

Las muestras se mantuvieron a -50ºC y en vacío para la evaporación del etanol. Se llevó 

a cabo una reducción de 10 veces el volumen de etanol añadido inicialmente.  Las 

muestras se concentraron protegidas de la luz.  

A continuación, los pigmentos concentrados se sometieron a TLC para ver si el proceso 

había afectado a su integridad. 

Concentración de los cultivos procedentes del fermentador. 

El cultivo procedente del fermentador, tanto del cultivo de G. jacobaea MV-26 como el 

cultivo mixto G. jacobaea MV-26 y M. xanthus 422, tras la centrifugación y extracción 

del pigmento en etanol, se sometieron, por separado, a concentración empleando un 

liofilizador Telstar Cryodos -50 ºC (Telstar) hasta la completa reducción del etanol (Fig. 

13) 

Una parte del polvo recuperado se resuspendió en 100 μl de etanol y se sometió a TLC 

para ver si la duración del proceso había afectado a la integridad de los carotenoides.  
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La cantaxantina extraída fue cuantificada y se calculó el rendimiento industrial del 

proceso de acuerdo a las cantidades de aditivos colorantes permitidas en la elaboración 

de piensos animales (L284 D.O.C.E, 6.11.1999).  

 

Figura 13: Concentración el liofilizador del pigmento extraído de G. jacobaea MV-26 

y M. xanthus 422 empleando un liofilizador. 

 

2.7. Valoración de la producción de carotenoides de G. jacobaea. 

2.7.1. Mediante espectrofotometría.  

Se tomaron 1.5 ml de las  muestras extraídas con acetona. Se  midió la D.O. a λ= 480 

nm en un espectrofotometro  DU-40 Spectrophotometer (Beckman). 

2.7.2. Mediante HPLC. 

La valoración de los carotenoides mediante HPLC se realizó empleando una columna 

Teknokroma de silicagel de 5 µm de tamaño de poro, de 25 cm de longitud y 45 mm de 

diámetro. La fase móvil utilizada fue hexano-fracción de petróleo/acetato de etilo 1/1 
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(vol/vol) (Romil). El flujo fue de 1 ml/min y la presión de 0.4 kpsi. Los volúmenes de 

muestra inyectados fueron de 20 µl, siendo la temperatura de análisis 25 ºC. El eluyente 

fue monitorizado a λ= 480 nm. 

Los tiempos de retención del β-caroteno y la cantaxantina se determinaron preparando 

soluciones puras.   

Para determinar la concentración de los pigmentos extraídos se elaboraron rectas 

patrones con concentraciones conocidas de β-caroteno y cantaxantina. La recta patrón 

de β-caroteno se elaboró con 50, 100, 250 y 500 µg/ml mientras que la de cantaxantina 

se elaboró con 100, 250, 500 y 1000 µg/ml. 

2.7.3. Mediante TLC. 

Las muestras extraídas mediante el metodo del etanol se sometieron a cromatografía de 

capa fina (TLC) en papel (Chromatograpy paper 3 MM CHR, Whatman Internacional 

LTD.).  

La fase móvil consistió en una mezcla 80:20 hexano:acetato de etilo (Merck). Los 

factores de retención del β-caroteno y la cantaxantina se establecieron disolviendo 

compuestos puros en etanol y sometiéndolos a TLC en iguales condiciones que las 

muestras extraídas de G. jacobea. 

El patrón de bandeado típico de G. jacobaea se determinó sometiendo a TLC una 

muestra de cultivo sin concentrar y procedente de medio YPD. 
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3.- Técnicas de manipulación genética de G. jacobaea.  

3.1. Técnicas de transformación. 

3.1.1. Conjugación. 

En primer lugar, se transformó la cepa donadora E. coli s17-1 con el plásmido pK18-

mob mediante shock térmico. A continuación se cultivó en medio LB suplementado con 

kanamicina (50 μg/ml) hasta una D.O. (λ= 600 nm) entre 1 y 1.5. 

Paralelamente, se cultivaron las cepas MV-1 y MV-26 de  G. jacobaea hasta que 

alcanzaron la fase exponencial de crecimiento. 

Para llevar a cabo la conjugación bacteriana se emplearon distintas combinaciones 

celulares (Tabla 2). Una vez hechas las mezclas celulares, las células se centrifugaron a 

300 rpm durante 2 min, se resuspendieron en 0,5 ml de TSB y se aplicaron sobre un 

filtro de celulosa (Øporo= 0.45  μm) (Millipore) que se depositó sobre el agar de una 

placa de medio TSA.  

Las placas se mantuvieron a 30 ºC durante 18, 20, 24 ó 36 h. Finalmente, se recogieron 

las células, se resuspendieron en 1 ml de TSB, se centrifugaron y se resuspendieron en 

200 µl de TSB. Los 200 µl  se inocularon en placas de TSA suplementadas con 

antibióticos. Estas placas se mantuvieron a 30ºC durante 3 días. 

 

Tabla 2: Combinaciones de las células de E. coli  y G. jacobaea para llevar a cabo la 

conjugación bacteriana.  

Relación celular (E. coli : G. jacobaea) Número de células 

2:1 

1:1 

1:2 

8 * 108 : 4 * 108 

4 * 108 : 4 * 108 

4 * 108 : 8 * 108 
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3.1.2. Obtención de células electrocompetentes de G. jacobaea. 

Para la obtención de células electrocompetentes de G. jacobaea, las cepas MV-1 y MV-

26 se cultivaron en medio AR variándose la fuente de carbono. Además, este medio 

también fue suplementado con penicilina G en concentraciones que variaron desde 1 

hasta 10 U/ml (Fluka) o con glicocola (Sigma-Aldrich) en concentraciones que variaron 

desde 1 % hasta 2%. El medio de cultivo también fue suplementado con isoniazida 

(C8H7N3O) (Sigma-Aldrich) en concentraciones que variaron desde  50 µg/ml hasta 100 

µg/ml. 

Las células fueron cultivadas a 22, 30 y 37 ºC durante 2 ó 3 días.  

A continuación, fueron sometidas a un tratamiento con ultrasonidos durante 20 min. 

Tras este tratamiento, las células siguieron dos posibles tratamientos: o bien se 

incubaron durante 1 hora en hielo para luego centrifugarse y lavarse tres veces con 

glicerol frío al 10 % (Merck), o bien, directamente se centrifugaron y se lavaron con 

glicerol frío al 10 %. 

Tras los lavados, se resuspendieron en 3 ml de glicerol al 10 %. Estos 3 ml se 

repartieron en alícuotas de 100 μl en viales eppendorf para su inmediata congelación en 

nitrógeno líquido. Los viales se mantuvieron almacenados a -70 ºC.  

3.1.3. Electroporación. 

Los experimentos de transformación se realizaron tanto con la cepa silvestre  (MV-1), 

como con la hiperpigmentada  (MV-26). 

Se incubaron 100 ng de plásmido en glicerol al 10 % durante 5 min y se echó la mezcla 

en un vial descongelado de células electrocompetentes obtenidas tal como se describe el 

apartado anterior. Esta suspensión se mantuvo en hielo durante 30 min.  
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La electroporación fue llevada a cabo empleando un electroporador Gene Pulser (Bio-

Rad) y cubetas de 0.1 cm (Bio-Rad). El voltaje aplicado varió entre 1.8 y 2.5 kV y la 

resistencia varió desde 200 Ω hasta 600 Ω. La capacitancia del sistema se mantuvo 

constante con un valor de 25 µF. 

Las células ya sometidas a electroshock fueron resuspendidas en 1 ml de medio SOC 

(Gibco-BRL) e incubadas durante 1 h a 30 ºC y 200 rpm. Finalmente, se sembraron en 

placas de medio AR suplementado con el antibiótico apropiado y se mantuvieron a 30 

ºC durante 2 ó 3 días.  

Los controles negativos fueron sometidos a idéntico protocolo sin la adición del 

plásmido, en estos casos sólo se añadieron glicerol al 10 % o agua estéril ultrapura. 

 

3.1.4: Transformación de E. coli mediante choque térmico.  

Una alícuota de células quimiocompetentes de E. coli fue incubada durante 30 min en 

hielo en presencia de 15 μl de DNA plasmídico procedente de G. jacobaea. A 

continuación la mezcla se introdujo durante 45 segundos a 42ºC para finalmente 

incubarse durante 2 min en hielo. A continuación, las células se resuspendieron en 1 ml 

de medio SOC y se incubaron durante una hora a 37 ºC a 210 rpm. Transcurrido ese 

tiempo, las células se cultivaron en placas de medio LB suplementado con kanamicina 

(50 μg/ml) cuando en la mezcla de transformación estaba presente el plásmido pRE-7 o 

el vector pDBMCS-2b.  

Las células se mantuvieron en estufa a 37 ºC. 
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3.1.5. Transformación de otras Corynebacterias distintas de G. jacobaea.  

G. bronchialis y B. lactofermentum fueron cultivadas en medio AR suplementado con 

glicina (1.6 %) e isoniazida (100 µg/ml) hasta que alcanzaron la fase exponencial de 

crecimiento. Después de un ciclo de ultrasonidos de 15 min de duración, las células se 

mantuvieron durante una hora en hielo. A continuación se sometieron a tres lavados con 

glicerol al 10 %.  Finalmente las células fueron resuspendidas en 3 ml de glicerol al 10 

%  y se distribuyeron en alícuotas de 100 µl. Se congelaron empleando nitrógeno 

líquido y se mantuvieron a  -70ºC hasta su utilización. 

G. bronquialis fue transformada por electroporación con el vector pRE-7 empleando 2.5 

kV y 200 Ω y B. lactofermentum fue transformada por electroporación con el vector 

pEMel-1 empleando 2.5 kV y 200 Ω.  

El protocolo de recuperación de las células después de la transformación fue igual al 

aplicado para G. jacobaea.  

Finalmente, las células se cultivaron en medio AR suplementado con kanamicina (50 

µg/ml). 

 

3.2. Técnicas de transposición. 

3.2.1. Transposición de G. jacobaea. 

Para la transposición, se incubaron 20 ng de EZ::TN ™ <KAN-2> Transposoma 

(Epicentre) con 9 μl de glicerol al 10 % en hielo durante 15 min. A continuación, esta 

mezcla, se añadió a las células electrocompetentes de G. jacobaea y se mantuvo en 

hielo durante 30 min. Finalmente, se depositó en cubetas de electroporación  0.1 cm 

(Bio-Rad) y se empleó un aparato Gene-Pulser (Bio-Rad). Las condiciones de 
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electroporación fueron 2.5 kV, 200 Ω  y 25 µF. Las constantes de tiempo (τ) obtenidas 

estuvieron en torno a 3.0. 

Una vez electroporadas, las células se resuspendieron en 1 ml de medio SOC y se 

mantuvieron durante 2 h en agitación a 30ºC. Finalmente, se sembraron en placas de 

medio AR con kanamicina y se mantuvieron en la estufa a 30ºC durante 3 días. 

Paralelamente se realizaron controles negativos. 

 

3.2.2. Análisis de los clones mutantes obtenidos  

Aquellos clones mutantes obtenidos mediante transposición de G. jacobaea que 

mostraron variación en la coloración, se inocularon en 100 ml de medio YPD. 

Una vez los cultivos alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento bacteriano y el 

periodo de máxima acumulación de pigmento, se realizó la extracción de pigmento de 

los distintos clones por el método del hexano-petróleo para su posterior valoración por 

HPLC.  

La variación en la producción de pigmentos de los distintos clones se realizó por 

comparación de los espectrogramas obtenidos con los obtenidos a partir del análisis de 

la cepa G. jacobea MV-26. 

 

3.3 Técnicas de extracción de  DNA.  

3.3.1 Extracción de DNA genómico de G. jacobaea. 

Para la extracción del DNA genómico de G. jacobaea, se tomaron 15 ml de cultivo en 

fase estacionaria. Se centrifugaron (15 min, 15000 rpm) y se desechó el sobrenadante. 

El precipitado se resuspendió en 5 ml de tampón (25 mM TrisHCl pH 8, 25 mM EDTA, 

300 mM sacarosa, 2 mg/ml lisozima y perlas de vidrio de 0,22 μm ø. A continuación, se 
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incubaron las células 45 min a 30ºC en agitación continúa. A esta solución, se le 

añadieron 2 ml de SDS al 5 %. Se agitó vigorosamente y se incubó durante 10 min a 

60ºC. A continuación, se incubaron de nuevo durante 5 min a temperatura ambiente y se 

añadieron 2 ml de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1 vol:vol:vol). Se 

agitaron vigorosamente y se centrifugaron durante 20 min. Se recogió la fase superior y 

se le añadió un décimo del volumen de acetato sódico y 1 volumen de isopropanol puro. 

Se centrifugó y el DNA se resuspendió en agua doblemente ionizada. 

 

3.3.2. Extracción de DNA plasmídico. 

A partir de G. jacobaea transformada con pRE-7 o pDBMCS-2b. 

Se probaron los siguientes métodos; 

a. QIApreps Spin Miniprep  

Se siguieron las instrucciones del kit QIApreps Spin Miniprep (Qiagen). 

 

b. Método de Birnboim y Doly  

Según fue descrito por Birnboim y Doly, 1979. 

 

c. Método de  Hoffman y  Winston  

Según fue descrito por Hoffman y Winston, 1987. 

 

d. Método de la lisis alcalina  

Según fue descrito por Sambrook et al., 1989. 
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e. Método de Takai et al. (1995) modificado.  

 Las células fueron sometidas a un tratamiento de ultrasonidos (un ciclo de 10 min), 

centrifugadas y resuspendidas en una solución de lisozima (0.05 M Tris-HCl, pH 8, 0.01 

M EDTA, pH 8, 0.5 M  NaCl, sacarosa al 20 %, y 10 mg/ml lisozima) e incubadas 

durante 3 h a 37ºC y 210 rpm. A continuación, se les añadieron 400 µl de 0.2 N NaOH 

y 10 g/l SDS y se mantuvieron en hielo durante 5 min. Después de añadir sodio acetato 

5 M frío (pH 4.8), las muestras se volvieron a incubar en hielo durante 30 min. Se 

centrifugaron y el sobrenadante se mezcló con un volumen de fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico (25:24:1 vol:vol:vol) y se centrifugaron a 4ºC. Se tomó la fase superior y se 

añadió un volumen de isopropanol. Después de 10 min a -20 ºC y una centrifugación a 

2600 g durante 30 min, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en agua 

ultrapura. Estas muestras se utilizaron para realizar una transformación de E. coli 

mediante choque térmico.   

 

f. Método de Kieser (1984) modificado.  

Después de un ciclo de ultrasonidos de 15 min y una centrifugación, el pellet obtenido 

fue resuspendido en 450 μl de solución L1 (25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 25 mM EDTA, 

300 mM sacarosa, 2 mg/ml lisozima y perlas de vidrio de 0.22 µm). Las células se 

mantuvieron en esta solución lítica durante 45 min a 30 ºC, agitándolas vigorosamente 

cada 10 min. A continuación, se añadieron 300 μl de una solución que contenía 0.3 M 

NaOH y 2 % SDS, incubando las muestras durante 20 min a 80 ºC. Después de 10 min a 

temperatura ambiente, se mezclaron con 300 µl fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 

(25:24:1 vol:vol:vol)  (Sigma-Aldrich) y 70 µl de 4 M acetato sódico  (Merck). Se 

centrifugaron a 2600 g durante 5 min, y la fase superior se mezcló con un volumen de 
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isopropanol. Tras una centrifugación, el DNA obtenido fue resuspendido en agua 

ultrapura y empleado para transformar E. coli empleando choque térmico.  

 

 

 

A partir de E. coli transformada con pRE-7 o pDBMCS-2b.  

Cuando se realizó la extracción de DNA plasmídico a partir E. coli, se utilizó el método 

de la lisis alcalina (Sambrook et al., 1989). 

