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Introduccion. La lista de compuestos obtenidos a partir de
microorganismos filamentosos tienen multiples aplicaciones en
la medicina, veterinaria y agricultura. (Cross T. 1981). Un
problema comdn en estos procesos se debe a la elevada
viscosidad que provoca el crecimiento miceliar, dificultando la
transferencia de oxigeno al medio de cultivo (Mejia, et.al.,
1998; Virgilio et al., 1964 y Lancini y Cavalleri, 1997).

En la produccién del antibiético rifamicina B por
Amycolatopsis mediterranei el problema se agrava, ya que se
trata de un aerobio estricto que ademas necesita de oxigeno
para la biosintesis del antibiético. (Jin Z. H., 2004; Virgilio et
al., 1964 y Lancini y Cavalleri, 1997).

En trabajos previos, hemos logrado transformar a A.
mediterranei con el gen de Vitreoscilla stercoraria que
codifica para una hemoglobina. Los resultados mostraron un
incremento en la produccién de la rifamicina B de alrededor
del 30%. Sin embargo, a pesar de que este aumento
consideramos que el oxigeno que es captado por la
hemoglobina se libera en el citosol y ahi nuevamente se lleva
acabo una competencia por el oxigeno, entre la cadena
respiratoria y el citocromo P450, enzima responsable del paso
biosintético critico en la produccion del antibi6tico.

Por esta razén, se pretende construir una proteina de fusion,
bajo la hipotesis de que con esta proteina quimérica, el oxigeno
captado por el dominio de la hemoglobina sea cedido de
manera mas eficiente al dominio del citocromo P450.

Metodologia. Utilizando el programa Swiss-PdbViewer y las
secuencias de las proteinas VHb y Orf 5 se model6 la proteina
de fusion y se optimizo su estructura. Con los resultados del
modelamiento se procedio a la fusién de ambos genes y su
clonacion en el plasmido pULVK2.

Resultados y discusion Durante las diferentes dinamicas de
modelamiento se probd la introduccion de glicinas para ver un
mayor disminucion en la energia de minimizacion debido a
que la VHb termina en una alfa hélice y en un intento de
garantizar que se rompa la continuidad de la estructura se
introdujeron una glicina, sin embargo el principio de nuestra
proteina Orf 5 presenta una zona no estructurada lo cual nos
indica que probablemente no sea necesario la introduccién de
dicha glicina; ello fue comprobado al realizar diferentes
modelamientos y comparando las energias de minimizacion.
Seleccionando el siguiente modelo para la proteina quimérica
donde no fue necesaria la introduccién de glicinas o algun otro
aminoacido; con una energia de minimizacién de -20 629.699
KJ/mol. (Fig. 1). A partir del conocimiento del probable

modelo calculado para la proteina de fusion y las secuencias de
los genes de orf 5 y vhb que se encuentran clonados en los
plasmidos pGEM orf5 y pUAMSAGL; se disefiaron los
oligonucleotidos o primers necesarios para lo obtencién por
PCR de dichos fragmentos a los cuales se les adiciono los sitios
de corte Hind Il y Eco R1 para su posterior clonacion en el
vector pULVK2.

Fig. 1. Modelo propuesto para la proteina quimérica VHB-CYP450.

Conclusiones. ElI modelo obtenido tiene una energia
minimizacion de -20 629.699 KJ/mol., la cual hace pensar que
se encuentra cerca de la realidad.

Se obtuvo el gen hibrido, se cloné en pULVK?2 y se obtuvieron
las transformantes buscadas para su evaluacion.
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