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I. RESUMEN

Los Streptomyces son bacterias Gram positivas habitantes del suelo que crecen
formando largas hifas multinucleadas, las cuales se ramifican repetidamente conforme se
elongan para formar primero un micelio vegetativo que crece profundamente dentro del
substrato y que, por una serie de sefiales no del todo conocidas, sufre una diferenciacién
morfolégica y fisiologica. La diferenciacion morfologica involucra la formacién de un
micelio aéreo que se desarrolla a expensas del micelio vegetativo, y que finalmente da
origen a las cadenas de esporas. El estudio de estas bacterias es de gran interés por su
complejo ciclo de diferenciacion morfoldgica, y su extraordinaria habilidad para producir
antibidticos y numerosas enzimas extracelulares de gran aplicacion en la medicina y la
industria. La mayoria de las investigaciones sobre la regulacién metabélica se ha centrado
enla regﬁlacic’m de sintesis de antibidticos, en tanto que la regulacién de las fuentes de
carbono para el metabolismo secundario ha recibido poca atencion. El estudio de los
factores que influyen en la sintesis del antibidtico actinorrodina de Streptomyces coelicolor
esta facilitado por su fenotipo coloreado, lo cual permite una simple y rapida inspeccién
visual.

En este trabajo reportamos la clonacién y caracterizacion del operon lipAR de S.
coelicolor A3(2), el cuat esta contenido en un fragmento Notl-Mlul de 6293 kb que incluye
a otros dos genes. El gen lipA4 codifica para una lipasa extracelular de 29 kDa y su
expresion es dependiente de la fase del crecimiento de la bacteria. La proteina codificada
por lipR es un activador transcripcional requerido para la expresion de lip4, con quien est4

acoplado transeripcionalmente. Cuando células que contienen al operén lipAR completo,




clonado en un plasmido mt’xltiéopia, se cultivan en medio LB liquido, se detecta una
actividad lipolitica maxima durante el inicio de la fase estacionaria, la cual decae
progresivamente. Cuando las mismas células son cultivadas en medio R2, la actividad
lipotitica se detecta también a partir de la fase estacionaria y no decae. En ambos tipos de
medio de cuitivo no hay secrecion de lipasa ni actividad lipolitica cuando el gen /ipR esta
ausente. Cuando el gen /ipA esta bajo el control transcripcional y traduccional del promotor
del gen tipA, el cual es inducible por tioestreptona, se detecta actividad lipolitica durante la
fase exponencial temprana, justo cuando se da la induccidn por el antibidtico. A fin de
evaluar si el operén /ipAR influye en la sintesis de la actinorrodina, un antibiético
policétido, se obtuvo una cepa de S. coelicolor con el operdén cromosomal interrumpido; la
produccién de la actinorrodina de esta mutante estd disminuida en relacion a la cepa
silvestre. Asi, la lipasa extracelular clonada influye en la biosintesis este antibidtico a través
del aporte de las unidades de carbono provistas por los triacilgliceroles. En base a la
estructura terciaria obtenida por cristalografia de rayos X de la lipasa de Streptomyces
exfoliatus M11, y tomando en cuenta que presenta una alta homologia en su estructura
primaria con la lipasa de S. coelicolor, se realizé un modelo de la topologia y estructura de
esta Gltima, encontrandose que presentan caracteristicas compartidas muy particulares, las

que las distingue como una nueva familia de lipasas bacteriales.




Ia, ABSTRACT

In this work we report the cloning and characterization of the /ipAR operon from S.
coelicolor A(2), which is contained in a 6.293 kb Notl-Mlul fragment that included other
two genes. Gene lip4 encodes for a extracellular lipase of >30 kDa that is expressed in a
growth phase depend-manner, and that required the presence of the contiguous gene /ipR,
which is transcriptional coupled with /ip4. The protein encodes by /ipR has characteristics
of a transcriptional activator. When cells harbouring the complete operon were cultivated in
LB-Sac liquid medium, maximum lipase activity was detected when the culture reached
stationary phase, but this activity progressively failed. By the other hand, when the same
cells were cultivated in R2 liquid medium, the lipolytic activity increased along the time. In
both type of mediu:ﬁ there was not neither lipases secretion nor lipolytic activity when the
lipA gene and their promoter was subcloned alone in the same vector. When the /ip4 gene
was under the transcriptional and translational control of the thio-inducible 7ip4 promoter,
lipolytic activity was detected in the early exponential phase, as soon as the antibiotic was
added. Lipolytic activity was observed without induction, but only after achieved the
stationary phase of growth. In order to investigated if the /ipAR operon influenced the
actinorhodin biosynthesis, we obtained a clone of S. coelicolor with the chromosomal genes
disrupted by the insertion of the fsr gene. When the actinorhodin production from this
mutated clone was evaluated in SMM medium, it was showed that the antibiotic production
is lower than the production from the wildtype strain. Thus, the extracellular lipase cloned
regulate the actinorhodin biosynthesis throﬁgh the supplied of units of carbons from TAG.

Using the crystal structure of the S. exfoliatus M11 lipase as a template, it was possible to




model the structure of the S. coelicolor A3(2) enzyme. The model revealed taht most of the

differences were in the exposed part of the structure.




II. INTRODUCCION

PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LA DIFERENCIACION
MORFOLOGICA

El ciclo de vida de Streptomyces comienza con la germinacion de las esporas, en
cada una de las cuales se desarrolla uno 0 mds tubos germinales que dan lugar a las hifas
altamente ramificadas que constituyen al micelio vegetativo (Fig. 1). Este micelio
vegetativo esta firmemente adherido al substrato{1-3]. La division celular ocurre muy
raramente en este micelio cuyas hifas contienen varias copias del cromosoma (micelio
sincicial), Durante esta fase se da un rapido crecimiento celular caracterizado por un
metabolismo de asimilacion [4]. Pocas horas después de la germinacion la colonia empieza
a transformarse, dando lugar a la formacion del micelio aéreo (Fig. 1) que esta constituido
por nuevas hifas que se desarrollan a expensas del micelio vegetativo y que emergen del
substrato. En esta fase se da una intensa divisién celular en las hifas aéreas, en donde se
forman septos uniformemente espaciados, lo cual da como resultado la formacion de
cadenas de esporas. Las esporas son uninucleadas y de un color gris caracteristico y
altamenté resisténtes a la desecacion. Durante esta fase de diferenciacion morfolégica se da
tambi€n la diferenciacién fisiclogica o metabolismo secundario, produciendose una
extraordinaria gama de antibioticos, enzimas extracelulares, herbicidas, agente tumorales y
varias moléculas mas de gran uso en la industria. La asociacién temporal entre la formacion
del micelio aéreo y la produccidn de antibioticos no parece ser casual ya que se han
identificado mecanismos de control genético para ambos procesos que presentan

interconeccion [1-4)].




Durante el ciclo de vida se distingue una fase de transicién que corresponde al
periodo durante el cual el micelio vegetativo es lisado para obtener nutrientes que son
usados péra construir el micelio aéreo y las esporas [4]. Durante esta fase de transicion cesa
momentaneamente el crecimiento de la colonia y se da una importante disminucion en las
sintesis de 4dcidos nucleicos y proteinas, las cuales se incrementan nuevamente al inicio de
la diferenciacion morfoldgica sin que se note una importante deplecién de los nutrientes
presentes en el medio ya que al transferir micelio vegetativo a medio de cultivo fresco no
se retarda ni se anula la formacion del micelio aéreo. Sin embargo, dado que al aumentar la
masa celular durante el desarrollo de la colonia, el transporte de los nutrientes puede estar
afectado, y por lo tanto podria generar cierta tensién (stress) que puede ser tomada como
una sefial para iniciar la formacion del micelio aéreo [4]. Durante esta fase de transicion
estos organismos son altamente vulnerables a la competencia con otros microorganismos
presentes en su entorno biolégico. Esta vulnerabilidad, actuando como una presién de
seleccion, les pudo llevar a desarrollar su alta capacidad de produccidén de antibidticos y
enzimas extracelulares, muchos de los cuales inhiben especificamente diversas bacterias y
hongos. Conforme la colonia va creciendo se empiezan a detectar diversos compuestos de
almacenamiento y diversos metabolitos secundarios en las partes més alejadas de los
apices. [5]. Estas partes de la colonia crecen mas lentamente ya sea por limitacién de los
nutrientes o porque las condiciones del medio inhiben el crecimiento. La formacion del
micelio aéreo se da después de un corto periodo de sintesis macromolecular y parece
involucrar el reuso del material asimilado por el micelio vegetativo {4]. En Streptomyces
griseus se ha observado que una disminucion en la poza intracelular de GTP y una

acumulacion del ppGpp se asocian con el inicio de la diferenciacion morfolégica [6].
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Figura 1. Representacién esquemdtica de una colonia de Streptomyces, indicando las diferentes fases

fisioldgicas de las hifas. Los depésitos de almacén hacen referencia principalmente al glucégeno
[194].




Las hifas de ambos micelios son estructural y fisiologicamente diferentes; las del
micelio vegetativo son cenociticas con septos infrecuentes, que cuando se forman se
localizan en la parte mas vieja del micelio, y las hifas aéreas se originan como
ramificaciones de las hifas del substrato presumiblemente por deplecién nutricional [1-3].
Dada la similitud con el tipo de crecimiento que presentan los hongos filamentosos se
sugirié que las hifas de los Streptomyces crecerian también por extension dpical, es dectr,
por la depositacién de los polimeros que constituyen la pared celular en la parte mas
puntual de ta hifa. Se comprobé con S. coelicolor A3(2) que efectivamente el crecimiento
se da principalmente por la extension de la pared celular de los apices de las hifas [7]. La
pared celular esta formada por péptidoglucano (mureina) que es un polimero constituido
por cadenas polisacaridas paralelas unidas covalentemente por medio de cadenas peptidicas
transversales. La unidad basica es una disacérido constituido por N-acetil-D-glucosamina y
acido N-acetilmuramtico con enlaces 3(1-4), y al resto carboxilo de este Gltimo se unen
cadenas laterales tetrapeptidicas, cada una de las cuales contiene L-alanina, D-alanina,
acido D-glutamico o D-glutamina. El péptidoglucano forma una estructura covalente
continua alrededor de la célula [8]. Aln cuando no se conoce a detalle el mecanismo de
incorporacién del nuevo material de la pared celular, se sabe que en este género bacteriano
no existe recambio del peptidoglucano y que la elongacién se da conforme se va
depositando el material recién sintetizado. Se piensa que el nuevo material es transportado
a la zona de extension por difusidn, a diferencia de lo que ocurre en los hongos existe un
sistema de transporte especifico que incluye vesiculas unidas a la membrana y estructuras
del citoesqueleto. Conforme se aleja del 4pice la incorporacidn del peptidoglucano

disminuye notablemente. Se han observado algunas pequefias zonas de depésito en




regiones alejadas del dpice, que pueden corresponder a material nuevo en transito a su
destino final, o bien a material que ha quedado varado una vez que la pared se ha
elongado [7,9]. En cuanto a la morfologia de las hifas, éstas tiene un diametro promedio
menor a | um con un tipo de crecimiento isotrépico donde la forma de la punta, semi-
elipsoidea, resulta de una interaccion entre la presion hidrostatica interna dada por el
crecimiento, y las propiedades elasticas de la pared del dpice. La forma que se obtiene es
aquella que minimiza la energia de superficie dentro de la pared. Se supone que la
elasticidad de la pared celular decrece conforme se estd mds alejado del apice,
encontrindose una completa rigidez en las regiones més basales de la zona de extension,
originada por la disminucion en la incorporacién del nuevo material, y con lo cual se
obtienen hifas de un didmetro constante [10]. En cuanto a la ereccién de las hifas aéreas, se
han identificado proteinas que son secretadas por la misma colonia y que cubren la
superficic de estas hifas y las esporas (proteinas Sap), las cuales se cree que ayudan a que
las hifas puedan romper la tension superficial para escapar del ambiente acuoso del
substrato y permitiendo asi su crecimiento hacia el espacio aéreo, en tanto que estas mismas
proteinas contribuirian a formar en las esporas una superficie hidrofébica que les ayudaria a
evadir el medio acuoso circundante y su posterior dispersion [11]. Cuando las hifas aéreas
dejan de crecer se detecta una intensa division celular que da como resultado la aparicion de
septos que estan regularmente espaciados y son formados sincronicamente a lo largo de
¢stas hifés, separando asi los compartimentos que daran origen a las esporas, quienes
contienen una sola copia del cromosoma. Las hifas aéreas esporulantes presentan dos zonas
claramente distintas: la zona mas basal, cercana al punto de ramificacion, constituye un

tallo que no presenta septos, en tanto que la zona mas distal es la que sufre septacion y se




enrrolla sobre si misma, formando cadenas que pueden contener cientos de esporas. No se
sabe que sefal determina la division y longitud de estas zonas. Los septos se forman por ¢l
crecimiento hacia dentro de la hifa de un doble anillo de la membrana y la pared celular, el
cual se une en el centro para formar un travesafio doble. Esta distribucién de la pared
celular permite la sep‘aracic’m de las esporas adyacentes. Después de que el septo se ha
formado.se deposita nuevo peptidoglucano tanto en el septo como en la cara interna de la
pared de la hifa parental, lo cual hace que la pared de la espora se engrose
significativamente [11]. Conforme se van redondenando las esporas, su pared se engrosa y
se deposita en ella un pigmento gris caracteristico del género, el glucégeno desaparece y
aumenta el porcentaje de trealosa [5]. En las cadenas maduras de esporas, €stas son
mantenidas juntas por una fragil envoltura constituida por restos de la pared celular de la
hifa parental y una capa externa hidrofébica conocida como la vaina fibrosa que esta
ausente de las hifas vegetativas [11].

Durante la diferenciacion se acumula glucégeno en dos fases temporal y
espacialmente diferentes. La fase I de deposito ocurre en la zona central del micelio,
aproximﬁdamente en la interfase de tiempo entre la presencia del micelio vegetativo y la
aparicion de las hifas aéreas. La fase II de depésito se da en las cadenas de esporas en
desarrollo, coincidiendo en tiempo con la formacién de los septos de esporulacién [5]. El
glucogeno no se detecta en el micelio vegetativo joven, en los soportes de las cadenas de
esporas ni en las esporas maduras, lo cual sugiere que este compuesto de aimacenamiento
tiene un importante papel en la diferenciacion morfolégica. Asi, el glucégeno detectado en
1a fase | podria actuar como fuente de nutrientes para el crecimiento de las hifas aéreas, en

tanto que sus productos de degradacién se depositarian en los apices de las hifas para su
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reuso en la maduracion de las esporas. La ciclizacién metabdlica del glucégeno podria
ademas ayudar a crear la turgencia celular necesaria para la ereccion de las hifas del micelio
aereo (fage 1), en tanto que la condensacion del glucoégeno que se observa durante la fase 11
provocaria un decremento del turgor que podria estar involucrado en el cese del crecimiento
de las hifas aéreas y la formacion de los septos de esporulacién [5].
ORGANIZACION GENETICA

El DNA de Streptomyces tiene un alto contenido de G+C que en promedio es del
74%, si bien en los genes individuales puede variar del 61% al 79.7%, encontrandose que
la tercera posicion de los codones es quien presenta el mayor contenido, del 76.4 %- 98.3%,
en tanto que la primera posicién tiene un contenido medio y la segunda posicién es donde
se presenta el menor porcentaje de G+C [12,13). Estas bacterias son de las pocas que tienen
un cromosoma lineal, cuyo tamaiio es de cerca de 8 Mb en todas las especies estudiadas.
Cada molécula cromosomal tiene proteinas unidas covalentemente a sus extremos 5° libres.
La secuencia de DNA de un extremo del cromosoma estd inversamente repetida en el otro
extremo, al igual que en algunos de sus plasmidos lineales. Estos repetidos invertidos
terminales (TRIs) o telémeros varian en tamafio, desde 24 kb como en S. griseus a 550 kb
en Streptomyces rimosus, y dentro de ellos se encuentran algunos pequeiios repetidos
palindromicos involucrados en la replicacion del DNA [14-17]. El cromosoma puede ser
circularizado espontanea o artificialmente por recombinacién homdloga entre los telémeros,
con perdida total o parcial de los TIRs; las mutantes con cromosoma circular crecen mucho
mas lento y presentan una esporulacién reducida ademds de una mayor inestabilidad
genética [17). El codigo genético de estas bacterias ha sido influenciado por presiones

mutacionales direccionales sobre la composicién de bases, desviando asi el contenido de
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G+C. Estas presiones mutacionales llevaron a cambios en el uso de codones, estableciendo
un empleo especie especifico, que a su vez influye en la expresion de los genes. La mayoria
de la variacion que se observa en la composicion de bases esta dada por cambios en la
tercera posicién de los codones, atin cuando no hay que despreciar la significante
contribucién dada por la primera y segunda posicion. El analisis de 64 genes reportados
de Streptomyces permitié avanzar en el conocimiento del patron de uso de codones de esta
bacteria [12], donde el mayor contenido de G+C se presenta en la tercera posicion de fos
codones (76.4%-98.3%), en tanto que la primera y la segunda posicién tienen un contenido
medio y bajo respectivamente. En Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae los genes
altamente expresados presentan una fuerte desviacion en el uso de codones, y utilizan
aquellos que son reconocidos por especies de tRNA abundantes [18-19). La seleccidn de los
codones asi reconocidos aparentemente se dio para mejorar la eficiencia y precision de la
traduccidn, es decir por una presién de seleccion traduccional. Los estreptomicetos son
capaces de traducir todos los 61 codones posibles y por lo tanto deben presumiblemente
poseer todos los tRNA requeridos. El gen EF-Tu de S. coelicolor A3(2) es el Gnico gen
conocido que se sabe que es altamente expresado, su contenido de G+C en la tercera
posicion es del 92.7 % y presenta un patroén de uso de codones similar al de 16 genes
altamenté expresados de Micrococcus luteus, otra bacteria Gram positiva que tiene también
un genoma de alto contenido de G+C; dos de estos 16 genes tienen un alto contenido de
G+C en la tercera posicion y sin embargo son débilmente expresados. La similitud del
patron de uso de codones de estas dos bacterias indica que la seleccion traduccional puede
estar influyendo en el uso de codones en Sireptomyces solo cuando se trata de genes

altamente expresados [12].
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No se sabe como se origind la marcada desviacion que existe en el patron de use de
codones de Strepromyces. Si se toma en cuenta que el contenido de G+C de sus genes de
RNA ribosomales son del 59 % para la subunidad 16S, 57 % para la 23S y 60 % para la 58S,
los cuales son muy cercanos a los de otras eubacterias y significativamente menores que los
del genoma total, lo que indicaria una fuerte presion selectiva sobre estos componentes
estructurales del cromosoma, lo cual hace pensar que el contcnj\do de G+C de estas
bacterias no fue inicialmente alto, sino que éste derivd de uno mas moderado que sufrié
mutaciones acompariadas o no de seleccién. Sin seleccion, el cambio genético pudo ser
fijado por la adaptacién de las maquinarias de replicactén del DNA o de la traduccion.
Quizas una deficiencia parcial en la habilidad para sintetizar bases A o T durante la
evolucidn de este grupo pudo dar una ventaja selectiva suficiente para la aparicion de una
magquinaria de replicacion del DNA y un sistema de reparacién con preferencia por G+C
sobre T+A [12]. Singer y Ames [20] propo;len que el alto contenido de G+C de
Streptoniyces, las mixobacterias y algunos hongos filamentosos son una estrategia adoptada
para reducir los efectos de la radiacion UV, esto basandose en el hecho de que los residuos
de T adyacentes constituyen €l blanco principal de mutaciones causadas por este agente,
minimizando de esta manera los letales efectos causados por este tipo de radiacion.

Por otra parte, mientras que en E. coli y en especies relacionadas la identificacion en
su DNA de secuencias codificadoras de proteinas es un proceso simple, dada la gran
cantidad de genes descritos que permiten hacer comparaciones, la identificacion de estas
regiones en Streptomyces es muy complicada ya que las regiones codificadoras y no
codificadoras presentan un contenido de G+C muy similar. A lo anterior se suma la

presencia de extensos marcos de lectura abierta (ORFs) que frecuentemente ocurren en

13




varios de los seis posibles ORFs, presumiblemente por la insuficiencia de residuos A+T,
que tiene como consecuencia una ocurrencia de codones de paro traduccional infrecuente,
ademas del poco conocimiento sobre las sefiales de inicio de la traduccion y el uso de
codones de sus genes. Sin embargo la pronunciada distribucién asimétrica del contenido de
G+C en la tercera posicion de los codones permitié desarrollar un analisis computacional
que permite identificar facilmente regiones codificadoras en la secuencia de DNA de
Streptomyces [13].

Actualmente se cuenta con mapas fisicos detallados de los cromosomas de
Streptomyces lividans 'y S. coelicolor A3(2) quienes estan estrechamente relacionados y
que presentan una organizacion genética estructuralmente similar. Los genes codificadores
para funciones involucradas en la transcripcidn, traduccién, y replicacion del DNA estén
localizados considerablemente més dispersos que en otras bacterias, en tanto que los genes
codificadores de enzimas extracelulares involucradas en la degradacidn de carbohidratos
presentan una distribucion en el mapa no azarosa, observandose que de las 12 posiciones
identificadas para estos genes, 6 estan localizadas dentro de una zona de aproximadamente
700 kb de uno u otro de los extremos del cromosoma, otros 3 estan en la mitad derecha del
mapa y los 3 restantes se localizan fuera de estos dos sitios. Una de las caracteristicas mas
importantes de estos mapas es la ausencia casi total de genes identificados en una region de
1.2 Mb en ambos extremos (casi un tercio del cromosoma). En estas regiones
genéticamente silenciosas del cromosoma no hay ningin gen involucrado en la sintesis
macromolecular ni genes involucrados en las vias metabdlicas principales, salvo por el gen
argG cuya frecuencia de delecién es una causa bien conocida de auxotrofia de arginina en

S. coelicolor [21-22].
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REPLICACION DEL DNA

El origen de replicacion (oriC) se localiza en el centro del cromosoma [23], v la
replicacion se da bidireccionalmente hacia los teldmeros, generando en la cadena lider
(leading strand) extremos 3° sobresalientes. Los extremos 5° recesivos de la cadena
rezagada (lagging strand) que son producidos por la unién de los fragmentos de Okasaki
adyacentes, son extendidos para obtener moléculas duplex completas por un mecanismo no
conocido que puede involucrar a las proteinas terminales (TP) y/o a las regiones
palindrémicas presentes en los telomeros [16, 24].

La sintesis del DNA en los replicones lineales como el fago ¢29 y los adenovirus se
da de manera continua a partir de los teldmeros por un mecanismo que desplaza la cadena
correspondiente del duplex parental, y donde las proteinas unidas a los extremos 5” sirven
de primer para iniciar la sintesis de la cadena lider sin que se formen los extremos recesivos
5'que se dan cuando la replicacién parte del centro del cromosoma. La formacion de estos
extremos implica la necesaria presencia de un mecanismo de extension de los telomeros
que permita la obtencién de cadenas dobles de DNA completas. La presencia de 7
secuencias palindrémicas altamente conservadas en varias especies de Strepromyces y en
los plasmidos lineales pSLA2, pSCL1 y SLP2 [16], indican su posible participaciéon en el
mecanismo de obtencion de cadenas completas de DNA. En el modelo mas aceptado para
este mecanismo, el palindrome I del extremo 3" sobresaliente se aparea con la secuencia
complementaria presente en ¢l palindrome IV formando un duplex de DNA con forma de
"Y~ con un tallo de 13 bp, en tanto que los palindromes II y III se doblan sobre si mismos y
ayudan a manterer juntos y estables a I y IV. Tres lazos adicionales se forman con los

palindromes V, VI y VII. La formacién del duplex formado por los palindromes [ y IV
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provee un sitio de reconocimiento para la TP, la cual entonces sirve de primer para la

sintesis de la cadena rezagada, usando como templado al extremo de cadena sencilla 3°
sobresaliente (Fig. 2). El extremo de DNA naciente es entonces ligada al fragmento de
Okasaki adyacente (que es el mas distal en relacion al sitio de inicio de la replicacion),

completandose asi la extension de los telémeros [17, 24-25].

#- Lagging strand

Terminal Protein = |Leading strand

N

Multiple 13 bp =
polindrome ,.
region ~——— L —

Figura 2. Posible mecanismo de relleno de los extremos 5 recesivos del cromosoma lineal de
Streptomyces, Las cadenas lider (leading) y rezagada (lagging) estan indicadas por las lineas gruesa y
delgada respectivamente; el circulo corresponde a las proteinas terminales (TP); la parte superior
representa un intermediario replicativo con un extremo 3° protuberante en la cadena lider. En este
modelo, el extremo 3'sobresaliente de 1a cadena lider se dobla sobre si mismo, asistido por la
presencia de maltiples palindromes. El segmento de DNA duplex resultante estd formado por una
extremidad de |3 pares de bases, correspondiente al palindrome distal del teldmero. Una secuencia
complementaria localizada cerca de la base de la parte sobresaliente es reconocida por la TP, la cual
sirve entonces como un primer a partir del cual se puede dar la sintesis de DNA, obteniéndose de
esta manera un cromosoma con los extremos completos [17].