Los plásmidos recuperados fueron sometidos a digestión con los enzimas presentes en 

el sitio de clonaje múltiple (Veiga-Crespo, 2005, Veiga-Crespo et al., 2005 b). 

 

 

 

3.4. Técnicas de PCR. 

 

3.4.1. PCR. 

Se diseñaron oligonucleótidos basados en la secuencia de la región del centro activo de 

la fitoeno sintasa de Corynebacterium glutamicum (número de acceso del GenBank 

DataBase NC_003450). Paralelamente también se diseñaron oligonucleotidos basados 

en la secuencia del centro activo del mismo enzima según la secuencia de 

Mycobacterium tuberculosis (número de acceso del GenBank DataBase NC_002755) 

(Tabla 3). 
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Tabla 3: Parejas de oligonucleótidos diseñados para la fitoeno sintasa. 
 

Microorganismo Primer Directo (5´-3´) Primer Reverso(5´-3´) 

Corynebacterium 

glutamicum 

TTGGGAGCGGCATTCCAGA- GGGGAAATAAAATCGGCCCA 

Mycobacterium 

tuberculosis 

CTGGGAAAGGCGTTCCAGC GGGCAGGTACACCCGGC 

 

La mezcla de PCR consistió en 1x buffer de PCR (Takara Shuto Co.), 2 mM Cloruro de 

Magnesio (Takara Shuto Co.), 0.5 μM de primer directo, 0.5 μM de primer reverso, 100 

ng de DNA de G. jacobaea, 0.2 mM de la mezcla de dNTPs (Takara Shuto Co.), 1 U de 

Taq-polimerasa (Takara Shuto Co.) y agua estéril doblemente desionizada hasta un 

volumen final de 50 μl.  

La reacción de PCR consistió en el esquema de ciclos detallado en la Tabla 4. 

 

Tabla 4: Esquema de ciclos de la PCR. 
Número de ciclos Condiciones térmicas 

1 94 ºC  (5 min) 

30 94ºC  (1 min), 60ºC (30 s), 72 ºC (1 min) 

1 72 ºC (10 min) 

 

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis (70 V, 400 mA, 90 min) en geles 

de agarosa al 1 % y 1 mg/ml de bromuro de etidio. Los geles de agarosa se visualizaron 

en un transiluminador (Fotodyne UV-21).  
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3.4.2. TAIL-PCR. 

Se siguió el protocolo de super-ciclos propuesto por Liu & Whitteir (1995) (Tabla 5). 

 

Tabla 5: Esquema de super-ciclos. 

 Número de ciclos Condiciones térmicas  

Reacción 

Primaria 

1 

5 

1 

 

10 

12 super-ciclos 

 

 

1 

92ºC (2 min), 95ºC (1 min) 

94ºC (15 s), 63ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

94ºC (15 s), 30ºC (3min), rampa hasta 72 ºC 

durante 3 min, 72ºC (2min) 

94ºC (5 s), 44ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

 94ºC (5 s), 63ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

94ºC (5 s), 63ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

94ºC (5 s), 44ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

72ºC (5 min) 

Reacción  

Secundaria 

10 

 

 

1 

94ºC (5 s), 63ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

94ºC (5 s), 63ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

94ºC (5 s), 44ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

72ºC (5 min) 

Reacción  

Terciaria 

20 94ºC (5 s), 44ºC (1 min), 72ºC (2 min) 

72ºC (5 min) 

 

 

Los oligonucleótidos degenerados utilizados fueron diseñados sobre la secuencia del 

motivo 1 del centro activo del enzima Geranil Geranil pirofosfato sintasa (GGPP 

sintasa) (Fig. 14). 
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Figura 14: Motivo 1 del enzima GGPP sintasa de los organismos próximos a G. 

jacobaea.  

 

El motivo 1de la GGPP sintasa fue extraído de la base de datos PROSITE Database of 

protein families and domains (www.expasy.org/prosite). 

Los oligonucleótidos específicos fueron diseñados sobre la secuencia del transposón 

EZ::TN ™ <KAN-2> (Epicentre) (Tabla 6).  

El alineamiento de las secuencias de la geranil-geranil pirosintetasa fue realizado con el 

programa MEGA3 (Kumar et al., 2004). 

Los oligonucleóticos degenerados y los oligonucleótidos específicos fueron diseñados 

empleando el paquete informático Primer Premier v5.0 (PREMIER Biosoft 

Internacional) (Tabla 6). 

 

Tabla 6: Oligonucleótidos utilizados en las reacciones de la TAIL-PCR. 

Oligonucleótidos específicos Oligonucleótidos degenerados 

 Secuencia  Secuencia 

FP-1 5´-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3´ AD-1 5´-GTNGARGCNYTNCAYGC – 3´   

FP-2 5´- TTGGTTGTAACACTGGCAGAGCA-3´ AD-2 5´- YGAYYTNCCNGCNATGG -3´ 

FP-3 5´- ATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAG-3´ AD-3 5´- GCRTGNARNGCYTCNAC-3´ 

RP-1 5´-GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG-3´ AD-4 5´- GCNGGNARRTCRTCRTG-3´ 

RP-2 5´- CGCGAGCCCATTTATACCCATAT-3´   

RP-3 5´- ACACTGCCAGCGCATCAACAATA-3´   

LIlDDmpcmDdaklRRG 

En mayúscula los aminoácidos conservados.  
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Los oligonucleótidos de la serie FP se combinaron con AD-3 y AD-4 mientras que los 

de la serie RP se combinaron con AD-1 y AD-2 tal como se describe en la Tabla 7. 

 

Tabla 7: Combinaciones empleadas en los distintos ciclos. 

Reacción Primaria Reacción Secundaria Reacción Terciaria 

FP-3 y AD-3 FP-2 y AD-3 FP-1 y AD-3 

FP-3 y AD-4 FP-2 y AD-4 FP-1 y AD-4 

RP-3 y AD-1 RP-2 y AD-1 RP-1 y AD-1 

RP-3 y AD-2 RP-2 y AD-2 RP-1 y AD-2 

 

Las mezclas de reacción empleadas fueron las descritas en la Tabla 8. 

Tabla 8: Mezclas de reacción. 

Producto Reacción 

Primaria 

Reacción 

Secundaria 

Reacción 

Terciaria 

Tampón PCR (Takara Shuto Co.) 1 x 1 x 1 x 

Cloruro de Magnesio (Takara Shuto Co.) 2.5 mM 2.5 mM 2.5 mM 

Oligonucleótido específico 0.2 μM 0.2 μM 0.2 μM 

Oligonucleótido degenerado 2 μM 2 μM 2 μM 

Takara Taq polimerasa (Takara Shuto Co.) 2 U 2 U 2 U 

Mezcla de dNTPs (Takara Shuto Co.) 2 mM 2 mM 2 mM 

DNA  100 ng DNA 

G. jacobaea 

MV-26 T45 

Dilución 

1:40 de la 

Reacción 

Primaria 

Dilución 

1:20 de la 

Reacción 

Secundaria 

Agua doblemente desionizada Hasta  20 μl Hasta 20 μl Hasta 50 μl 
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Los productos de PCR se sometieron a electroforesis (70 V, 400 mA, 90 min) en geles 

de agarosa al 1 % y 1 mg/ml de bromuro de etidio. Los geles de agarosa se visualizaron 

en un transiluminador (Fotodyne UV-21).  

Los productos específicos fueron purificados conel kit PCR Preps (Promega).  

Las secuencias amplificadas se secuenciaron en Sistemas Genómicos S. L.  

3.5: Análisis de las secuencias.  

Las secuencias de DNA obtenidas a partir de la reacción de la Tail-PCR se analizaron 

con distintos paquetes informáticos: 

-El análisis de la secuencia recibida y la transducción de la secuencia nucleótidica a la 

secuencia aminoacídica se realizó con el programa informático VectorNTI v 9.0 

(Informax).  

-Se empleó la herramienta BLAST del NCBI para comparar la secuencia obtenida con 

las bases de datos existentes (Altschul et al., 1997).  

-Una vez obtenida la secuencia aminoacídica, se utilizaron las herramientas 

InterProScan, del European Bioinformatics Institute, y PROSITE (www.expasy.org) 

para analizar los motivos conservados presentes en la misma.  

-El paquete BioEdit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999) se utilizó para comparar la secuencia 

obtenida con las secuencias de la GGPP pirosintetasa de otros organismos. Este mismo 

programa se empleo para llevar a cabo el estudio filogenético de la secuencia.  

-el programa DeepView/Swiss-PdbViewer v. 3.7 (www.expasy.org/spdbv) fue 

empleado durante el modelado tridimensional de la secuencia de aminoácidos obtenida.  
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4.- Métodos de estudios de biodegradación.    

4.1. Reducción de nitratos. 

G. jacobaea se cultivo en medio AR hasta alcanzar la fase estacionaria. A continuación, 

se inoculó el medio del nitrato. Los tubos se mantuvieron durante 7 días a 37ºC.  

Pasado este tiempo, se dispensó sobre el cultivo el reactivo del nitrato (1 vol/vol 50 % 

HCl, 2 vol/vol 0.2 % sulfamida, 2 vol/vol 0.1 % n-1-

naphthylethyenediamedihydrocholoride). Se produjo una reacción coloreada que 

permitió diferenciar las reacciones positivas de las reacciones negativas. Como control 

positivo, se empleó E. coli.  

4.2. Utilización de cis-1,4-poliisopreno. 

Al medio de cultivo MMS, se le añadieron fragmentos estériles de guantes de látex, 

lavados y autoclavados de 0.25 g.  

A partir de un cultivo de G. jacobaea en fase estacionaria, se realizó la inoculación del 

medio MMS + látex. Estos cultivos se mantuvieron durante 7 días a 37 ºC. 

Como control negativo, se empleó medio MMS sin látex.  

 

5.- Actividad lítica de M. xanthus 422 sobre G. jacobaea.  

5.1. Medida de la actividad lítica de M. xanthus sobre G. jacobaea.  

A un cultivo de G. jacobaea en fase estacionaria se le añadió 1 volumen de un cultivo 

de M. xanthus en fase estacionaria. Se mantuvo el cultivo mixto a 33 ºC durante 24 h.  

Se midió la D. O. (λ= 600 nm) del cultivo de G. jacobaea antes de la adición del cultivo 

de M. xanthus 422. Transcurrido el período de incubación, se hizo una nueva medición 
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de la D. O. y se estimó la reducción de la turbidez en el medio de cultivo (Fang et al., 

2002).  

La reducción de la turbidez se calculó mediante la fórmula:  

% decrecimiento = [(Abs0 –Abs t)/Abs0] * 100 

donde Abs0 es la D.O. inicial.  

 Abst es la D.O. a tiempo t 

 t = 24 h. 

La cantidad de enzima necesario que causa el 50 % de reducción en la absorbancia en 1 

hora se define como 20 U líticas / ml. 

5.2. Estudio de la actividad bacteriolítica de M. xanthus sobre G. jacobaea.   

Se cultivó M. xanthus hasta alcanzar la fase estacionaria.  

Una parte del cultivo se centrifugó a 4ºC, 15000 rpm durante 15 min. El sobrenadante 

del medio de cultivo se filtro a través de filtros de celulosa de 0.45 μm øporo. A 

continuación, se filtró a través de filtros de 0.22 μm øporo. Todo el proceso de filtración 

se llevó a cabo a 4ºC para evitar la pérdida de actividad bacteriolítica. 

Se sembraron placas de CTT con G. jacobaea MV-26 sobre las que se habían realizado 

pocillos. En algunos pocillos, se depositaron 150  μl de sobrenadante filtrado procedente 

del cultivo de M. xanthus. En el resto de los orificios, se depositaron 150 μl del cultivo 

de M. xanthus sin filtrar.  

Las placas se mantuvieron a 33 ºC para ver donde aparecían halos de inhibición del 

crecimiento de G. jacobaea.  
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5.3. Estudio de la actividad del antibiótico TA producido por M. xanthus sobre G. 

jacobaea.  

La extracción del antibiotico TA se llevó a cabo según el método descrito por Varon et 

al. (1992). Se tomaron 5 ml de un cultivo de M. xanthus en fase estacionaria y se le 

añadieron 18.7 ml de metanol:cloroformo (2:1 vol:vol). La mezcla se agitó y se incubó 

durante 1 h y media a temperatura ambiente. A continuación, se centrifugó durante 5 

min a 10000 rpm. Se recuperó el sobrenadante y se añadieron 6.25 ml de cloroformo y 

6.25 ml de agua. Tras una nueva centrifugación se recuperó la fase que contenía el 

cloroformo. Esta fase se secó al vacío y en frío y el residuo se resuspendió en 100 μl de 

etanol. Este volumen de etanol se dispenso sobre filtros de papel.  

Se sembraron placas de medio CTT con G. jacobaea y se dispensaron en la placa los 

filtros impregnados con la suspensión del antibiótico TA. Las placas se  mantuvieron a 

33ºC para comprobar la aparición de posibles halos de inhibición del crecimiento de G. 

jacobaea.  
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4.- RESULTADOS 

4.1. Viabilidad de G. jacobaea. 

G. jacobaea fue capaz de crecer en los distintos medios empleados excepto en aquellos  

que contenían melaza.  Así mismo, fue capaz de crecer en presencia de las máximas 

concentraciones empleadas de penicilina G, glicocola, isoniazida y ácido nalidíxico. 

Además, pudo crecer indistintamente en medios de cultivo donde la fuente de carbono 

fue sacarosa, glucosa o el cis-1,4-poliisopreno. Asimismo, fue capaz de soportar ciclos 

largos de ultrasonidos e intensidades de corriente altas (2.5 kV, 200 Ω).  G. jacobaea, 

por último,  mostró sensibilidad en medios con ampicilina y kanamicina.  

 

4.2. Transformación de G. jacobaea mediante conjugación. 

La conjugación de G. jacobaea con E. coli s17-1 empleando el protocolo de 

conjugación descrito fue ineficaz. Aún aumentando los periodos de incubación de la 

mezcla de conjugación o variando la proporción de células no hubo indicios de 

crecimiento de G. jacobaea en placas de TSA con ácido nalidíxico y kanamicina. 

 

4.3. Obtención de células electrocompetentes de G. jacobaea.  

La penicilina G, la glicocola o la isoaniazida a diferentes concentraciones, no fueron 

capaces de actuar sobre la pared de G. jacobaea cuando se emplearon por separado 

(Tabla 9). Estas sustancias, cuando se combinaron con ciclos de ultrasonidos, tampoco 

fueron eficaces (Tabla 10).  
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Cuando se combinaron glicocola e isoanizada en el medio de cultivo tampoco fue 

posible obtener células electrocompetentes. Los mismos resultados se obtuvieron 

cuando se combinó la penicilina G con la isoniazida.  

Finalmente, fue posible obtener células electrocompetentes de G. jacobaea cuando se 

añadieron al medio de cultivo glicocola al 1,6 % y 100 μg/ml de isoniazida y 

sometiendo, previamente, a las células, a lavados con glicerol al 10 % y ciclos de 

ultrasonidos de 15 min. 

Sin embargo, cuando se complementó el tratamiento con penicilina G e isoniazida con 

ciclos de ultrasonidos, no se obtuvieron células de G. jacobaea susceptibles de ser 

transformadas mediante electroporación (Tabla 11). 

El grado de competencia de G. jacobaea fue diferente según la fase de crecimiento en la 

que se encontraba el cultivo celular. Así, los mejores resultados se obtuvieron cuando se 

trabajó con cultivos que se encontraban en la fase exponencial de crecimiento 

bacteriano  (D.O.λ=600 nm entre 0.5 y 0.6). Además, se vio que aquellas células que se 

cultivaron a 30 ºC presentaron un mayor grado de electrocompetencia que las cultivadas 

a 37 ºC. 

La fuente de carbono empleada en el medio de cultivo, sacarosa o glucosa, no influyó 

sobre el grado  de electrocompetencia de G. jacobaea.  

