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Introducciéon. La blsqueda constante de nuevos
productos naturales con actividad farmacéutica potencial
y/o biotecnoldgica, ha requerido el empleo y desarrollo de
diversas herramientas como: la mineria gendmica, la
construccion de bibliotecas genémicas, la bioinformatica y
el uso de bases de datos para la prediccién, localizacién y
expresion de nuevos clusteres biosintéticos (1). Gracias a
estas herramientas se han identificado miles de clusteres,
aln no caracterizados, para la produccion de una gran
variedad de metabolitos secundarios de interés. Dentro de
las variadas fuentes de busqueda de nuevos productos
naturales, la actinobacteria Micromonospora purpurea se
perfila como una fuente prometedora, debido a que es la
principal productora de gentamicina, calichemicina y
cuenta con un genoma abundante en clUsteres
biosintéticos cripticos poco explorados, principalmente
para la sintesis de metabolitos por vias tipo NRPS, PKS y
terpenos, que son grupos de genes de gran tamafio (>
20Kb) (2).

Dada la dificultad para amplificar clUsteres biosintéticos
grandes mediante PCR, el objetivo de este proyecto fue
construir una biblioteca de fosmidos del genoma de
Micromonospora purpurea para la identificacion preliminar
de clusteres biosintéticos de nuevos productos naturales
con alguna bioactividad.

Metodologia. Se realizé el andlisis bioinformatico del
genoma de M. purpurea con herramientas como
Antismash, PRISM y BLAST para la prediccién de
clusteres biosintéticos. Para la construccion de la
biblioteca de féosmidos del genoma de M. purpurea se
emple6 el kit CopyControl™ HTP Fosmid Library
Production Kit with pCC2FOS™. Para estimar el tamafio
promedio del inserto y su distribucion, se seleccioné una
muestra aleatoria de 170 clonas. Se aislaron los fésmidos
mediante lisis alcalina y se digirieron completamente con
Eco72 1, el tamafio del inserto se estimé mediante
electroforesis en gel (3). Para la validacion de la biblioteca
se rastrearon mediante PCR tres genes constitutivos
necesarios para el mantenimiento basal de la célula: gyrB,
rpoBy recA (4, 5).

Resultados. Al realizar el andlisis bioinformatico del
genoma de M. purpurea se encontraron 29 predicciones

para clUsteres biosintéticos, de los cuales se identificaron
los clusteres encargados de la biosintesis de la
gentamicina, calicheamicina, sioxantina, y deferoxamina.
Para facilitar la identificacion y obtencién de clUsteres
biosintéticos de gran tamafio, se construy6 una biblioteca
de fésmidos con el genoma de M. purpurea (7.76 Mb). Se
obtuvieron 1,508 clonas con insertos. Se determiné que el
tamafio del oscilaba entre 35-45 Kb. Se asegurd la
representatividad de la biblioteca con base en el nimero
de clonas obtenidas y al tamafio promedio del inserto,
concluyendo que el genoma de M. purpurea estd
representado en la biblioteca 6.7X. En cuanto a la
validacion de la biblioteca, se determiné la presencia de
los genes constitutivos elegidos.

Tabla 1. Presencia de genes constitutivos en la biblioteca de fésmidos
de Micromonospora purpurea

Gen constitutivo | Tamafio del gen/ no. de veces
funcion identificado
2040 pb / ADN
gyrB girasa sub. B 7
3441 pb / RNA
rpoB polimerasa 6
subunidad B
1047 pb /
recA recombinacién ADN 6

Conclusiones. Se construy6 una biblioteca de fosmidos
del genoma de Micromonospora purpurea con una
representatividad del genoma de 6.7X, con un tamafio de
insertos promedio de 37.1 £ 0.3 Kb. Se valido la cobertura
de la biblioteca con la presencia de los genes constitutivos
gryB, rpoB y recA que se encuentran en promedio 6.3X.
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