INESTABILIDAD GENETICA DEL CROMOSOMA

Los extremos cromosomales y sus regiones adyacentes son altamente inestables ya
que tienden a presentar frecuentes eventos de amplificaciones, deleciones y
recircularizacidn.
Las deleciones tienen como consecuencia la aparicién de mutantes afectados en genes no

esenciales como en el caso del gen argG de S. coelicolor; en S. lividans los fenotipos Cml*
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¥ Arg’ resultan por la delecidn del marcador de resistencia a cloranfenicol (cmiR) y el gen
de la arginina succinato sintetasa (argG); en S. griseus el gen afsA, que es esencial para la
formacién del factor A esta deletado en algunas mutantes. En la mayoria de los casos las
deleciones incluyen uno o ambos teldmeros, y también se han observado deleciones
intcfnas que no producen la pérdida de los extremos [14-15, 26-29]. Se han propuesto
varios modelos para explicar el mecanismos de estas deleciones, el mas simple de los
cuales implica la ausencia de las proteinas terminales (TP) de los extremos 5” lo que
permitiria el ficil acceso de exonucleasas a los extremos del cromosoma, pero hasta el
momento no se han encontrado cromosomas sin estas proteinas que permitan validar a este
modelo. Otra opcién involucra la transposicion intramolecular de un transposén como el
Tn4811 que esta presente en la region media de uno de los TIRs de S. lividans, el cual al
moverse de este TIR a una region cualquiera en el otro extremo del cromosoma puede
ocasionar la delecién de ambos telémeros y la circularizaciéon del cromosoma. La
transposicion intermolecular entre cromosomas puede también causar un intercambio de
los TIRs y generar deleciones y duplicaciones de DNA internas; la presencia de un TIR de
S. lividans en el plasmido lineal SLP2 se dio probablemente por un evento de transposicién
de este tipo [30]. En otro modelo, cuando una horquilla de replicacién procedente del centro
del cromosoma llega a un punto de cadena sencilla (generado por algtin agente mutagénico
como la radiacién UV y la mitomicina C) se colapsaria. La horquilla colapsada se repararia
por recombinacién homologa, lo cual permitiria que la replicacion continuara, sin embargo
una recombinacion ilegitima entre un extremo libre y una secuencia del otro extremo del
cromosoma provocaria la delecién de ambos telomeros y la circularizacion del cromosoma.

Del mismo modo, la recombinacion del extremo libre con una secuencia hacia arriba o
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hacia abajo del punto del colapso de la horquilla de replicacidn, daria origen a un
cromosoma que conservaria sus telomeros pero presentaria deleciones o amplificaciones
internas como ocurre en Streptomyces ambofaciens [29]. Este modelo implica que si la
frecuencia de recombinacion es baja, también decrece la posibilidad de reparaciones y por
lo tanto se elevaria la frecuencia de deleciones. En S. lividans, cuando la proteina RecA estd
truncada y su actividad de recombinacién por lo tanto es baja, se obtienen 70 veces mas
mutantes Cml* [30].

Las regiones del DNA que pueden sufrir amplificacién se designan AUD (unidades
de DNA amplificables) y las secuencias amplificadas como ADS (secuencia de DNA
amplificada). Las AUD se localizan principalmente en las regiones inestables del
cromosoma y pueden también ser deletadas total o parcialmente. Los fragmentos
amplificados pueden ser retenidos en grupos de varios cientos de copias por cromosoma, y
estas amplificaciones parecen ocurrir sin una aparente presion de seleccién y usualmente
van acompaiiadas de grandes deleciones, sin que se sepa hasta el momento como es la
interdependencia de ambos eventos [15-17, 31). Las amplificaciones del cromosoma
pueden ser de Tipo t donde las ADS en mutantes independientes son diferentes pero
involucran a la misma region del cromosoma, y en las amplificaciones del Tipo Il las ADS
son las mismas en diferentes mutantes pero varian en su tamafio y puntos finales [15-17,
31]. Las amplificaciones del tipo I se han observado en Strepfomyces glaucescens, S.
lividans y S. ambofaciens y no se conoce el mecanismo por el que se dan. Las
amplificaciones de tipo II se han observado principalmente en S. /ividans, donde una AUD!
de 5.7 kb es amplificada en tanto que una regién vecina que incluye al gen argG es

deletada. La AUD!1 tiene tres secuencias repetidas de 1 kb y dos de 4.7 kb alternadas en la
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misma direccion (1—4.7->1—4.7—1), los repetidos de 4.7 codifican un producto que
presenta cierta homologia con la quitinasa y los de 1 kb codifican para proteinas de unidn al
DNA de la familia de represores Lacl/GalR; esta especie presenta otra AUD a 600 kb de un
extremo del cromosoma y en el extremo contrario a 300 kb se localiza una tercera AUD.
Las deleciones que se dan durante la amplificacién incluyen las secuencias localizadas
entre las AUD y los extremos cromosomales, y las secuencias repetidas directas presentes
en las AUD son importantes para la amplificacion. Se cree que las ADS ayudan a
estabilizar al cromosoma después de la pérdida de sus extremos, protegiéndolos contra la
pérdida de genes esenciales. Se propone un modelo de amplificacion donde, como primer
paso, se debe generar una estructura precursora constituido por una copia circularizada del
DNA que se va a amplificar unida a un extremo del cromosoma por una horquilla de
replicacion. A partir de esta AUD se generarian multiples copias por una replicacion de
tipo circulo rodante. Este modelo, para el caso de un cromosoma lineal, llevaria a la perdida
de todas las secuencias localizadas distalmente a la regién amplificada, incluyendo a los
telomeros, lo cual permitiria que la regién terminal sea reemplazada por la estructura
amplificada. Esto 1levaria a una situacién dindmica en la que existe un balance entre los
mecanismos de amplificacién y los de delecidn [32].
ASPECTOS RELEVANTES DEL METABOLISMO SECUNDARIO

Streptomyces spp es conocido por su capacidad para sintetizar una gran variedad de
moléculas que tienen aplicaciones en la medicina y la agricultura, incluyendo drogas
antiparasitarias como la avermectina, agentes fungicidas como la polioxina, drogas
antitumorales como la adriamicina, inmunosupresores como la rapamicina; ademas de

diversas enzimas extracelulares que incluyen proteasas, fosfatasas, xilanasas, celulasas,
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amilasas, lipasas y nucleasas, e importante y caracteristicamente sintetizan la mayoria (70%
) de los antibioticos conocidos. En cultives solidos de Streptomyces la secrecion de las
enzimas extracelulares coincide temporalmente con el inicio de la diferenciacién
morfoldgica y la biosintesis de antibidticos. Todos estos procesos son reprimidos por las
condiciones nutricionales que favorecen altos grados de crecimiento [1-3, 33-34]. Se han
clonado varios genes gue codifican para diferentes enzimas extracelulares, asi como los
genes estructurales y de resistencia de varios antibiéticos. Los mecanismos regulatorios que
controlan la expresion de estos genes son virtualmente desconocidos, y ademas de la
induccién de amilasa por dextrinas y la regulacion por represion catabélica de los genes de
ta amilasa y la agarasa. deben existir otros mecanismos para regular la produccion
simultanea de varias enzimas extracelulares. El aislamiento de mutaciones simples (bld)
que bloquean el inicio de la esporulacién y la produccion de antibidticos fue la evidencia
genética de que ambos procesos estan sujetos a mecanismos de control comunes [1-3].

S. coelicolor A3(2) produce cuatro antibiéticos biosintética y géneticamente
diferentes, dos de €stos son pigmentados, la actinorrodina (Act) es de color azul en pH
basico y rojo en pH acido, y la undecilprodigiosina (Red) es de color rojo en pH basico y
amarillo en pH acido, y los otros son la metilenomicina (Mmy) y el antibidtico dependiente
de calcio (CDA). Los cuatro loci biosintéticos estan genéticamente definidos y clonados
[35-40].

La sintesis de los antibidticos pigmentados es dependiente de la fase del crecimiento
de la colonia; en medio sélido generalmente coincide con la diferenciacién morfolégica, y
en medios liquidos su produccién se detecta hasta que el cultivo alcanza la fase

estacionaria, después de la activacion transcripcional de los genes regulatorios especificos
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[41, 42]. La actinorrodina es un policétido aromético, donde una cadena de 16 carbonos
forma el esqueleto de cada mitad de la molécula, cada unidad monomérica es sintetizada a
partir de una molécula de acetil coenzima A que funciona como la unidad de inicio, y siete
moléculas de malonil coenzima A (unidades de extension). Estas unidades son
condensadas, con la perdida de CO,, de una manera secuencial por la policétido sintasa
(PKS) de la actinorrodina, en un proceso similar al mecanismo de la biosintesis de los
acidos grasos [43, 44]. El intermediario lineal sufre posteriormente ciclizaciones y
modificaciones que producen la moiécula final. El grupo de 22 genes involucrados en la
sintesis de este antibidtico, genes act, se encuentra en una regién continua de 22 kb, e
incluye a los genes estructurales de la PKS, los genes encargados de las modificaciones del
producto de la PKS, asi como los genes regulatorios de su expresion y los de la exportacion
del antibiotico [39-49]. La PKS de la actinorrodina consiste de una serie de ORFs que
codifican para proteinas que presentan similitudes con los componentes de la acido graso
sintasa de E. coli [44]; Las proteinas que conforman a la PKS son una cetosintasa (KS), que
cataliza la condensacion de las unidades acilos; una proteina acarreadora de acilos (ACP)
la cual tiene una doble funcion recibiendo las unidades malonil de extensién y manteniendo
anclada la cadena pélicétida en crecimiento; la proteina determinante del largo de la cadena
(CLF); y una cetoreductasa que esta involucrada en reducir la cadena intermediaria. En
adicion a los genes act/I-ORF4, redD y redZ que regulan especificamente la expresion de
los geneé biosintéticos, los cuales se discutiran en una seccion mas adelante, existen otros
genes que influyen en la produccién de los antibidticos de S. coelicolor; las mutaciones en
los genes absA y absB inhiben la produccién de los cuatro antibioticos[50-54]; las

mutaciones en el gen gfsB bloquean la produccion de Act y Red, y solo reduce la
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produccion de CDA y Mmy [55]; y las mutaciones en afsR provocan la pérdida de la

produccion de Act y Red, y con una marcada reduccion en la sintesis de CDA [56].

CARACTERISTICAS MOLECULARES Y GENETICAS DE LA
DIFERENCIACION MORFOLOGICA
EL FACTOR A

Una de las mas interesantes caracteristicas de Streptomyces es la produccidn de
moléculas sefiales endégenas y exdgenas, designadas autorreguladores. El mas estudiado de
estos es el 2-(6-metilheptanoil)-3R-hidroximetil-4-butanélido o Factor A. Cuando esta
molécula extracelular se agregaba en pequefias cantidades (nmoles) a una mutante bld de S.
griseus se observd que estimulaba la formacidn de estreptomicina, la resistencia a este
mismo antibidtico y la esporulacion [57]. El factor A realiza su funcion regulatoria a través
de su unién a una proteina receptora especifica citopldsmica, con quien presenta una
relacion molar de 1:1 y una constante de afinidad de 0.7 nM, la cual presenta una
especificidad de ligando estricta ya que no une butanélidos con estructuras similares, y se
estima que existen de 30-40 copias de esta proteina por genoma [58]. La proteina receptora
(PR-AF) actua como un regulador tipo represor, cuando el factor A esta ausente o en bajo
nivel, al inicio del crecimiento, la PR-AF se une a una region especifica de uno o varios
genes, probablemente un promotor, y reprime su expresion. Cuando el factor A alcanza
cierta concentracion se une a PR-AF, con lo cual ésta deja libre la region del DNA donde
estaba unida, y el gen deja de estar reprimido y puede iniciar su transcripcién. El factor A

es producido un poco antes de que se inicien la produccidn de la estreptomicina y la
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esporulacion, y las mutantes que no tienen a la PR-AF presentan estos eventos de la
diferenciacion a los dos dias de cultivo, produciendo 10 veces mas del antibiético, lo cual
se atribuye a que la transcripcion de algunos de los genes biosintéticos esta aumentada por
la falta de represion por la PR-AF. Esto implica que la concentracién intracelular del factor
A determina el momento en que los genes del metabolismo secundario dejan de estar
reprimidos por la PR-AF {59]. La produccién del factor A en S. griseus es inestable, y su
determinante genético, afs4, se localiza en un plasmido en tanto que en S. coelicolor
A3(2) esun gen cromosomal, su produccion es estable y no hay una PR-AF, y en esta
especie no parece funcionar como un autorregulador, funcidn que parece estar restringida a
las cepas productoras de estreptomicina [58, 60]. Al examinar la expresion de los genes
biosintéticos de la estreptomicina se observo que la transcripcidn de aphD (determinante de
la resistencia), strR (activador transcripcional) y st B (gen biosintético) se detecta
solamente cuando hay produccion del factor A. Posteriormente se establecio que el blanco
directo del factor A es el gen sfrR, cuya transcripcion se puede incrementar hasta 10 veces
cuando éste se agrega exdégenamente. Ya que el gen que confiere resistencia, aphD, se
transcribe a partir del promotor del gen s#R, entonces la adquisicion de esta barrera de
proteccion se da rapidamente un poco antes de la induccién de la biosintesis del antibidtico
[61]. La proteina que responde al factor A es una proteina activadora de la transcripcion que
se une en la region de -288 a -191 con respecto al sitio de inicio de la transcripcién del gen
strR; esta proteina solo estd presente en las cepas silvestres, y en las mutantes afsA4 se
produce cuando el factor A es agregado exégenamente [62]. Con estos datos se propuso un
modelo para la regulacion por el factor A de la biosintesis de estreptomicina, el cual

propone que durante las primeras fases del crecimiento, cuando la concentracion




intracelular de este regulador es baja, la PR-AF reprime la expresién de un gen X no
identificado; cuando se alcanzan ciertos niveles del factor A, éste se une a la PR-AF y se
permite la expresion del gen X, el cual influye sobre la diferenciacién morfolégica y
fisiologica; la proteina X reduce la expresion del gen que codifica para la proteina
activadora dependiente del factor A, la cual a su vez se une y activa al promotor del gen
sirR. Dada la transcripcidn conjunta de atrR y aphD, en este momento se da la induccion de
resistencia y la proteina StrR activa la transcripcion de los genes biosintéticos de la
estreptomicina. La proteina activadora dependiente del factor A no interviene en la
formacion del micelio aéreo ya que existen mutantes af$4 que no producen estreptomicina
y si esporulan [62-63].
REGULACION DE LA DIFERENCIACION POR LOS GENES bld

Las mutantes de S. coelicolor que presentan micelio vegetativo pero no desarrollan
micelio aéreo son denominadas mutantes bld (de bald, calvo) por el fenotipo de sus
colonias vegetativas. Todas las mutantes bld identificadas hasta el momento en diferentes
laboratorios se han agrupado en seis clases en base a las caracteristicas fisiologicas que
presentan, y de éstas solo las mutantes bldA, bldB, bldC, bldG y bldH estan representadas
por més de un alelo, en tanto que de b/dD solo se conoce un alelo. Las mutaciones de este
tipo tienen un importante efecto pleiotrépico sobre el metabolismo secundario ya que
afectan la produccion de los cuatro antibidticos de S. coelicolor en diferente medida;
undecilprodigiosina puede ser sintetizada por mutantes bld4 cuando se crecen en medio de
cultivo con bajo fosfato; la actinorrodina es producida por mutantes b/dB bajo tiempos
largos de incubacién; la metilenomicina y otro de los antibidticos pigmentados son

producidos por b/dC. El fenotipo de estas mutantes depende de la fuente de carbono
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presente en el medio de cultivo, cuando se crecen en medio minimo (MM) con glucosa o
celobiosa las colonias son calvas, y cuando se usa MM con manitol, maltosa o galactosa las
colonias forman micelio aéreo y esporulan, sin embargo la produccién de antibidticos no es
restaurada en estas condiciones [64-65]. Fue este efecto pleiotropico lo que llevd a pensar
en la existencia de mecanismos de control genético compartidos entre los eventos de la
diferenciaciones morfolégica y fisiolégica. Asi, los genes b/d influyen sobre el
metabolismo secundario (produccion de antibidticos y enzimas extracelulares),
metabolismo de almacén (glucégeno) y el desarrollo morfoldgico (formacién del micelio
aéreo y Saps). A continuacion se revisaran las caracteristicas sobresalientes de los genes bld
y su participacién en la diferenciacidn.
EL GEN bidA

El primer gen bld clonado fue el bldA4 y su identificacién fue a partir de un
fragmento Pstl de DNA de 5.6 kb proveniente de la cepa silvestre de S. coelicolor M 145,
presente en un \;rector derivado del bacteriofago ¢C31, que restauraba la formacion del
micelio aéreo y la esporulacion en cinco mutantes independientes bldA39, bldA3S,
bldA16, bldA1 y bldA62 [66]. Un fragmento de 870 bp derivado del fragmento de 5.7 kb
originalmente clonado, también complementaba todas las mutantes b/d usadas, y el analisis
de su secuencia nucleotidica revelo la presencia de un gen codificador para un RNA de
transferencia [67-68]. Este tRNA presenta todas las caracteristicas generales de los tRNA
conocidos involucrados en la sintesis de proteinas, salvo que no presenta el par GG de los
nucleotidos 18-19 del loop D, que es altamente conservado. Su anticodon reconoce el
codon UUA que es especifico de leucina y que en Streptomyces presenta una muy baja

frecuencia de uso [12]. La transcripcion del gen bldA se detecta en etapas tardias del
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crecimiento, cotncidiendo con la formacion del micelio aéreo y la diferenciacion fisiologica
[67-68]. Cuando se conocid la secuencia nucleotidica de los alelos mutados de este gen se
encontro que la mutante 5/d439 presenta cambiado el anticodén UUA por UGA que es para
serina, en tanto que las mutantes bidA !, bldA16 y bld462 difieren solamente en una base
que ocasiona apareamientos erréneos en el tallo D o en tallo del anticodén y en la mutacion
bldA33 en el loop del anticodon [68]. Analizando la expresion fenotipica de genes con
diferente contenido de codones TTA en cepas de S. coelicolor y S. lividans bldA™ y bldA’,
fue posible establecer que el producto del gen bldA es el principal medio por el cual se
traducen los codones UUA en Streptomyces spp. De esta manera se identificaron genes
cuya expresion depende grandemente de la presencia del gen b/d4, como los genes de £.
coli ampC (7 codones TTA) y lacZ (7 codones), y el gen carB (2 codones) de Streptomyces
thermotolerans; en tanto que los genes Ayg (1 codon TTA) de Streptomyces hygroscopicus
y aad ( 3 codones) del plasmido pR5381, dependen solo parcialmente de bldA para su
expresion, y cuando al gen carB se le cambian los dos codones TTA su expresion se
convierte en bldA independiente [69]. Aln cuando la presencia de codones UUA reduce
marcadamente e} nivel de traduccion de ciertos mRNA en S. coelicolor, en la ausencia de
un gen bldA funcional existen ciertos genes (hyg y aad) que siguen confiriendo cierto nivel
de resistencia a las mutantes bldA ante los antibidticos correspondientes (higromicina y
espectinomicina, respectivamente). En el caso del gen ayg, ésto se atribuye a un bajo nivel
de traduccion dado por una interaccion codon-anticodén imperfecta, pero lo
suficientemente importante como para producir una cantidad adecuada de la higromicina

fosfotransferasa responsable de la resistencia [69].
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Al analizar las secuencias disponibles de diferentes genes de Strepromyces se
observo que la presencia del coddn UUA es muy rara y su ocurrencia no es azarosa con
respecto a la clase de genes en la que se ubican en diferentes especies. Este coddn esta
ausente en los genes conocidos involucrados en los pasos enzimaticos de la sintesis de
antibidticos, en tanto que casi todos los genes que contienen este coddn estan involucrados
enla resi.stencia a antibioticos y en la exportacion de éstos, asi como en el desarrollo del
micelio aéreo; sin embargo no todos los genes involucrados en la diferenciacion
morfoldgica y fisiologica presentan codones TTA [70]. Estos hallazgos llevaron a la
hipétesis de que los codones TTA son exclusivos de genes del metabolismo secundario y Ia
diferenciacién morfoldgica, y que estan ausentes en los genes necesarios para el
crecimiento vegetativo, lo cual convertiria al gen bld4 en un mecanismo de regulacion del
desarrollo, limitando la traduccion de los mRNA con codones UUA a las fases tardias del
crecimiento, cuando su producto funcional esta predominantemente presente [66-70]. La
funcion regulatoria de bldA sobre la diferenciacién fue reforzada por la observacion de que
la expresion de los genes estructurales de la actinorrodina y la undecilprodigiosina estan
transcripcionalmente bloqueados en las mutantes bld4 [71]; a ésto se sumo la observacion
de que en cultivos en medio sélido (R2YE) y liquido (YEME) el transcrito primario de
bldA es relativamente abundante en las fases iniciales del crecimiento, en tanto que el
transcripto correspondiente al tRNA maduro se acumula marcadamente solo en los tiempos
tardios [72].

La influencia de bldA sobre la diferenciacién fisiologica de S. coelicolor esta bien
establecida en el caso de los antibiéticos actinorrodina y undecilpredigiosina. En el caso de

la actinorrodina, cuya produccion es fase dependiente, existe un gen activador de la
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transcripcion, act/l-ORF4, que actua sobre los genes estructurales de la biosintesis. Este
gen actiQador contiene un codén TTA, que cuando es cambiado por el codén sinénimo
TTG provoca que la produccion de actinorrodina se vuelva bld4 independiente [46]. Que
este codén TTA es el blanco directo para el control traduccional por bld4 fue evidente, pero
que éste mecanismo sea el control maestro de la diferenciacién fisioldgica quedo en
entredicho cuando se observo que (i) la transcripeidn del gen actl/I-ORF4 es dependiente de
la fase del crecimiento, alcanzando en cultivos liquidos una expresion maxima durante la
transicidn de la fase exponencial a la fase estacionaria; la transcripcion de los genes
estructurales act!/ll y actVI-ORF1 se da después de que se acumulan los maximos niveles
del transcrito del gen activador y su abundancia se incrementa conforme el cultivo entra a
la fase estacionaria. Cuando act/I-ORF4 esta presente en multicopia, su transcripcion
presenta un incremento considerable, detectandose desde la fase exponencial en niveles
bajos que van aumentando para permanecer constantes en la fase estacionaria, en tanto que
en las mismas condiciones de cultivo, el perfil de la transcripcién del gen actfi] no es
alterada, provocando asi que la produccién de actinorrodina se presente desde etapas
tempranas del crecimiento exponencial, lo que indica que la sintesis de este antibiético esta
solamente limitada por la disponibilidad de la proteina Actll-ORF4 [41]; (i1) en relacidén a
la transcripcion de hldA también en medio liquido se observa un perfil de expresion
diferente ya que, si bien el transcrito maduro se detecta desde tiempos tempranos del
crecimiento exponencial en niveles signtficativos, éstos solo sufren un muy ligero
incremento durante esta misma fase para después permanecer constantes a todo lo largo del
crecimiento Este transcripto maduro es total € igualmente funcional durante todo el tiempo

del desarrollo, es decir su actividad traduccional presenta la misma eficiencia durante todas
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las fases del crecimiento [72]; (iii) al sustituir el codén TTA por TTG del gen act//-ORF4,
fa produccién de actinorrodina no se para sino que se convierte en b/dA independiente [46].
Esto demuestra que si bien bldA ejerce cierto control sobre la diferenciacion fisiolégica de

S. coelicolor, no constituye el mecanismo principal de regulacién como se habia propuesto

(Fig. 3).

actll ORF4 bldA redz
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Act llorf 4 RedZ
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Transcriptional activation of respective blosynthetic genes

V v

Actinorhodin Undecylprodigiosin

Figura 3 . Los codones UUA, presentes en los transcritos de los genes regulatorios de la produccion
de antibicticos, son el blanco del tRNA codificado por el gen 6/dA4 [194].

En el caso de la undecilprodigiosina, cuya produccién es también fase dependiente,
igualmente existe un gen activador de la transcripcion que actda sobre los genes
biosintéticos (Fig. 3)[73-74]. El producto de este gen activador, redD, codifica para una

proteina que presenta alta homologia con la proteina codificada por act/I-ORF4 [46, 74]. Ni
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los genes estructurales ni redD presentan codones TTA [74], y a pesar de ello no hay
produccion de antibidtico en las mutantes bld4 [71]. Posteriormente se identificé un gen,
redZ, en mutantes bldA4 donde la produccion de undecilprodigiosina, pero no de
actinorrodina, esta afectada. Al analizar la secuencia nucleotidica de redZ se identifico un
codén TTA, y cuando este gen estd en multicopia se restaura la produccidn del antibiético
en mutantes donde se ha eliminado la copia de redZ del cromosoma, al tgual que en S.
lividans que normalmente no la produce a pesar de contar con todos los genes biosintéticos
intactos. La transcripcion de redZ se detecta desde el crecimiento exponencial y su nivel se
imcrementa marcadamente durante la transicion a la fase estacionaria, en tanto que la
transcripcidn de redD se detecta solo en las fases de transicién y estacionaria. Si se elimina
fa copia cromosomal de redZ no hay transcripcion de redD, y al eliminar a este ultimo del
cromosoma, la transcripcion de redZ no se afecta. La presencia de redZ, pero no redD, en
mﬁlticop.ia restablece {a produccion del antibidtico de mutantes bldA4 en medio rico pero no
en medio minimo [75]. También act/I-ORF'4 en multicopia restablece la produccion de
actinorrodina en las mutantes b/d4 en los mismos medios de cultivo [76]. Para ambos
antibidticos esta respuesta dependiente del medio de cultivo se explica por un bajo nivel de
traduccion bldA4 independiente, pero que, dado el incremento en la cantidad de los mRNA
correspondientes, se alcanzan niveles suficientes de los correspondientes activadores como
para obtener cierta transcripcion de los genes biosintéticos. Importantemente hay
transcripcion de redZ durante todo el crecimiento en mutantes d/d4, lo cual indica que se
autoregula negativamente. Asi, la proteina RedZ es un activador transcripcional de redD, y
aunque la transcripcion de redZ no depende de b/dA, la traduccion de su mRNA si, siendo

en este punto donde la produccidn del antibiético esta regulada por bldA. Asi, al igual que
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en la produccidn de actinorrodina, bld4 es importante para la biosintesis de
undecilprodigiosina a través de un gen activador aunque en diferente forma y tampoco
constituye el control maestro {75]. La influencia de b/dA sobre la diferenciacion
morfologica no es clara ya que no se han identificado codones TTA en ningin gen
involucrado en la formacién del micelio aéreo o esporas, aun cuando es evidente su

participacion en este proceso como se vera mas adelante en relacion a las proteinas Sap.