Cuando se incubaron las células de G. jacobaea en hielo durante 1 h, después del 

tratamiento con ultrasonidos, se aumentó la  eficacia del proceso de obtención de células 

electrocompetentes (Tabla 12).   
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Tabla 9: Efecto de las distintas sustancias sobre el grado de competencia de G. jacobaea.  

 

Tabla 10: Efecto de las distintas sustancias combinadas con ultrasonidos sobre el grado de competencia de G. jacobaea.  
 

Tratamiento: Penicilina G (U/ml) + 

 Ultrasonidos (15 min) 

Glicocola (%) + 

 Ultrasonidos (15 min) 

Isoniazida  (µg/ml) 

+ Ultrasonidos (15 min) 

Concentración 0 1 2 5 10 0 1 1,6 2 0 50 100 

Transformación  - - - - - - - - - - - - 

 

Tabla 11: Efecto de las combinaciones de los posibles tratamientos sobre el grado de competencia de G. jacobaea . (Veiga-Crespo et al., 
2005b) 

+ = positiva / - = negativa 

 

Tratamiento: Penicilina G (U/ml) Glicocola (%) Isoniazida ( µg/ml) 

Concentración 0 1 2 5 10 0 1 1,6 2 0 50 100 

Transformación - - - - - - - - - - - - 

Tratamiento Penicilina G (10 U/ml) + Isoniazida (100 µg/ml) Glicocola  (1.6%) + Isoniazida (100 µg/ml) 

Ultrasonidos  (15 min) + - + - 

Transformación - - + - 
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Tabla 12: Efectos de las condiciones de cultivo sobre el grado de electrocompetencia 

de los cultivos de G. jacobaea.  

 

 

 

 

 

 
+ = efecto sobre el grado de competencia / - = sin efecto  

Las condiciones óptimas de cultivo de G. jacobaea para obtener células susceptibles de 

transformación fueron de 30 ºC hasta la fase exponencial del crecimiento bacteriano e 

incubación en hielo durante una hora antes de los tratamientos con ultrasonidos.  

4.4. Electroporación de G. jacobaea. 

Se estudió el efecto de la resistencia y el voltaje, mientras que la capacitancia se 

mantuvo constante (Tabla 13).  

Cuando se trabajó con el plásmido pRE-7, la mayor eficacia de transformación se 

obtuvo cuando se aplicó el mayor voltaje y la menor resistencia: 2.5 kV y 200 Ω. Al 

transformar las células con pDBMCS-2b, sin embargo, una resistencia de 600 Ω 

proporcionó mayor número de transformantes, manteniéndose el voltaje a 2.5 kV. 

No fue posible obtener transformantes de G. jacobaea cuando se trabajó con el 

plásmido pUC18 (Tabla 13).  

 

 Efecto 

Fase de crecimiento de 

cultivo bacteriano 

+ 

Temperatura de 

crecimiento del cultivo 

+ 

Fuente de carbono del 

medio de cultivo 

- 

Incubación en hielo + 
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Tabla 13: Efecto de las condiciones de electroporación sobre la eficacia de 

transformación de G. jacobea.  

 Voltaje (kV) Resistencia (Ω) Transformación* 

2.5 200 60-75 pRE-7 

2.5 600 40 

2.5 200 20-30 pDBMCS-2b 

2.5 600 50-60 

pUC18 2.5 200-600 0 

(* número de UFC obtenidas por cada 100 ng de DNA plasmídico añadidos). 

4.5. Recuperación del DNA plasmídico a partir de células de G. 

jacobaea transformadas. 

El kit comercial QIApreps Spin Miniprep (Qiagen), el método de Birnboim y Doly 

(1979) ó el método de Sambrook et al. (1989) no  permitieron recuperar el DNA 

plasmídico a partir de las células de G. jacobaea transformadas con pRE-7 o pDBMCS-

2b.  

Los otros métodos descritos sí permitieron la extracción del DNA plasmídico. Aún así, 

el método de Takai et al. (1995), modificado tal como se describe en Materiales y 

Métodos, y el método de Kieser (1984) no permitieron visualizar bandas típicas de 

DNA plasmídico al someter a electroforesis las muestras extraídas directamente de G. 

jacobaea.  Sin embargo, al aplicar el método de Hoffman y Winston (1987), sí se 

visualizó la configuración típica de un plásmido sin digerir al correr las muestras de 

plásmido extraídas a partir de células de G. jacobaea. Así todo y pese a que estos 

métodos permitieron recuperar el DNA plasmídico, no demostraron ser métodos muy 

eficaces ya que arrastraban DNA genómico (Fig. 15).  
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Figura 15: Aislamiento de plásmidos a partir de células transformadas de G. jacobaea. 

A: extracciones plasmídicas del vector pRE-7 (calles 1 y 2) y del vector pDBMCS-2b 

(calle 3) realizadas mediante el método de Takai et al.  (1995) modificado. Calle 4: 

Marcador de peso molecular. B: Extracciones plasmídicas del vector  pRE-7 (calle 1)  y 

del vector pDBMCS-2b (calle 2) obtenidos mediante el método de Hoffman y Winston 

(1987). 

 

Para aislar el DNA plasmídico de los restos de DNA genómico se llevó a cabo una 

transformación de E. coli con las muestras extraídas a partir de G. jacobaea. Al extraer 

los plásmidos pRE-7 y pDBMCs-2b  a partir de E. coli por el método de la lisis alcalina 

(Sambrook et al., 1989), sí fue posible recuperar los plásmidos esta vez limpios de 

restos de DNA genómico. 

Se analizó el estado de conservación de los plásmidos pRE-7 y pDBMCs-2b 

recuperados a partir de las células de G. jacobaea y E. coli. Se estudió el tamaño y la 

integridad del sitio de clonaje múltiple.  

1 2 3 4 

10  Kb

3 Kb

250 pb

1 Kb

RNA 

DNA 

A:

DNA genómico 

(> 10 kb) 

1 2
B: 

 DNA  

plasmídico 
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Al digerir cada uno de los plásmidos con enzimas de punto de corte único, en todos los 

casos estudiados, se obtuvo una única banda del tamaño adecuado (Fig. 16). Se 

mantenía, pues, la integridad del vector.  

     

 Figura 16: Análisis de los plásmidos obtenidos a partir de células de G. jacobaea, 

previo paso por E. coli. pRE-7 extraído a partir de E. coli y digerido con XbaI (calle 1) y 

EcoRV (calle 3). Calle 2: Marcador de peso molecular de 1 Kb. 

 

 

 

4.6 Transposición de G. jacobaea. 

Fue posible transformar las células de G. jacobaea con el transposón EZ::TN ™<KAN-

2>. Los controles negativos realizados mostraron que G. jacobaea no desarrolló 

resistencia a kanamicina por lo que todas las colonias obtenidas eran colonias 

transformadas.  

 

pRE-7 

 (5´9 Kb) 

3 2  1 
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Se realizaron distintos ensayos de transposción. Los clones obtenidos presentaban 

variaciones en su capacidad de formar agregados, en su pigmentación y en la velocidad 

de crecimiento (Fig. 17). 

 

 

 

Figura 17: Clones mutantes obtenidos a partir de la transposición de G. jacobaea MV-

26. 
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4.7. Análisis por HPLC de los clones obtenidos mediante transposición 

de G. jacobaea. 

Los clones que presentaban variación de color con respecto a la cepa MV-26 se 

utilizaron para hacer un análisis cualitativo de producción de pigmentos carotenoides.  

Los tiempos de retención para el β-caroteno y la cantaxantina fueron establecidos en 2.3 

y 2.577 min, respectivamente.  

Tras 7 días de cultivo de los clones mutantes, y por ser este el momento en el que G. 

jacobaea MV-26 alcanza el pico de máxima producción de cantaxantina en medio YPD, 

como se verá en la sección 4.12, se realizó la extracción de los pigmentos por el método 

del hexano-fracción de petróleo (Fig. 18)  

A simple vista, se observaron notables variaciones entre los diferentes clones en cuanto 

a  la coloración de los pigmentos diluidos en hexano (Fig. 18).  

 

 

Figura 18: Pigmentos extraídos en hexano-fracción de petróleo a partir de los clones 

mutantes de G. jacobaea MV-26 obtenidos por transposición. 
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Un análisis  cualitativo por HPLC reveló variación en el patrón de carotenoides entre el 

mutante hiperproductor MV-26 y algunos de los clones obtenidos tras la inserción del 

transposón (Fig. 19). 

 

 

 

 

 

Figura 19: A: Patrón de producción de carotenoides de G. jacobaea MV-26. B: Patrón 

de producción del clon mutado por transposición  MV-26-T45. 
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4.8. Aplicabilidad del método de transformación a otras 

Corynebacterias. 

Fue posible obtener transformantes de G. bronchialis y B. lactofermentum mediante 

electroporación (2.5 kV, 200 Ω and 25 μF) aplicando el protocolo de obtención de 

células electrocompetentes desarrollado para G. jacobaea (Tabla 14) (Veiga-Crespo et 

al., 2005b).  

 

Tabla 14:  Eficacia de la transformación en otras Corynebacterias empleando el método 

de obtención de células electrocompetentes diseñado para G. jacobaea. (Veiga-Crespo 

et al., 2005b). 

 
(* número de UFC obtenidas por cada 100 ng de DNA plasmídico añadido). 

 

4.9. PCR 

No fue posible amplificar el centro activo del enzima fitoeno sintasa de G. jacobaea  

utilizando los oligonucléotidos diseñados a partir de las secuencias existentes en las 

bases de datos del gen de la fitoeno sintasa de M. tuberculosis o de C. glutamicum. 

 

Microorganismo + Plásmido 

empleado 

Voltaje 

(kV) 

Resistencia 

(Ω) 

Transformación*

G. bronchialis + pRE-7 2.5 200 40-50 

B. lactofermentum + pEMel-1 2.5 200 20-30 
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4.10. TAIL-PCR. 

El método de extracción de DNA genómico diseñado para G. jacobaea permitió 

recuperar el DNA genómico a partir de las células del clon mutado por transposición 

MV-26-T45 (Fig. 20). Debido a los productos empleados durante la extracción, además 

del DNA se arrastraron pigmentos, lo cual dificultó posteriores procesos de 

cuantificación de DNA, necesarios para llevar a cabo las reacciones de PCR.  

 

 

Figura 20: DNA genómico extraído a partir de las células del clon de G. jacobea 

mutado por transposición MV-26-T45. 
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Mediante el esquema de ciclos y super-ciclos y las combinaciones de oligonucleótidos 

mencionados en Materiales y Métodos fue posible amplificar fragmentos de DNA 

especificos a partir del DNA genómico extraído a partir del clon de G. jacobaea MV26-

T45 mutado por transposición.  

La combinación de los oligonucleótidos FP diseñados a  partir del transposón y el 

oligonucleótido degenerado AD-4 diseñado a partir del motivo 1 de la GGPP sintasa fue 

la que permitió obtener un único fragmento de DNA en la tercera reacción de PCR.  Las 

otras combinaciones de oligonucleótidos descritas en Materiales y Métodos sólo 

mostraron hibridaciones inespecíficas que desaparecieron a medida que avanzaba el 

proceso (Fig. 21). 
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Figura 21: Ampliaciones obtenidas mediante la técnica de TAIL-PCR; a: Reacción 

Primaria; b: Reacción Secundaria; c: Reacción Terciaria. En las calles 1 y 2 se observa 

el producto específico amplificado entre 1500 y 2000 pb. 

 

El fragmento obtenido presentaba un tamaño entre 1500 y 2000 pb. 



Resultados 85

4.11. Secuenciación y análisis del fragmento de DNA obtenido 

mediante TAIL-PCR. 

Tras la secuenciación del fragmento obtenido, se observó que el amplicón contenía la 

secuencia del transposón EZ::TN ™ <KAN-2> empleado y 282 nucleótidos que 

codificaban una proteína (Fig. 22). 

 

 

 

Figura 22: Secuencia de nucleótidos del fragmento de DNA de G. jacobaea obtenido 

mediante TAIL-PCR.  

 

Se realizó  una comparativa de esta secuencia contra las bases de DNA existentes y se 

obtuvó que dicha secuencia presentaba homología con secuencias del gen CrtE de 

Streptomyces y Corynebacterium.  

A continuación, se obtuvo la secuencia aminoacídica de 94 aminoácidos (Fig. 23). 

 

 

1     ATGGCCCGCA GCCTACTGGC GGAGCGCGTG GCATGTCAAT 
CACCAGCGAC GCCTCGTTCT TCCACGACAT CGCGATTTCA 
AGATGAGATC ACGCTAGCTG 

101 ACTGGAGGGC GGCAAGCGCC TTTCGCTATC TCAACAGTGC 
AGCAGGATGC GTTCCTGTGG TGCGGGGAGA CGGCGGCGGC 
CCTGCGGGTC GGGGTGGCAA 

201 GTTAGCTTCC TCGGTTTGCG CGCTCATCCA TGACGATGTG 
ATGGACCGCT CGCGGCTTCG CCGGGGGAAG CCTGCCATGC 
AC 
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Figura 23: Secuencia aminoacídica obtenida a partir del fragmento de DNA de G. 

jacobaea obtenido mediante TAIL-PCR. 

 

Con la secuencia proteica se llevó a cabo un nuevo análisis de homología empleando las 

bases de proteínas. Se observó que dicha secuencia presentaba una homología con 

GGPP sintasas de Streptomyces griseous, Corynebacterium glutamicum, 

Mycobacterium avium, …. 

 

A continuación, se llevó a cabo un análisis de los motivos conservados presentes en la 

proteína obtenida (Fig. 24). 

 

 1 MARSLLAERV ACQSPATPRS STTSRFQDEI TLADWRAASA 
FRYLNSAAGC 

51 VPVVRGDGGG PAGRGGKLAS SVCALIHDDV MDRSRLRRGK 
PAMH
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Figura 24: Análisis de los motivos conservados de la secuencia de la GGPP sintasa 

obtenida a partir de DNA de G. jacobaea mediante TAIL-PCR.  

 

Este análisis permitió comprobar que la secuencia obtenida presentaba el motivo 

conservado 1 de la GGPP sintasa.  

 

A continuación, se llevó a cabo un alineamiento de la secuencia proteica obtenida con 

las secuencias de las proteínas codificadas por los genes crtE existentes en las bases de 

datos empleando el método de análisis ClustalW (Fig. 25).  
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                                    10        20        30        40        50        60        70        80        90       100               
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GGPP Paracoccus            ------------------------------------------MQARLAEIRPLVEAELNAAIDALP-AGDLSDAMRY-AVQGGKRLRAFLVMESARLHGL  
GGPP Kitasatospora         ------------------------------------------------------------------------------------MIRAALTVLAAEACGG  
GGPP Brady                 ------------------------------------------MDVMARIEKSLVAAVALAGRPGCP--PRLSAAMQAAVFPKGARVRPRLCHAVAAACGD  
GGPP Corynebacterium       -------------LRHNWPCDTRMDNGMTITTEHSTHPDLDFNDEIYRELNRICASLSQQCSTYPP-EFRTCLDAAFQALRGGKLIRPRMLLGLYDALVD  
GGPP Erwinia               ---------------------------MTVCAKKHVHLTRDAAEQLLADIDRRLDQLLPVEGERDV----VGAAMREGALAPGKRIRPMLLLLTARDLGC  
GGPP Flavobacterium        ---------------------------MTP---KQQFPLRDLVEIRLAQISGQFGVVSAPLG----------AAMSDAALSPGKRFRAVLMLMVAESSG-  
GGPP S. griseus            MGRRQPTKHSFSDSPRPAHDVRGGRHHTPSSEDARVVDSDVVGSVLRTARAVLADRIDEAVRSDASFCEELARRVADFTLEGGKRMRPRLLWWGMRSCG-  
GGPP Pantoea               ---------------------------MVSGSKAGVSPHR-EIEVMRQSIDDHLAGLLPETDSQDI----VSLAMREGVMAPGKRIRPLLMLLAARDLRY  
GGPP Paracoccus            ---------------------------MRR---DVNPIHATLLQTRIEEIAQGFGAVLQPLG----------AAM--AALSSGKRFRGMLMLLAAEASG-  
GGPPRhodococcus            ------------------------------------------MSLDKRIESALVKALSPEALGESP--PLLAAALPYGVFPGGARIRPTILVSVALACGD  
GGPP Streptomyces          -----------------------------------------VG---RLLDRFLAERVARAAALDPVFAHDIAERVARFTLDGGKRTRSQFVWWAHRACGG  
GGPGeobacillus             -------------------------------------VAQLSVEQFLNEQKQAVETALSRYIERLEGPAKLKKAMAYSLEAGGKRIRPLLLLSTVRALGK  
 Gordonia jacobaea         -----------------------------------------MARSLLAERVACQSPATPRSSTTSR----FQDEITLADWRAASAFRYLNSAAGCVPVVR  
 
 
                                   110       120       130       140       150       160       170       180       190       200          
                           ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GGPP Paracoccus            ---D-DDASLP-VAAAVEALHAYSLVHDDLPAMDDDDLRRGQPT-----------VHVKWTEATAILAG------DALQTLAFQLL--ADPRVGDDAARM  
GGPP Kitasatospora         -----DVQRAVCGAVAVELVHNFSLLHDDV--MDGDLERRGRPTVW----ATLGVPAAILAGDVLLARG------CAILEGDSEHRTWATELLTETIATL  
GGPP Brady                 ---DEPAATDA-AGSAIELLHCASLVHDDLPCFDNAKLRRGRPS-----------VHAAFGEPLAVLAG------DALIVLAFQTL--AKS-RCSPLRLA  
GGPP Corynebacterium       DDIEVKLNTVLQVAAALELLHFSLLVHDDV--IDGDLYRRGKLN--FIGQILIHRTPESFAQTQRDPEHLDWAQSNGLLMGNLFLAATHQIFARLDLPHP  
GGPP Erwinia               ---AVSHDGLLDLACAVEMVHAASLILDDMPCMDDAKLRRGRPT-----------IHSHYGEHVAILAA------VALLSKAFGVIADADG--LTPLAKN  
GGPP Flavobacterium        ----GVCDAMVDAACAVEMVHAASLIFDDMPCMDDARTRRGQPA-----------THVAHGEGRAVLAG------IALITEAMRILGEARG--ATPDQRA  
GGPP S. griseus            ---AAETAAALRLGVALELIQSCALIHDDV--MDRSRLRRGKP-------AMHIGLAERAGLSPDSERGSDFGASAAVLAGD-LALVWADDTVAETVLSA  
GGPP Pantoea               ---QGSMPTLLDLACAVELTHTASLMLDDMPCMDNAELRRGQPT-----------THKKFGESVAILAS------VGLLSKAFGLIAATGD--LPGERRA  
GGPP Paracoccus            ----GVCDTIVDAACAVEMVHAASLIFDDLPCMDDAGLRRGQPA-----------THVAHGESRAVLGG------IALITEAMALLAGARG--ASGTVRA  
GGPPRhodococcus            ---DCPAVTDA-AAVALELMHCASLVHDDLPAFDNADIRRGKPS-----------LHKAYNEPLAVLAG------DSLLIRGFEVL--ADVGAVNPDRAL  
GGPP Streptomyces          P--AAGAEAALRVGAALELIQTCALVHDDV--MDGSRLRRGRP-------ALHTDVSAQYADAVLPAPGTRFGEAAAILAGD-LALAWADDVVADTDLAP  
GGPGeobacillus             ---D-PAVGLP-VACAIEMIHTYSLIHDDLPSMDNDDLRRGKPT-----------NHKVFGEAMAILAG------DGLLTYAFQLITEIDDERIPPSVRL  
 Gordonia jacobaea         ----GDGGGPAGRGGKLAS-SVCALIHDDV--MDRSRLRRGKPA-----------MH-------------------------------------------  

 

Figura 25: Alineamiento de las secuencias de las proteínas codificadas por el gen crtE encontradas en las bases existentes y la secuencia 

obtenida a partir del DNA de G. jacobaea por TAIL-PCR.  Recuadrado aparece el motivo 1 de la GGPP pirosintasa.  
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A continuación, se llevó a cabo un estudio filogenético de las proteínas codificadas por 

el gen crtE y la secuencia amplificada a partir del DNA de G. jacobaea obtenido por 

TAIL-PCR mediante el método del Neighbor-Joining/UPGMA para secuencias 

aminoacídicas (Fig. 26) empleando el paquete informático BioEdit.  

 

  +---------------GGPP Geobacillus 
  !  
  !              +------------GGPP Brady 
  !  +-----------4  
  !  !           +-------------GGPP Rhodococcus  
  !  !   
  !  !                     +--------------------GGPP Kitasatoa poragriseola 
  !  !                +----5  
  !  !                !    !         +-----------GGPP S. griseus 
  9-10             +--6    +---------1  
  !  !             !  !              +----------GGPP Streptomyces 
  !  !  +----------7  !  
  !  !  !          !  +---------------------------------- Gordonia jacobaea 
  !  !  !          !  
  !  !  !          +-------------------------------------GGPP Corynebacterium 
  !  +-11   
  !     !            +--------GGPP Erwinia 
  !     !   +--------3  
  !     !   !        +------------GGPP Pantoea 
  !     +---8  
  !         !            +-------GGPP Flavobacterium 
  !         +------------2  
  !                      +-------GGPP Paracoccus  
  !  
  +----------------GGPP Paracoccus 

Figura 26: Árbol filogenético de la GGPP sintasa obtenido mediante el método 

Neighbor-Joining/UPGMA.  

 

La secuencia aminoacídica  obtenida fue modelada tridimensionalmente tomando como 

modelo de referencia la GGPP sintasa de S. griseus (Fig. 27 a y b).  Se observó 

homología en la estructura tridimensional de ambas secuencias (Fig. 27c).   
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Figura 27: Modelado tridimensional de la secuencia de la GGPP sintasa obtenida a 

partir de G. jacobaea. a: Estructura tridimensional de la GGPP sintasa de G. jacobaea. 

b: Estructura tridimensional del Motivo 1 de la GGPP sintasa de la secuencia de G. 

jacobaea. c: Superposición de las estructuras tridimensionales de la GGPP sintasa de S. 

griseus y G. jacobaea.  

 

4.12. Influencia del medio de cultivo sobre la producción de 

carotenoides. 

Se vio que existían diferencias en la producción de carotenoides en función del medio 

de cultivo que se emplease para el cultivo de G. jacobaea MV-26 (Tabla 15). En los 

medios cuya base era la melaza, G. jacobaea fue incapaz de crecer (Fig. 28). 
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Figura 28: Cultivos de G. jacobaea en medios basados en  soja y glucosa.  

 
Tabla 15: Producción de cantaxantina en los diferentes medios analizados (Veiga-
Crespo et al., 2005a) 
 

Medio de cultivo Concentración de cantaxantina (μg/ml) 

YPD 2140 

BHIB 2489 

TSB 1790 

10 % glucosa / 0 % soja 1800 

0 % glucosa  / 0.5 % soja 2340 

5 % glucosa  / 1 % soja 1000 

2 % glucosa  / 1.5 % soja 2650 

1.5 % glucosa  /  2 % soja 3440 

1 % glucosa  / 5  % soja 13373 

 

Cuando se analizó la producción de carotenoides durante el crecimiento se vio que, en 

general, el pico máximo de producción ocurría en la fase estacionaria de crecimiento si 

bien el momento en que se alcanzaba dicho pico variaba en función del medio de 

cultivo. El estudio de los controles negativos de los medios basados en soja permitió 

comprobar que el aumento de la producción de carotenoides no era debida al aporte 

extra de pigmentos procedentes de vegetal. 
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Se observó, en todos los casos, que la producción de β-caroteno era inversa y 

proporcional a la de cantaxantina (Fig. 29). 

 

 

Figura 29: Evolución de los pigmentos producidos por G. jacobaea MV-26 en medio 

YPD.  

 

Cuando se realizó el escalado de los cultivos a 1 l, se hizó una selección de aquellos  

medios de más bajo coste. Se descartó el medio con glucosa al 1 % y soja al 5 %, 

debido a su difícil manipulación, pese a que era el de mayor producción, y se eligieron 

el medio de soja al 0.5 % y glucosa al 0 % y el medio de al soja 2 % y al glucosa 1.5  % 

debido a que eran los más rentables y permitían una mejor manipulación.  Se observó 

que el pico de máxima producción en los medios analizados se correspondía con lo 

observado en volúmenes menores de cultivo (Fig. 30). 
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Figura 30: Producción de carotenoides de G. jacobaea MV-26 durante el crecimiento 

en diferentes medios de cultivo. En la columna de la izquierda se observa la producción 

de pigmentos: (○), β-caroteno y (●), cantaxantina en los diferentes medios de cultivo: 

A: soja 0.5 %; B: soja 2 %/glucosa 1.5  %; C: YPD;  D: TSB;  E: BHIB.  En la columna 

de la derecha, se observa la curva de crecimiento bacteriano. La línea discontinúa indica 

el pico de máxima producción de cantaxantina (Veiga-Crespo et al., 2005a). (CFUs = 

Unidades formadoras de colonias / D. O. = Densidad óptica). 
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El análisis estadístico confirmó los datos observados acerca de la influencia del medio 

de cultivo sobre la producción de carotenoides de G. jacobaea MV-26 (Tabla 16). 

 

Tabla 16: Análisis estadístico de la influencia del medio de cultivo sobre la  producción 

de carotenoides.  

  

  Valor de prueba = 0 

  t gl Sig. (bilateral) 
Diferencia de 

medias 
95% Intervalo de confianza 

para la diferencia 

          Inferior Superior 
medio de cultivo 20,094 161 ,000 3,370 3,04 3,70
Concentración de 
pigmento 9,810 161 ,000 2022,515618 1615,38180 2429,64943

 
t = estadístico / gl = grados de libertad. 

4.13: Aplicabilidad industrial de G. jacobaea. 

4.13.1. Extracción con etanol. 

Se observó que era posible la extracción del β-caroteno y la cantaxantina directamente a 

partir de un cultivo de G. jacobaea MV-26 tratando las células con etanol.  

Al estudiar dicha extracción mediante TLC se observó que la primera extracción con 

etanol había de ser desechada ya que el patrón de bandeado de la muestra no se 

correspondía con las bandas observadas para los compuestos puros. Sin embargo, a 

partir de la segunda extracción con etanol del precipitado celular, aparecieron las bandas 

correspondientes al β-caroteno y la cantaxantina (Fig. 31). 
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Figura 31: Resultado obtenido mediante la  técnica de TLC realizada con los pigmentos 

extraídos a partir de un cultivo de G. jacobaea MV-26 empleando etanol.  

 

4.13.2. Extractabilidad de los carotenoides de G. jacobaea mediante cultivo mixto 

con M. xanthus. 

Cuando se analizó la cantidad de carotenoides extraídos a partir de  G. jacobaea MV-26 

tras su cultivo en presencia de M. xanthus 422, se observó que se producía un aumento 

en la extractabilidad con respecto al cultivo control de G. jacobaea sin la presencia de 

M. xanthus. Este aumento no se observaba, sin embargo, cuando el cultivo de M. 
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xanthus se añadía sobre un cultivo muerto de G. jacobaea MV-26. Incluso, en tal caso, 

se observó una disminución en la cantidad de cantaxantina extraída con respecto al 

cultivo control (Fig. 32).  La mayor cantidad de cantaxantina se obtuvo tras 24 h de un 

cultivo mixto de G. jacobaea con M. xanthus. 

 

 

Figura 32: Cantidad de cantaxantina de G. jacobaea MV-26 extraído cuando se realizó 

cultivo mixto con M. xanthus 422. 

 

Fue posible extraer el pigmento directamente a partir del cultivo mixto de ambos 

microorganismos empleando etanol como solvente orgánico. 

Mediante TLC, y analizando los controles negativos, se pudo comprobar que el 

aumento de la extractabilidad no era debido a un aporte extra de carotenoides 

producidos por M. xanthus (Fig. 33). 
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Figura 33: Resultados de la técnica de TLC realizada con los pigmentos extraídos con 

etanol a partir del cultivo mixto de G. jacobaea y M. xanthus. A la izquierda: control 

negativo de M. xanthus 422. A la derecha: cultivo mixto de G. jacobaea MV-26 y M. 

xanthus. 

 

El aumento en la cantidad de pigmentos extraídos a partir del cultivo mixto de G. 

jacobaea y M. xanthus fue de un 116,54 %  con respecto al extraído a partir de un 

cultivo de G. jacobaea.  
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4.14. Concentración de los pigmentos extraídos a partir de G. jacobaea 

MV-26. 

4.14.1. Concentración de los pigmentos empleando un rotavapor. 

El análisis de los pigmentos extraídos a partir de G. jacobaea MV-26 sin concentrar 

permitió establecer un patrón de bandeado mediante TLC. Cuando se analizaron los 

pigmentos extraídos y concentrados empleando un rotavapor a distintas temperaturas 

(de 35 ºC a 80 ºC), la técnica de TLC mostró que los patrones no se mantenían y que se 

había producido una degradación de los pigmentos en todos los casos  (Fig. 34).  

 

Figura 34: Análisis mediante TLC de los pigmentos concentrados en un rotavapor a 

diferentes temperaturas y tiempos.  
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4.14.2. Concentración de los pigmentos empleando un liofilizador. 

La concentración de los pigmento extraídos a partir de G. jacobaea MV-26 empleando 

un liofilizador fue posible. El análisis mediante TLC de los pigmentos concentrados de 

esta forma mostró que, tras el proceso de concentración, se mantenía el patrón de 

bandas observado para las muestras de pigmentos sin concentrar.  

No se observaba degradación de los pigmentos tras el proceso de liofilización, al 

contrario de lo que ocurría con las muestras sometidas a calor usando un rotavapor (Fig. 

35). 

 

 

 

Figura 35: Patrón de TLC de una muestra de carotenoides extraídos a partir de G. 

jacobaea MV-26 concentrados empleando un  liofilizador.  
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4.15. Cultivo de G. jacobaea MV-26 en fermentador. 

4.15.1. Cultivo de G. jacobaea MV-26. 

El cultivo de G. jacobaea MV-26 en medio YPD en  el fermentador Biostat C de 30 L 

se desarrolló bajo las condiciones mencionadas en Materiales y Métodos sin ningún tipo 

de problema de escalado.  

El análisis de las muestras extraídas a lo largo de la fermentación mostró que el patrón 

de crecimiento y producción de carotenoides se mantenía con respecto a los trabajos 

llevados a cabo en matraces con agitación orbital. 

Fue posible recuperar los pigmentos producidos por G. jacobaea MV-26 en el 

fermentador tratando las células con etanol y concentrarlos, posteriormente, en el 

liofilizador.  

Los pigmentos, en este caso, se secaron y una parte del pigmento resuspendió en etanol.  

El análisis del pigmento resuspendido permitió comprobar que los pigmentos no habían 

sido dañados durante el proceso de liofilización pese a haber estado sometidos a este 

proceso durante 2 días.   

Se obtuvieron 3.2 g de pigmento seco a partir de 20 L de un cultivo de 7 días de G. 

jacobaea. 

4.15.2. Cultivo mixto de G. jacobaea MV-26 y M. xanthus 422 en un fermentador. 

Se pudo realizar el cultivo mixto de G. jacobaea MV-26 y M. xanthus 422 empleando 

un fermentador de 20 L. En el fermentador se mantuvieron los valores observados en el 

cultivo mixto realizado en matraces con agitación orbital. Se observó que el pico 

máximo de actividad de M. xanthus sobre G. jacobaea se mantenía en 24 h de cultivo 

mixto como ocurría a menores volúmenes, siendo posible la extracción de los 

pigmentos empleando etanol (Fig.36). 
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Figura 36: Pigmento extraído con etanol a partir del cultivo mixto de G. jacobaea MV-

26 y M. xanthus 422 en un fermentador Biostat C de 20 L. 