EL GEN bidB

Las mutantes b/dB son las mas afectadas de todas las mutantes calvas, ya que tienen
defectos en la produccion de los antibidticos, el desarrollo del micelio aéreo, y el control
por represion catabolica. Se identificé un fragmento Pstl de 4 kb de DNA cromosomal de S.
coelicolor que compiementa algunas mutantes bldB [77], y a partir de este fragmento se
subclond una region de 573 pb, en donde se habia previamente identificado un ORF cuyo
producto es un péptido de 99 aa. Al estar presente este fragmento en multicopia se observa
complementacion total de 3 de los 7 alelos del gen b/dB, cuando se crecen en medio de
cultivo con glucosa, manitol, galactosa y glicerol. Este mismo fragmento en un plasmido
unicopia complementa otras 2 mutantes b/dB diferentes. Al analizar la secuencia de este
ORF en cada mutante se identificaron dos mutaciones en la regién -10 del promotor, otra
que consiste en el cambio de una base en el sitio de unién del ribosoma (RBS), otra que
introduce un coddn de paro que origina una proteina de 71 aa, una de cambio de marco que
da lugar a una proteina de 134 aa, y dos que provocan ¢l cambio de la tirosina 21 a una
cisteina y una leucina. Al medir la expresion del promotor del gen bldB a través de su

fusion al gen reportero xy/E presente en un plasmido de bajo numero de copias, se observé




que €sta es baja durante el crecimiento vegetativo y que se incrementa conforme las células
entran a la fase estacionaria, con niveles de expresion més altos cuando crecen en glucosa
que con manitol. En la mutante bIdB15 la expresion de esta fusién es mucho mayor y esta
desregulada ya que se expresa desde el crecimiento vegetativo en medio con glucosa o
manitol, ésto llevo a sugerir que la expresion temporal del gen bldB esta controlada por su
propio producto. Al analizar la proteina codificada por ORF99 se identificé un motivo
hélice-vuelta-hélice en el extremo carboxilo, lo cual la hace una proteina de unién al DNA.
Las mutantes que presentan el cambio de la tirosina 21 sefialan la importancia de este
residuo para la estructura y funcion de la proteina. Las mutantes b/dB no presentan
represién catabolica por glucosa sobre los operones de la galactosa, el glicerol ni de la
agarasa, y la complementacion con el alelo silvestre restaura todos los defectos observados

en estas mutantes [78]. Cuando la proteina glucosa cinasa (GlkA) se sobreexpresa causa la

aparicion de un fenotipo igual al de las mutantes glk4", lo que sugiere que la

sobreproduccion de la glucosa cinasa titula a otra proteina que interactua con ella, y es esta

interaccion la que provoca que se pierda la represion por glucosa. Ya que las mutantes b/dB

tienen el mismo fenotipo que las mutantes g/k4” en cuanto a la perdida de la represion por

glucosz;, se propone una posible asociacién entre las proteinas BldB y GIkA para la
adecuadé regulacion por catabolitos, quienes formarian un complejo que interactuaria
directamente con regiones regulatorias en el DNA (a través del dominio de union al DNA
presente en BldB), y alterando, por lo tanto, los niveles de transcripcion de los promotores
controlados por catabolitos o la transcripcidon de genes requeridos para el control catabolico

[79]. Ya que las mutantes bldB son las mas afectadas pleiotropicamente en su fenotipo, se
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propone que el producto de este gen ocupa el primer lugar en el proceso de inicio de la
diferenciacién.
EL GEN bidD

Hasta el momento solo se ha identificado un alelo de bldD (bldD53), quien causa un
fenotipo igual al de b/d4, es decir, en MM con glucosa no producen ninguno de los 4
antibidticos tipicos de S. coelicolor y no desarrollan micelio aéreo, ain cuando se han
observado en sus colonias hifas aéreas malformadas y postradas sobre el micelio
vegetativo. Todas estas alteraciones se corrigen cuando son crecidas en presencia de
manitol. El gen bldD se identifico a partir de una biblioteca de DNA de la cepa silvestre de
3. coelicolor, de donde un fragmento Sau3Al de 3.5 kb presentaba capacidad para
complementar los defectos en la produccién de antibidticos y micelio aéreo de la mutante
bldD. Dentro de este fragmento se identificaron dos ORF incompletos y tres completos,
subclonandose uno de estos Gltimos, e} ORF3, en un pldsmido de alto nimero de copias, el
cual se utilizd para transformar protoplastos de tres cepas diferentes de la mutante bldD53
{que son.diferentes en el fondo genético). Todas recuperaron el fenotipo silvestre. Este
ORF3 corresponde al gen bldD, el cual codifica para una proteina de 167 aa con un Mr de
18167, y presenta abundantes aa cargados (22 basicos y 21 acidos), con una regién rica en
prolina/glicina cerca del centro 1zquierdo lo que la hace una posible proteina citoplasmatica
con dos dominios separables. Presenta también un motivo hélice-vuelta-hélice con
homologia con la secuencia clésica de la familia LysR de reguladores transcripcionales. En
analisis tipo Northern blot y mapeo por Slse observé que los transcritos de b/dD son mas
abundantes durante la fase de transicidén y que después de 24 horas de crecimiento su

expresion decrece dramdticamente. Interesantemente, en la mutante 5/dD (cepa HU66)




también se detectan transcriptos del gen 4/dD en niveles altos durante todo el tiempo de
cultivo; esta sobreexpresion de los transcritos en la mutante que no tiene una proteina BldD
indica que el producto funcional regﬁla negativamente su propia expresion, y ejerce un
efecto positivo global en la transcripeion de genes involucrados en el inicio de la
diferenciacion morfoldgica y fisiologica [80]. La mutacion b/dDJ53 causa el cambio de la
tirosina de la posicidn 62, por una cisteina, que es critica para la funcion o estabilidad de la
proteina ya que este cambio anula la actividad de BldD y causa la sobreexpresion de su
transcrito. Este trabajo descarta a b/dD como el gen estructural de la péptido sintetasa
involucrada en la sintesis de SapB ( que es sintetizada de manera no ribosomal) como se
habia propuesto, apoyando mas la idea alternativa de que constituye un gen regulador
necesario para la expresion de dicha péptido sintetasa, si bien no parece ser esta su Unica
funcion.
EL GEN bldI

Al examinar la capacidad de traduccion de los codones UUA de las diferentes
mutantes b/d usando al gen reportero ampC que presenta 7 de estos codones, se observo que
las mutantes bldB, bldC, bldD, bidF, bldG y bldH si presentaban actividad de -lactamasa
pero las mutantes b/dl no, a pesar de la presencia de abundantes transcritos del gen ampC.
Todas las mutantes contenian transcritos de la forma madura del tRNA codificado por bldA
en niveles comparables a los de la cepa silvestre, pero en la cepa usada de la mutante b/d! la
expresion de bldA4 era minima, ain cuando estaba presente en un plasmido de alto nimero
de copias. La replicacién de este plasmido se da en niveles similares en la cepa silvestre y
en la cepa mutada hldl, y su perfil de expresion con relacion al tiempo es igual en ambas

cepas, lo que descarta un posible efecto atribuido al nimero de copias. El fenotipo de bld/
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no es afectado por la fuente de carbono presente [77]; asi, parece que estas mutantes
carecen de un activador transcripcional positivo que se requiere para la maxima expresion
de bldA, que puede estar interactuando directamente con el promotor de bldA o bien en otro
gen no identificado cuyo producto sea también un gen activador. Alternativamente, dado
los bajos niveles del transcripto maduro presentes en esta mutante, tal vez esta afectada en
el procesamiento del transcrito primario; sin embargo no se identificaron mRNA del
tamafio correspondiente a este tipo de transcrito que apoyen este enfoque, lo cual podria
sugerir entonces que tal vez que su RNA mensajero es muy inestable en esta cepa [81].
PROTEINAS ASOCIADAS A LAS ESPORAS (Sap)

El grupo de R. Losick ha contribuido sobresalientemente en el conocimiento de las
sefiales involucradas en el proceso de la diferenciacion morfolégica en S. coelicolor, donde
identificé y caracterizo a unas pequefias moléculas hidrofobicas asociadas a las esporas, las
proteinas Sap. Estas proteinas son secretadas por las colonias al inicio de la diferenciacion,
y se localizan en la superficie de las hifas aéreas y en la de las esporas maduras. A partir del
lavado de las esporas se logro extraer a las proteinas SapA de 13 kDa, SapB de 3 kDa,
SapC de 16 kDa, SapD de 41 kDa y SapE de 19 kDa [82]. Las tres tltimas son codificadas
por el plésmido SCPI que no es indispensable para los procesos de formacién del micelio
aéreo ni la esporulacion [83]. La mas estudiada de estas proteinas, SapB, contiene 18
aminoacidos de 8 tipos diferentes y tiene un peso molecular de 2027 Daltons (atin cuando
en SDS-PAGE se estimo inicialmente en 3 kDa) y contiene residuos de azicar o algin otro
tipo de motivo en grupos carboxilo vecinos, lo cual influye en la diferencia observada entre
la masa molecular y el tamafio. Utilizando la proteina purificada por la elucién de la banda

correspondiente de geles de acrilamida, se pudo obtener anticuerpos policlonales anti-SapB.

35




Con estos anticuerpos fue posible determinar que el tiempo de aparicién de la proteina en
cultivos sdlidos coincide con el inicio de la formacién de} micelio aéreo, y se pudo observar
que se difunde varios mm alrededor de las colonias. Utilizando este mismo enfoque no se
detectd a la proteina SapB en cultivos de mutantes bldA-D, pero si en las colonias de la
mutante whiG (por white colony) lo cual indicé que su produccion dependia de la presencia
de lo genes requeridos para la formacién del micelio aéreo pero no requieren que éste se
transforme en esporas. Se observé ademas que cepas con formacion de abundante micelio
aéreo producen mas SapB que aquella cepas que desarrollan un micelio aéreo moderado, en
tanto que en medio liquido no se produce, lo cual llevo a definir a SapB como una proteina
morfogenética [82]. A partir de esporas de S. coelicolor A3(2) mutagenizadas con
nitrosoguanidina se obtuvieron dos cepas mutantes, JW17 y JW21, que no producen SapB,
ni antibidticos, m forman micelio aéreo. Cuando estas mutantes crecen cerca de colonias de
la cepa silvestre o cierta mutantes b/d recuperan la capacidad para formar micelio aéreo
{84]. Asi, existe complementacion extracelular entre cepas que no producen SapB como la
mutante bld217 (cepa JW17) y la mutante bldC (cepa J660), pero cuando crecen cerca una
de la otra la primera forma micelio aéreo y produce a la proteina. Esto llevé a sugerir que
la mutante bldC secreta una substancia difusible que restaura la capacidad para
diferenciarse morfolégicamente en la mutante 5/d217, quien retiene al o a los genes
involucrados en la produccion de SapB pero esta afectada en la produccién de la seiial
molecular que dispara su sintesis y que corresponde a la substancia presente en b/dC. Con
la mutante bld22] (cepa JW21) también hay complementacion extracelular ya que al
crecerla cerca de colonias de la cepa silvestre o la mutante whiF99 desarrolla micelio aéreo

y es capaz de esporular, pero cuando la misma cepa JW21 crece cerca de mutantes bld4,




bldB, bldC, bldD, hidG y bldH no presenta diferenciacion. Dado que la cepa silvestie y la
mutante whiF'99 si producen SapB (incluso esta ultima en mayor cantidad que la silvestre),
y las cepas de mutantes bld usadas no la producen, la complementacion extracelular dada
por las dos primeras se debe a la presencia de SapB. Cuando se agrega SapB purificada a
las colonias de JW21, éstas forman micelio aéreo de manera transitoria, y en las colonias de
mucho tiempo de cultivo (7 a 10 dias) las hifas aéreas que se desarrollan por la aplicacién
de SapB pura, se colapsan y yacen postradas sobre el micelio. Esto indica que es necesaria
la presencia continua de SapB para que la colonia mantenga la integridad de su micelio
aéreo. Las mutantes b/d son capaces de formar micelio aéreo cuando se crecen en MM con
manitol; en este mismo medio la mutante bld221, que en MM con glucosa no produce
SapB ni forma micelio aéreo, también se diferencia morfoldgicamente atn cuando no se
detecta produccién de SapB en estas condiciones. Asi, parece que la formacion del micelio
aéreo puede darse por dos vias, una en medio rico que es dependiente de la produccion de
SapB, y otra independiente de esta proteina que actuia cuando se utilizan medios de cultivos
con fuentes de carbono pobres [84]. La biosintesis de SapB es resistente a la presencia de
cloranfenicol, lo cual sugiere que su sintesis estd determinada por una péptido sintetasa no
identificada atin y que inicialmente se pens6 que podria estar codificada por €l gen b/dD ya
que es el ultimo en la cascada de sefiales, pero como se verd mas adelante el producto bldD
es un activador transcripcional, el cual posiblemente regule la expresion del gen estructural
de la péptido sintetasa.

Ahora bien, cuando se crecen colonias de las mutantes bldd, bldB, bldC, bldD, bldG
y bld261 cerca de la mutante whiF'99, las primeras producen micelio aéreo en diferente

medida y todas presentan esporulacién, destacando la respuesta de la mutante 5/d261 quien
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desarrolla el micelio mas abundantemente. Si se les agrega a estas mismas mutantes SapB
pura directamente sobre la colonia también hay complementacidn, pero de manera
transitoria. De esto resulta entonces que la incapacidad de las mutantes bld para
diferenciarse morfoldgicamente se debe principalmente a un defecto en la produccién de
SapB, y dado que las mutantes de este tipo tienen un efecto pleitrpico sobre la produccién
de antibidticos, y la adicidn de SapB restaura la formacion del micelio aéreo pero no la
produccion de estos metabolitos secundarios, entonces algunos genes b/d tienen una
funcidn separada de la produccion de antibioticos. Otro resultado sobresaliente de estos
estudios es la existencia de complementacion extracelular unidireccional entre ciertos pares
de mutantes bld [67], ya que al crecer una cerca de la otra por un periodo de 7 a 10 dias en
medio de cultivo rico (R2YE) una de ellas forma micelio aéreo, si bien no de manera
abundante. De esta manera bld26/ es complementada por todas las otras mutantes, pero a
su vez ella no complementa a ninguna; b/d4 y bldH no se complementan entre si pero
ambas son complementadas por todas las otras excepto por bld261, bldG es complementada
s6lo por bldC y bldD; y bldC es complementada sélo por bldD. Estos resultados muestran
un patrén jerarquico de seflales moleculares involucradas en la diferenciacion de
Streptomyces (Fig. 4), donde el orden de los genes en esta cascada de sefiales quedaria con
bld261< bldA4, bldH< bldG < bldC < bldD. La posicion de bldB seria la misma que para
bldC pero no complementa a bldA ni bldH, en tanto que bld! parece ser miembro del grupo
bldA/bldH pero no es complementada por b/dC y por lo tanto estas dos mutantes no fueron
asignadas a algin grupo. La complementacion extracelular también permite la produccion
de SapB en las mutantes b/d, lo cual confirma su participacién esencial en el proceso de

diferenciacion [85]. Cuando se transplantan colonias de bld26/ a un medio de cultivo




complementado por bldD se observa formacion del micelio aéreo, lo que indica que bldD
produce y libera una substancia, resistente al calor y la accion de proteasas, que interviene
de alguna manera en la diferenciacién. Tenemos entonces que los productos de los genes
bld estan involucrados directa o indirectamente en la sintesis o en la respuesta a estas
sefiales. En el modelo mas simple, si a cada grupo de complementacidn extracelular le
corresponde solo una sefial, existen entonces al menos 4 diferentes moléculas, o 4
diferentes modificaciones de la misma molécula, y cada sefial dirige la sintesis y liberacién
de la siguiente, dando como resultado final la produccién de SapB (Fig. 4). Asi bldD
presenta las 4 sefiales, b/dC produce las tres primeras, b/dG sélo tiene las dos primeras,

bldA y bldH solo la primera y bld261 ninguna {84-85].
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Figura 4. El papel de los genes bld en la sefializacién extracelular de Streptomyces coelicolor. E| esquema
est4 basado en el patrdn de interacciones entre diferentes mutantes b/d, algunas de las cuales tienen la
habilidad para restaurar el crecimiento del micelic agreo [194].




Posteriormente se identificd y caracterizé un locus bld nuevo que permiti6 definir
un paso adicional en esta cascada de sefiales [86]. Este nuevo locus, designado bldK es
requerido para la produccion del micelio aéreo en S. coelicolor y no corresponde a ninguno
de los loci b/d previamente reportados; b/dK es un operdn constituido por 5 ORFs que
codifican para polipéptidos homélogos a los componentes de la familia de transportadores
transmembranales ABC, especificamente presenta homéalogia con los transportadores ABC
que importan oligopéptidos. Experimentos de complementacion extraceiular mostraron que
bidK corrige el defecto de bld261, pero que esta mutante a su vez no logra complementar la
mutacién bldK. Cada una de las otras mutantes b/d pueden complementar a b/dK y ésta a su
vez las corriplemenla a ellas. De esta manera bldK se coloca entre bld261 y bldA/bldH en la
casada de sefiales mencionada antes. Dado que los polipéptidos producto del operén bldK
constituyen un sistema de importacion de seitales peptidicas, las mutantes b/dK estén
bloqueadas en la recepcidn y respuesta a la sefial, pero son capaces de producirla y
secretarla, en tanto que la mutacion b/d261 bloquea la sintesis o secrecion de la seiial 1,
pero corﬁo mantiene la permeasa BIdK intacta pueden responder a dicha sefial. De esta
manera las colonias con fenotipo silvestre (bld+) producen y exportan la sefial 1 de manera
constitutiva y después de un periodo, durante el cual ésta se acumula extracelularmente, la
importan a través de la permeasa oligopéptida BIdK, desatandose entonces la sintesis de la
sefial 2, en una forma parecida a lo que ocurre en Bacillus subtilis y su sistema de
oligopéptido permeasa SpoOK [87-88]. Cuando la mutante b/d261 se crecié en medios de
cultivo condicionados por mutantes b/dK, bldA, bldH, bldG, bldC y bldD (es decir, medios

de cultivo donde crecieron colonias de la cepa pertinente, y que son posteriormente
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recuperados sin dichas colonias, las cuales actiian como donadoras de las moléculas sefial),
se observé que bld261 desarrollaba un micelio aéreo muy abundante cuando se trataba del
medio céndicionado por la mutante bldK. Esto se explico en base a la presencia de la
permeasa BldK intacta en bld261, lo que indicaria que la molécula sefial que induce la
formacion del micelio aéreo es producida por todas las mutantes pero la mayoria es
importada a la misma colonia donadora por medio de la permeasa. Por el contrario, ya que
esta permeasa esta ausente en las mutantes b/dK, la molécula sefial producida por ella se
acumula en grandes cantidades en el medio de cultivo donde crecieron sus colonias, de tal
manera que las colonias receptoras (b/d261) disponen grandemente de dicha sefial y la
importan por la permeasa . Esta idea es apoyada por el hecho de que mutantes dobles
bld261/bldK no producen micelio aéreo cuando se crecen en medio condicionado por la
mutante b1dK [89].

Ahora bien, no todos los genes b/d involucrados en la cascada de sefiales
constituyen los genes estructurales de las moléculas sefial que intervienen en la
diferenciacion. De hecho como ya se menciond, el producto del gen b/d4 es un tRNA para
leucina y AldD codifica para un activador transcripcional. Esto indica que la influencia de
estos genes se da de alguna manera sobre el proceso de secrecién o en la respuesta a las
seiiales especificas. Tampoco hay que dejar de lado el hecho de que los defectos en el
metabolismo secundario de las mutantes b/d no son corregidos por la complementacion
extracelular, lo cual implicaria que las seiiales y los defectos morfologicos son una

consecuencia indirecta de fallas del metabolismo secundario.
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Por otra parte el gen de la proteina SapA ya esta secuenciado y su sitio de inicio de
la transcripcion (tsp) ha sido determinado. Este gen se transcribe durante la formacion del
micelio aéreo, y también se da su expresion en cultivos liquidos donde no se da la
diferenciacién en tiempos tardios. Su transcripcion no esta afectada en las mutantes b/dA-C,
whiB3, whiG, whikE ni en whiH. Su region del promotor no presenta similitud con los
promotores conocidos del género, y requiere para su actividad maxima secuencias
localizadas entre las posiciones -178 a -72 y entre +40 a +120 con respecto al tsp. Si estas
secuencias estan ausentes no se afecta la regulacion temporal de la transcripeién, al igual
que si se mantiene una region de solo 18 bp (posiciones -8 a -10). Sin embargo, mutaciones
en la base de la posicion +2 o cambios dobles de las posiciones +1 y +2 0 +2 y +3 tienen un
efecto dramatico en la expresién temporal de SapA, detectdndose actividad después de solo
dos dias de incubacion. La ausencia de una regidn consenso en su promotor implica la
participacién de un factor sigma especifico para su transcripcion [90].

L.OS GENES bld Y LA REPRESION CATABOLICA

Cuando las mutantes b/d crecen en MM con glucosa como fuente de carbono, no
producen hifas aéreas ni antibidticos, y cuando se emplea MM con manitol estos procesos
son parcialmente restablecidos de una manera caracteristica en cada tipo de mutante. La
mas afectada de estas mutantes es b/dB que no esporula ni produce antibiéticos con ninguna
de las diferentes fuentes de carbono que revierten los fenotipos de las otras mutantes b/d, lo
cual implica que existe una conexi6n entre la regulacion de la utilizacién de la fuente de
carbono y estos procesos morfologicos y fisioldgicos. Al examinar las mutantes bld
conocidas se encontré que estan afectadas en la regulacion de la expresion del promotor

galP1, el cual dirige la transcripcion del operon de la galactosa y que es glucosa sensible,
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galactosa dependiente. La expresion de galPl en la cepa silvestre bldB+ es muy pobre
cuando se crece en presencia de glucosa o glicerol, y por el contrario, se detecta en niveles
adecuados cuando se utiliza galactosa; la expresion de este mismo promotor en la mutante
bidB es galactosa independiente y glucosa insensible, y esta expresion se detecta en niveles
elevados cuando se crece en presencia de élicerol. Cuando la mutante b/dB es
complementada con el alelo silvestre, la expresion de galP/ es igual a la que presenta la
cepa sitvestre. Por otro 1ado, la expresién de este mismo promotor en las mutante bldA es
también elevada y desregulada cuando se crece en medios con glucosa o galactosa; este
defecto es glucosa especifico ya que la expresidn de este promotor no se afecta cuando se
usa glicerol o manitol como fuente de carbono; y al igual que con bldB, una copia del alelo
silvestre permite restablecer la expresion de galP! a sus niveles normales. La expresion de
galPl en ambos tipos de mutantes es a partir del mismo sitio de inicio de la transcripcion
que la cepa silvestre, El hecho de que una copia del alelo silvestre permita la expresion
regulada de galPI indica que la misma lesion que causa el defecto morfolégico en bldA y
bldB también es la responsable del defecto en la regulacion de este promotor, y esto da otro
enfoque al papel de los genes bld sobre el desarrollo de Streptomyces. Las mutantes bldB
estdn ademas afectadas en otros dos genes regulados por catabolitos. La produccion en estas
mutantes de la aparasa extracelular, que es reprimida por la presencia de glucosa, se
convierte en glucosa insensible, y la expresion del operon del glicerol, que es glicerol
dependiente y glucosa sensible, se detecta en células crecidas en presencia de glucosa,
glicerol y glicerol mas glucosa [78]. Como ya se demostr6 la formacion del micelio aéreo
en medios de cultivo ricos requiere una comunicacion bioquimica entre las células [84-85],

y las mutantes bid estan afectadas en su habilidad para enviar y recibir las sefiales




moleculares involucradas en esta comunicacién. Willey et. al [84-85] propusieron que los
genes bld estaban involucrados en la generacidn de las sefiales extracelulares que son
requeridas para la produccion de SapB, la proteina morfogénica involucrada en la
formacion del micelio aéreo. Estos ultimos resultados, aunados a la identificacion de los
productos de bldA4, bldK, y bldD, indican que los genes bld no estan involucrados en la
produccion de SapB, siendo méas probable que estos genes intervengan en una etapa muy
temprana de la morfogénesis y que el gen sapB sea uno de los genes que responden a los
productos codificados por los genes bld. Asi, mas que estar explicitamente involucrados en
la diferenciacién morfolégica, los diferentes genes bid estan de alguna manera asociados a
la generacion o deteccion de las sefiales requeridas para evaluar e] ambiente nutricional de
ia colonia, y donde la incapacidad para diferenciarse es una consecuencia secundaria de sus
defectos en la represion catabolica [78}].
MUTANTES bld DE Streptomyces griseus