 

También se pudo llevar a cabo la concentración de estos pigmentos empleando de un 

liofilizador sin que se produjese degradación.  Se comprobó que la primera extracción 

de pigmento a partir del precipitado de células había que desecharla al igual que ocurrió 

anteriormente. 

El peso seco del pigmento total recuperado fue de 4 g a partir de 20 L de un cultivo de 7 

días de  G. jacobaea y 24 h de cultivo mixto con M. xanthus empleando un fermentador 

Biostat C.  

 

4.15.3. Rendimiento industrial del proceso de fermentación. 

Se calculó cuánto pienso dedicado a alimentación animal (truchas) se podría elaborar a 

partir  del pigmento extraído de G. jacobaea cultivada en un fermentador, así como a 

partir del cultivo mixto de G. jacobaea y M. xanthus. Para realizar este cálculo se tuvo 

en cuenta que la cantaxantina constituye el 80 % del total de carotenoides extraídos a 
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partir de G. jacobea MV-26 y que la ley de la Comunidad Europea sobre cantidades de 

aditivos colorantes permitidas en la elaboración de piensos animales (L284 D.O.C.E, 

6.11.1999) establece que en piensos para la alimentación de truchas se puede añadir 

hasta un máximo de 100 mg/kg de cantaxantina en combinación con astaxantina, 

mientras que se permite añadir exclusivamente cantaxantina hasta un máximo de 25 

mg/kg de pienso. Se estableció que: 

-en el caso del cultivo de G. jacobaea del cual se recuperaron 3.2 g de pigmento seco, 

2.56 g correspondieron a cantaxantina. Por lo tanto, se podrían elaborar 102 kg de 

pienso con cantaxantina como único aditivo colorante. Combinando cantaxantina y 

astaxantina en proporción 1:1 (50 mg de cada uno) se podrían elaborar 51.2 kg de 

pienso. 

 - en el caso del cultivo mixto de G. jacobaea y M. xanthus, de los 4 g de pigmento 

recuperado, 3.2 g correspondieron a cantaxantina.  Se pudo establecer que con dicho 

cultivo se podrían elaborar hasta 128 kg de pienso con sólo cantaxantina o 64 kg de 

pienso si ésta se combinaba con astaxantina en una proporción 1:1.  

 

4.16. Estudio de la capacidad de G. jacobaea de actuar como bio-

degradador.  

4.16.1. Reducción de nitratos. 

Se observo que G. jacobaea MV-1 y MV-26 eran incapaces de reducir nitratos ya que 

no se obtuvo ninguna reacción positiva cuando se realizaron las pruebas descritas en 

Materiales y Métodos. 
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4.16.2. Utilización de cis-1,4-poliisopreno. 

Se observó que G. jacobaea MV-1 y MV-26 eran capaces de utilizar el cis-1.4-

poliisopreno ya que eran capaces de crecer en medios con este compuesto como única 

fuente de C (Fig. 37). 

 

Figura 37: Crecimiento de G. jacobaea en medio MMS con cis-1,4-poliisopreno como 

única fuente de C. 

No se observó crecimiento en los controles negativos.  

 

4.17. Estudio de la actividad bacteriolítica de M. xanthus 422 sobre G. 

jacobaea.  

4.17.1. Actividad lítica de M. xanthus sobre G. jacobaea.  

Se midió la actividad lítica de M. xanthus sobre G. jacobaea tal como se describe en 

Materiales y Métodos.  

La densidad óptica del cultivo de G. jacobaea antes de la adición de M. xanthus (Abs0) 

fue de 1.752. Transcurridas 24 h de cultivo mixto con M. xanthus, la densidad óptica del 

cultivo (Abst) fue de 1.342.  
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Tras aplicar la fórmula del calculo de la actividad lítica:  

% decrecimiento = [(Abs0 –Abs t)/Abs0] * 100, 

se obtuvo que el tanto por ciento de  actividad lítica de M. xanthus 422 sobre G. 

jacobaea MV-26 era de 23.40. 

 

4.17.2. Estudio de la actividad bacteriolítica de M. xanthus sobre G. jacobaea.   

Se observó que aparecían halos de inhibición del crecimiento de G. jacobaea 

producidos tanto por sobrenadante de un cultivo de M. xanthus como por células de la 

mixobacteria (Fig. 38). 

 

 

Figura 38: Inhibición del crecimiento de G. jacobaea producido por M. xanthus. 

Izquierda: placa con césped de G. jacobaea y sobrenandante del cultivo de M. xanthus 

422 en los pocillos. Derecha: placa con césped de G. jacobaea y cultivo de M. xanthus. 
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 4.17.3. Estudio de la actividad del antibiótico TA producido por M. xanthus sobre 

G. jacobaea.  

Se observó que aparecía halo de inhición de crecimiento cuando sobre una placa en la 

que se había sembrado G. jacobaea se depositaba una alícuota del antibiótico TA 

extraído de M. xanthus.  

Los controles negativos mostraron que esta inhibición no era debida a la presencia de 

etanol en la suspensión donde estaba contenido dicho antibiótico (Fig. 40). 

  

Figura 39: Efecto del antibiótico TA de M. xanthus sobre el crecimiento de G. 

jacobaea. 
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5.- DISCUSIÓN 

Manipulación genética de G. jacobaea MV-26. 

El desconocimiento de los mecanismos moleculares del género Gordonia dificulta su 

manipulación genética.  

De todos los factores analizados, se comprobó que la fase de crecimiento en la que se 

encuentra el cultivo bacteriano, la temperatura de crecimiento y el grado de 

interferencia en la biosíntesis de los ácidos micólicos y el péptidoglicano de la pared 

celular bacteriana influir en la obtención de células de G. jacobaea susceptibles de ser 

transformadas mediante electroporación.  

El hecho de no observar variaciones en el grado de competencia entre la cepa silvestre 

MV-1 y la cepa hiperpigmentada MV-26  indicó que el proceso de mutagénesis llevado 

a cabo con la cepa MV-26 (de Miguel et al.,  2001) no había afectado a genes que 

intervienen en la síntesis de la pared celular. La cepa silvestre MV-1 no produce la 

cantidad de cantaxantina suficiente para hacer rentable su aplicación en la industria. El 

hecho de que los genes que codifican la síntesis de la pared no estuviesen alterados en la 

cepa hiperpigmentada MV-26 permitió extrapolar los métodos desarrollados para MV-1 

a MV-26. 

El efecto de la temperatura sobre la capacidad de electrocompetencia de las células de 

G. jacobaea podría estar relacionado con la variación en la distribución y composición 

de los ácidos micólicos de la pared bacteriana (Tomiyasu et al., 1982; Kurusu et al., 

1990; Stratton et al., 1993; van der Rest et al., 1999; Lee et al., 2002; Stratton et al., 

2003). La temperatura óptima de crecimiento para obtener células competentes fue de 

30 ºC. 
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Se concluyó, asimismo, que los tratamientos de ultrasonidos son fundamentales para 

conseguir células electrocompetentes de G. jacobaea. Estos microorganismos tienden a 

crecer formando agregados celulares, de tal modo que los tratamientos de ultrasonidos 

favorecen la disgregación celular incrementándose, así, la eficacia de cualquier 

tratamiento aplicado sobre las células. Además, en la formación de los agregados 

celulares intervienen los ácidos micólicos de la pared por lo que se ha de hacer hincapié 

en la importancia de interferir sobre su síntesis para conseguir células 

electrocompetentes.  

No es suficiente interferir únicamente en la síntesis del péptidoglicano de la pared 

bacteriana. Los tratamientos basados únicamente en la adición de penicilina G o 

glicocola fueron incapaces de originar células electrocompetentes. Tampoco es 

suficiente interferir exclusivamente en la síntesis de los ácidos micólicos ya que los 

tratamientos exclusivos con isoniazida también se revelaron ineficaces. Se extrae de este 

trabajo que es necesario actuar sobre ambos componentes de la pared celular. 

 El método más eficaz para conseguir células electrocompetentes de G. jacobaea 

consiste en la adición al medio de cultivo de glicocola (1.6 %) e isoniazida (100 µg/ml) 

y en detener el cultivo en la mitad de la fase exponencial del crecimiento bacteriano. 

Además, se observó, que la incubación en frío tras el ciclo de ultrasonidos favorece el 

debilitamiento de la pared bacteriana facilitando,  posteriormente, la transformación. 

Fue imposible conseguir la transformación de G. jacobaea mediante la conjugación 

bacteriana con E. coli s17-1 empleando el vector pK18mob. La ineficacia observada en 

el proceso de conjugación bacteriana se debió, probablemente, a la incapacidad de G. 

jacobaea de reconocer los orígenes de replicación del plásmido empleado.  Sería, pues, 

necesario un mayor conocimiento de los plásmidos endógenos para poder considerar la 
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conjugación como una alternativa para la transformación de organismos del género 

Gordonia.  

La transformación de Gordonia jacobaea fue posible mediante electroporación. Las 

condiciones en las que se llevó a cabo la electroporación afectaron al número de 

transformantes obtenidos. Así, la resistencia eléctrica empleada fue determinante. Se 

observó que los valores más bajos favorecían la entrada del plásmido pRE-7 mientras 

que aquellos más altos favorecían la entrada de pDBMCS-2b. Este hecho, junto con los 

resultados obtenidos durante la electroporación con el transposón, parece estar 

relacionado con el tamaño del DNA exógeno a introducir en la bacteria, dado que pRE-

7 y el transposón presentan un tamaño menor que pDBMCS-2b.  

Mediante los estudios de electroporación se confirmó la necesidad de utilizar vectores 

con orígenes de replicación específicos para microorganismos próximos al genero 

Gordonia. Tanto pRE-7 como pDBMCS-2b son vectores lanzadera que portan orígenes 

de replicación derivados de plásmidos obtenidos a partir de miembros del genero 

Gordonia así como orígenes de replicación de E. coli.  

El grado de dificultad consiste en la escasez del conocimiento acerca de los orígenes de 

replicación de los plásmidos propios de este género. Son escasos los vectores 

caracterizados para este género pese al enorme potencial que demuestra en distintas 

áreas de la industria.  

La recuperación del DNA plasmídico a partir las células de G. jacobaea transformada 

fue difícil y requirió tratamientos agresivos contra la pared bacteriana. Ni el método de 

Takai et al. (1995), ni el de Hoffman y Winston (1987), ni el de Kieser (1984) aún 

modificados tal como se describió previamente, fueron métodos precisos sino que en 

todos ellos se arrastró DNA genómico. Incluso, en alguno de los casos debido a la 

utilización de solventes orgánicos se arrastraron carotenoides. Fue necesario la 
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transformación ulterior de E. coli con el DNA plasmídico contaminado para eliminar los 

restos de DNA genómico para poder manipular los plásmidos. Esta transformación de 

E. coli como paso de limpieza del DNA plasmídico fue posible porque se trataba de 

plásmidos lanzadera con origen de replicación de E. coli y origen de replicación del 

género Gordonia.  

Al contrario que en otros estudios (Arenskötter et al., 2003), cuando se recuperaron los 

plásmidos a partir de G. jacobaea no se encontró que las condiciones de electroporación 

hubiesen afectado ni a las dianas de restricción ni a su tamaño ya que, en las 

condiciones ensayadas, siempre se mantuvo la integridad de los vectores. 

El método desarrollado para la obtención de células electrocompetentes de G. jacobaea 

junto con el protocolo de electroporación para su transformación fue eficaz en otros 

individuos del grupo CNM tales como G. bronquialis y B. lactofermentum. Este dato 

tiene una importancia más allá de validar el método desarrollado ya que existen hoy en 

día pocos protocolos eficaces para manipular a este tipo de microorganimos. Este 

método amplia, pues, el abanico de protocolos existentes.  

Análisis de las secuencias de los genes implicados en la ceto-carotenogénesis. 

La transposición de G. jacobaea permitió obtener distintos clones que presentaron un 

patrón de carotenoides distinto al del mutante hiperpigmentado MV-26.  Esta variación 

en los espectros de HPLC indicó que el transposón ha interrumpido alguno de los genes 

pertenecientes al cluster de la ceto-carotenogénesis. Esta alteración en la expresión de 

estos genes no anuló la síntesis de los carotenoides completamente ya que el clon 

hipopigmentado seleccionado para ulteriores estudios, el clon MV26-T45, no 

presentaba una ausencia total de color. 

La inserción del transposón en el genoma de G. jacobaea y la consiguiente alteración en 

la producción de los carotenoides permitió el diseño de oligonucleótidos específicos a 
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partir de su secuencia.  Mediante los oligonucleótidos diseñados para las secuencias del 

transposón y el motivo 1 de la GGPP sintasa, gen implicado en la cetocarotenogénesis,  

fue posible obtener un único fragmento de DNA mediante TAIL-PCR. Dicha secuencia  

presentaba, a nivel de DNA, una cierta homología con la GGPP sintasa de S. griseus y 

C. glutamicum. Sólo cuando se hizo el análisis de la secuencia aminoacídica fue posible 

hallar homología con la mayoría de las secuencias conocidas de la GGPP sintasa. 

Cuando se analizaron en detalle los resultados del análisis obtenidos mediante la 

aplicación BLAST, se observó que la homología se encontraba únicamente a nivel de la 

secuencia del motivo 1. Esto no hace sino confirmar los estudios anteriores acerca de 

que los genes implicados en la ceto-carotenogénesis son genes que han surgido a  través 

de fenómenos de convergencia adaptativa (Sieiro et al., 2003; Phadwal, 2005). Este 

hecho dificulta enormemente el aislamiento y la caracterización de genes implicados en 

estas rutas en nuevos organismos.   

Se comprobó que el motivo 1 de la secuencia aislada a partir de G. jacobaea presentaba 

ciertas regiones internas muy conservadas. Sin embargo, el resto de aminoácidos 

implicados presentaba el patrón de variación típico del motivo. Se vio, asimismo, que 

cuando se compararon las secuencias de la GGPP sintasa conocidas y la amplificada a 

partir de G. jacobaea  mediante el método del ClustalW ni la longitud ni la posición del 

motivo 1 eran similares.  

Los estudios filogenéticos permitieron observar que la secuencia obtenida se agrupa 

dentro de las secuencias de organismos Gram + ricos en G y C lo cual concuerda tanto 

con las características de G. jacobaea como con los estudios previos de evolución y 

relación filogenética de la GGPP sintasa (Phadwal, 2005).  

Si bien no es posible conocer la estructura tridimensional de una proteína hasta que se 

conoce toda la secuencia de la misma, la modelización de la secuencia obtenida 
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permitió comprobar que ésta adquiría una disposición espacial similar a la GGPP 

sintasa de S. griseus, tomada como modelo, y que era posible superponer ambas 

modelizaciones.   

 Todo ello permitió concluir que el fragmento de DNA amplificado pertenecía a la 

secuencia parcial de la GGPP sintasa de G. jacobaea. Es decir, el fragmento 

amplificado corresponde a un fragmento del gen CrtE de G. jacobaea que codifica para 

la GGPP sintasa. Por tanto, es el primer fragmento del cluster de la ceto- 

carotenogénesis de G. jacobaea.  

Si analizamos el árbol filogenético obtenido a partir las proteínas CRTE, o GGPP 

sintasas, vemos que los organismos más próximos a G. jacobaea son los miembros del 

género Streptomyces y C. glutamicum.  Sin embargo, cuando se trató de amplificar la 

secuencia de la fitoeno sintasa de G. jacobaea a partir de oligonucleótidos diseñados a 

partir de la secuencia de C. glutamicum no se obtuvo ningún resultado.  Este hecho 

refrenda una vez más los fenómenos de convergencia adaptativa de los genes 

implicados en la ceto-carotenogénesis y la divergencia existente entre las distintas 

especies, observándose sólo conservación en los sitios activos del enzima.  

Sólo un mayor conocimiento del genoma de los miembros del genero Gordonia podría 

permitir desarrollar nuevas estrategias para la caracterización del cluster de la ceto-

carotenogénesis de G. jacobaea.  

Análisis del proceso de producción y aplicabilidad industrial de cantaxantina en G. 

jacobaea.   

La producción de cantaxantina en G. jacobaea se vio afectada, principalmente por dos 

factores: la fase de crecimiento bacteriano en la que se encontraba el cultivo celular y el 

medio de cultivo.   
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En todos los casos analizados, se vio que era necesario que G.  jacobaea alcanzase la 

fase estacionaria de crecimiento para originar los valores máximos de concentración de 

cantaxantina en el cultivo. Hasta esta fase del ciclo, la producción de cantaxantina es 

paralela al crecimiento bacteriano. Cuando se alcanza la fase estacionaria, se produce 

una acumulación de cantaxantina.   

La producción de cantaxantina y  β-caroteno sigue un patrón inverso, lo cual no es sino 

un reflejo de que la cantaxantina es el paso final de la ruta de síntesis mientras que el β-

caroteno es un intermediario de la misma.  

El valor máximo de producción no se alcanza en los distintos medios a igual tiempo de 

cultivo. Esto es debido a la diferente composición de los medios y a la capacidad de G. 

jacobaea para asimilar los distintos nutrientes.  

La incapacidad de G. jacobaea para crecer en medios basados en melaza puede ser 

debida a dos factores: la presencia en dicho compuesto de algún producto nocivo para el 

microorganismo, o bien, que la gran concentración de azúcares presentes en la muestra 

sature las rutas metabólicas de G. jacobaea, por tanto incapaz de desarrollarse. 

El mayor valor de producción se detectó en el medio con glucosa al 1 %  y  soja al 5 %. 

Sin embargo, este medio se descartó para posteriores estudios debido a su difícil 

manipulación por la alta concentración de soja.  

Se vio que medios basados en la soja, como el medio de soja al 5 % sin glucosa, pueden 

ser utilizados a nivel industrial para producir cantaxantina a bajo coste a nivel industrial. 

El único problema a considerar en este tipo de medios con soja es la difícil 

manipulación de la misma, por lo que para su aplicación a nivel industrial primero debe 

desarrollarse una técnica que permita un empleo más cómodo de la soja.  

La capacidad de la soja de incrementar la  producción de pigmento por Gordonia puede 

ser debida a la presencia en la soja de precursores de la ruta de la carotenogénesis tales 
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como el ácido mevalónico. Estos, junto con las cantidades extras de glucosa presentes 

en el medio, actuarían incrementando la producción de cantaxantina durante los 

primeros días de la fase estacionaria de crecimiento, un efecto que es claramente visible 

cuando se analizan los resultados obtenidos en el medio BHIB, rico en terpenoides. Sin 

embargo, este medio, debido a su alto coste, no es recomendable para su aplicación en 

la industria. Los análisis estadísticos confirmaron la influencia del medio de cultivo en 

la producción de cantaxantina.  

Los controles negativos llevados a cabo permitieron descartar que los aumentos 

observados en las concentraciones de cantaxantina no fuesen debidos a carotenoides 

presentes en el medio de cultivo.  

La extrapolación de los resultados obtenidos a la fermentación a escala semi-industrial 

fue posible sin que se observaran variaciones en el patrón de producción de 

cantaxantina. Por tanto,  es factible considerar a G. jacobaea como una alternativa a 

otras fuentes microbianas productoras de carotenoides.  

La posibilidad de extraer directamente los pigmentos a partir de G. jacobaea con etanol 

representa una gran ventaja con respecto a otros organismos productores de 

carotenoides, como Phaffia rhodozyma, en los cuales no es posible. La extractabilidad 

del pigmento con etanol es menor que con otros compuestos orgánicos como el hexano. 

Sin embargo, el  hexano no está permitido en productos destinados a la alimentación 

debido a su toxicidad potencial. El etanol, sin embargo, disminuye  la posibilidad de 

toxicidad e intoxicación animal.  

Cuando se realizó un cultivo mixto de M. xanthus y G. jacobaea  se recuperó una mayor 

cantidad de pigmento. Se comprobó que era más efectivo añadir M. xanthus sobre un 

cultivo vivo de G. jacobaea ya que cuando se llevaba a cabo sobre un cultivo 

inactivado, la cantidad de cantaxantina recuperada disminuía. Posiblemente, este efecto 
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no es debido a una acción negativa de M. xanthus sobre G. jacobaea sino que se debe al 

proceso de inactivación por calor de las células de G. jacobaea.   

Los controles de extracción de pigmentos con etanol a partir de cultivos exclusivos de 

M. xanthus permitieron descartar que el aumento observado en la extracción tras el 

cultivo mixto no fuera debido al aporte extra de carotenos de M. xanthus.  

Cuando se llevó a cabo el cultivo mixto de los organismos a escala semi-industrial, se 

comprobó que era posible extrapolar los resultados. Este hecho refuerza la aplicabilidad 

industrial de G. jacobaea.  

M. xanthus es un organismo productor de una gran variedad de enzimas con capacidad 

lítica así como antibióticos. Los análisis llevados a cabo permitieron concluir que 

aquello que estaba atacando la pared de G. jacobaea se estaba produciendo de manera 

constitutiva en M. xanthus ya que tanto los cultivos de M. xanthus en presencia de G. 

jacobaea como extractos del medio de cultivo que no habían estado en contacto con 

células de G. jacobaea durante el crecimiento fueron capaces de causar halos de lisis en 

presencia de Gordonia.   Uno de los productos sintetizados por M. xanthus que podría 

ser responsable del efecto observado en G. jacobaea puede ser el antibiótico TA. Este 

antibiótico interfiere en la síntesis de la pared celular ya que obstruye la polimerización 

del lípido-disacárido-pentapéptido (Paitan et al., 1999). Los experimentos llevados a 

cabo permitieron observar que dicho antibiótico causaba halos de lisis en cultivos de G. 

jacobaea.   

Durante la optimización de la extracción de los pigmentos de G. jacobaea se comprobó 

que en todos los casos era necesario desechar la primera extracción realizada. 

Probablemente, este fenómeno es debido a que los restos de la pared y de las 

membranas celulares actúan formando agregados con los pigmentos, lo cual origina las 

variaciones en los patrones de TLC entre la primera extracción y las sucesivas. 
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Los estudios de concentración del pigmento extraído a partir de G. jacobaea 

permitieron comprobar la influencia de la temperatura a la que se llevaba a cabo el 

proceso sobre el estado del pigmento y, por tanto, sobre su capacidad de pigmentación. 

Se observó que la concentración por calor en el rotavapor aún empleando temperaturas 

tan bajas como 35 ºC, afectaba al patrón de TLC observado para los pigmentos 

extraídos de tal manera que las bandas correspondientes a la cantaxantina y al β-

caroteno dejaban de ser reconocibles. Sin embargo, cuando se llevó a cabo la 

concentración del pigmento en frío empleando un liofilizador, la alteración de bandas 

no se observó, aún cuando el proceso era más largo.  

La temperatura es, pues, un factor decisivo en el proceso de concentración de los 

pigmentos. El fenómeno observado frente a temperaturas positivas puede ser debido a 

una degradación de los pigmentos por efecto del calor o bien debido a la formación de 

agregados macro-moleculares entre las distintas moléculas presentes en la mezcla. El 

resultado final de esta alteración va a ser una disminución en la capacidad de 

pigmentación de la mezcla.  

El hecho de que la liofilización no presentase el mismo efecto permite seguir 

considerando a G. jacobaea como un organismo adecuado para la industria, ya que la 

mezcla final va a conservar los pigmentos intactos ya sea para la elaboración de piensos 

animales o aplicaciones para la industria cosmética.  

Por lo tanto, se puede concluir que G. jacobaea es un organismo adecuado para la 

industria ya que se pueden obtener cantidades importantes de pigmento a partir de 

medios de bajo coste, como la soja. Además,  es posible extraer el pigmento usando 

compuestos orgánicos no tóxicos, como el etanol, sin que haya que aplicar tratamientos 

previos, lo cual, también, disminuye el coste económico del proceso de extracción.  Es 

posible llevar a cabo una concentración del pigmento extraído sin que se alteren las 
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características de los pigmentos presentes en la mezcla, obteniendo un rendimiento 

adecuado de cara a la industria.  

Si, además, se considera el cultivo mixto de G. jacobaea con M. xanthus, el rendimiento 

del proceso se ve aumentando de manera considerable.  El inconveniente de este 

proceso es la especial sensibilidad de M. xanthus a los medios de cultivo.  

En este caso, la mezcla de ambos microorganismos sólo resultó eficaz cuando se realizó 

con cultivos de G. jacobaea procedentes de medio YPD, que no es el medio en el que se  

produjo una mayor producción de cantaxantina. Sin embargo, probablemente, este 

inconveniente podría ser solventado añadiendo al proceso un paso intermedio que 

consista en lavar las células de G. jacobaea antes de añadirlas al cultivo de M. xanthus.  

 

Capacidad de G. jacobaea de actuar como biorremediador. 

La mayoría de las especies del género Gordonia han sido aislados a partir de sustratos 

contaminados y se ha demostrado su capacidad para actuar como organismos 

biorremediadores.  

Se comprobó que G. jacobaea es un potencial biorremediador ya que es capaz de crecer 

en un medio cuya única fuente de carbono es el cis-1,4-poliisopreno procedente de los 

fragmentos de latex presentes en el medio de cultivo.   

Si bien estudios más completos han de ser llevados a cabo, y nuevas pruebas deben ser 

realizadas, el hecho de que G. jacobaea sea un potencial organismo biorremediador es 

un dato muy positivo debido a la gran cantidad de fuentes de contaminación existentes 

en la actualidad. A lo largo de este trabajo, además, se observó la capacidad de G. 

jacobaea para crecer en medios muy diversos y en condiciones muy diferentes. Esta 

habilidad del microorganismo es muy interesante si se considera que la mayoría de los 
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estudios de biorremediación fallan cuando las condiciones in vitro del laboratorio se 

extrapolan al medio contaminado donde el microorganismo encargado de llevar a cabo 

el proceso de descontaminación no se va a encontrar en las condiciones ideales.  
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6.- CONCLUSIONES 

I. Los miembros del genero Gordonia sólo reconocen orígenes de replicación 

propios o de organismos muy cercanos evolutivamente a ellos.. 

II. Para conseguir células electrocompetentes de G. jacobaea es necesario actuar 

sobre la síntesis de ácidos micólicos y el péptidoglicano de la pared bacteriana. 

III. Los factores que más afectan a la capacidad de electrocompetencia de G. jacobaea 

son: la fase de crecimiento bacteriano, la temperatura de crecimiento y los 

tratamientos encaminados a la interferencia en la síntesis de los componentes de la 

pared bacteriana de G. jacobaea. 

IV. Los genes implicados en la ceto-carotenogénesis presentes en G. jacobaea se han 

originado mediante procesos de convergencia adaptativa. 

V. Ha sido posible caracterizar parte del gen de la GGPP sintasa (CrtE) de G. 

jacobaea.  

VI. El medio de cultivo influye sobre la producción de cantaxantina de G. jacobaea.  

VII. Es posible aumentar el rendimiento en la extracción de pigmento utilizando a M. 

xanthus ya que éste presenta actividad lítica sobre G. jacobaea.  

VIII. La liofilización es un método adecuado para concentrar el pigmento extraído de G. 

jacobaea. 
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RESEARCH NOTE

Summary. Commercial interest in the use of natural pigments isolated from
microorganisms has increased in recent years; hence, molecules belonging to the
polyisoprenoid group (i.e. β-carotene, astaxanthin, and canthaxanthin) have been
the focus of much attention. The bacterium Gordonia jacobaea readily synthesizes
and accumulates large amounts of canthaxanthin (β-β´-carotene-4,4´-dione), which
is widely used in the food and cosmetics industries. In the present work, the effects
of different low-cost raw materials on fermentation and canthaxanthin accumula-
tion by a hyperpigmented strain of G. jacobaea were studied. Canthaxanthin pro-
duction and peak levels of accumulation varied according to the different media
used. [Int Microbiol 2005; 8(1):55-58]

Key words: Gordonia jacobaea · canthaxanthin · carotenoids · soy-meal · fer-
mentation 

Influence of culture 
conditions of Gordonia
jacobaea MV-26 on
canthaxanthin production

Introduction

Canthaxanthin (β-β´-carotene-4,4´-dione) is a ubiquitous
keto-carotene that is of considerable industrial interest
because of its widespread use in both the food and cosmetic
industries [12]. While synthetic forms of canthaxanthin and
many other pigments are currently available, their use in the
food industry has been questioned by consumer agencies, so
that the development of new sources of natural pigments has
become essential to meet the increasing demand. 

Due to their ease of manipulation, microorganisms pro-
vide an excellent system for the large-scale production of
carotenoids, as has been shown with the yeast Phaffia
rhodozyma [13] and the bacterium Brevibacterium KY-4313
[14], which accumulate the natural carotenoids astaxanthin
and canthaxanthin, respectively. However, the inability of
these two sources to meet world-wide demand has spurred

research aimed at finding new sources (Table 1) and at opti-
mizing fermentation technologies. 

Gordonia jacobaea MV-1 (gram-positive, catalase nega-
tive, G + C 61%), which was isolated in this laboratory during
a routine screening of pigmented microorganisms, is able to
accumulate several carotenoids, including the keto-carotenoid
trans-canthaxanthin [8]. However, its low carotenoid content
(200 µg/g dry weight) does not support its industrial applica-
tion. After several rounds of mutations, a hyperpigmented
mutant (MV-26) with enhanced canthaxanthin and β-carotene
accumulation was obtained. This mutant accumulates six-fold
more canthaxanthin than the wild-type strain [9].

The influence of growth conditions and medium compo-
sition on the carotenoid synthesis pathway has been reported
previously. This pathway begins with isoprenyl pyrophos-
phate (IPP), which may be formed either from mevalonic
acid (MVA) or through the glyceraldehyde phosphate/pyru-
vate pathway [4,11]. Thus, media rich in these or related pre-
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cursors can be used to increase the carotenoid yield in industrial
fermentations. In the present study, different media and low-cost
raw materials were assayed in order to determine the optimal
conditions of canthaxanthin production by G. jacobaea MV-26.

Materials and methods

Strains and culture conditions. The strain employed was the hyper-
pigmented Gordonia jacobaea MV-26 [9]. The bacterium was grown in dif-
ferent commercial media: yeast extract peptone dextrose (YPD) (20 g pep-
tone/l, 10 g yeast extract/l, 20 g glucose/l), tryptone soy-meal broth (TSB) (3
g soy-meal peptone/l, 2.5 g glucose/l, 17 g casein peptone/l, 5 g dipotassium
hydrogen phosphate/l, 5 g NaCl/l) and brain heart infusion broth (BHIB)
(12.5 g calf-brain infusion solids/l, 5 g beef-heart infusion solids/l, 10 g pro-
tease peptone/l, 2 g glucose/l, 5 g NaCl/l, 2.5 g di-sodium phosphate/l). Low
cost media consisting of different proportions of soy meal (0.5%–2%), beet
molasses (0.5%–5%), and a mixture of soy meal (0%–5%) and glucose
(0%–10%) were also assayed.