En la mayoria de las especies de Streptomyces la esporulacion ocurre solo cuando
se crecen en medios sdlidos, sin embargo S. griseus puede ser inducida a esporular
abundante y rapidamente en cultivos liquidos por ayuno de nitrégeno o fosfato y por
limitacion de nutrientes [91]; el estudio de esta especie ha permitido identificar algunos de
los eventos fisioldgicos asociados al inicio de la esporulacién. Algunas cepas de S. griseus
que no producen estreptomicina pierden simultaneamente la habilidad para producir al
factor A y para esporular [57]. A partir-de esporas mutagenizadas con nitrosoguanidina o
etilmetano sulfonato se obtuvieron 22 mutantes calvas (bld) de S. griseus, las cuales fueron
clasificadas en 4 clases en base a su habilidad para esporular en MM con glucosa en sélido

y en cultivos liquidos por ayuno de fosfato. Las mutantes de la clase I pueden esporular
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bajo ciertas condiciones y parecen estar afectadas en una etapa temprana de! desarrollo, no
presentan complementacion con la cepa silvestre, y no producen estreptomicina ni
undecilprodigiosina. Los miembros de la clase Il esporulan solo cuando crecen cerca de la
cepa silvestre o mutantes de las clases Il o IV, y presentan cierto parecido a las mutantes
afsA aunque siguen conservando la resistencia a estreptomicina. Las mutantes de la clase
[l preseﬁtan una esporulacién condicionada ya que producen esporas, en menor nivel que
la cepa silvestre, en MM con glucosa en sélido y en liquido pero no en medio complejo, y
no producen estreptomicina ni undecilprodigiosina. Las mutantes clase IV solo se
distinguen de la anterior por la produccion de los dos antibidticos. Las mutantes de la clase
[T1 estan divididas a su vez en tres grupos de complementacidn genética: las de la clase [1TA
esporulan cuando son transformadas con el gen orf1590, las clase IIIB esporulan en
presencia del gen bldA, y las clase IIIC no esporulan con ninguno de estos genes [92-93].
Al mismo tiempo que se obtuvieron estas mutantes se identificé un fragmento de DNA de
S. griseus, el cual al estar presente en un plasmido multicopia restauraba la esporulacion de
las mutantes clase I[lA. Este fragmento también estd presente en S. coelicolor, S. lividans y
Streptomyces viridochromogenes [92]. Al analizar la secuencia de este fragmento se
identificé un ORF de 1590 nucleotidos, orf1590, y que contiene un codén TTA. La proteina
deducida del gen orf/ 590 presenta un motivo hélice-vuelta-hélice en su extremo amino. Al
analizar su transcripcion, con un gen reportero y por mapeo con S1, se identificaron dos
transeritos de diferente tamaiio, P1 y P2, que presentaban niveles casi iguales durante el
crecimiento vegetativo, el transcrito de P2 decrece significativamente después del inicio de
la esporulacién. El transcrito P1 inicia 125 nucleotidos hacia arriba de la region

codificadora, y P2 se localiza dentro de esta regién a 134 micleotidos hacia abajo del sitio
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de inicio de la traduccidn, separado por 34 nlcleotidos de un potencial segundo sitio de
inicio de. la traduccion que esta precedido a su vez por un posible RBS. Asi, el gen orf1590
parece codificar para dos proteinas relacionadas, una de 56 kDa (P56) que se origina a partir
de la transcripcion del promotor P1, y otra de 49.5 kDa que no contiene al extremo amino
donde se localiza el motivo hélice-vuelta-hélice de union al DNA y que se transcribe a
partir de P2 [94]. Estas observaciones llevaron a proponer un modelo para la funcién in vivo
del gen orf1590 en el cual estas proteinas se asociarian a través de su region carboxilo para
formar un heterodimero, el cual estar_ia presente de manera preponderante durante el
crecimiento vegetativo y que no podria unirse al DNA; durante la esporulacién, y después
de que ia concentracién de la proteina P49.5 decrece, se produce proporcionalmente mayor
cantidad de la P56, quien entonces forma homodimeros que pueden unirse al DNA y activar
subsecuentes eventos de la esporulacion [93]. La presencia del codén TTA en la region
comun de P56 y P49.5 sugiere que la traduccién de ambas proteinas requiere al producto
del gen bidA. Los genes homoélogos a orfI 590 de las otras especies de Streptomyces
conservan las caracteristicas principales [92]. Cuando se impide l1a sintesis de P56 pero no
la de P49.5, se elimina la funcién de orf! 590' al igual que cuando se sustituyen aminoacidos
en su dominio de union al DNA, Cuando se analizo la actividad de una proteina quimérica
obtenida a través de la fusion de los supuestos sitios de inicio de la traducciéon de P56 y
P49.5 con el gen reportero neo, que confiere resistencia a neomicina, se detectd actividad
solo cuando la fusion incluia regiones del extremo amino de P56. Esto implicaria que existe
solamente un promotor funcional y que el transcrito de menor tamafio, atribuido a la
proteina P49.5 es un artefacto resultante de la degradacién del RNA [95], estos resultados

van en contra del modelo mencionado antes en cuanto a la formacion de los hetero y
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homodimeros, pero no de su funcién general. No se han podido obtener mutantes afectadas
en este gen, lo que llevo a McCue [95] a postular que su funcion es vital, y que actia
reprimiendo la esporulacion durante el crecimiento vegetatlivo y que su disrupcion
provocaria que este proceso fuera constitutivo, lo cual impediria el crecimiento de la
colonia. Cuando el gen orfl 590 esta presente en milticopia se suprime el defecto
morfologico, es decir, se restaura la esporulacion de las mutantes clase IIIA [95]. Cuando se
induce la esporulacion por ayuno de fosfato en mutantes de S. griseus, en las de la clase
HIIB la segregacion de los nucleoides se da antes que se sinteticen los septos de
esporulacién y ambos procesos se adelantan temporalmente, al igual que el engrosamiento
de sus esporas. Las clase IIIA y IIIC forman las hifas esporogénicas en el micelio
vegetativo y la segregacion del material cromosomal también es anticipada [96], siendo
evidente que, al igual que en S. coelicolor, las mutantes bld no estan bloqueadas en ¢l inicio
de la esporulacion, o que llevé a sugerir que el fenotipo Bld se debe a que la ereccion de
las hifas esporogénicas, y no su formacion, esta afectada, lo cual estableceria una relacién
directa con SapB.
EL PAPEL DEL GLUCOGENO EN LA DIFERENCIACION CELULAR

La sintesis del glucégeno presenta un ciclo metabélico que se ha asociado a la
diferenci.acién morfologica; la conversion de la glucosa-1-fosfato a glucogeno reduciria la
presion osmotica, lo cual contribuiria al cese del crecimiento de las hifas que esta asociado
con la esporulacién. Cuando el glucégeno es degradado, la presion osmotica se
incrementaria y eso influiria en el cambio de forma que se da al pasar de las cadenas de
esporas con compartimentos cilindricos a esporas individuales de forma ellipsoidal {5]. La

localizacién del glucdégeno en dos fases temporal y espacialmente distintas deja claro que su
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metabolismo esta regulado de acuerdo al desarrollo [5]. Existe una importante reduccion de
los depositos de glucdgeno tipicos de la fase [ en mutantes b/d, en tanto que se detecta su
sintesis durante la esporulacion ectopica inducida por cantidades excesivas del factor sigma
codificado por el gen whiG, que es necesario para la esporulacién normal de Streptomyces
como se vio anteriormente. En S. coelicolor A3(2) se han'identificado dos genes del
metabolismo del glucogeno, glgB! y gigBII que codifican para dos isoformas de su enzima
ramificante que cataliza la condensacion de cadenas de glucdgeno a la cadena principal por
medio de enlaces a(1-—>6). Las mutantes g/gB/ presentan hifas aéreas sin los granulos de
glucégeno que se observan normajmente durante la fase I de depésito, en su lugar se
observan conspicuos grupos irregulares de glucégeno con una morfologia caracteristica de
moléculas de glucdgeno con enlaces a(l—4), es decir, no ramificado. En las hifas
esporulantes de estas mismas mutantes si se detectan los depdsitos normales de glucdgeno
de la fase I1, lo que indica que el gen gigB/ es necesario inicamente para la fase I de la
sintesis de este compuesto y codifica para la enzima ramificadora. Por otra parte, en las
mutantes glgBII se observan muy pocos granulos de glucdgeno en las hifas esporulantes, y
su morfologia también corresponde a la de glucdgeno no ramificado; sin embargo estas
mismas mutantes muestran abundantes granulos de glucégeno normalmente ramificado en
fas hifas aéreas, 1o cual indica que la enzima ramificante que actia en la fase I de depasito
no esta afectada por la mutacion en glgBIl, y no es activa durante la espurulacion, en tanto
que el producto de gigBI[ es otra enzima ramificante que actia especificamente en esta
ultima etapa del desarrollo. Ambos tipos de mutantes no estan afectadas en el crecimiento,
ni en la produccién de antibidticos pigmentados, ni en la formacion del micelio aéreo ni en

la esporulacion [97). Estos genes estan localizados en diferentes regiones del cromosoma,
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glgBla 2500 kb y gigBIl a 450 kb de su extremo derecho, y se han encontrado homélogos
en varias especies de Streptomyces que se consideran el resultado de una duplicacién
temprana (glgBIl se¢ localiza de hecho en la region inestable del cromosoma). Esta
duplicacién de genes expresados en diferentes etapas del desarrollo parece incluir a otros
componentes de la biosintesis del glucogeno, ya que en S. coelicolor A3(2) existe un gen
codificador para una ADP-glucosa pirofosforilasa especifica de la fase I de deposito. El
determinante genético de esta enzima, glgClJ, se localiza aproximadamente a 1000 kb del
extre‘mo izquierdo del cromosoma y su interrupcidn da como resultado mutantes que
pierden la actividad de la enzima responsable de suministrar al precursor activado (ADP-D-
glucosa) para la sintesis del glucégeno. Esta actividad enzimatica se pierde solo durante €l
inicio de la formacién del micelio, estando presente durante el inicio de la esporulacion.
Anilisis citologicos de las mutantes g/lgCl muestran que no hay depésito de glucégeno del
tipo I pero si hay granulos normales en las cadenas inmaduras de esporas que corresponden
a la fase II de depdsito [98]. Asi, la enzima codificada por el gen glgC/ es esencial para la
fase [ pero no para la fase 11, lo cual indica entonces que debe existir otra enzima especifica
para esta fase. Al usar el gen glgC/ como sonda en analisis tipo Southern blot contra DNA
gendmico de S. coelicolor A3(2) no se detectd ninguna otra sefial diferente en
condiciones de baja severidad, lo que sugiere que las secuencias de estos genes deben tener
una cons_iderable divergencia [98]. El fenotipo de las mutantes g/gC/ que estan afectadas en
la sintesis de glucdgeno de fase [ hicieron evidente que este compuesto de
almacenamiento no es necesario para obtener un micelio aéreo normal, lo cual descarta su
participacion en la ereccién de las hifas como se habia propuesto [2-3], pero no la hipétesis

general de que otros compuestos de almacén, como lipidos o fosfolipidos, puedan estar
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involucrados en la generacion de la presion osmotica necesaria para la ereccion de las hifas
¥ que puedan ser utilizados cuando falta el glucégeno o en combinacion con este.
MUTANTES QUE NO ESPORULAN: LOS GENES whi.

A partir del micelio vegetativo de Streptomyces se forman las hifas aéreas,
adquiriendo la colonia en crecimiento una superficie de aspecto velloso de color blanco.
Esta superficie de hifas aéreas va cambiando de color conforme el micelio se transforma
para dar origen a las cadenas de esporas, las cuales son de color gris cuando ya estan
maduras. Existen mutantes de este microorganismo cuyo micelio aéreo conserva el fenotipo
de color blanco bajo largos periodos de incubacién, identificaindose como mutantes whi
(por white colony) en las cuales no se forman esporas maduras pigmentadas (Fig. 5). Cada
clase de mutante presentan hifas aéreas con una morfologia tipica, por ejemplo en whiG
son largas y rectas, en whiH hay hifas de enrollado laxo, y en whid y whiB son de enrollado
compacto y las hifas de whf son enrolladas y con cierta fragmentacion. Los fenotipos
morfolégicos de dobles mutantes construidos con alelos representativos de os 5 primeros
loci de whi identificados permitio establecer las relaciones epistaticas entre ellos [99-100].
Se han identificado al menos 10 loci cromosomales necesarios para que las hifas aéreas se
diferencien, los cuales estan divididos en dos clases generales de genes whi: los genes de la
esporulacion temprana que son necesarios para la formacion de los septos, y que estan
representados por whid, whiB, whiG, whiH, whil y whiJ=whiC, y en la otra clase de genes,
los de la esporulacion tardia, se encuentra sigF, el cual es el responsable de la maduracion
de los compartimentos pre-espora. Las mutantes afectadas en la biosintesis del pigmento
gris estan definidas por el conjunto de genes whiE que especifica la produccion de una

policétido sintasa tipo I1. El tercer grupo de genes que actian en las fases finales de la
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esporulacion esta representado por f5tZ 'y f5tQ, quienes codifican para proteinas

involucradas en la formacién de los septos.

Figura 5. El papel de los genes whi durante la esporulacion de S. coelicolor €] esquema esté basado
en el patrén de interacciones observado entre diferentes mutantes whi [194],
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LOS GENES DE LA ESPORULACION TEMPRANA
EL GEN whiG

Las mutantes whiG producen hifas aéreas largas y rectas que no se diferencian a
esporas, Por el fenotipo de sus colonias y por las observaciones hechas con dobles mutantes
whi, se propone que este gen es el primero en actuar en la via de la esporulacién, siendo
epistatico sobre whid, whiB, whiH y whil [99-100]. A partir de una biblioteca de DNA de
S. coelicolor M 145 construida con el vector KC516 (derivado del fago $C31) se logro
clonar al gen whiG [101], el cual causa hiperesporulacién en mutantes whiG cuando esta
presente Ien un plasmido multicopia, inhibiendo el crecimiento y la produccién de
actinorrodina. El gen whiG codifica para un factor sigma (¢*"), el cual presenta alta
homologia con el factor o**de B. subtilis y el factor 6™ de Salmonella typhimurium, los
cuales estan relacionados en {a transcripcion de genes involucrados en movilidad y
quimiotaxis. La homologia se da principalmente en las regiones de la proteinas 2.4 y 4.2
que son las que interactian con las regiones -10 y -35 de los promotores [102]. Cuando la
copia cromosomal del gen whiG se interrumpe, se producen colonias con crecimiento
vegetativo normal pero que no esporulan, y cuando estd en multicopia provoca que el
micelio vegetativo, tanto de cultivos liquidos como solidos, se diferencie a cadenas de
esporas, es decir, provoca esporulacion ectdpica {102], ademas de inhibir la produccién de
actinorrodina. Cuando se transforman protoplastos de S. lividans 66 y S. coelicolor J1501
con un plasmido multicopia que contiene urll promotor de B. subtilis reconocido por c**(P 5.
) se nota una reduccidn en la esporulacion de estas especies, con colonias de color gris

palido. Esto se da por el reconocimiento y uni6n de la holoenzima que contiene a g*™¢
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(Ec™ ¢y al promotor heterélogo, lo que provoca una reduccién en la transcripcidn de sus
blancos normales, los promotores de los genes involucrados en la esporulacion. Por lo
tanto, la cantidad del producto de whiG es un factor determinante para el inicio de la
esporulacion. Existe una copia de whiG en el cromosoma de la mayoria de las especies de
Streptomyces [102)].

Se identificaron dos promotores dependientes de "™, cuya transcripcion coincide
con la formacion del micelio aéreo. Estos promotores, P 114 ¥ P 1129 s€ localizan en
diferentes regiones del cromosoma y conservan 6 de las 8 bases de la region -10 que esté
altamente conservada en los promotores de B. subtilis dependientes de 6y en los
promotores de E. coliy S. typhimurium que dependen del sigma principal de estas
bacterias(c™ y ¢'); en su regién -35 también presentan similitud con los promotores de
estas bacterias, conservando 2 de las 4 bases consenso, y ambos presentan un alto contenido
de G+C, aun para ser promotores de Streptomyces. El transcripto de Py, se detecta desde
las 18 horas de cultivos, aumentando marcadamente su abundancia de las 36 a las 48 horas
y declinando a partir de las 60 horas, en tanto que la transcripcién de P qy4,5, se detecta desde
las 24 horas y declina a partir de las 60 horas de cultivo, y sus mayores niveles también se
detectan cuando empieza la formacién del micelio aéreo y hay poca esporulacién [103].
Mutantes de S. coelicolor con deleciones cromosomales cercanas al gen glkd (glucosa
¢inasa) presentan esporulacion ectdpica. El fenotipo de estas mutantes depende de un gen
whiG funcional, ya que mutantes dobles esp/whiG no presentan esporulacion ni en hifas
vegetativas ni en hifas aéreas. El fenotipo Esp (mutantes afectadas en la esporulacion) se da

por la expresién espacialmente inapropiada de la via de esporulacién normai a través de su

supresion [104].
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Sorprendentemente se encontrd que la transcripcion de whiG de S. coelicolor A3(2)
en medio sélido se detecta durante todas las fases del crecimiento, en niveles mayores
durante las 36-48 horas (como se vio con la transcripcion de los promotores dependientes
de o*"%), La transcripcién de whiG no depende de ninguno de los otros genes whi
tempranos ni de su propio producto, ya que en las mutantes de este tipo y en la cepa
silvestre su transcrito se detecta en todas las fases del desarrollo y sus niveles varian poco
[105]. Cuando se analizd la transcripcion de whiG en medio de cultivo liquido por mapeo
por S1 y transcripcidn in vitro, utilizando muestras de RNA polimerasa holoenzima total
extraidas de la fase exponencial tardia, se detectaron transcritos de este gen aun cuando en
estas condiciones de cultivo S. coelicolor no esporula, indicando asi que whiG se transcribe
en células vegetativas y que probablemente presenta regulacién postranscripeional [105].
EL GEN whiB.

El gen whiB de S. coelicolor fue clonado a partir de la identificacion de un
fragmento Bell de 5.7 kb que restablece la esporulacion de las mutantes whiB (este gen
presenta solo dos alelos mutantes conocidos). Cuando este fragmento fue interrumpido por
la insercion en su extremo izquierdo del transposén Tn4560, se perdia la complementacién
observada sobre la mutante whiB218. Al analizar la region afectada por la transposicidn, se
identificé un ORF completo precedido por una region promotora con secuencias -10 y -35
parecidas a las observadas en los promotores de genes vegetativos de Streptomyces [106].
El producto deducido de es ORF contiene 87 aa (Mr de 9878), de los cuales el 35 % son
cargados, dominando los residuos acidicos. El extremo amino esta cargado negativamente
y el carboxilo esta fuertemente cargado positivamente, y su region central contiene cuatro

residuos de cisteina. Dentro de estas tres regiones existen motivos de a-hélices. Utilizando
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al fragmento Bcll de 5.7 kb como sonda en analisis tipo Southern blot se identificé una
banda hibridizante en el DNA de whiB70, y ninguna en el caso de la mutante whiB2/8
indicando asi que esta Gltima mutacion es una delecién y que este gen no es necesario para
el crecimiento vegetativo. Las regiones homélogas a whiB de la mutante whiB70 y de S.
lividans fueron obtenidas por PCR, y en caso de la mutante se identifico el cambio de una
base (T por C) que causa la sustitucion de una leucina por una prolina en la posicion 74 de
la proteiﬁa. El fenotipo de ambas mutantes whiB es igual, por lo que este aminoacido es
esencial para la funcién de WhiB ya que su cambio provoca la pérdida total de su actividad.
El gen whiB de S. lividans también presenta el cambio de una base (G por A) que origina la
formacion de un sitio de restriccion para Xhol, causando asi polimorfismo entre ambas
especies. Las caracteris;ticas de la proteina WhiB la colocan como un posible activador
transcripcional, donde su region acidica podria estar involucrada en interacciones proteina-
proteina, y la presencia de un par de glicinas antes de su extremo carboxilo le permitirian
girar libremente para poder adquirir la conformacion necesaria para su funcién. En la
mutante whiB218 a este par de glicinas le sigue el cambio de la leucina por la prolina, y este
residuo podria estar alterando las interacciones del motivo a-hélice del extremo carboxilo
con las regiones localizadas hacia arriba del punto de giro. Su region central presenta dos
prolinas (residuos 30 y 35) y un par de glicinas (residuos 43 y 44) que potencialmente
permitirian giros importantes para la conformacion estructural, ademaés de 4 cisteinas que si
bien no presentan un arreglo tipico de dedos de zinc, pueden estar involucrados en la

adopcion de diferentes configuraciones que permitan interacciones intramoleculares o entre

subunidades [106].
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En cuanto a la transcripcion del gen whiB, en andlisis de mapeo por S1, donde se
usaron muestras de RNA polimerasa extraido de medio de cultivo sélido, se identificaron
dos sitios de inicio de la transcripcion. El promotor P2 se localiza a 67 pb del inicio de la
region codificadora deducida, y la transcripcion a partir de este promotor se detecta a muy
bajos niveles en todas las fases del crecimiento. El segundo promotor, P1, se localiza a 232
pb hacia arriba de la region codificadora y sus regiones -10 y -35 presentan alta homologia
(5 de 6 pb cada una) con las regiones consenso de promotores reconocidos por el factor o™
de E. coli. La transcripcién a partir de P1 se observa desde etapas tempranas del
crecimiento, y su nivel se incrementa marcadamente cuando el micelio aéreo es visible, y
posteriormente decae. Cuando se analizé la actividad de estos promotores in vivo a través
de su fusion al gen reportero xy/E, no se detect6 actividad de catecol dioxigenasa en
ninguna fase del crecimiento en ninguno de los medio de cultivo usados, lo cual pudo
deberse a una actividad transitoria no detectable o al tipo de plasmido usado. En cultivos
en medio liquido también hay transcripcion en todas las fases del crecimiento, y otra vez los
niveles de P1 son muy bajos y los de P2 se incrementan particularmente durante la fase
exponencial. Ambos promotores son activos en las mutantes bldA, bldB, whiA, whiB, whiG
y whiH. Tomando en cuenta estos resultados es claro que la formacion del micelio aéreo no
es necesaria para la transcripcion de whiB y que los genes bldA y bldB no influyen en ésta;
el hecho de que en las mutantes whiG haya transcripcién de whiB indica que ¢¥"“ no
influye en ésta, lo cual hace que el efecto epistatico observado inicialmente entre estas
mutantes no sea real [107]. Se clonaron los genes whiB y whiH de Streptoverticillium
griseocarneum, otro actinomiceto relacionado cercanamente con Strepfomyces. La proteina

WhiB-Stv contiene 87 aminodacidos y presenta tres residuos sustituidos en relacion a la
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proteina de S. coelicolor, y su regién del promotor tiene alta homologia con el P2 de whiB-
Sco. El gen whiG-Stv presenta una identidad del 85.4 % con el homologo de S. coelicolor y
sus proteinas tienen un 90 % de identidad. Los genes de S. griseocarneum clonados en un
plasmido multicopia presentan complementacion parcial de las mutantes whiB70 y whiG71
de Streptomyces, en tanto que en la cepa silvestre whiB-Stv no tiene ningin efecto y whiG-
Stv, al igual que whiG-Sco, causa hiperesporulacion ectopica [108].
EL GEN whiH

E! gen whif{ fue recientemente clonado [109], y se localiza inmediatamente hacia
arriba del gen ArdB, que codifica para el factor ¢ principal de S. coelicolor (el cual se
discutira mas adelante). Cuando el alelo silvestre de whiH se integra al cromosoma, por
recombinacion homoéloga, de las mutantes whiH éstas recuperan el fenotipo silvestre. El
producto de whiff (de 295 aminoacidos), tiene un motivo de union al DNA en su region
amino y presenta homologia con las proteinas represoras de la familia GntR. La
transcripeidn de whiH se da a-partir de un inico promotor (PwhiH) y estd regulada en base
al desarrollo, ya que sus transcritos se empiezan a detectar cuando inicia la formacion del
micelio aéreo y alcanzan los maximos niveles durante la esporulacién; por otra parte, sus
niveles de transcripcion estan marcadamente elevados en una mutante whiH, lo cual indica
que la proteina WhiH posiblemente esta involucrada la regulacién negativa de su propia

expresion (fig. 6).
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Figura 6. El papel del gen whiH en la regulacion del desarrollo del micelio aéreo. La parte baja del dibujo se
muestra esquernéticamente el desarrollo de las hifas en relacion al tiempo. Los eventos en la cascada
regulatoria mostrados en la parte superior coinciden supuestamente con los estados morfoldgicos indicados en

la parte inferior. EL drea punteada indica la parte del modelo basada en los datos obtenidos por Ryding et al.
[109). El paréntesis que encierra a ¢“"Cindica que se encuentra en la forma inactivada. El asterisco hace

referencia a un supuesto inductor que se propone elimina la actividad autorrepresiva de WhiG,
convirtiéndolo en un activador positivo que, directa ¢ indirectamente, estimula la transcripcion de sigF v la
formacion de los septos de la esporulacion.

En relacién al factor o™, la transcripcién de whiH se da varias horas después de
la del primero y varias horas antes que la del factor 6%, un factor sigma que actia durante
la esporulacion (siguiente seccidn); y su transcripeidn tanto in vivo como in vitro depende
directamente del factor o™ {109].

GENES DE LA ESPORULACION TARDIA
EL GENsigF

El gen sigF codifica para un factor sigma, of, que esta involucrado en la regulacion
de las Gltimas fases de la esporulacion. Este gen fue identificado y clonado a partir de una
biblioteca de DNA cromosomal de S. coelicolor construida en el plasmido pBR322 de E.

coli. Se identificaron regiones homélogas a este gen en el DNA de S. lividans, S. griseus,
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Streptomyces antibioticus y Streptomyces aureofaciens. Los factores o de esta Giltima y de
S. coelicolor presentan una identidad del 87 %, y a su vez tienen similitud con los factores
o"y of de B. subtilis, especialmente en las regiones 2.4 y 4.2 (que reconocen las regiones -
10 y -35 de los promotores). Los genes de la regulacion postranscripcional de los factores
6" y o de B. subilis se localizan dentro de los operones de cada uno, pero en el caso de
Streptomyces no se identificaron homologos a éstos en las regiones vecinas de sigF, lo que
probablemente sugiere que su regulacion es diferente. Las colonias de una mutante sigF,
obtenida por la interrupcién del gen cromosomal, desarrollan micelios vegetativo y aéreo
normai, pero sus esporas son de menor tamafio, deformes, con pared delgada, DNA no
condensado y no son pigmentadas. Este fenotipo no est4 condicionado por el medio de
cultivo ya que es el mismo en R5 (medio rice) y MM con manitol [110].