G. jacobaea MV-26 was grown in 1-l flasks containing 250 ml of the
appropriate medium at 30ºC or 37ºC in a rotary shaker (150 rpm) for 8 days.
In the case of YPD medium, screening was implemented for 10 days. Every
other day, aliquots were withdrawn, and the levels of β-carotene and can-
thaxanthin (Fig. 1) were evaluated. After this first screening, G. jacobaea
was grown in 2 l of each medium: BHIB, TSB, YPD, 0.5% soy meal, and
1.5% glucose/2% soy meal at 30ºC in a rotary shaker (150 rpm) since these
media resulted in the highest levels of canthaxanthin production. When nec-
essary, G. jacobaea was plated on medium supplemented with agar (2%).

Growth curve of Gordonia jacobaea MV-26. Growth curves
were established either by determining the optical density at 600 nm in a
Beckman DU-40 spectrophotometer or by plate counting (colony-forming
units, CFU) when complex media were used (i.e. soy-meal-based).

Analysis of pigment production. Samples (3 ml) were withdrawn
every 24 h and 1 ml of 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7) and 3 ml
hexane (Merck) were added. After vigorous vortexing, the samples were
centrifuged for 10 min at 5000 rpm to allow phase formation. The organic
phase was filtered through a 0.22-µm filter (Gelman Sciences) and the
pigment content was evaluated. When pigment production was analyzed
in 2-liter cultures, an additional ethanol extraction was performed. In this
case, following maximum canthaxanthin production, the biomass was harvest-
ed at 4ºC by means of continuous-flow centrifugation at 15000×g. The pig-
ments were subsequently extracted by resuspending the cells in pure ethanol.

Carotenoid pigments were analyzed by HPLC using a silica-gel column
(Teknokroma, 5-µm pore size, 25-cm length and 45-mm diameter). The
mobile phase was hexane/ethyl acetate (1:1 v/v) (Romil). The flow was 1
ml/min and the pressure was 0.4 kpsi; the injection volume was 30 µl and
the temperature was 25ºC. HPLC analysis of carotenoid pigments extracted
with ethanol was carried out by adding one volume of hexane plus 1 ml 0.1
M potassium phosphate buffer (pH 7). After centrifugation for 10 min at
5000 rpm, the hexane phase was recovered and filtered as described previ-
ously. The peaks were evaluated based on their absorption at 480 nm.
Retention times and concentrations of the samples were compared with pure
standards of β-carotene and canthaxanthin.

Statistical analysis. The results of the influence of the growth media
on canthaxanthin production were subjected to statistical analysis with the
SPSS 12.0 program.

Results and Discussion

G. jacobaea MV-26 grew in all of the media, except those contain-
ing only beet molasses. While in all media supporting growth the
production of carotenoids varied, maximum canthaxanthin accu-
mulation consistently occurred in the stationary phase of growth
(Fig. 2). Moreover, pigment production in G. jacobaea followed a
pattern in which peak canthaxanthin production was inversely cor-
related with peak β-carotene production. Thus, as observed in other
organisms [5], the keto-carotene canthaxanthin is the end-product
of the carotenoid pathway, and β-carotene is an intermediate. 
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Table 1. Microbial sources of carotenoids

Microorganism Main carotenoid Yield Reference

Haematococcus pluvialis Astaxanthin 1.30 mg/l [16]

Phaffia rhodozyma Astaxanthin 30 µg/g [13]

Halobacterium salinarium Astaxanthin 265 µg/g [7]

Dictyococcus cinnabarinus Canthaxanthin 1 mg/g [14]

Brevibacterium KY-4313 Canthaxanthin 2 mg/l [14]

Haloferax alexandrinus Canthaxanthin 2156.67 µg/g [2]

Muriellopsis sp. Lutein 22.7 mg/g [10]

Blakeslea trispora Lycopene 40 mg/l [6]

Flavobacterium sp. Zeaxanthin 0.09 µg/l [1]

Dunaliella salina ß-Carotene 2.12 mg/l [15]

Dunaliella bardawil ß-Carotene 20.1 pg/cell [3]

Fig. 1. β-Carotene (A) and
canthaxanthin (B) molecules.
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Standard calibration curves prepared with known amounts
of pure β-carotene and trans-canthaxanthin allowed quantifica-
tion of these pigments in the different media (Table 2). The
highest levels of canthaxanthin were produced in soy-meal-
based media, especially when supplemented with glucose as
carbon source. In a previous study [8], an effect of the carbon
source on carotenoid synthesis and accumulation was observed.
Among all the carbon sources tested, glucose induced the high-
est level of canthaxanthin synthesis, probably by favoring the
overproduction of mevalonic acid, which is a key metabolite in
the synthesis of polyprenoid-derived carotenoids. Accordingly,

beet molasses should have been a good medium for canthaxan-
thin production. Thus, the inability of G. jacobaea to grow on
molasses-based media was most likely due to the presence of an
inhibitor in the industrial raw material. 

The production profile varied both in quantity and timing
depending on the medium used. Thus, in BHIB media the
maximum pigment concentration (2600 µg/ml) was meas-
ured on day 3 of fermentation (stationary phase), whereas in
TSB medium the maximum (1500 µg/ml) was attained on
day 6 (stationary phase). In the case of YPD medium, a max-
imum yield was obtained on day 9 (stationary phase), but it
was always lower than the yield from BHIB medium. When
soy-meal-containing media were compared, 5% soy meal/1%
glucose was found to elicit a peak of around 13000 µg/ml,
while 2% soy meal/1.5% glucose afforded a peak of nearly
3500 µg/ml. However, despite the higher level of canthaxan-
thin production, the use of 5% soy meal/1% glucose medium
was ruled out because of the difficulties involved in handling
this mixture. Instead, it was concluded that the addition of
0.5% soy meal/0% glucose could be implemented in order to
increase canthaxanthin production. The ability of soy meal to
increase pigment production was most likely due to the pres-
ence of precursors of the carotenoid pathway, such as meval-
onic acid or related substances, which, together with the extra
amounts of glucose present in the media, could have
increased canthaxanthin production. These putative precur-
sors might also have been responsible for the increases in
β-carotene and canthaxanthin that occurred during the first
few days of the stationary phase of growth, an effect that was
particularly observable using BHIB medium, which is rich in
terpenoid precursors, this leading to the emergence of an ear-
lier peak of pigment production.

Varying the temperature from 30ºC to 37ºC had little effect
on canthaxanthin production (data not shown). However, a larg-
er range of temperatures should be tested before an effect of tem-
perature on canthaxanthin synthesis can be completely ruled out.

Statistical analysis, based on Student’s t-test (95% confi-
dence interval), confirmed the observations on the differen-
tial effects of the tested media on pigment production by
G. jacobaea MV-26.

CANTHAXANTHIN PRODUCTION BY G. JACOBAEA
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Fig. 2. Concentrations of canthaxanthin (µg/ml) (•) and ß-carotene (µg/ml)
(o) produced by Gordonia jacobaea MV-26 in different production media:
(A) 0.5% soy meal/0% glucose; (B) 2% soy meal/1.5% glucose; (C) YPD;
(D) TSB; (E) BHIB. (A´-E´) represent the evolution of growth of
G. jacobaea (  ) in the different media. The dashed vertical line marks the
peak of production and the bacterial growth phase. 

Table 2. Yields of canthaxanthin production by Gordonia jacobea MV-26 in
different production media

Medium Canthaxanthin (µg/ml)

YPD 2140

BHIB 2489

TSB 1760

10% glucose/0% soy 1800

0% glucose/0.5% soy 2340

5% glucose/1% soy 1000

2% glucose/1.5% soy 2650

1.5% glucose/2% soy 3440

1% glucose/5% soy 13373
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A comparison of the abilities of hexane and ethanol to extract
canthaxanthin showed that the extraction capacity of hexane was
50% higher than that of ethanol. However, since hexane is not
allowed in foods, ethanol extraction must be optimized for G..
jacobaea. Nonetheless, ethanol extraction of carotenoids from this
bacterium is an advantage compared to other carotenoid-produc-
ing microorganisms, such as Phaffia rhodozyma, in which this
solvent is ineffective unless the yeast has previously been disrupt-
ed. Moreover, the use of ethanol in pigment extraction lowers the
possibility of toxicity and animal intoxication due to contamina-
tion with residual organic solvents in downstream processes. 

Taking into account that higher concentrations of soy
meal hampered fermentations because of its insolubility, the
medium containing 0.5% of soy meal was chosen as the opti-
mum to obtain the highest and the more profitable pigment
production. The production profiles in higher volumes were
similar to those observed for lower volumes. In general, soy
meal alone, even without glucose added, promoted pigmen-
tation and the amount of carotenoids was also higher. 

The current widespread concern about the use of geneti-
cally modified organisms (GMO) in processes related to the
food industry makes classical approaches, such as the one
described here, of commercial relevance as the best and
safest way for increasing the concentrations of important bio-
molecules.
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Influencia de las condiciones de cultivo de
Gordonia jacobea MV-26 en la producción de
cantaxantina
Resumen. El interés comercial del uso de pigmentos naturales aislados a
partir de microorganismos se ha incrementado en los últimos años y las
moléculas pertenecientes al grupo de los poliisoprenoides (p.e. β-caroteno,
astaxantina y cantaxantina) se han convertido en un foco de atención. La
bacteria Gordonia jacobaea es capaz de sintetizar y acumular grandes can-
tidades de cantaxantina (β-β´-caroteno-4,4´-diona), muy usada en la indus-
tria alimentaria y de cosméticos. En este trabajo estudiamos la influencia de
diferentes materias primas de bajo coste en la fermentación y la acumulación
de cantaxantina por una cepa mutante hiperpigmentada de G. jacobaea. Se
ha observado que la producción de cantaxantina y el momento en el que se
alcanza la máxima producción varía según los diferentes medios empleados.
[Int Microbiol 2005; 8(1):55-58]

Palabras clave: Gordonia jacobaea · cantaxantina · carotenoides · medio
de soja · fermentación

Influencia das condições de cultivo de
Gordonia jacobaea MV-26 na produção de
cantaxantina
Resumo. O interesse comercial do uso pela indústria alimentar de pigmen-
tos de origem natural isolados a partir de microorganismos experimentou um
aumento consideravel nos últimos anos, em especial aqueles com uma
estructura carotenóide (β-caroteno, astaxantina e cantaxantina) A bacteria
Gordonia jacobaea presenta uma grande capacidade para produzir e acumu-
lar grandes quantidades de cantaxantina (β-β´-carotene-4,4´-dione), muito
usada pela indústria alimentar e cosmética. O presente trabalho utiliza cepas
hiperpigmentadas de Gordonia jacobaea modificadas geneticamente para
analizar a influencia de diferentes matérias primas de baixo custo, na fer-
mentação e acumulação de cantaxantina. A produção de cantaxantina e o
momento em que esta é máxima variou consoante o meio de cultivo utilizado.
[Int Microbiol 2005; 8(1):55-58]

Palavras chave: Gordonia jacobaea · cantaxantina · carotenóides · meio
de cultivo de soja · fermentação
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Introduction

The interest in the genus Gordonia has increased lately

due to the possibility of using some of its members for

bioremediation and biotransformation processes (Gilbert

et al. 1998; Arenskotter et al. 2001). Most Gordonia

species described have been isolated from contaminated

soil samples and their capacity to synthesize aromatic

compounds has been demonstrated (Xue et al. 2003; Fujii

et al. 2004; Alves et al. 2005). However, methods for its

genetic manipulation are barely known and its metabolic

pathways remain to be elucidated.

The genus Gordonia belongs to the CNM group of

actinomycetes (Corynebacterium, Nocardia and Myco-

bacterium), which synthesize large amounts of mycolic

acids (Broker et al. 2004) and which show a tendency to

clump upon aging. There is growing evidence supporting

the notion that changes in the growth temperature affect

the properties of the mycolic acids of the cell wall

(Tomiyasu 1982; Van Der Res et al. 1999; Stratton et al.

2003), as well as the growth rate (Kurusu et al. 1990;

Stratton et al. 1993; Lee et al. 2002).

Gordonia jacobaea MV-1 synthesizes several carote-

noids, including the keto-carotenoid trans-canthaxanthin

(b-b¢-carotene-4-4¢-dione) (De Miguel et al. 2000). Ran-

dom mutation with ethyl methanesulfonate (EMS) led to

the isolation of several carotenoid-hyperaccumulating

mutants (De Miguel et al. 2001). One of these mutants

is G. jacobaea MV-26. Gordonia jacobaea has been

recently described as a potential micro-organism for use
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transformation.
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Abstract

Aims: Gordonia jacobaea is a recently isolated bacterial species with potential

industrial application on account of its ability to store large quantities of trans-

canthaxanthin. Its genetic manipulation is, however, difficult and cumbersome

owing to the presence of mycolic acids in the cell wall and, especially, because

of current lack of knowledge about its basic genetics. The present work des-

cribes a method for the genetic transformation of G. jacobaea.

Methods and Results: Gordonia jacobaea was grown in media supplemented

with different glycine, penicillin G and isoniazid concentrations. The tempera-

ture, carbon source, growth phase and ultrasounds were analyzed for im-

proving the method efficiency. The cells were finally transformed by

electroporation.Finally, the method was applied to Brevibacterium lactofermen-

tum and Gordonia bronchialis.

Conclusions: The growth of G. jacobaea in the presence of glycine and iso-

niazid is essential for obtaining electrocompetents cells. The temperature,

growth phase and ultrasounds appeared as the main factors for increasing the

transformation efficiency. The use of shuttle plasmids became necessary. The

method described can be used with other Corynebacteria species.

Significance and Impact of the Study: Because of the importance of the CNM

group (Corynebacteria, Nocardia and Mycobacteria genera) in different areas

such as industry, bioremediation improve the knowledge of their molecular

mechanisms are becoming essential. The method described here improves the

genetic manipulation of this group of bacteria.
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in bioremediation as other species of the same genus

(Xue et al. 2003; Fujii et al. 2004; Alves et al. 2005).

The actual sources of carotenoids for cosmetic and

food industries cannot supply the demand and also there

is a growing sensitivity against the use of synthetic pig-

ments and natural ones are preferred. Gordonia jacobaea

is a good candidate because of its accumulating ability, as

well as its easy manipulation.

Because of its potential industrial interest as a source

of carotenoids, the design of genetic methods for strain

improvement is of importance. One such method is the

definition of a genetic transformation protocol applic-

able to G. jacobaea able to facilitate the uptake of

heterologous replicons since current methods designed

for coryneforms have been found to be useless for G.

jacobaea.

All treatments designed for the collection of electro-

competent coryneform cells must take into account two

aspects: cell wall composition and the clumping ten-

dency. Both penicillin G and glycine have been exten-

sively used in coryneforms to obtain strains in which

the cell wall is partly degraded (Kurusu et al. 1990;

Zheng et al. 1997).

Additionally, the efficiency of electroporation will

depend on the previous treatments of the cells, on the

electroporation parameters themselves and on other later

treatments administered to the cells. Finally, it must to be

borne in mind that modificating electrotransformation

conditions may alter the actual structure of the plasmids

(Arenskotter et al. 2003), this in turn stressing the origins

of replications.

The present work reports the development of a pro-

tocol that can be applied to G. jacobaea and similar

coryneforms, thus opening a way for future genetic mani-

pulation.

Materials and methods

Strains, vectors and culture conditions

Gordonia jacobaea was isolated in the laboratory during

routine air-sampling for pigmented micro-organisms (De

Miguel et al. 2000). The wild-type strain (MV-1) and

hyperpigmented mutant (MV-26) were grown in AR

medium (Kurusu et al. 1990) at 30�C for 4 days in a

rotary shaker at 200 rev min)1.

When evaluating the influence of the carbon source,

glucose was replaced by sucrose (2 g l)1) and when test-

ing the influence of growth temperature, values of 22 and

37�C were used.

Gordonia bronchialis was routinely grown in AR

medium at 30�C for 3 days in a rotary shaker at

200 rev min)1.

Brevibacterium lactofermentum was routinely grown in

AR medium at 30�C for 3 days in a rotary shaker at

200 rev min)1.