La transcripcién de sigf no se detecta durante el crecimiento vegetativo, durante la
formacién del micelio ni en los tiempos finales de esporulacidn. Solo se detectan transcritos
de este gen cuando se da la formacién de los septos de esporulacion, aproximadamente a las
72 horas de incubacién, y la transcripcién de whiG persiste después de que la de sigF ha
desaparecido. La transcripcion de sigF solo se detecta a niveles muy reducidos en mutantes
whiH y whiJ y esta totalmente ausente en las mutantes whid, whiB, whiG y whil. En B.
subtilis los factores ¢© ( pre- espora) y o* (especifico de la célula madre) presentan
autoregulacion, es decir, mantienen y amplifican su expresion dirigiendo la transcripcion de
sus propios genes estructurales [111]. La transcripcién de sigF en una mutante sigF nula y
su cepa parental congénita se presenta en niveles similares y con el mismo patrén de
regulacién dependiente de la fase del desarrollo. Cuando se analizé la transcripcion de sigF

whiG

in vitro usando la Eo y con RNA polimerasa holoenzima total, extraidas ambas de
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medio de cultivo liquido, no se detectaron sus transcritos, 1o que indica que su holoenzima
especifica no esta presente en este tipo de cultivo, y que depende indirectamente de whiG
[105]. Su transcripcién dependiente de todos los genes whi lo colocan en el uitimo lugar de
la jerarquia de los genes responsables de la esporulacién. Los posibles blancos de "
podrian ser, por un lado los genes del locus whiE ya que sus esporas no son pigmentadas, o
bien, dado que sus esporas pequefias pueden ser originadas por la formacién de septos de
esporulacién mas cercanos entre si, tal vez o' estd involucrado en la ubicacion correcta de
dichos septos mds que en su formacion per se [110]. Tomando en cuenta que la
transcripcion del gen whiH y de este factor o™ dependen de whiG, asi como los perfiles de
expresion que presentan durante el desarrollo, se plantea la existencia de una cascada
regulatoria de la esporulacion de al menoﬁ tres pasos, en un modelo muy simplificado
donde se propone que whiG actia directamente sobre whiH, y la proteina WhiH debe
eliminar su actividad autorepresora (a través de un supuesto inductor), a fin de poder actuar
como un factor que estimule la transcripcion de sigF y la formacion de los septos de la
esporulacion [109].
EL GEN wiiE

Se identificd un fragmento presente en un plasmido conjugativo de bajo nimero de
copias que permitia que una mutante whi£ desarrollara esporas grises, incluso de una
tonalidad mds oscura que el de las ésporas de la cepa silvestre. Al analizar la secuencia de
este fragmento se encontraron 7 ORFs diferentes, todos con la misma orientacién y que
presentan homologia con genes involucrados en la sintesis de antibidticos policétidos y la

sintesis de acidos grasos. Asi tenemos que los componentes de la policétido sintasa minima

(PKS) que son las proteinas necesarias para el ensamble de la cadena de carbono del
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pigmento, estan codificados por el ORFIII (KS, cetosintasa), el ORFIV (CLF, proteina
determinante del largo de la cadena), y et ORFV (ACP, proteina acarreadora de acilos), en
tanto que los productos de los ORFII, ORFVI y ORFVII estan involucrados en la
ciclizacion de la cadena de carbono naciente, y el producto de ORFI parece ser necesario
para el deposito correcto del pigmento o para su retencioén en el compartimento celular
apropiado | 112-114]. Posteriormente se identifico otro gen, whiE-ORFVIII, localizado
hacia arriba de whiE-ORFI y que es divergente con respecto a éste y que controla un paso
final de la via biosintética, probablemente una hidroxilacion, ya que las mutantes whik-
ORF VI desarrollan esporas de color verdoso [114]. Por otro lado, en Streptomyces
halstedii existe un fragmento BamHI de 5.2 kb que al ser interrumpido en su forma
cromosomal provoca la formacion de esporas sin su color verde caracteristico. Este
fragmento complementa a las mutantes whiE] 07 que producen esporas de un gris mas
oscuro que las de la cepa silvestre, y en la mutante whiEJ24 no causa ningun efecto [113].
Los genes whiE-ORFIII, whiE-ORFIV'y whiE-ORFV complementan a tres mutantes
afectadas en los genes actlI-ORF1, actl-ORF2y actl-ORF3 que codifican para los
componentes de la PKS de la sintesis de la actinorrodina. Todas las posibles combinaciones
de los genes whiE forman una PKS hibrida funcional que permite que todas las cepas
mutantes act/ produzcan un pigmento difusible de diferente color. Esta complementacién
es reciproca ya que cada uno de los genes de la PKS de la actinorrodina permiten la
produccién de las esporas pigmentadas (gris palido) en las mutantes afectadas en los genes
de la PKS de whiE. Esta complementacion reciproca es posible gracias a una comunicacion
bioquimica cruzada entre las subunidades de las dos PKS, quienes probablemente se

originaron a partir de un ancestro comin [115]. La existencia de esta comunicacion
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cruzada podria causar interferencias mutuas de graves consecuencias, v ésto probablemente
se evita por la expresion de cada grupo de genes en diferentes espacios dentro de la colonia.
La expresion ectopica de los genes de la PKS de whiE causa inhibicién del crecimiento
temprano por una posible interferencia con la sintesis de acidos grasos, a través de otra
comunicacion cruzada con la sintasa de esta via metabolica, 1o cual hace necesaria la
presencia de otro mecanismo de control, espacial o temporal, para evitar efectos adversos
[114].

Se han identificado dos promotores diferentes en la regidn intergénica que separa a
whiE-ORFVIIl y whiE-ORFI. El promotor P1 se localiza a 85 pb del codén de inicio de
whiE-ORFI y P2 a 152 pb hacia arriba del coddn de inicio de whiE-ORFVIII. Ambos
promotores estan regulados en base a la fase del desarrollo, apareciendo sus transcritos a las
72 horas de cultivo, justo cuando se detecta el inicio de la esporulacién, permaneciendo su
expresion en niveles similares por 24 horas mas. No hay transcritos durante el crecimiento
vegetativo, la formacidn del micelio aéreo, ni en las colonias maduras. Mutaciones en los
genes whid, whiB, whiG y whil bloquean totalmente la transcripcion de ambos promotores,
y ésta es de aproximadamente el 10 % en mutantes whiH y whiJ, ocurniendo exactamente
igual qué con la transcripcion de sigF [105]. Estos datos indican que existe cierta
dependencia fuerte entre ambos promotores. Por otra parte, una mutante de sigf nula
desarrolla esporas blancas, lo que sugiere que la expresion de alguno de los genes del locus
whiE dependen, directa o indirectamente, del factor ¢'. La transcripcién dependiente de
promotor Pldel locus whiE no esta afectada en esta misma mutante, en tanto que no hay
expresion de P2. Mutaciones en sigF del mismo tipo en cepas con diferente fondo genético

causan la formacion de esporas de color verdoso, lo que demuestra que la interrupcion de
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s5igF solo altera la naturaleza del pigmento y no bloquea su sintesis. En base a estos-
resultados tenemos entonces que sigF controla al promotor P2 del locus whiE, el cual es
especifico del gen whiE-ORFVII, que cuando estd mutado da esporas verdosas, en tanto
que el promotor P1 depende de los otros seis genes whi pero no de sigF [116). El factor 6
de S. coelicolor presenta homologia con el factor o® de B. subtilis, y sin embargo la Ec" no
es suficiente para obtener transcripcidn de whiE-P2 in vitro, a pesar de que su region -10 es
casi idéntica a la que reconoce 6®, pero ya que no hay homologia entre las regiones -35 es
posible que su transcripeién requiera la presencia de un activador transcripcional [116].
LOS GENES fisZ y ftsQ.

En las bacterias que se dividen por fision binaria, la proteina FtsZ tienen un papel
importante en el inicio de la formacién del septo de separacidn. La accion de las proteinas
de division y las proteinas unidoras de penicilina especificas del septo, permite la sintesis
interna del péptidoglucano y de nuevo material de la membrana celular, procesos que son
guiados por el ensamblaje de polimeros de FtsZ en estructuras anulares en el sitio donde se
formara el septo y una vez formado éste, el anillo de FstZ se desensambla [117]. En
Western blots, realizados usando un anticuerpo policlonal anti-FtsZ de E. coli y extractos
de proteinas del micelio vegetativo y micelio esporulante de S. griseus, se identificé una
banda Gnica de aproximadamente 45 kDa. Posteriormente se pudo clonar al gen fisZ de S.
griseus que estaba presente en un fragmento donde existian otros dos ORF, el que le
precede presenta homologia con el gen fisQ, que codifica para otra proteina de division
celular. Solo hay una copia de cada uno de estos genes en el cromosoma de S. griseus, y su
arreglo difiere del presentado por los genes de divisién celular de otras bacterias donde

ftsZ es precedido por fst4 y éste por fstQ). La transcripcion de fisZ se puede detectar en el




micelio vegetativo y durante la esporulacién [118). En S. coelicolor también hay un gen
JtsQ y uno fisZ, los cuales se localizan en la misma regidén cromosomal donde estan glkA,
hisA'y trpB. La proteina FtsZ de esta especie es de aproximadamente 41 kDa, y presenta
una homologia del 91% con la proteina de S. griseus. El arreglo de estos genes es igual en
ambas especies, sin que se detecte un homoélogo de ftsA. Una mutante f5¢Z nula forma
colonias de menor tamariio y desarrolla micelio aéreo pero no esporas, independientemente
del medio de cultivo usado, pero cuando se crece en MM con manitol produce cantidades
elevadas de actinorrodina. Las células de esta mutante permanecen viables cuando se
mantienen en cultivo por un mes (a partir del transplante de micelio macerado), pero
cuando son almacenadas a 4°C por una semana se baja drasticamente su viabilidad. El
micelio aéreo que se forma es de color gris, lo cual indica que en esta mutante la
produccién del pigmento esta separada del proceso de formacidn de esporas [119]. No hay
formacion de septos en el micelio aéreo de la mutante f5s¢Z, en tanto que en una mutante
[0 solo se forman un 10 % de éstos en relacidn a la cepa silvestre. Las hifas aéreas de esta
ultima mutante presentan fenotipos aberrantes, incluso se observan hifas con diferentes
grados de lisis y algunas que se diferencian a cadenas de esporas [120]. El gen fs10,
clonado individualmente o junto con f5¢Z en un plasmido de bajo niimero de copias,
complementa a las mutante fstQ y fstZ . Asi, ambos genes no son indispensables para el
crecimiento y la viabilidad, pero son necesarios para la eficiente conversion de las hifas
aéreas multinucleoides en esporas uninucleoides [120].
FACTORES SIGMA ALTERNOS COMO UN MECANISMO DE REGULACION
La mayoria de los genes bacterianos estan regulados a nive!l de la transcripcion,

generalmente por la expresion controlada de diferentes holoenzimas de RNA polimerasas,
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las cuales reconocen diferentes clases de promotores. Tipicamente las bacterias tienen un
factor sigma principal, que es el responsable del reconocimiento de la mayoria de los
promotores, en tanto que otros factores sigma menores tienen funciones limitadas y
especializadas. Cada una de estas holoenzimas esta constituida por un centro o “core” que
incluye 4 las subunidades a,/Bf", al que se une una de las especies de factores sigma ©. El
factor o es el responsable del reconocimiento especifico de la secuencia de DNA a la cual la
holoenzima se une y confiere a la forma “core” la capacidad para reconocer y responder a
las sefiales de inicio de la transcripeién [121]. Ademas de los dos factores sigma

mencionados anteriormente (g*"'¢

y "), se han identificado otros en Streptomyces, y la
presencia de todos ellos da una gran flexibilidad en la modulacion de la expresion de genes.
Otro grupo de bacterias Gram positivas que presentan un tipo de vida con
diferenciacion morfolégica esta constituida por los miembros del género Bacillus. Una de
las caracteristicas importantes de la maquinaria de transcripcién de estas bacterias esta
relacionada con la expresion de los genes del desarrollo, donde existen multiples formas de
holoenzimas de RNA polimerasa, cada una con la capacidad para reconocer una clase
especial de promotor. La formacién de las esporas en B. subtilis involucra a 4 factores
sigma diferentes, los especificos de la célula madre (c® y 6% ), y los especificos de la pre-
espora (6" y 6“). Los cambios temporales y espaciales en la expresién de genes que se dan
durante la esporulacion estan controlados por la aparicién sucesiva de estos cuatro factores
sigma, cuyas actividades son coordinadas por medio de una comunicacion cruzada entre los
dos compartimentos celulares [111]. Dadas las analogias en su ciclo de vida se pensé que

tal vez Streptomyces también podria presentar diferentes formas de holoenzimas de RNA

polimerasa como un mecanismo de regulacion en la expresion de genes asociados con
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diferentes etapas del desarrollo celular. Los primeros estudios sobre la especifidad del
reconocimiento de promotores por factores sigma alternativos en S. coelicolor se realizaron
uttlizando dos promotores bien caracterizados de B. subtilis: el promotor veg que es
reconocido por la RNA polimerasa predominante en el crecimiento vegetativo, Es™, quien
reconoce promotores que presentan fuerte homologia con los promotores de E. coli
considerados como prototipicos de las eubacterias; el promotor ctc no es reconocido por la
Ec® y es utilizado por holoenzimas menores, especialmente por la forma Ec®. En analisis
de transcripcidn ir vitro tipo runoff utilizando a estos dos promotores como templado y
un extracto crudo dec RNA polimerasa de S. coelicolor, se identificaron transcritos iguales a
los generados con las enzimas Ec® y Ec”. Las actividades de transcripcion observadas con
estos promotores heterélogos estin separadas ya que se identificaron en fracciones
diferentes del extracto crudo. Al analizar las subunidades presentes en la enzima que
reconocio al promotor cfc, se identificaron dos polipéptidos de aproximadamente 49 y 37
kDa. Estos polipéptidos se usaron para reconstituir la forma core de una RNA polimerasa
de B. subtilis, la cual reconocid fuertemente al promotor cfc cuando estaba asociada a la
proteina de 49 kDa. y solo un poco cuando se trataba de la proteina de 37 kDa. Estas
proteinas fueron designadas como los factores o>’ y 6* de S. coelicolor. Se identificod
ademds una proteina de 35 kDa que estimulaba fuertemente la sintesis de RNA mensajero a
partir del promotor veg y que es diferente a la proteina de 37 kDa, constituyendo por lo
tanto a otro factor sigma, el o [122].

Por otra parte, el gen de la agarasa extracelular de S. coelicolor, dagA, tiene cuatro
promotores con secuencias diferentes que permiten la transcripcién a partir de 32 pb (P1),

77 pb (P2), 125 pb (P3) y 220 pb (P4) hacia arriba de la secuencia codificadora [123]. La
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expresion de dagA se induce por productos de degradacion del agar y esta reprimida por
glucosa, y estos dos efectos son regulados a nivel del inicio de la transcripcion [124]. En
experimentos de transcripcion in vitro donde se utilizé como templado la region del DNA
que contiene a estos 4 promotores y muestras de RNA polimerasa total, se identificaron
actividades de transcripcion parcialmente separadas para cada promotor [125].
Purificaciones subsecuentes de las fracciones donde se identificaron estas actividades
permitieron obtener la transcripeién por separado de dagd p2, dagA p3, y dagd p4, en
tanto que la transcripcion especifica para dagA4 pl no se pudo recuperar. Estas actividades
de transcripcion no se debieron a diferencias en la concentracton de la RNA polimerasa,
sino que realmente correspondian a diferentes holoenzimas. La holoenzima que permite la
transcripcion de dagA4 p4 reconocia ademas solo al promotor veg, la que reconoce a dagA
p3 solo al promotor cfc, y la especifica de dagA4 p2 a ninguno de estos dos. Por lo tanto, los
factores sigma responsables de la transcripcion de dag4 p3 y dagA p4 corresponden a 6*° y
o™ respectivamente, en tanto que el reconocimiento del promotor dagA p3 se da por un
factor sigma de una especie diferente. La identidad de este nuevo factor sigma se conocio a
partir de experimentos de reconstitucion de holoenzimas, donde la porcion core la
constituy¢ la fraccion altamente purificada que contenia actividad de transcripeion
especifica para dagA, y como posibles factores sigma se probaron las proteinas localizadas
en el rango de 20-90 kDa obtenidas a partir de un extracto crudo de RNA, resueltas y
separadas por SDS-PAGE. Las holoenzimas asi obtenidas fueron utilizadas en ensayos de
transcripcion in vitro, a partir de los cuales se identifico una proteina de 28 kDa que
reconocia a dagA y al promotor ctc no, y que se designé factor 6™ [125]. El gen sigE que

codifica para 6®* (c" ) fue identificado en analisis tipo Southern blot, usando como sonda un

67




oligonucleotido degenerado disefiado a partir de la secuencia de los primeros 27 aa del
extremo amino de la proteina SigE. El gen estructural, designado sigF, codifica para una
proteina que presenta una alta similitud con proteinas reguladoras positivas, incluyendo al
factor 6® de E. coli. Estas proteinas constituyen una subfamilia de factores sigma que
funcionan como moléculas efectoras que sensan sefiales generadas en o fuera de la
membrana; cada uno de ellos transcriben genes cuyos productos estan involucrados en
funciones extracitoplasmaticas, por lo que se denominé la subfamilia de factores sigma o™"
[126].

Los factores sigma principales de E. coli y B. subtilis son codificados por el gen
rpoD. Los factores sigma presentan dos dominios diferentes, uno de unién a la RNA
polimerasa core y el otro de union al DNA, y éste a su vez presenta un subdominio A que
esta directamente involucrado en la unidn a la polimerasa, en tanto que el subdominio B
modula dicha unién. El dominio B esta conservado en los factores sigma principales de E.
coli'y B. subtilis, pero no en los factores sigma menores. Basandose en una secuencia de 10
aa, que esta totalmente conservada del subdominio B de estas dos bacterias, se disefié un
oligo de 29 bases para tratar de identificar genes homélogos a rpoD en otras bacterias. El
DNA de S. coelicolor dio seiial positiva con esta sonda en cuatro regiones diferentes, las
cuales fueron clonadas y secuenciadas. La secuencia de aa deducida de cada una de estas
regiones cromosomales muestra un segmento de 13 residuos idénticos que también esta
presente en los factores o™ de E. coli y 6* de B. Subtilis, y que corresponden al
subdominio B. Esta region comun fue denominada caja rpoD, y los 4 ORF's identificados
en S. coelicolor constituyen los genes hrdA, ArdB, hrdC y hrdD [127]. Experimentos

independientes realizados usando el gen rpoD de Myxococcus xanthus como sonda,




permitieron la clonacién y posterior interrupcion de los genes hrdB, hrdC'y hrdD de S.
coelicolor [128]. Cuando se interrumpieron los genes ArdA, hrdC y hrdD se obtuvieron
mutantes de S. coelicolor que no presentan defectos en la morfologia de las colonias, la
diferenciacion ni en la produccién de actinorrodina y undecilprodigiosina. En contraste, no
se pudieron obtener mutantes para el gen hrdB usando la misma estrategia de interrupcion
genética, lo cual indica que este gen es esencial para el crecimiento y su eliminacion es
letal, por lo que constituye el factor sigma principal de S. coelicolor [128-130). En la
region 4.2 de los factores 6™ de E. coli, B. subtilis y M. xanthus existen 4 residuos
involucrados en el contacto especifico con 4 pb de la region -35; estos residuos estan
también presentes en los cuatro factores o™ de Streptomyces. Por otra parte, en la regién
2.4 que reconoce al hexdmero -10 también hay residuos ccl)nscrvados entre estas bacterias, si
bien la treonina que hace contacto con la primera base de la regidn -10 esta cambiada en
o™ por una serina y por una glutamina en o™, Lo anterior indica que los factores o'
deben reconocer promotores con diferencias sutiles en sus secuencias, y ésto permitira, una
vez identificados, obtener informacidn sobre las interacciones de aa especificos con las
bases individuales del correspondiente promotor [130]. Al analizar la transcripcion de los
genes hrdB, hrdC y hrdD con RNA obtenido de cultivos liquidos, en experimentos de
mapeo por S de alta resolucion, se identificaron una regién promotora de ArdB y dos de
hrdD, pero ninguna para hrdC. El promotor ~rdD-P1 se localiza dentro del gen ORFX,
cuya cadena codificadora es la opuesta al del gen ArdD [128]. Dada la gran similitud que
presentan cada una de las cuatro proteinas ¢ con el factor ¢ de E. coli, especialmente

en las regiones que reconocen las secuencias -10 y -35 de los promotores, es muy probable

que las RNA polimerasas a las que se unen actiien sobre promotores con una fuerte




homologia con las secuencias consenso de E. coli. En relacion a los factores sigma
identificados anteriormente [122], ya que o’ transcribe al promotor veg, el cual presenta
una secuencia con alta homologia con la secuencia consenso dependientes del ¢ de E.
coli, tal vez este o™ sea el producto de alguno de los genes hrd. A partir de una muestra de
RNA polimerasa total de S. coelicolor se obtuvo la fraccion que presenta actividad
transcripcional especifica para dagd p4, la cual fue sometida a SDS-PAGE a fin de
identificar su posible factor sigma. De todos los polipéptidos probados, solo uno de 66 kDa
permitia la transcripcion in vitro de este promotor. Este polipéptido fue purificado por
elucion del SDS-PAGE y renaturalizado en presencia de la proteina chaperonina GroEl de
E. coli, y fue usada para reconstituir una holoenzima la cual pudo transcribir in vitro a los
promotores dagA p4 y veg, lo cual confirmé que es un factor sigma y se designé como o™,
Esta asignacidn esta ademas basada en (i) los promotores veg y dagA p4 tienen secuencias
en las regiones -10 y -35 similares a las de los promotores que son reconocidos por la
holoenzima principal de E. coli y B. subtilis; (ii) la secuencia de aminoacidos de o™®®
presenta una marcada similitud con las secuencias de aminoacidos de los factores
principales de E. coliy B. subtilis, ¢™ y ¢* respectivamente [129].

A partir de mutantes nulas estables de irdA, hrdC' y hrdD se construyeron mutantes
dobles hrdAC, hrdAD y hrdCD y una mutante triple hrdACD, ninguﬁa de las cuales
presenta alteracidn en su crecimiento, ni en su diferenciacion ni en la produccién de
antibioticos pigmentados. Ya que los genes Ard pueden ser inactivados simultaneamente sin
que se produzca ningin cambio fenotipico aparente, sus productos deben de transcribirse a
partir de distintos promotores [130]. Los genes regulatorios requeridos para la sintesis de la

actinorrodina y la undecilprodigiosina, act/I-ORF4 y redD, pueden ser transcriptos in vitro
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por la Ec"®, ¢ in vivo en una cepa mutante ArdD, diferente a las usadas anteriormente

[131], tampoco se afecta la produccion de estos antibidticos; todo esto indica que estos

hrdD hrdB

genes pueden ser transcritos in vivo por EG™" y otra holoenzima, probablemente Ec

[130].

En §. aureofaciens también hay cuatro genes hrd, tres de ellos son analogos a ArdA,
hrdB'y hrdD de S. coelicolor, y el cuarto hrdE parece ser un factor sigma nuevo. Solo hrdB
y hrdA son expresados en medio liquido. Por mapeo por S1 y transcripeién in vivo se
establecidé que los cuatro genes tienen dos promotores separados, los cuales presentan una
regulacion dependiente de la fase del crecimiento y del medio de cultivo. En el caso del gen
principal. hrdB se detecta la transcripcion a partir de ambos promotores a lo largo de todo el
crecimiento, en tanto que los dos promotores de ArdD solo son activos durante el
crecimiento vegetativo. El gen hrd4 es expresado solo en medio sélido durante la fase
tardia del micelio aéreo [132]. La region promotora de hrdB-P1, hrdD-P1 y hrdD-P2
presentan alta homologia con los genes Ard correspondientes de S. coelicolor [132).

El operdn gal de S. coelicolor A3(2), que esta sujeto a la induccién por galactosa y
represion por glucosa, presenta dos promotores: galP/, que se localiza en el extremo 5'del
operon y produce un Unico transcrito que incluye los productos de los genes gaiT, galEy
galK, en tanto que el promotor galP2 se localiza entre los genes galT y galE y produce un
transcrito que contiene a galE y galK. El promotor galP! es quien esta influenciado por
galactosa y glucosa, y galP2 es un promotor constitutivo de bajo nivel. No existen
homologias entre galP! y galP2 en las posiciones donde la RNA polimerasa hace contacto.
En ensayos de transcripcion in vitro tipo runoff usando una RNA polimerasa parcialmente

purificada se encontraron actividades separadas para cada promotor [133]. Cuando las bases
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de las posiciones -34, -36 y -11 del promotor galPI son cambiadas, se pierde su actividad.
A partir de la muestra que presentaba actividad para ga/P1 se identifico un polipéptido de
45 kDa; esta proteina fue usada para reconstituir una holoenzima que reconoce a galP! pero
no a galP2. Este nuevo factor sigma, 6, es diferente a ™ ya que el operdn gal es
expresado en las mutantes ArdD, y una RNA polimerasa extraida de esta misma mutante
permite ia transcripcion in vitro de galP1 [115].

De los genes de Streétomyces reportados hasta hoy, solo 29 se han podido agrupar
en base a que sus secuencias -10 y -35 presentan relativa similitud con la secuencia
consenso de los promotores de E. coli reconocidos por su factor ¢”, ademas de que las
regiones -10 y -35 estan separadas por 16-18 nucledtidos [134]. Conforme aumente la lista
de genes conocidos, este grupo de promotores puede hacerse mayor, y de igual manera se
podrén identificar otras caracteristicas que permitan reconocer nuevos grupos de
promotores. La existencia en S. coelicolor de diferentes factores sigma es un fuerte indicio
de que la actividad de diferentes grupos de genes puede estar determinada en parte por una
variedad de holoenzimas, cada una con la capacidad para usar selectivamente a una clase
caracteristica de prdmotor y en donde los factores sigma determinarian la expresién
diferencial de los diferentes grupos de genes durante el curso del ciclo de vida. Estos
grupos de genes pueden incluir, pero no estar limitados, a los involucrados en la
diferenciacién morfolégica y el metabolismo secundario. De esta manera, los factores
sigma tienen un importante papel en la regulacion y coordinacion de la expresion de genes

en Streptomyces.




III. ANTECEDENTES

Las grasas y aceites son los lipidos mas abundantes de procedencia natural. Dentro

de estos los triacilgliceroles (TAGs) son ésteres que se componen de tres acidos grasos

unidos al glicerol, un alcohol trihidroxilado. Cada molécula de glicerol contiene dos grupos

hidroxilo primarios, localizados en la periferia, y uno secundario que se localiza en el
centro de la molécula (Fig. 7). Si los tres grupos hidroxilo del glicerol estan esterificados
con el mismo acido graso se habla de un TAG simple, pero generalmente contienen dos o
tres acidos grasos distintos y se denominan TAG mixtos. La hidrélisis de los
triacilglicéridos, catalizada por enzimas lipoliticas, libera como productos dcidos grasos,

monoacilgliceroles, diacilgliceroles y glicerol [135]
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Figura 7. Sintesis de los triacilgliceroles.

Las esterasas y las lipasas son hidrolasas que pertenecen a la clase general de

carboxilesterasas (EC 3.1.1). Las esterasas o carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) hidrolizan
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€steres carboxilicos de acidos grasos de cadenas relativamente cortas y solubles en agua.
Por otra parte, ya que los substratos naturales de las lipasas verdaderas (EC 3.1.1.3) son
TAG de cadena larga que son insolubles en soluciones acuosas, las lipasas son definidas
como glicerol éster hidrolasas que actian especificamente sobre substratos insolubles y que
requieren la formacion de una interfase lipido-agua para activarse. Las lipasas y las
esterasas, junto con las serina proteasas, contienen una triada catalitica compuesta por un
residuo de serina nucleofilico que actia en conjunto ¢on un residuo de histidina y un
residuo de acido aspartico 6 &cido glutdmico [136-140]. Estas enzimas presentan una
estereoespecificidad caracteristica, prefiriendo los enlaces éster periféricos o bien los
enlaces €ster centrales de 1a molécula de TAG. Las lipasas pueden ser clasificadas en tres
grupos de acuerdo con su especificidad de substrato; el primer grupo incluye a las lipasas
que no muestran preferencia con respecto a la estructura quimica de los dcidos grasos
presentes en la molécula de TAG ni muestran preferencia por enlaces éster primarios o
secundarios; las enzimas del segundo grupo hidrolizan solamente los enlaces éster
primarios; y en el tercer grupo se encuentran las lipasas que presentan una pronunciada
preferencia por acidos grasos con ciertas caracteristicas particulares (no hay lipasas de
origen bacteriano en este grupo). La estereoespecificidad depende estrictamente de la
presion de superficie del substrato, y en ciertos casos puede estar ademis influenciada por
la longitud de la cadena de los acidos grasos presentes [141]. Las lipasas bacterianas son de
considerable importancia por sus potenciales aplicaciones en biotecnologia, ya que estas
enzimas pueden permanecer activas en una variedad de solventes organicos donde pueden
catalizar una variedad de reacciones, aparte de su habilidad para hidrolizar enlaces éster;

estas reacciones les permiten transesterificar triacilgliceroles, resolver mezclas racémicas,
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asi como sintetizar enlaces ésteres y peptidicos. Las lipasas extraceluléres normalmente
aparecen ¢en ¢l meaio de cultivo cuando las bacterias alcanzan el final de la fase logaritmica
del crecimiento; la produccion de lipasas puede ser determinada cualitativamente por la
formacién de halos claros alrededor de las colonias crecidas en placas de agar con
emulsiones de tributirina o trioleina, y cuando se agrega rodamina B se forman halos
fluorescentes de color naranja-rojo visibles con luz UV [142]. La actividad lipolitica en
sobrenadantes de cultivos bacterianos se puede determinar por la titulacidn de los acidos
grasos liberados a partir de un substrato lipidico, o bien por la cuantificacion
espectofotométrica de aniones cromogénicos liberados de ésteres sintéticos ( p-nitrofenilos)
con cadenas de acidos grasos de diferentes tamafios, sin embargo estos compuestos
presentan la desventaja de ser hidrolizados también por las esterasas [143]. Las variaciones
en el pH'y la temperatura alteran no sélo las propiedades cinéticas de las lipasas, sino las
propiedades fisicoquimicas del substrato insoluble, por lo tanto el tipo de ensayo utilizado
para determinar la actividad de estas enzimas debe ser considerado al interpretar los
resultados. Todos los estudios realizados hasta el momento han permitido definir ciertas
condiciones para la 6ptima produccion de las lipasas de diferentes bacterias, pero atin no ha
sido posible elucidar los mecanismos generales de regulacién de su produccion y
secrecion.
Activacion interfasica de las lipasas.

Axn cuando los acidos grasos de cadena corta son ligeramente solubles en agua, los
componentes con acidos grasos de cadena larga esterificados con ¢l glicerol son insolubles,
Cuando las moléculas de TAG alcanzan el estado emulsionado, dan origen a la formacion

de una interfase lipido-agua. La lipdlisis ocurre exclusivamente en la interfase lipido-agua.
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La diferencia principal entre las esterasas y las lipasas esta basada en su habilidad para ser
activadas por la presencia de interfases lipido-agua. La actividad de las esterasas es una
funcion que depende de la concentracidn del substrato, alcanzéndose la velocidad maxima
de la reaccion mucho antes de que la solucion llegue al punto de saturacién del substrato; la
formacion de una emulsion substrato-agua no cambia la velocidad de la reaccion (Fig. 8);
en contraste, las lipasas no muestran actividad mientras el substrato estd en estado
monomérico; sin embargo, cuando la solubilidad limite del substrato es excedida, se
empieza a detectar actividad enzimatica, y conforme el substrato forma una emulsién y el
drea de la interfase aumenta, la actividad enzimatica se incrementa de manera pronunciada
(Fig. 8). Este mecanismo de accion se denomina activacion interfasica, y esta propiedad
llevo a la definicion de las lipasas como carboxilesterasas que actiian especificamente sobre

substratos emulsificados [144-146).
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Figura 8. Activacidn interfasica de las lipasas. Perfil tipico de la actividad enzimdtica de la lipasa pancreética
humana vy la esterasa de higado de caballo a diferentes concentraciones de substrato. La linea punteada indica

el punto de saturacién del substrato [143].

Las bases moleculares de este mecanismo de activacion enzimatica fueron
descifradas principalmente a partir de estudios cristalograficos realizados con las lipasas de

Rhizomucor miehei, Geotrichum candidum y la lipasa pancredtica humana. Asi, cuando una
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lipasa se une a una interfase lipido-agua se da un cambio conformacional en la proteina que
provoca ¢l desplazamiento de la tapa que cubre al sitio activo y que lo mantiene totalmente
inaccesible; como resultado de este cambio el lado hidrofébico de la tapa es expuesto a la
fase lipidica, reforzando asi las interacciones hidrofobicas entre la enzima y la superficie
lipidica, permitiendo que el substrato llegue al sitio activo y se realice la hidrolisis [136-
137, 140, 147]. La cinética enzimatica de una lipasa no puede describirse con el modelo de
Michaelis-Menten ya que este es valido s6lo en el caso de una fase homogénea (substrato y
enzima solubles). El modelo que describe la cinética de catalisis para enzimas lipoliticas
presenta dos pasos; primero, la adsorcion fisica de la enzima en la interfase, que incluye la
activacion interfasica de la enzima (abertura del sitio activo) y segundo, la formacién del
complejo enzima-substrato, la hidrélisis de éste para dar el producto y la regeneracion de la
enzima adsorbida [137, 140, 148].

Estructura tridimensional de las lipasas.

Las lipasas bacterianas varian en tamafio, desde la de Bacillus de 19 kDa hasta la de
Staphylococcus carnosus de 86 kDa, y presentan poca homologia en su estructura primaria,
limitandose ésta a la region donde se localiza la cavidad oxianidnica, y la region catalitica
que contiene al pentapéptido Gly-X-Ser-X-Gly, donde se localiza el residuo de serina
nucleofilico y que esta altamente conservado en las lipasas de diferentes origenes. Se han
purificado y cristalizado las lipasas de los hongos Rhizomucor miehei [136], G. candidum
[149], Candida rugosa [150], Fusarium solani [151), de las bacterias Pseudomonas glumae
[152], Pseudomonas fluorescens [153], Pseudomonas cepacie [154], y 1a lipasa pancreatica
humana [147]; en base a estudios de difraccion de rayos X fue posible conocer su

estructura tridimensional (Fig. 9). Se encontré que a pesar de la amplia diversidad en sus
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secuencias de aminoacidos, todas las lipasas tienen una estructura terciaria stmilar
denominada plegado /P de las hidrolasas (Fig. 9), la cual estd formada por un dominio
central constituido por una serie de hojas 3 paralelas alternadas con hélices «, las cuales se
localizan o proyectan hacia ambos lados de la region central (estructura canodnica de las
lipasas). El nimero y la posicion espacial de estas estructuras varia considerablemente, asi
como las conexiones entre los elementos estructurales conservados. Se puede distinguir una
regidn de reconocimiento de la interfase lipido-agua, la cual incluye a la hélice o que

constituye la tapa peptidica involucrada en la activacion interfasica [155].

Figura 9. Plegado o/} consenso de las hidrolasas. Las hélices o estan indicadas por cilindros y las hojas
por flechas. La posicion topologica de los residuos de la triada catalitica se muestra con ¢irculos sélidos; la
serina nucleofilica esta localiza justo después de la hoja §§ numero cinco, el dcido aspartico/glutamico
después de la hoja B nimero siete, y 1a histidina se encuentra en el doblez formado entre la hoja § nimero
ocho y la liélice aF {153].

El sitio activo se encuentra localizado en el interior de la proteina, cubierto por una
cadena polipeptidica anfipatica que actia como una tapa que lo mantiene inaccesible a las
moléculas del substrato (Fig. 10). Esta tapa esta arreglada como una hélice o en las lipasas

de Pseudomonas [153, 154, 150}, de R. miehei [136] y la lipasa pancreatica humana [147],
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€n tanto que el sitio activo de G. candidum esta cubierto por dos hélices o paralelas [149].
Entre el sitio activo y la superficie interna de la tapa predominan las interacciones
hidrofobicas, en tanto que el lado polar de la cadena se localiza hacia la porcidn acuosa.
Cuando la enzima se encuentra en una interfase lipido-agua se da un cambio
conformacional en la region de la tapa, haciendo que ésta se desplace y el sitio activo quede
expuesto y totalmente accesible al substrato. Este cambio conformacional provoca que la
cara hidrofilica de la tapa, que previamente estaba en contacto con la solucién acuosa, se
mueva hacia una cavidad polar preformada; en tanto que la porcion hidrofébica, que
previamente estaba en contacto con el sitio activo, queda ahora expuesta a la porcién
lipidica de la interfase y ésto provoca que se incremente la superficie no polar alrededor del
sitio activo, lo que a su vez permite la union del substrato. La profundidad a la cual se
localiza el sitio activo dentro de la proteina parece ser un factor determinante para la
especificidad de estas enzimas por acidos grasos de cadena larga [137, 140, 156-157]. La
rotacion de la tapa es acompaiiado por otro cambio estructural que permite que la cavidad
oxianién‘ica quede en la posicion correcta. La estereoquimica de la cavidad oxi-anidnica no
se conoce, sin embargo se ha identificado un motivo His (Arg)-Gly-X-X-Gly localizado en
el extremo amino de las lipasas maduras, el cual presumiblemente esta involucrado en la

formacion de esta cstructura [158].
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Figura 10. Representacion esquematica de la estructura de la lipasa de P. glumae determinada por

cristalografia de rayos X (a), y en el caso de la lipasa de Acinetobacter calcoaceticus deducida a partir de la
anterior (b). Las flechas representan las hojas P y las barras las hélices o; los residuos de la triada catalitica
estan indicados con *. En ambos casos la hélice § corresponde a la tapa que cubre al sitio activo {152, 179].
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Caracteristicas de la triada catalitica.

El sitio activo contiene una triada catalitica formada por una serina, la que
constituye al residuo nucleofilico y que esta unida por un enlace de hidrdégeno a un residuo
de histidina al cual se une ademas un residuo de acido aspartico, también por un enlace de
hidrogeno (en G. candidum el tercer residuo es el acido glutamico). Cada uno de estos
residuos se localiza en un elemento estructural secundario diferente de la proteina (Figs. 9y
10), la serina nucleofilica se encuentra en el segmento curvo que se forma entre la hoja 3
v la hélice aC del dominio central de la estructura candnica (Fig. 9); el siguiente residuo es
el aspartato y generalmente se localiza en el segmento curvo formado después de la
segunda hoja f§ (contando a partir de la que contiene a la serina), en tanto que el residuo de
histidina se localiza en la curva formada después de la tercera hoja 8 [136, 138, 146-147,
152]. La posicién y conformacion de los aminoacidos que forman la triada catalitica no son
significativamente diferentes en las estructuras abiertas y cerrada de la lipasa; el cambio
conformacional de la tapa provoca un cambio tmportante en el ambiente de este sitio, la
serina se vuelve totalmente accesible al solvente y se localiza en el fondo de un cafion
hidrofobico que esta perfectamente adaptado para la unidn del substrato lipidico. La
funcionalidad de la triada catalitica est4 asistida por la presencia de una cavidad
oxianidnica, que es una region electrofilica que estabiliza la carga negativa generada
durante el ataque nucleofilico por el oxigeno de la serina sobre el carbono carbonilo del
enlace éster del substrato. La arquitectura de la cavidad oxianidnica y su contribucion a la
estabilizacion de la catalisis no es muy conocida en el caso de las lipasas y las esterasas; en
el caso de la lipasa pancreatica humana se forma por los nitrégenos de las cadenas

principales de la Leu 153 y la Phe 77 [140].
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Mecanismo de lipolisis.

La hidrélisis de un enlace éster por una lipasa inicia con el ataque nucleofilico del
oxigeno de la serina sobre el atomo de carbono carbonilo del substrato (Fig. 11), lo cual
lleva a la formacion de un intermediario tetraédrico (reaccion 1), el cual presenta una carga
negativa en el atomo de oxigeno carbonilo del enlace éster escindido; el intermediario es
estabilizado por la hélice a formada inmediatamente después de la serina nucleofilica
(hélice aC de la figura 10}, y a través de la formacién de enlaces de hidrégeno entre el
oxigeno carbonilo (el oxianidn) y la porcién amida de al menos dos residuos de la cavidad
oxianionica, uno de los cuales corresponde al residuo sigutente de la serina nucleofilica, y
el otro proviene del residuo localizado al final de la hoja B3. La funcién del residuo de
histidina de la triada catalitica es incrementar la nucleofilicidad del grupo hidroxilo de la
serina. El anillo de imidazol de la histidina es protonado y cargado positivamente, esta
carga positiva es estabilizada por la carga negativa del residuo del acido aspartico (reaccion
2). El intermediario da paso a la formacién del complejo acilo-enzima, en el cual el
componente acido del substrato es esterificado a la serina, mientras el alcohol es liberado
(reaccién 3); en el siguiente paso una molécula de agua hidroliza el intermediario acilo-
enzima, la histidina activa esta molécula de agua donandole un protén, el ié6n OH-
resultante ataca el atomo de carbono carbonilo del grupo acilo unido covalentemente a la
serina. S;e forma nuevamente un intermediario tetraédrico negativamente cargado, el cual
también es estabilizado por interacciones con la cavidad oxianiénica. La histidina dona un
proton al oxigeno de la serina, lo cual permite que la serina libere al 4cido graso y se

regenere la enzima (reaccion 4), quedando lista para otro ciclo de catalisis [143, 155].
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Figura 11. Mecanismo de lipolisis. La catélisis inicia con la unién del substrato, activacién de la serina
nucleofilica por la histidina, y el ataque nucleofilico por el O de la serina sobre el dtomo de carbono
carbonilo del substrato (reaccién ). Formacidn del intermediario tetraédrico, con el O estabilizado por
interacciones con los grupos amida de la cavidad oxianidnica. La histidina dona un protén al alcohol del
substrato (reaccion 2). Formacién del complejo acilo-enzima, en el cual el dcido graso del substrato esta
esterificado al residuo de serina de la enzima; la molécula de agua entrante es activada por la histidina, y el
ion hidroxilo resultante ataca nucleofilicamente al 4tomo de carbono carbonilo del complejo acilo-enzima
{reaccion 3). La histidina dona un protén al 4&tomo de oxigene de la serina, se rompe el enlace éster entre la
serina y el acido graso, y éste dltimo es liberado (reaccién 4) [155].

Lipasas bacterianas.

Se han clonado y secuenciado los genes de lipasas tanto de bacterias Gram positivas
como de bacterias Gram negativas, y de este Gltimo grupo destacan las pertenecientes al
genero Pseudomonas quien tiene al menos siete especies productoras de lipasa, y una sola
especie { P. aeruginosa) produce cinco lipasas diferentes [143, 159]. Las lipasas
extracelulares normalmente aparecen en el medio de cultivo cuando las bacterias alcanzan
el final de la fase logaritmica del crecimiento. Todos los estudios realizados hasta el
momento han permitido definir ciertas condiciones para la dptima produccién de las lipasas
de diferentes bacterias, pero aun no ha sido posible dilucidar los mecanismos generales de

regulacion de su produccién y secrecion. Las lipasas bacterianas conocidas actualmente




estan clasificadas en seis familias en base a la homologia de sus secuencias de aminoacidos

(TablaI), de estas familias la nimero I estd a su vez subdividida en seis grupos [155].

TABLE | Famnilies of Lipolytic enzymes
Sub- Accession  Simitarity® Sub- Accession  Similarity™
Fumily family Enzyme.producing species  na, (%) Properties Family family Enzyme.producing specics mo. (%) Properties
[ 1 Patwdomonas aeruginosa® D50537 100 True lipases v Moraxelia sp. X53868 100 Lipase 2
Psendomonos flnorescens C9 - AFD31226 95 Archaeoglobus fulgidus AEO0003S 28 Carboxylesterase
Vibria chalerae X16945 57 Alicyclobacillus X62435 25
Acinerabacter caleaaceiicus X80800 43 acidocaldarius
Psendomanas fragi X14033 40 Pseudomaonas sp, 811-1 AFO34088 M
Pseudnmonas wisconsinensis  USB507 39 Alcaligenes ewtrophus L36817 24
Prereus vulgaris Y3845 38 Escherichia coli AE00OL51 20 Caterase
2 Burthoideria ghimae* X70354 33 v Moraxella sp, X51860 100 Lipase 3
Chromebacterium viscosum® Q05489 15 Prychrobacter immobitis X67712 ag
Burkhotderia cepucia® M58494 1 Pseudomonas oleavorans MIg5 M PHA-
Psendomonas lureol AFOSOIS1 33 depatymerase
3 Pseudamonas fivarescent D11455 14 Haemophilus influenzae Uaxnd L) Putative esterase
SHewr Sulfolobur acidocaldarius ~ AFOT123} 25 Esterase
Serratia marcescens D13253 1% Acerobacier pasieurianng ARDII09E 13 Esterase
4 Bacillus subtilis MT4010 16 vi Preudomanas flunrescens’  §7%600 100 Fsicrases
Bacillus pumilus A34992 13 Synechocysils sp. 090904 H
3 Bacilius stearathermaphilns  UI3785 15 Spirufina plarensis s10419 2
Bacillug thermocatenularus  X95309 14 Rickerrsia prowazekii YR 16
Staphylococens hyicus X044 15 Phospholipate Chlamydia irachomatis AEDDI28T IS
Staphvlococeus areus MI2715 14 Lignytic enrymes with kaown 3.0 nnucrure,
Staphylococcus epidermidis  AF0S0142 13 Mimilarities of aming 5l vy were ined with the pregram Megalign (NASI, with the fira memberafesct
. lamily arbicrarly wet 3t 100%.
6 Propionibacierium acacs X99255 14
Sirepiamyces cinnamoneus 180063 14
n I".trm{nmnua.t. aeruginosi ARS8 100 o.m.-bound
exturase
Aeromonas hydmphila P10480 N Acyltransferase
Salmenella (vphimurium AFMT014 17 o.m.-hound
esterase
Photorhabdns luminescens Padt01 17
Streptomyces scabies® Mi7297 5
ur Streptomyees exfoliatis® MB&351T 100 Extraceliular
lipase
Srrrpr&nuw.c altus U034 52
AMaraxeila sp. X5M53 1 Lipase

{cominued)

En cuanto a las bacterias Gram positivas, Bacillus subtilis secreta una lipasa de 19.4

kDa la cual prefiere acidos grasos con cadenas de 8 carbonos, y los enlaces éster de los

grupos periféricos (posiciones 1,3). El primer residuo de glicina del pentapéptido que

contiene la serina nucleofilica esta sustituido por alanina; presenta una gran estabilidad y

actividad en un pH extremadamente alcalino [160]. Por otra parte, las lipasas de
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Staphylococcus aureus y Staphylococcus hyicus presentan un amplio espectro en su
especificidad de substrato, la ultima exhibe actividad de fosfolipasa y lisofosfolipasa
incluso [161-162]; la lipasa de S. aureus es sint.etizada como un prepropéptido del cual se
elimina un péptido sefial de 46 aa para formar una prolipasa de 82 kDa, una segunda ruptura
proteolitica en el extremo carboxilo da como resultado la forma madura de la lipasa de 46
kDa. El proceso proteolitico estd mediado por una metalocistein proteasa que actia sobre
los extremos amino y carboxilo [162-165]. La lipasa de S. hyicus también esta organizada
como una preproenzima que es procesada de igual manera por una proteasa para dar la
forma madura de 46 kDa. En estos casos el propéptido es esencial para la secrecion
eficiente. En Staphylococcus carnosus, que no posee la proteasa equivalente, se produce
una proteina activa de 86 kDa [162, 166-168].

Una caracteristica importante de las lipasas de Pseudomonas es que requieren la
presencia de proteinas accesorias para adquirir su conformacion estructural correcta y para
su eficiente secrecion [169-170]. Estas foldasas, denominadas proteinas Lif, presentan gran
homologia entre si (75%) y son codificadas por genes que se localizan inmediatamente
hacia abajo de los correspondientes genes estructurales de las lipasas [171-174]. P. cepacia
y P. glumae tienen una de estas proteipas ayudadoras (LimA y LipB respectivamente), en
tanto que P. aeruginosa presenta cuatro (Act, LipH, LipB y LimL). La mas estudiada de
estas proteinas, LipB de P. glumae, esta anclada a la membrana interna por medio de una
hélice transmembranal presente en su extremo amino; la lipasa, que es secretada por una via
de dos pasos. permancce anclada a la membrana citoplasmatica por medio de su péptido
sefial y adquiere su estructura correcta en el periplasma asistida por LipB, y finalmente cs

secretada a través de la membrana externa [172-173, 175]). En P. geruginosa se han




identificado otras proteinas necesarias para la estabilizacién de la lipasa durante su
secrecion. Estas proteinas DsbA (tiol-disulfuro oxidoreductasa) y DsbC (tiol-disulfuro
isomerasa) estan involucradas en la formacion de enlaces disulfuro en las lipasas durante su
paso por el periplasma; en mutantes dsbA4 y dsbC la produccién de la lipasa extracelular
esta fuertemente reducida y solo se detectan niveles de actividad lipolitica residuales [155].
En bacterias Gram positivas no se han identificado homologos a las proteinas Lif ni Dsb.
Las lipasas de Pseudomonas presentan un amplio espectro de especificidad y se dividen en
tres grupo generales; el primero estd formado por enzimas de 285 aminoacidos, las cuales
requieren la presencia de las proteinas Lif para adquirir su conformacién enzimaticamente
activa y para su secrecion (por ejemplo P. aeruginosay; el grupo Il incluye lipasas de 320
aminoacidos, requieren también de las foldasas (p. €j. P. glumae); en el grupo III quedan
las lipasas de 475 aminoacidos, las cuales no tienen péptido sefial y no requieren de las
proteinas Lif (p. €j. P. fluorescens) [159].
Mecanismos de sccrecion de lipasas.

No existe un mecanismo de secrecion generalizado para estas enzimas, la mayoria
de las cuales poseen un péptido sefial en su extremo amino que les permite su secrecion a
través de la membrana interna. Las lipasas de Pseudomonas son secretadas usando al menos
dos vias diferentes. Las lipasas de P. aeruginosa y P. glumae, que tienen péptidos sefiales
de 26 y 39 aminoacidos respectivamente, utilizan una via de dos pasos (Fig. 12), en donde
se requieren maquinarias de exportacion formadas por varias proteinas (productos de los
genes sec y xcp), y donde existen intermediarios periplasmaticos, los cuales adquieren la
conformacion enzimdticamente activa con la ayuda de las proteinas Lif, en tanto que las

proteinas Dsb ayudan a su estabilizacion [155, 175]. Después de la translocacion de la
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preproteina a través de la membrana citoplasmatica por el sistema formado por las proteinas
Sec, y la subsecuente ruptura del péptido sefial, el transporte a través de la membrana
externa estd mediado por un segundo complejo proteico de translocacion formado por las
proteinas Xcp ,que reconoce elementos estructurales en la enzima [175]. Por contraste, la
lipasa de P. fluorescens, quien no tiene péptido sefial, contiene como sefiales de secrecidn
una hélice anfifilica y una caja de aspartato en su extremo carboxilo, esta enzima es
secretada a través de una via de un solo paso donde la proteina es secretada a través de un

poro formado por tres proteinas, que constituyen el sistema de transportadores ABC [176].

mature
lipase

— Xcp-machinery
Lip xj v
z\s
Se " YA

Figura 12. Modelo para la secrecion en dos pasos para la lipasa de Pseudomonas aeruginosa. La lipasa (Lip)
es secretada a través de la membrana interna (im) en su forma de preproteina utilizando la maquinaria de
exportacién formada por las proteinas Sec. Las interacciones con la foldasa especifica de la lipasa (Lif) y con
las proteinas Dsb permiten que la lipasa adquiera su conformacion enziméticamente activa y se estabilice
durante su paso por ¢l espacio periplasmatico {p). La secrecién final a través de la membrana externa (om) se
realiza utilizando la maguinaria de exportacién formada por las proteinas Xcp [155].