Escherichia coli S17-1 was grown overnight in LB broth

(1% tryptone; 0Æ5% yeast extract; 1% NaCl) at 37�C and

200 rev min)1; the medium was supplemented with kana-

mycin (50 lg ml)1) when needed.

Cell transformation of G. jacobaea was optimized with

the shuttle plasmid pRE-7 containing origins of replica-

tion for E. coli and Rhodococcus equi (Zheng et al. 1997)

and also with the shuttle plasmid pDBMCS-2b (Broker

et al. 2004), having origins of replication for Gordonia

westfalica and E. coli. Plasmid pUC18 (Invitrogen, Carls-

bad, CA, USA) was also used. For the transformation of

G. bronchialis, plasmid pRE-7 was employed and for the

transformation of B. lactofermentum, plasmid pEMel-1

(Adham et al. 2003) was used.

After cell transformation with the vectors pRE-7,

pDBMCS-2b and pEMel-1, G. jacobaea, G. bronchialis

and B. lactofermentum were plated on AR medium

containing kanamycin (50 lg ml)1) and on ampicillin

(100 lg ml)1)- supplemented AR medium when pUC18

was to be used for G. jacobaea transformation.

Collection of electrocompetent cells of

Gordonia jacobaea

As indicated above, G. jacobaea MV-1 or MV-26 were

grown in AR medium supplemented with penicillin G in

a range from 1 to 10 U ml)1 (Fluka, Buchs, Switzerland)

or with glycine (Sigma-Aldrich) from 1 to 2 g l)1. The

media were also supplemented with isoniazid (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) from 50 to 100 lg ml)1.

The cells were inoculated at 22, 30 and 37�C for 2–3 days

and were subjected to ultrasonic treatment for 15 min.

Following this, the cells were centrifuged and washed

three times with 10 g l)1 chilled glycerol (Merck, White-

house Station, NJ, USA) or incubated for 1 h on ice and

then washed three times with 10 g l)1 chilled glycerol

(Merck). Finally, the cells were resuspended in 3 ml of

10 g l)1 glycerol, aliquoted into 100 ll samples, and fro-

zen in liquid nitrogen and stored at )70�C until use.

Transformation of Gordonia jacobaea by electroporation

Transformation was accomplished with electrocompetent

cells of both the MV-1 and MV-26 strains. About

100 ng of plasmid was kept in 10 g l)1 glycerol for

5 min and then added to electrocompetent cells; the cell

suspension was maintained on ice for 30 min. Electropo-

ration was carried out with a Gene Pulser apparatus

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in 0Æ1 cm cuvettes. The

voltage applied ranged from 1Æ8 to 2Æ5 kV and resistance
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from 200 to 600 X; capacitance was kept constant at

25 lF.
The cells were then resuspended in 1 ml of SOC

medium (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, USA) and incu-

bated for 1 h at 30�C at 200 rpm. Finally, they were pla-

ted on AR medium supplemented with the appropriate

antibiotic and incubated for 2–3 days at 30�C. Negative
controls were subjected to the same manipulations, except

that no vector was used; only 10 g l)1 glycerol or ultra-

pure water was added.

Extraction of plasmid DNA from transformed

Gordonia jacobaea

The following protocols were used:

i QIApreps Spin Miniprep Kit (Qiagen, Venlo, the Neth-

erlands).

ii The method described by Birnboim and Doly (1979).

iii The method described by Hoffman and Winston

(1987), where the diameter of the glass beads was chan-

ged from 0Æ45 to 0Æ22 lm.

iv The alkaline lysis method (Sambrook et al. 1989).

v The method described by Takai et al. (1995), modified

as follows: the cells were subjected to one ultrasonic treat-

ment (10 min), centrifuged, and resuspended in lytic

lysozyme (0Æ05 mol l)1 Tris–HCl, pH 8, 0Æ01 mol l)1

EDTA, pH 8, 0Æ5 mol l)1 NaCl, sucrose at 20 g l)1, and

10 mg ml)1 lysozyme) and incubated for 3 h at 37�C at

210 rev min)1. Then, 400 ll of 0Æ2 N NaOH and 10 g l)1

SDS were added and the samples were kept on ice for

5 min. Next, 5 mol l)1 chilled sodium acetate (pH 4Æ8) was
added, and the samples were kept on ice for 30 min. After

centrifugation, the supernatant was mixed with one volume

of phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25 : 24 : 1 vol:

vol:vol) and centrifuged at 4�C. One volume of isopropanol

was added to the upper phase, and the mixture was incuba-

ted for 10 min at )20�C and centrifuged at 2600 g for

30 min at 4�C. The supernatant was discarded and the

pellet was resuspended in ultrapure water. These samples

were employed for heat-shock E. coli transformation.

vi Finally, a modification of the method described by

Kieser (1984). The modifications were done as follows.

After a single ultrasonic cycle of 15 min and the corres-

ponding centrifugation described, the pellet was resus-

pended in 450 ll a solution containing 0Æ025 mol l)1

Tris–HCl, pH 8Æ0, 0Æ025 mol l)1 EDTA, 0Æ3 mol l)1

sucrose, 2 mg ml)1 lysozyme and 0Æ22 lm glass beads.

The cells were incubated in this lytic solution for 45 min

at 30�C, vortexing vigorously every 10 min. Then, 300 ll
of a solution containing 0Æ3 mol l)1 NaOH and 2 g l)1

SDS was added and the mixture incubated for a further

20 min at 80�C. After 10 min at room temperature,

300 ll of phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25 : 24 : 1

vol:vol:vol) (Sigma-Aldrich) and 70 ll of 4 mol l)1

sodium acetate (Merck) were added. After centrifugation

at 2600 g, the upper phase was mixed with a volume

of isopropanol. After centrifugation, the DNA was

resuspended in ultrapure water and, finally, employed for

E. coli transformation.

Enzymic digestion of plasmids rescued from

Gordonia jacobaea

About 500 ng of rescued plasmid were incubated with

5 U of the appropriate restriction endonuclease at a final

volume of 20 ll for 60 min at 37�C. After enzyme inacti-

vation at 65�C for 15 min, the samples were subjected

to electrophoresis 60 min at 70 V using 0Æ9% agarose

(Sigma-Aldrich) and 1 mg ml)1 ethidium bromide

(Sigma-Aldrich) gels. The restriction fragments were

visualized using a transilluminator (Fotodyne UV-21).

Plasmid pRE-7 was restricted with KpnI, ApaI, XhoI, ClaI,

HindIII, BamHI, XbaI, NotI, BstXI, SacI and BglI (Pro-

mega, Madison, WI, USA) and plasmid pDBMCS-2b with

ApaI, HindIII, BamHI, XbaI, SpeI, ClaI, EcoRI and EcoRV

(Promega).

Test of the transformation method in other

Corynebacteria

In order to broaden the usefulness of the method,

G. bronchialis and B. lactofermentum were grown in AR

medium supplemented with glycine (1Æ6 g l)1) and isoni-

azid (100 lg ml)1) in exponential growth phase. After

one 15-min cycle of ultrasound treatment, the cells were

maintained for 1 h on ice and then washed three times

with 10 g l)1 glycerol. Finally, the cells resuspended in

3 ml 10 g l)1 glycerol aliquoted into 100 ll samples, and

frozen in liquid nitrogen and stored at )70�C until use.

Gordonia bronchialis was transformed with pRE-7 at

2Æ5 kV, 200 X whereas B. lactofermentum was transformed

with pEMel-1 at 2Æ5 kV, 200 X. The protocol for cell

recuperation after transformation was the same as for

G. jacobaea.

Finally, the cells were plated in AR medium supple-

mented with kanamycin (50 lg ml)1).

Results

Survival of Gordonia jacobaea

First, the capacity of G. jacobaea to grow at the highest

concentrations of penicillin G, glycine and isoniazid was

tested. Also its resistance to ultrasounds (30 min maxi-

mum) and electrical conditions of 2Æ5 kV and 200 X was

analyzed.
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It was observed that G. jacobaea did not have sponta-

neous resistance to the antibiotics employed.

The response to the different factors analyzed and pro-

tocols assayed were the same for both strain MV-1 and

strain MV-26.

Effect of penicillin G, glycine, isoniazid, and ultrasound

on the electrocompetence of Gordonia jacobaea

Penicillin G, glycine or isoniazid – used alone and at the

concentrations employed here – did not cause any appre-

ciable effect on G. jacobaea in terms of electrocompe-

tence; not even when combined with cycles of ultrasound.

Likewise, combining penicillin G and isoniazid (with or

without ultrasound cycles) did not cause any effect either.

Only a combination of 1Æ6 g l)1 glycine and isoniazid

(100 lg ml)1) and an ultrasound treatment (15 min) led

to a positive result (Table 1) in the terms of the electro-

transformation of G. jacobaea.

Optimization of Gordonia jacobaea growth conditions to

increase electroporation efficiency

Differences in the collection of electrocompetent cells

were studied at several stages of growth. It was observed

that the highest level of electrocompetence was achieved

in the exponential phase of growth when O.D. k600 nm

was about 0Æ5–0Æ6 and that the optimum temperature was

30�C. No differences were observed when different carbon

sources were used.

Optimization of electroporation conditions

Electrocompetent cells were subjected to electroporation.

The parameters studied were resistance (X) and voltage

(V). It was observed that the best conditions for success-

ful transformation with plasmid pRE-7 were 200 X and

2Æ5 kV, whereas the best conditions for plasmid

pDBMCS-2b were same voltage but 600 X (Table 2). No

transformants were obtained when the pUC18 vector was

used.

Recovery of plasmid DNA from Gordonia jacobaea

It was not possible to recover plasmid DNA from G.

jacobaea cells using commercial kits, the method

described by Birnboim and Doly (1979), or the method

described by Sambrook et al. (1989). However, the

methods described by Kieser (1984), Hoffman and Win-

ston (1987) and Takai et al. (1995) did allow plasmid

recovery from G. jacobaea (Fig. 1).

When the restriction analyses were subsequently done

to cells obtained along several generations, identical

restriction patterns were found, thus indicating the high

stability concerning the plasmid replication.

Analysis of plasmid DNA extracted from

Gordonia jacobaea

Plasmid DNA was first checked for the appropriate size

and treated with the different restriction enzymes. In all

cases, a single band of the appropriate size appeared for

each plasmid (Fig. 2).

Table 1 Effect of combination of penicillin G, glycine, isoniazid and

ultrasounds on Gordonia jacobaea transformation

Treatment

Penicillin G (10 U ml)1) +

isoniazid (100 lg ml)1)

Glycine (1Æ6 g l)1) +

Isoniazid

(100 lg ml)1)

Ultrasound

(15 min)

Yes No Yes No

Transformation ) ) + )

), transformation negative; +, transformation positive.

Table 2 Electroporation conditions of Gordonia jacobaea

Plasmid Voltage (kV) Resistance (X) Transformation*

PRE-7 2Æ5 200 60–75

2Æ5 600 40

pDBMCS-2b 2Æ5 200 20–30

2Æ5 600 50–60

PUC18 1Æ8–2Æ5 200–600 0

*Numbers reflect transformant colonies obtained per 100 ng plas-

midic DNA.
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Figure 1 Recovery of pRE-7 from Gordonia jacobaea. Line 1: Hoff-

man and Winston method; Line 2: Takai et al. method.
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Electroporation of other Corynebacteria

Gordonia bronchialis and B. lactofermentum were grown in

AR medium supplemented with glycine and isoniazid.

The cells collected were treated with the same protocol as

for G. jacobaea. It was possible to obtain transformant

cells with pRE-7 and pEMel-1, respectively, by electropo-

ration (2Æ5 kV, 200 X and 25 lF) (Table 3).

Discussion

The wild type strain MV-1 and the overproducing mutant

MV-26 exhibited the same electroporation potential. The

EMS used to obtain the mutant MV-26 did not affect cell

wall integrity and, in fact, no differences were observed

between either strain in terms of their physiology. This

being an important fact attending to their industrial appli-

cation because the MV-26 mutant is a hyperproducer of

caroteonoids.

In order to obtain electrocompetent cells of G. jacobaea

for further genetic manipulations, several factors that

could affect the process were studied. The results revealed

that the main factors that should be taken into account

were the growth phase, the growth temperature, and the

later treatments designed to break down the integrity of

peptidoglycan and mycolic acids. When the effect of

temperature was studied, 30�C proved to be the best one.

This could be related to the distribution and composition

of mycolic acids, which could, in turn, modify the cell

wall structure, leading the cells to be more susceptible to

electroporation as previous works suggests (Tomiyasu

1982; Kurusu et al. 1990; Stratton et al. 1993, 2003; Van

Der Res et al. 1999). No differences were found using dif-

ferent carbon sources as other works suggested (Stratton

et al. 2003).

Ultrasound was also a basic parameter studied for

enhancing genetic transformation. This treatment unequi-

vocally helped to disrupt cell clumping, helping DNA

entry during the electroporation process.

While, in other Corynebacteria family members is

enough to interfere in the peptidoglycan synthesis

(Kurusu et al. 1990), in G. jacobaea is not enough. Inter-

ference of peptidoglycan synthesis by treatment with

either penicillin G or glycine at different concentrations

was not enough to obtain electrocompetent cells. The

same results were obtained when done using isoniazid,

which alters the normal synthesis of mycolic acids. It was

necessary to act on both cell wall components in order

to increase the number of electrocompetent cells. The

best protocol involved growing G. jacobaea in AR med-

ium supplemented with 1Æ6 g l)1 glycine and 100 lg ml)1

isoniazid, applying ultrasound (10 min cycle) and incu-

bating the cells for 1 h on ice before 10 g l)1 glycerol

washes.

As expected, it was necessary to work with plasmids con-

taining origins of replication of Corynebacteria species as

reflected by the fact that it was not possible to obtain

transformants with plasmids with replication origin from

E. coli.

It was found that variations in the resistance parameter

did alter the number of transformants obtained. The low-

est resistance afforded the highest numbers for plasmid

pRE-7 while the opposite was the case of plasmid

pDBMCS-2b. These data point to the effect of DNA size

in electroporation experiments. Similar results were

obtained when transposon electroporation was performed:

i.e. the lower the resistance the higher the number of

transformants (data not shown).

The low transformation frequency obtained could be

related to two main factors; first, the used shuttled-

plasmids (pRE-7 and pDBMCS-2b) have been obtained

from G. westfalica and R. equi, thus replication origins

 7-ERp
)bK 9·5( 

32 1 

Figure 2 Enzymatic digestion of pRE-7 recovered from Gordonia

jacobaea. Line 1, Digestion with NotI; Line 2, 1 Kb DNA size marker;

Line 3, digestion with XbaI.

Table 3 Efficiency of transformation in other Corynebacteria

Micro-organism +

plasmid employed

Voltage

(kV)

Resistance

(X) Transformation*

Gordonia

bronchialis + pRE-7

2Æ5 200 40–50

Brevibacterium

lactofermentum + pEMel-1

2Æ5 200 20–30

*Numbers reflect transformant colonies obtained per 100 ng plas-

midic DNA.
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could not be the best for G. jacobaea and second, the

tendency to clump of G. jacobaea which, in general,

makes it difficult to be manipulate.

The recovery of plasmid DNA from G. jacobaea may be

difficult and requires aggressive steps against the cell wall.

The method described by Hoffman and Winston worked

fairly well, although an extra transformation of E. coli was

needed for final plasmid analysis. Because of this, it is

important to develop shuttle plasmids with both origins

of replication: the Corynebacteria origin and the E. coli

origin.

It was not found that the electroporation protocol used

affected plasmid integrity as described before (Arenskotter

et al. 2003) since it was not found any alterations in the

restriction pattern or variations in size. The methods able

to recover plasmids from G. jacobaea were aggressive but

not enough to affect the integrity of the plasmids.

The possibility of applying the method described in the

present work to obtain cells of Corynebacteria susceptible

of being transformed by electroporation is important

because of these group of bacteria have interest in differ-

ent areas of Biology, including industrial applications or

bioremediation.
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