Regulacion de la expresion de genes de lipasas.
Aun cuando en los ultimos afios se ha incrementado significativamente la cantidad
de genes de lipasas clonados, los mecanismos moleculares que regulan su expresién son

poco conocidos. En S. aureus existe un mecanismo de regulacion global que controla de
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manera coordinada la transcripcion de genes involucrados en patogénesis. Los loci agr y
sar activan la transcripcion de genes codificadores de proteinas extracelulares cuando se
alcanza la fase de crecimiento estacionario; la expresion del gen de la lipasa parece estar
regulada por el locus agr, el cual codifica para un sistema regulatorio de dos componentes y
dependiente de la densidad celular. En este sistemna, agrC es el transductor de la sefial y
agrA es el regulador de respuesta [177-178). Por otra parte, la bacteria Gram negativa
Acinetobacter calcoaceticus que produce una lipasa extracelular de 32.1 kDa, los acidos
grasos producidos por la hidrélisis de la trioleina reprimen fuertemente la expresion del gen
estructural, lo que llevé a proponer que existe una proteina regulatoria no identificada que
reprime la transcripeion y que es activada por la unidn de los 4cidos grasos [179-180]. La
expresidn de la lipasa de P. aeruginosa esta regulada a través de dos sistema de dos
componentes dependientes de la densidad celular, uno de estos es el sistema RhIR-RhIL, el
cual regula ademas la expresidn de otras enzimas extracelulares [181-182], y el segundo
sistema depende del regulador global GacA, cuya sobre-expresion causa un incremento en
la actividad lipolitica extracelular, probablemente por la activacion del sistema rhiR-rhiL.
Ademas de estos sistemas dependientes de la densidad celular, se ha propuesto otro que
seria especifico para esta lipasa, compuesto por los genes adyacentes /ipQ y lipR, que
codifican para una supuesta proteina transductora de sefiales y para un activador
transcripcional respectivamente [135].
Actividad lipolitica en Streptomyces

En S. coelicolor se conoce bastante acerca de la produccion de antibidticos a nivel
genético, caso contratio al metabolismo de lipidos donde se desconocen aun varios

aspectos, asi como la influencia que puedan tener en la diferenciacién y en la formacion de
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los metabolitos secundarios, incluyendo a los antibidticos. Ademas de los fosfolipidos de
membrana tipicos, Streptomyces almacena triacilgliceroles (TAG), lipidos neutros que no
son comunmente encontrados en las bacterias donde el glucogeno y el polihidroxibutirato
constitufen los polimeros de almacén comunes [183-184]. Estos TAGs se empiezan a
acumular al inicio de la fase estacionaria del crecimiento, etapa en la cual constituyen casi
el 20% del total de lipidos, y a las 60 horas de cultivo su proporcion es del 60%. El inicio
en la produccidn de actinorrodina coincide temporalmente con el abatimiento de la glucosa
presente en el medio del cultivo, e importantemente cuando se detecta un descenso en los
niveles de los TAGs [185]. Estas observaciones llevaron a sugerir que los TAGs podrian
estar funcionando como una fuente de carbono, aportando a éstos en la forma de acetil-
CoA, para la sintesis de antibiéticos derivados de acetatos, justamente como la
actinorrodina. Si esto fuera cierto, entonces es necesaria la presencia de una lipasa capaz de
hidrolizar a los TAG a fin de garantizar el aporte eficiente de estas unidades de carbono

Se ha identificado actividad lipolitica en algunos Streptomyces [186], si bien no se conoce
mucho acerca de las lipasas responsab_les de tal funcién. Nuestro grupo de investigacién fue
el primero en clonar los genes responsables de la actividad lipolitica observada en
Streptomyces exfoliatus M11 y Streptomyces albus G. El gen lipA de S. exfoliatus [187)
tiene un promotor con caracteristicas correspondientes a los promotores vegetativos de esta
bacteria, y codifica para una lipasa de 28 kDa que presenta el sitio catalitico, Gly-X-Ser-X-
Gly, altamente conservado en todas las lipasas reportadas, y con un péptido sefial
constituido por los 42 primeros aminoacidos. La expresion de esta lipasa depende de la fase
del crecimiento, siendo secretada principalmente durante la fase estacionaria. La

transcripcion de lipA esta regulada por el producto de un gen localizado hacia abajo, /ipR,
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que codifica para un activador transcripcional de 934 aminoacidos. En la secuencia
nucleotidica de /ipR hay un coddén TTA, que hace su traduccién dependiente del gen bldA;
cuando este codon TTA es sustituido por el coddn sinénimo CTC, la transcripcion de lipA4
se vuelve independiente de bldA, sin embargo la expresion fase dependiente de /ip4 no se
afecta, siendo posible que, como en el caso de los activadores transcripcionales de la
sintesis de la actinorrodina y la undecilprodigiosina, esta caracteristica se deba
principalmente al momento en que se transcriben los correspondientes activadores [188]. La
secuencia de la proteina codificada por el gen /ip4 de S. albus G presenta una homologia
del 82 % con la proteina codificada por el gen lipA4 de S. exfoliatus, y un gen localizado
inmediatamente hacia abajo de este gen es a su vez homologo al gen del activador
transcripcional [189]. Estas lipasas presentan ademas similitud con la lipasa 1 de Moraxella
sp TA144 [190], asi como con la acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas bovino
[191].

En Streptomyces cinnamomeus se identificé al gen /ip4 que codifica para una
preproteina con actividad lipolitica de 275 aa, donde los primeros 30 residuos constituyen
al péptido seftal, su peso es de 29.2 kDay contiene seis residuos de cisteina. Esta lipasa no
presenta homologia con las lipasas de S. exfoliatus o la de 8. albus G, en tanto que exhibe
una identidad del 29% y una similitud del 60% con las lipasas del grupo Il de Pseudomonas
[159]. Cuando el gen lipA de S. cinnamomeus se expresa en E. coli se obtiene actividad
lipolitica en la fraccidn insoluble del cultivo celular, y se reconocieron una proteina de 27
kDa que representa a la lipasa madura, y una de 50 kDa sin actividad enzimatica la cual
parece ser un dimero de la primera con una conformacién errénea. Sorprendeniemente

cuando el mismo gen se expresa en S. /ividans se secreta una proteina activa de 50 kDa,
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que es igual en tamafio a la que secreta la cepa silvestre de S. cinnamomeus. No se ha
podido obtener la secuencia del amino terminal de esta proteina de 50 KDa la cual se cree
que representa un dimero de la proteina de 29 kDa codificada por lip4 y la cual no adquiere
el arreglo estructural apropiado cuando se expresa en E. coli. En cuanto a la especificidad
de substrato de LipA, presenta una gran actividad con triacilgliceroles de 4,6,8 y 18
carbonos, muy poca con los de 10 y 12 carbonos y la menor con los de 14 y 16 carbonos,
ademas de actuar también con Tween 20. Esta amplia especificidad se atribuye en aparte a
que S. cinnamomeus secreta ademds una esterasa de 30 kDa, sin descartar la posible
participacion de otras enzimas hidroliticas. Una observacion importante es el hecho de que
la actividad lipolitica se pierde cuando el gen se expresaen S. lividans y se cultiva en
presencia de aceite de oliva y rodamina B, pero no cuando se utiliza tributirina o tributirato,
o sin substrato lipidico. Esto se atribuye a la formacién de mono o diacilgliceroles tdxicos
derivados del aceite de oliva los cuales ejercen una presion selectiva sobre las variantes
lipasas negativas, de manera analoga a lo observado con A. calcoaceticus [180]. No se
conoce nada sobre la regulacién genét-ica en la expresion y/o secrecion de esta lipasa, salvo
que el gen orf4 localizado inmediatamente hacia arriba de /ipA4, parece ejercer un efecto
negativo en su produccion, aparentemente por un efecto de dosis génica deletérea sobre el
crecimiento celular [192]. Las lipasas de S. exfoliatus, S. albus G y Moraxella sp
constituyen la Familia III de enzimas lipoliticas segun la clasificacién de Jaeger et al. [155};
dado que la estructura primaria de la lipasa de S. cinnamomeus difiere de las de S. exfoliatus
y 8. albus G, se espera que sus propiedades bioquimicas sean también diferentes y forme
una nueva familia de enzimas lipoliticas del género Streptomyces, lo cual aumenta la

variedad de esta clase de enzimas.
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La lipasa de S. exfoliatus fue purificada a partir de sobrenadantes de cultivos en LB
[187), utilizando una combinacion de filtracion a través de una columna de DEAE celulosa
seguida de una columna de Carboximetil (CM) celulosa. La lipasa pura recuperada de esta
ultima columna fue cristalizada y usada para determinar su estructura tridimensional por
difraccidn de rayos X. La forma madura de LipA es una enzima de una cadena
polipeptidica simple de 262 aminoacidos. La porcion ““core”” de la molécula tiene el arregio
terciario de plegado /B tipico de las hidrolasas (Figs. 12 y 13). La serina nucleofilica
(8131) se localiza en la curva formada entre la hoja B nimero cinco y la hélice o niimero
tres. Los otros residuos que conforman la triada catalitica son el aspartato de la posicion
{77 y la histidina de la posicion 209, que se localizan en los loops nimero 6y 7
respectiv.amente. En cuanto a los aminoécidos involucrados en la formacién de la cavidad
oxi-anidnica se identificaron, por extrapolacién a lo observado con R. miehel, a los
residuos Met132 y Phe63 como responsables de la formacidn de esta estructura. Un aspecto
relevante con relacidn a esta cavidad es el hecho de que en la lipasa de R. miehei ésta se
forma como una de las consecuencias_ de la activacidn interfacial, en tanto que en la lipasa
de S. exfoliatus parece estar preformada, lo cual sugiere que esta enzima puede ser activa en
solucion. En cuanto a los residuos involucrados en la unién del substrato, se identificaron
varios con cadenas laterales hidrofobicas como Met132, Trpl56 y Vall79. Un hecho de
gran importancia es la ausencia de una estructura equivalente a la tapa que mantiene
encerrado al sitio activo y que se ha identificado en las lipasas mencionadas anteriormente.
Sin embargo, la prediccion de la estructura secundaria de la region donde se esperaria la
presencia de dicha tapa (loop nimero tres de la figura 13) indica que esta region tiene una

alta propension helicoidal a todo lo largo de su extensién {193].
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Crloop 1 Crloop 3 Cloop 4 Cioop5 C-loop8 CHoop 7 .Cloop 8
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Figura 13. La estructura tridimensional de la lipasa de S. exfoliatus M11 fue obtenida por difraccion de rayos
X auna resolucion de 1.9 A. (a y b) representacion esquematica de la estructura terciaria mostrando el
arreglo de los elementos de la estructura secundaria de la lipasa, las flechas indican las hojas B, y las barras
solidas las hélices o su arquitectura corresponde a la de las hidrolasas o/B, y se indican los residuos de la
triada catalitica (Ser131, Asp177 e Hist209), asi como otros residuos importantes. (¢) acercamiento a la
region del sitio activo donde claramente se observa la ausencia de una estructura correspondiente a la tapa
tipica identificada en la mayoria de las lipasas [193].




IV. JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL TRABAJO

S. coelicolor A3(2) es la especie mas estudiada genéticamente, por lo que es considerada
la cepa modelo del género. La produccion de enzimas, 4cidos orgdnicos y antibiéticos ha
estimulado la aplicacién de Streptomyces como sistema genético. Su uso como hospedero
para la expresion de genes es favorecido por que no causa enfermedades ni es parasito del
hombre o animales (salvo dos especies), e importantemente por su alta capacidad de
secrecion de proteinas. Gracias a las técnicas de DNA recombinante se han podido realizar
estudios de produccién de metabolitos secundarios, asi como el anélisis del control genético
de la diferenciacion y su correlacion con la produccion de antibiéticos, o que ha permitido
conocer con mas detalle 1a arquitectura de diversos segmentos del cromosoma que
contienen grupos de genes de interés. Ef estudio de la regulacion genética de la produccién
de antibidticos en Strepfomyces es un tema de gran relevancia, tanto para el entendimiento
de 1a genética del desarrollo como para su aplicacién desde el punto de vista
biotecnologico.

Streptomyces coelicolor A3(2) es una cepa particularmente apropiada para estudiar el
control de la sintesis de antibiéticos ya que dos de sus antibidticos son pigmentados y
facilmente visibles; de éstos, la actinorrodina, el antibidtico policétido pigmentado de azul
ha recibido la mayor atencién como un modelo de produccidn y secrecién de antibidticos.
A fin de avanzar en el conocimiento de la regulacion de la diferenciacion, la
produccion de lipasas y la influencia de éstas en la sintesis de antibidticos tipe policétido en
la cepa modelo S. coelicolor A3(2), el presente trabajo se disefié tomando en cuenta que (i)

en estudios de hibridizacion entre el DNA de S. coelicolor y una regién interna del gen

94




lipA de §. exfoliatus M11 se encontré una regién de alta homologia; (ii) estas bacterias
acumulan triacilgliceroles y se sugiere que estos lipidos pueden estar funcionando como
una fuente de carbono para el metabolismo secundario; y (iii) se propone que la actividad
lipolitica pueda ser limitante para la sintesis de la actinorrodina a través de su accidn sobre

los triacilgliceroles almacenados.

OBIJETIVO PRINCIPAL DEL PRESENTE TRABAJO
EVALUAR LA PARTICIPACION DE LA LIPASA EXTRACELULAR DE

Streptomyces coelicolor A3(2) SOBRE LA PRODUCCION DE ACTINORRODINA.

Para lograr ésto se siguié la siguiente estrategia general:

1. Clonar y caracterizar la secuencia de S. coelicolor A3(2) homologa al gen de la lipasa
extracelular de S. exfoliatus M11.

2. Evaluar la actividad lipolitica de la lipasa de S. coelicolor, asi como su regulacién.

3. Obtener una cepa de S. coelicolor con las regiones genéticas asociadas a la actividad
lipolit_ica deletadas.

4. Determinar la posicién cromosomal de los genes identificados.

5. Evaluar en esta cepa mutante la produccién de actinorrodina.
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A region of the Streptomyces coelicolor A3(2) chromosome was identified and
cloned by using as a probe the lipase gene from Streptomyces exfoliatus M11.
The cloned region consisted of 6286 bp, and carried a complete lipase gene,
lipA, as well as a gene encoding a transcriptional activator {/ipR). The §S.
coelicolor A3(2) lipA gene encodes a functional extracellular lipase 82%
identical to the 5. exfoliatus M11 lipase; the partially purified S. coelicolor
enzyme showed a preference for substrates of short to medium chain length.
Transcription of lipA was completely dependent on the presence of lipR, and
occurred from a single promoter similar to the lipA promoters of S. exfoliatus
M11 and Streptomyces albus G. These three Streptomyces lipA promoters have
well-conserved -10 and -35 regions, as well as additional conserved sequences
upstream of the —35 region, which could function as targets for transcriptional
activation by the cognate LipR regulators. The Streptomyces LipR activators are
related to other bacterial regulators of a similar size, constituting a previously

unidentified family of proteins that includes MalT, AcoK, AlkS, AfsR, five
mycobacterial proteins of unknown function and some Streptomyces
regulators in antibiotic synthesis clusters. A lipase-deficient strain of S,
coelicolor was constructed and found to be slightly affected in production of
the polyketide antibiotic actinorhedin.

Keywords: excracellular lipase, MalT family of regularors, Streptomyvees coelicolor,
LipR transcriptional activator

INTRODUCTION

The genus Streptomyces consists of sporulating Gram-
positive soil bacteria with a mycelial growth habitand a
life cycle with complex morphological and physiological
differentiation. Streptomyces has recently been the focus
of studies aimed at understanding the regulation of
differentiation at the genetic level (Chater, 1993, 1998).
Streptonryces coelicolor A3(2), in particular, has been
intensively studied, and is a model system for under-
standing fundamental aspects of the molecular biology
of this genus, making it the best known Strepromyces
species at the genetic level (Redenbach et al., 1996).

Many Streptomyces species are known to be lipolytic
{Sztajer et al., 1988) and two different types of lipase
The GenBank accession numbers for the sequences described in this paper
are AF009336 and U03114,

genes have been cloned from this genus. We have
previously described the lipase penes of Streptomyces
exfoliatus M11 (Pérez et al., 1993) and Streptomvees
albus G (Cruz et al., 1994), and shown that these highly
similar lipases are related ro a psychrophilic lipase from
Moraxella sp. TA144 (Feller et al., 1990). Several
Streptomyces species harbour sequences homologous ro
this tamily in their genomes {Cruz et al.. 1994). The
enzvmes are related to a family of mammalian platelet
activating factor acetvlhvdrolases (Harttori et al., 1996).
The S. exfoliatus M11 lipase is a typical 2/8 hvdrolase,
tacking a structure similar to those in fungal lipases that
are capable of functioning as a ‘lid” (Wei ez al., 1998). A
second tvpe of lipase gene encoding a lipase related 1o
group H Pseudomonas lipases has recently been cloned
from Streptomvees cinnaniomens (Sommer et al., 1997),
While Streptomyces lipases might be involved in the
utilizarion of oils present in the medium, they mighe also
metabolize triacylglyeerols accumulated during vegerat-
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ive growth in several Streptomtyces species, including S.
coelicolor A3{(2), and might serve as a carbon source for
antibiotic synthesis (Olukoshi & Packter, 1994}, The
recent finding that fipA is regulated in S, exfoliatus
MT11 by a bldA-dependent transcriptional activator in a
growth-phase-dependent manner suggests that it could
be involved in using accumulated oil (Servin-Gonzalez
et al., 1997). Because sequences in the genome of
S. coelicolor A3{2) hybridize at high stringency to the
cloned lipA from S. exfoliatus M1 (Cruz er al., 1994),
we initially ser out to determine whether they encode a
funictional lipase related to the lipases from S. exfoliatus
M11 and §S. albus G.

METHODS

Bacterial strains and plasmids. We used the plasmid-less wild-
type S. coelicolor A3(2) strain M143, and Streptomyces
lividans 1326 (Hopwood et al., 1985). The Escherichia coli K-
12 strains used were JMI101 (Yanisch-Perron et al.. 1985),
CJ236 (dut-1 ng-1 thi-1 relAl /pCJ103) and GM272 (fhuA2
or fhuA3l, lacY ! or lacZ4, tsx-1 ot tsx-78, glnVd44 galK2 dem-
6 dam-3 mtlA2 metBl thi-1 hsdS21), which was kindly
provided by the E. coli Genetic Stock Center.

Media and growth conditions. Strains of E. coli were grown
in Luria—Berrani or 2x YT medium (Sambrook er al., 1989).
When needed. carbenicillin was added at a final concentration
of 200 pg ml—'. Media and conditions for growth of Strepro-
myces strains were as described by Hopwood et al. {1985);
liquid SMM medium was as described by Takano et al. (1992).
To detect lipase activity on solid medium, olive oil /rhodamine
B plates were prepared as described previously (Pérez et al.,
1993). For lipase specificity assays we used R2YE plates
containing a 1% emulsion of the triglyceride being tested.

Recombinant DNA techniques. Streptomvces plasmids and
chromosomal DNA were isolated as described by Hopwood
et al. (1985} with slight modifications. Procedures cited
in Hopwood er al. (1983) were also used o prepare and
transform Streptomyces protoplasts. Manipulation of E. coli
DNA was carried out as in Sambrook et al. (1989). Competent
cells for transformation were prepared by the method of Inoue
et al. (1990). In-phase cloning of the §. coelicolor lipA in
expression vector pij6021 (Takano et al., 1935) was based on
site-directed mutagenesis according to the protocol of Kunkel
{1985), using an oligonuclearide with the sequence 5-GGAC-
ACCCCCCATATGCAGCAGAACCC-Y. The PCR was car-
ried our with AmpliTag DNA polymerase from Perkin-Elmer
according to the instrucrions of the manufacrurer.

Nuclectide sequencing and sequence analysis. Sequencing of
M3 clones obrained by random subcloning of sonicared
DNA into the Smal site of M13mp19 (Yanisch-Perron et af.,
1983} used Sequenase or Thermosequenase kits {(Amersham).
Southern hybridizations were carried out using the PhotoGene
system from Life Technologies; probes were labelled with a
BioPrime kit, also from Life Technologies. Sequences were
analysed with rc/Gene (version 6.85. IntelliGenetics),
pNAMAN (Lynnon BioSoft) and pHyLte (Felsenstein, 1988).

SDSPAGE and immunodetection of lipase. For SDS-PAGE a
4% stacking gel and a 10% separating gel in a Mighty Small
It electrophoresis unit (Hoefer Scientific Instruments) were
used. Proteins were transferred to Hybond nitrocellulose
{Amersham) for Western blotting and immunodetection as
previously described using rabbit polyclonal antibodies

directed against the purified S. exfoliatus M11 lipase (Servin.
Gonzalez et al.. 1997).

Biochemical methods. The S. coelicolor A3{2) lipase was
partially purified from 11 cultures of M145{pB108) grown i
liquid R2YE medium. The cultures were centrifuged for
13 min at 14000 r.p.m. and the supernatant was recentrifuged
for 30 min at the same speed. Ammonium sulphate was added
to 70% saturation on ice. and the precipitated protein,
collected by centrifugation, was resuspended in [0 mM
potassium phosphate buffer (pH 7}. The protein was dialvsed
against the same buffer. concentrated to a final volume of 3 ml
in a Centriprep 10 concentrator (Amicon), and loaded on an
Ultrogel Acad4 column (1°3 » 100 cm). Fractions containing
lipase activity were pooled. concentrated as before and rerun
in the same column. Those from the middle of the lipase peak
were used immediately for the specificity studies and for
Western blotting.

Lipase activity was assaved colorimerrically as described by
Pérez er al. (1993), excepr that reactions were carried out in
50 mM TES (pH 7-2). Lipase units were as previously defined
(Servin-Gonzalez et al,, 1997).

High-resolution nuclease $1 mapping. Probes for 51 mapping
were prepared by PCR amplification, after labelling the 3" end
of the appropriate primers with [-"*PJATP using T4 poly-
nucleotide kinase. For mapping the /ipA transcriptional star
site the tabelled primer was 5'-CGTCACTGCGGCCAGCC-
3, and the unlabelled primer was 3-GCGTGCGCCATGT-
CCGC-3', generaring a 526 nt probe. For mapping the [ipR
transcript the labelled primer was 5°-GCAGCGCGTCCAG-
CATC-3 and the unlabelled primer had the sequence
S“CTGAGAATTCGGAAGCGATCGAGGAGTACCGG-3,
generating a 316 nt probe; this last primer carried a 13 nt non-
hybridizing extension (shown in italics) to distinguish full-
length protection of the probe by upstream transcripts from
reannealed probe. The PCR products uniquely labelled at one
end were purified from low-melting-point agarose gels. For
each SI nuclease protection assay 10° Cerenkov c.p.m. of
probe was hybridized to 50 pg total RNA obtained by the
method of Hopwood er af. (1985), Hybridizations were
performed in 20 ul sodium rtrichloroacetare buffer {(Murray,
1986) for 5 h ar 45 °C, after brief denaturation ar 63 °C for
10 min. Further processing of the samples and gel electro-
phoresis of the protected fragments were as previously
described (Servin-Gonzilez et al., 1997). The protected frag-
ments were run parallel to sequence ladders obtained with the
same labelied primer used for probe preparation.

RESULTS

Cloning and sequencing of the S. caeficofor A3(2)
lipA and lipR homologues

Previous work in our laboratory showed that the 5.
coelicolor A3(2) genome contained sequences that
hybridized at high stringency to a fragment internal to S,
exfoliatus M111ipA (Cruz et al., 1994). To find whether
these sequences represented a lipA homologue, we
localized them by Southern hyvbridization using a frag-
ment internal to S. exfoliatus M11 lipA as a probe (not

shown). Total chromosomal DNA from S. coelicolor-

A3(2) strain M 145 was cut with M{ul and fragments in
the 3 kb range, isolated from a low-melting-point
agarose gel, were cloned in the single Mful site of pB72
(Servin-Gonzalez et al., 1993) and introduced into

2366



Cloning of S. coelicolor A3(2) lipase and regulator

pB108 - —
pB110 ¢ 1

3 § 3 33 £ Fig. 1. Map of the . coelicolor A3(2) fipA

| | region, Positions of the start and stop

Mids L = y - codons of ORFs are indicated; note that grfi

orfl & Slipdt £ § lipR 2% orf4 g-: is incomplete and is transcribed frprn right

7 ’ ' : P 4 to left. The Bglll fragments cloned in pi)702

i 3 are shown above the sequences for pB108

IBS and pB110. The position of the tsr insertion

in the chromosome of strain !BS is shown

—— below the map of the equivalent region in

the wild-type M 145 strain.

E. coli. Colony hybridization yielded eight positive
clones with the same 33 kb insert; both orientations
were represented. Further Southern hybridization expe-
riments revealed that the 3-3 kb M/ul fragment also
carnied a sequence that hybridized at lower stringency to
a fragment internal to the S. exfoliatus M11 lipR gene
(Servin-Gonzalez et al., 1997). The data suggested that
the 5-3 kb Mlul fragment carried both {ipA and lipR
homologues of these previously described genes of §.
exfoliatus M11.

Initial sequencing at the ends of the fragment uncovered
a lipA that probably lacked the promoter region. since
the coding sequence started just 66 nt from the lefr-hand
end of the fragment (Fig. 1). To clone additional DNA
upstream of lip A, we rook advanrage of the single Ncol
site located 0-6 kb from the lefi-hand Miul site inside
fipA. Southern hybridization of M143 chromasomal
DNA with the 0-6 kb Mlul-Ncol fragment as a probe
identified a hybridizing 1-5 kb Notl-Ncol fragment; a
librarv of Notl-Ncol fragments in this size range was
constructed in pB72 and a positive clone was identified.
The fragments were then joined ac the single Ncol site,
generating a cloned fragment of 62 kb with the ad-
ditional 09 kb of DNA upstream of the left-hand M/il
site now expected to include the lipA promoter region.
The cloned DNA was sequenced and analvsed for
protein coding regions.

Sequence analysis of the 5. coelicolor A3(2) lipA
region

The cloned DNA sequence consisted of 6286 bp, within
which four ORFs could be identified. One of them (orf1)
is incomplete and would be transcribed from right to left
{see Fig. 1}; it encodes a protein with limited similaricy
to some bacterial oxidoreducrases (data not shown),
The second ORF is oriented oppositely to orfl and is
separated from it by 390 bp. lts translation product
consists of 311 amino acids; the 42 at the N-terminus
have the characteristics of a signal peptide. After the
single putative processing site there is strong sequence
identity to the extracellular lipases from §. exfoliatus
MI1 (82%) and S. albus G (85%); therefore, this ORF
is the S. coelicolor A3{2) lip A homologue. Downstream
of lipA there is a third ORF, designated [ipR since it
encodes a protein of 941 amino acids with 47 % identity

to the product of S. exfoliatus M11 lipR, which encodes
a transcriptional activator of [ipA; the similarity is
particularly strong at the C-rerminal, DNA-binding
domain. While the gene organization of fipA and lipR in
the two species is similar in that lipA precedes lipR, one
significant difference is that in S. erfoh'ams M11 the
genes are separarcd by a 400 bp intercistronic region
containing a large inverted repeat (Pérez et al., 1993),
whereas in S. coelicolor the intercistronic region consists
of only 170 bp and does not show an inverted repeat
capable of acting as a transcriptional terminator. An
additional difference is the absence of a TTA codon in
the S. coelicolor [ipR sequence.

The last ORF (orf4) encodes a putative protein of 310
amino acids. It shows no significant similarity to
proteins of known funcrion, and is 45 % identical ro the
product of an ORF located downstream of fipR in .
exfoliatus M11. This ORF has been shown to play no
part in lipase expression (Servin-Gonzalez et al., 1997).

LipR homologues are members of a novel family of
bacterial regulators

Similarity between LipR of S. exfoliatus M1l {and
therefore of its S. coelicolor homologue) and the producr
of a parrially sequenced ORF downstream of the §.
albus G lipA gene had been previously noted (Servin-
Gonzdlez et al., 1997). Sequencing the remainder of
this ORF {GenBank accession no. U03114) revealed a
complete S. albus G lipR gene encoding a protein of 890
amino acids with 60% identity to S. coelicolor LipR and
47 % identity to S. exfoliatus LipR; again, the similarity
is higher in the C-terminal region where the DNA-
binding domain is located. The §. albus G lipR gene, like
that of §. coelicolor, lacks a TTA codon.

Because LipR of S. exfoliaties showed some similarity to
the transcriptional activators MalT of E. cofi and AcoK
of Klebsiella prewmoniae (Servin-Gonzalez et al., 1997),
we searched databases to identify any additional protein
sequences that might be related. Since the similarity to
MalT and AcoK was limited, we carried out Psi-BLAST
searches (Alwschul et al., 1997} to identify additional
proteins related to MalT and LipR. These searches
revealed sequences of a similar size {most of them
around 900 amino acids), having a homologous DNA-
binding helix—turn—helix morif at the C-terminus, Cross-
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Fig. 2. Unrooted tree showing sequence relationships between
regulatory proteins similar to Streptomyces LipR. The branch
lengths are proportional to the evolutionary distance, and the
numbers at the base of each branch are the confidence values
obtained by bootstrap analysis. The accession numbers for the
sequences are: AcoK (U10553), MalT (AEQOD0418), AlkS (X52935),
SC3AT(ALO31155), Rv2488c (AL021246), Rv0386 (ALD21931),
Rv0890c (273101), Rv1358 (Z75555), Rv0339¢ (297991}, Sal_LipR
(U03114), Sco.LipR (AF009336), Sex_LipR (MB6351), RapH
(X86780), RapHh (AF0071t01), PikD (AF079139), Cho-orf3
{D13457) and AfsR (P25941).

searches and pairwise alignments showed that these
sequences were indeed relared (dara nor shown). Most
came from either Streptomyces species or the related
actinomvcete Mvycobacterium tuberculosis; only a few
(MalT, AcoK and AlkS) came from Gram-negative
bacteria. Therefore, these protein sequences appear to
define a novel family of bacterial regulatory proteins. Of
particular interest is the inclusion from the psi-BLAST
search of the AfsR protein as a member of this family,
because the N-terminal portion of AfsR has demon-
strated homology to the family of Streptomyvces anti-
biotic regulatory proteins (SARPs; Wietzorrek & Bibb,
1997). A tree was construcred by the neighbour-joining
method to reveal relationships between the differenr
members of this protein family, which we call the MalT
family of bacterial regularors (Fig. 2).

Chromosomal location of tl_le cloned §. coelicolor
A3(2) lipA gene

To locate the cloned region on the S. coeficolor A3(2)
chromosome, the 3-3 kb M{ul fragment containing lipA
was used to probe the ordered cosmid library of

Redenbach et al. (1996). The fragment hybridized only
to the F42 cosmid, belonging to the F fragment close to
one of the ends of the linear chromosome; the abaA gene
has also been mapped to this cosmid (Redenbach et af ,
1996).

Expression of the cdloned §. coelicolor A3(2) lipase
gene

The previous results demonstrated that S. coelicolor
A3(2) carries homologues of the previously described
lipA and lipR genes; therefore, we measured the enzyme
activity in culture supernatants of S. coelicolor A3(2).
Inirial assays showed that lipase activity was relatively
low; therefore, gene disruption was carried our to
distinguish activity originating from the /lipA-encoded
lipase from activity due to other extracellular enzvmes
with esterase activity. This was done by first cloning a
1-1 kb B/l fragment from plJ702 (Katz et al., 1983)
which contains the thiostrepton-resistance gene (tsr),
between the single Ncol and $stl sites of the 62 kb insert
as shown in Fig. 1, thereby replacing a 09 kb fragment
containing most of lipA and the N-terminal portion of
lipR with the tsr gene. While a portion of the /ipA gene
remains in this construct, it would lack a functional
caralvtic triad (Wei er al., 1998). This modified insert
was cloned in the E. coli vector pB72 (a pUC derivative;
Servin-Gonzalez et al.. 1997), and introduced by trans-
formation into S. coelicolor M145 after alkaline de-
naturation and renaturation (Oh & Charer, 1997).
Southern hybridization with DNA isolated from 20
independent thiostrepton-resistant transtormants re-
vealed that in 19 a single-crossover event had led to
integration of the entire plasmid into the S. coelicolor
M145 chromosome (data not shown}, whereas in the
remaining transformant a double-crossover event had
replaced the wild-type lipAR operon with the mutated
version in one step. This strain was purified and named
IBS (Fig. 1). Culture supernatancs of S. coelicolor M143
and [B3 strains showed very low lipase activity { <0-001
units ml™") and although IB3 cultures gave lower activity
interference from other enzvmes showing esterase ac-
tivity was still significant {dara not shown).

Lipase activity produced by the wild-tvpe strain was too
low to allow specific lipase detection using methods such
as the production of lipolysis haloes on plates containing
emulsified triacylglvcerols or olive oil/rhodamine B
plates (data not shown). Therefore, to idenrify the
product of lipA, and determine whether it encoded a
functional lipase, an attempt was made to overproduce
the enzyme by cloning the entire 6'3 kb fragment shown
in Fig. 1 in the BgllI site of the high-copv-number vector
plJ702 (Karz et al., 1983), resulting in plasmid pB108. In
addition, we constructed a plasmid (pB110) rthat carried
only the 23 kb Notl fragment containing lip A and its
upstream promoter region, but not the lipR gene, in the
same orientation as in pB108 (Fig. 1). Both plasmids
were introduced into S. lividans by transformation and
culture supernatants were assayed for lipase activiry.
Supernatants from cultures carrying pB108 showed high
levels of lipase activity (up to 0-60 units ml™" when
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Coomassie stain

18 .—
14 —

Western blot
1 2 3 4

Fig. 3. Identification of the 5. coelicolor A3(2)} lipA-encoded lipase. Total protein in culture supernatants of S. lividans
carrying pB110 (lane 1) or pB108 {lane 2) was precipitated as described by Servin-Gonzalez et al. (1997). Lane 3 contained
1 ng of partially purified S. coelicolor lipase; lane 4 contained 14g S. exfoliatus lipase. Protein in one gel was stained
with Coomassie blue, while in another identical gel it was electrotransferred to Hybond nitrocellulose and examined by

Western blotting as described in Methods.

Table 1. Specificity of 5. coelicolor A3(2) lipase with substrates of different fatty acid

chain length
Fatty acid Trigiveeride Size of halo p-Nitropheny! Esterase
(mm)* ester activity (%)}t
C4+:0 Triburyrin 8 Butvrate 100
Cé6:0 Tricaproin 15 - ND
C8:0 Tricaprylin 14 Caprylate 104
C10:0 Tricaprin 6 - ND
C12:0 Trilaurin 2 Laurate 55
Cl4:0 Trimyristin <l — ND
Cls:0 Tripalmitin <1 Palmirate 42
Cl18:0 Tristearin <1 Stearare 17

ND, Not determined.

* Distance from the border of the colony 1o edge of halo. Representative results are shown.

+ One hundred per cent acrivity with p-nitrophenyl butyrate corresponds to 67'6 pmol p-nitrophenol
liberated min~! (mg protein}™'. Representarive results are shown.

grown in LB medium and up to 40 units ml™" when
grown in liquid R2 medium), whereas supernatants
from cultures carrving pB110 produced very low lipase
levels { <0-001 units ml™! in either medium), indicaring
thar, as in S. exfoliatus M1, lipR is necessary for
expression of the lipA gene (Servin-Gonzilez et al.,
1997).

When lipA was placed under the control of the strong
and inducible #pA promoter in plasmid plJ6021
(Takano er al., 1993), lipase activity could be clearly
detected in the absence of a functional fipR gene (0-67
units per ml of supernatant obrained under inducing

conditions in LB medium). indicaring that. as expected,
the lipR product was required for fipA transcriprion,
and not for lipase processing or secretion.

When rotal protein in supernatants of cultures carrying
pB108 and pB110 was analvsed by SDS-PAGE, a protein
band in the predicted size range for the lipA-encoded
lipase (around 29 kDa) was clearly visible in cultures
carrving pB108, but absent from cultures carrving pB110
(Fig. 3). Western blot experiments using polvcional
antibodies direcred against the purified S. exfoliatus
M11 lipase (Servin-Gonzalez et al., 1997 conhirmed that
the 29 kDa protein corresponded to the S. coelicolor
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A3(2) lipase. In addition to the protein band of the
expected size, several smaller bands were detected by
the anti-lipase antibodies (Fig. 3, lane 2): the relative
amounts increased if the crude supernatant was stored
refrigerated for a few days {data not shown). so they
were probably degradation producrs. Since cultures
carrving pB 108 overproduced the S. coelicolor lipase, it
could be substantially purified by gel hleration chroma-
tographv: the method used previously to purify the §.
exfoliatus lipase in a single step (Wei et al., 1998) could
not be used, since the enzvme did nor bind to CM-
cellulose (data not shown). One major band in the
fraction that contained most of the lipase activiey cross-
reacted with the anti-lipase antibodies {Fig. 3, lane 3).

Substrate specificity of the S. coelicolor A3(2) lipase

Substrare specificity was determined with a series of
plates containing agar medium emulsified with tri-
acvigiveerols varving in fatey acid chain length from
four to 18 carbon atoms. S. lividans carrving pB108
produced lipolysis haloes on plates containing the
emulsitied substrates only when the triacylglveerols had
acvl chains of 12 carbon artoms or less (Table 1); on
substrares of longer chain length haloes were barely
visible.

Colorimerric assavs were also carried out with p-
nitropheny| ester derivatives of different chain lengths,
using the partially purified lipase (Fig. 3, lane 3). Again,
higher activities were obtained with the shorter-chain
substrates; activities decreased with increasing carbon
chain length.

Identification of the /ipA promoter and similarity to
other Sireptomyces lipA promoter regions

High-resolution S1 mapping experiments using an end-
labelled probe and toral RNA purified from S. lividans
carrying either pB108 or pB110 detected /ipA transcripts
only in cultures carrying pB108. These experiments
confirmed that transcription of lipA required the /ipR
product, and occurred from a single transcriptional start
poinr (Fig. 4). The most likely — 10 region for the fipA
promoter is the sequence GACAGT, which matches five
of six bases in the — 10 region of the S. exfoliitis M11
promoter {GAGAGT; Pérez et al., 1993) and is con-
sistent with the consensus sequence of Strepromyvces
promoters recognized by the major form of RNA
polymerase holoenzyme (Strohl, 1992). Itis separated by
17 nt from the sequence TCCCCC, which shows a poor
march to the consensus — 33 sequence for Streptomyces
promoters but resembles the —33 region of the §.
exfoliatus M11 lipA promoter (TGCGCG). Therefore,
the §. coelicolor and S. exfoliatus lip A promoters appear
to be similar in having good — 10 but poor — 33 regions.
While the fipA promoter from S. albus G has not been
mapped, the nucleotide sequence upstream of lip A aligns
conservatively to the foregoing ~ 10 and — 33 regions,
with a 17 bp spacer. Given the conservation of the lipA
promoters and the need for transcriptional acrivarion,
we looked for other sequences thar might be involved in
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Fig. 4. High-resolution nuclease S1 mapping of the /ipA
transcriptional start point. RNAs were purified from cultures of
5. lividans/pB108 grown in liquid R2 medium for 48 and 72 h
(lanes 1 and 2) or from equivalent 5. lividans/pB110 cultures
(lanes 3 and 4). Lane 5 is a control with the same amount of
tRNA. An arrow points to the position of the probe.
Transcriptional start points are indicated by asterisks.

regulating /ipA, and found several conserved bases just
upstream of the — 335 regions of the promorters (Fig. 3).
These are part of a stem-loop structure in §. exfoliatus,
as previously noted (Pérez ez al., 1993); though many of
the conserved bases upstream of the — 33 region overlap
this stem—loop structure, there is significant divergence
between the two arms in the S. coeficolor and S, albus
equivalent regions, so that no stable secondary structure
can be predicted. The location of the conserved bases
just upstream of the — 33 regions is consistent with their
involvement in transcriprional activation of the pro-
moters (Gralla & Collado-Vides, 1996).

The lipA and lipR genes are organized as an operon

An imporrtant difference berween the corresponding lipA
and lipR genes in S. exfoliatus M1 and §. coelicolor
A3{2) is the presence of a large intercistronic region
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Sex_lipAp
Sco_lipAp
Sal_lipAp

Sex_lipAp
Sco_lipAp
sal_lipAp

Sex_lipAp
Seo_lipAp
Sal_lipAp

Sex_lipAp
Sco_lipAp
Sal_lipap

* “EE k kwE v akadaRbhe L2232 35
ATCCCTTTCGGCGGTATCGCCGGTC - = ~CGTCAAGACCGGTGATACCGCCGA, c
GCGCCCCAGGGCCGTACCGCCGGA-GTCGTACGAGACCGGTGAMTTGLCGA
GGGACGGGEGEGELCGLGLCEECEGACGEGCGCCAGGACCGETGATTCTGCCEG)

-10
CACGGGCCGOACCGTIE e ey GACCGCCGACGARACGACGACGGCAGCCACGLGGCG
CCCGTTCCGCCCOT e ek ley ~GCCAACCCATCGGCGAGGTCCGCCCGGCGGEAC
fe st e cyde e sh s GACAG GA-GCCAACTCGCCCGTGA -~ - ~AGCGGTGTCETC

CGCCCCGAC ~-CGCCCCCHGACGA ~CEGGECCCTGGGCCTCGLGTGETGTGGT - - ~TCCCG
GGCCOGAACGLGACCCCACGCGTTCCGGGCLGTGTGCGTCGLCGGGLCGGGLCGGTCGLC
GGGCTCGTGGCG - CCCTGGGLGLCCHGGTCCCGGLGEGAC-COCECCGCGGLCEGOCCC

RBS

CCCyMuer ) Nele ATCCCCCG =~
ACGtalalerterYele ACACCCCCCT
ACGseleLtel e ACGCTCGLCG

Fig. 5. Alignment of nucleotide sequences
of the lipA promoter regions of 5. exfoliatus
M11 (Sex_lipAp), 5 coelicolor A3(2) (Sco.
lipAp) and S. afbus G (Sal_lipAp). The
conserved RBS and the —10 and -35
regions of the promoters are highlighted.
Asterisks indicate bases that are conserved
in all three species upstream of the —35
region. The position of the stem-loop
structure in the 5. exfoliatus M11 promoter
region is indicated by arrows. Two small
dots above the S, coelicolor sequence mark
the transcriptional start point.

T
¢
R
lu]
"]
o
°
a
A= a c e 1 1 2 3
4 —
c € = =
T G e A
c G - =
T c ——— —m—
r ¢ -_ ==
A g — —
4 -
¢ 6 —_— =
¢ € .
c € - L
r T .
LA L - —
C A - i
G-C o~ —
B = =
-G - - -
T-A s =
AT L A
el b - - aderee £ §2Y -
G-C - —
C-G L i
T-A - -~ - R - B
cG - E !
T-A — ey
C.G e gpiomur= oy
AT —— ’
TA - ——— ———
G-C a0
—- =
e — P
R (==
G -l .. -
C-G - pr
-G L=
H . R
g T
..;.., —— T
— T
. )
[ %

Fig. 6. High-resolution $1 nuclease mapping
of the lipR transcript. The sequence on the
left shows the 15 bp extension at the 3’ end
of the probe (in italics) that allows
discrimination between full-length pro-
tection of the probe (band labelled B)
and reannealed probe (band labelled A).
Total RNA used was from cultures of §.
lividans grown in liquid R2 medium for 48 h:
lane 1 from S. lividans/pB108; lane 2 from §.
lividans/ipB110; lane 3 is a control with the
same amount of tRNA.

containing an apparent transcriptional terminator in the

former. Since

lipA and lipR genes could be cotranscribed, thereby

constituting an operon, high-resolution $1 mapping of

it appeared likelv that the S. coelicolor the [ipR transcript was carried our wich an end-labeiled

probe thar contained in its 3" end a 15 bp non-
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hybridizing extension to discriminate between complete
protection of the probe by transcripts originating
upstream and reannealed probe, a small amount of
which is usuallv obtained in these experiments. No
bands corresponding to transcripts originating inside
the lip A-lipR intercistronic region could be detected,
whereas a band corresponding to full-length protection
of the probe by transcripts onginating upstream was
readily detected (Fig. 6). Therefore the lipA and [ipR
genes constitute an operon in S. coelicolor A3{2).

Disruption of the chromosomal /lipAR operon affects
actinorhodin production

Streptomyvees  species accumulate  neutral  triacyl-
givcerols during growth in glucose-containing medium,
and Olukoshi & Packter {1994} speculated that these
storage compounds might be a carbon source for
synthesis of polvkeride antibiotics. Utilization of triacvl-
glvcerols is initiated by a lipase releasing free fatty acids
that can be degraded by the f-oxidation pathway,
demonstrated to be constitutive in 8. coeficolor (Banchio
& Gramaijo, 1997), We therefore measured production
of actinorhodin (using the procedure of Strauch et al.,
1991) by the wild-type S. coeficolor strain M 1435 and its
lipase-negative derivative IB3, to determine whether
lipase deficiency affected the ability ro synthesize actino-
rhodin. Growth of both strains, as well as the time at
which actinorhodin production started, were very simi-
lar {cultures were grown for 96 h, darta not shown);
however, the lipase-deficient mutant IB5 consistently
produced only about half as much actinorhodin as the
M145 parent when grown in SMM medium (59-3 +
7-2pg ml™! for IBS against 12394206 pg ml™! for
M 1435 ;six independent determinations), or after transfer
from YEME medium during late-exponential phase
(where there is significant accumulation of triacvl-
glvcerols; Olukoshi & Packter, 1994) to SMM lacking
glucose (5046 +4-3 ug ml™" for IBS against 112:47 +
252 pg ml™ for M145; six independent determinarions).

DISCUSSION

S. coelicolor A3(2) has in its genome a lipA genc similar
to the lipase genes previously described from §. ex-
foliatres M11 and §. albus G. The lipA of S. coelicolor
was localized to the F42 cosmid of the ordered cosmid
library of Redenbach et al. (1996), adding 1o the number
of genes encoding extracellular enzymes that are located
near either end of the linear chromosome. Moreover,
lipA was associated with a downstream gene hom-
ologous to the §. exfoliatus Mi1 lipR, which encodes a
transcriptional activator of the lipA promoter. Ad-
ditional sequence obtained from the cloned S. albus G
lipA region also showed a complete lipR homologue
downstream of the lipase genc. A third conserved gene
downstream of lipR is present in both S. exfoliatus M11
and S. coelicolor A3(2); however, this gene is not
essential for expression of {ipA (Servin-Gonzalez et al.,
1997) and is not present downstream of [ipR in S. albus
G. There is also no conservation upstream of lipA, since

in §. albus G there is an ORF {transcribed in the same
orientation as lipA and lipR) that encodes a putative
membrane protein of unknown funcrion, whereas in §.
coelicolor A3(2) there is a divergent ORF encoding 3
putative oxidoreductase. No additional sequence has
been obtained upstream of S, exfoliatus M111ipA, but it
is known that the promoter region located in 230 bp of
DNA upstream of lipA conrains all the regulatory
elements needed for high-level expression (Pérez er al.,
1993; Servin-Gonzalez et al., 1997). Therefore, lipA and
its associated regulatory gene fipR appear to be the
minimal unit for efficient lipase synthesis and secrerion.

The S. coelicolor A3(2) lipA encodes a functional
extraceljular lipase that was secreted into the medium in
significant amounts when lipA and lipR were cloned
together in a high-copy-number plasmid. Appreciable
degradation of the 8. coelicolor A3(2) lipase in culture
supernatants, even when overproduced, could explain
the relatively low activities in the wild-type strain M 143,
The partially purified enzyme lost its acrivity quickly
and underwent extensive degradation when stored at
4°C for a few davs (data not shown). In contrast the §,
exfoliatus M11 enzvme was very stable, even in crude
supernatants incubated at 37 °C for several dayvs (Servin-
Gonzalez et al., 1997). The crystal structure of the §.
exfoliatis M11 lipase has been determined (Wei et al.,
1998) and because the enzyme from the two strepto-
mycetes shows 82 % sequence identity it was possible to
model the structure of the 8. coelicolor A3(2) enzyme
using that of §. exfoliatus M11 as a template. The model
{not shown) revealed that most of the differences,
including several amino acids with charged side chains,
were in the exposed part of the structure. This could
explain some of the slightly different properties of the §.
coelicolor lipase, such as its inability to bind to CM-
cellulose, the small difference in electrophoretic me-
bility, and its instability.

The DNA-binding domain of §. exfoliatus LipR is
homologous to the DNA-binding domain of a large
family of bacterial regulatory proteins {Servin-Gonzalez
et al., 1997). These proteins have a type 3 DNA-binding
domain, as defined by Pao & Saier {1995}, and range in
size berween 200 and 250 amino acids; most of them are
response regulators of the UhpA family, but others (the
LuxR subfamily; Fugua et al., 1994) are cell-density-
responding regulators that use homoserine lactones as
effecrors. In addition, there are some that cannot be
grouped with members of either subfamily. For example.
GerE of Bacillus subtilis consists exclusively of the
DNA-binding domain, and MalT, which is much larger,
is a transcriptional activator of the maltose utilization
regulon of E. coli (Schieif, 1996). Until the recent
description of a MalT homologue, AcoK of K.
pneumoniae (Peng et al., 1997}, MalT did not appear to
resemble any other regulatory proteins outside its DNA-
binding domain, and in fact was considered unusually
large for a regulator (Pao & Saier, 1995 Schleif, 1996}.
The LipR protein of 5. exfoliatus M 11 has a homologous
DNA-binding domain and is similar in size to MalT; in
fact, limited similarity was observed berween both
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proteins and AcoK (Servin-Gonzalez et al., 1997). Use of
the sensitive psi-BLAST search {Altschul et al., 1997) 10
detect additional related protein sequences identified
other sequences with position-specific conservation
outside the DNA-binding domains (see Fig. 2). The
completely sequenced genome of E. coli has only one
gene (MalT) in this protein family. The M. tuberculosis
genome has five, whereas S, coelicolor (the genome of
which has been only partially sequenced) has at least
three (LipR. AfsR and Sc3A7; the latter i1s a deduced
protein of unknown function). Two regulatory proteins,
AcoK and AlkS, from Gram-negative organisms are
involved, like MalT, in regularing catabolic functions
(aceroin and alkane degradation, respectively: Peng et
al., 1997 Yuste et al., 1998). Several members of this
protein family come from streptomvcetes; the LipR
proteins are clearly involved in regulating a catabolic
funcrion, whereas others appear to be involved in
regulating antibiotic synthesis, either as part of a cluster
(PikD. RapH and its homologue RapHh; Xue et al.,
1998 Molnar er al., 1996; Ruan et al., 1997) or as
pleiotropic regulators (AfsR; Floriano & Bibb, 1996).
Analysis of sequence relarionships revealed thar the
Streptonryces proteins group according o funcrion,
with those that are part of antibiotic bhiosynthesis
clusters farming one sub-group, and LipR belonging to
another. The mycobacrerial proteins are also more
closely related to one another than to other members of
this protein familv, and the Gram-negative proteins
involved in catabolic functions are also separate, except
for inclusion of the hypothetical S. coelicolor protein
Sc3A7 of unknown function {see Fig. 2). The N-terminal
portion of AfsR has already been shown to be related ro
a family of proteins involved in activating some anti-
biotic synthesis clusters (the SARP family; Wierzorrek
& Bibb, 1997); however, it had not been previously
recognized that the remainder of the AfsR sequence is
related to the MalT family of activators, although it is of
a similar size and the presence of a DNA-binding
domain at the same C-terminal position had already
been recognized (Horinouchi et al., 1990). Therefore,
AfsR appears to be a hybrid regulator, related to the
SARP family of activators at its N-terminus and to the
MalT family at its C-terminus; this explains why both
ends of the protein can function independently in
acrivating antibiotic production (Horinouchi er al.,
1990).

In summary, we have shown that §. coeficolor syn-
thesizes a functional extracellular lipase that hvdrolvses
short-chain substrates preferentially. The structural lip A
gene is part of an operon that also encodes a lipA
activator that belongs to a new family of regulatory
proteins. Disruption of lipA affects synthesis of the
polvketide actinorhodin only slightly.
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VL. RESULTADOS ADICIONALES

Clonacién del operén lipAR de S. coelicolor.

A partir de DNA cromosomal de S. coelicolor digerido con diferentes enzimas se
realizd un andlisis por Southern blot usando como sonda un fragmento interno del gen lipA4
de S. exfoliatus a fin de identificar la regidon que presenta homologia con dicho gen (Fig.
14a) Fragmentos Mlul de aproximadamente 5.0 a 5.5 kb fueron purificados y clonados en
el vector pB72 a fin de obtener un minibanco genoémico en E. coli IM101. Se identificaron
8 clonas positivas con insertos del tamafio esperado, seis de las cuales presentaban el
inserto en una orientacion y las dos restantes con la orientacién contraria con respecto al
vector; se obtuvieron pladsmidos de cada una de las orientaciones para someterlos a andlisis
posteriores. El fragmento clonado también contenia al homélogo del gen lipR de S.
exfoliatus (Fig. 14b).

kbABC kbABC
% ABC A DB C

L
ol ﬁb‘,

A B

Figura 14. (A) Identificacion de las regiones cromosomales de S. coelicolor homélogas a los genes /ip4 y
lipR de S. exfoliatus. DNA cromosomal de S. coelicolor fue digerido con las enzimas Pstl (A), Mlul (B) y
Pstl-M1ul (C), y analizado por Southern biot usando como sonda un fragmento intermo del gen lipA de S.
exfoliatus. (B) El fragmento Mlul de 5.3 kb se cloné en el plasmido pB72, y la construccién obtenida se
someti6 otra vez a un andlisis de Southern blot usando como sonda un fragmento interno del gen /ipR de S.
exfoliatus a fin de determinar la presencia de un homélogo, asi como su posicién con respecto at gen /ip4,
Miul {A),Ncol (B), y Notl (C). Los tres primeros carriles corresponden al plasmido con el inserto en una
orientacidn, y los siguientes tres al plasmido con el inserto en la orientacién contraria.
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El fragmento de 5.3 kb fue subclonado en el plasmido de Streptomyces plJ702, y la
construccion resultante fue usada para transformar protoplastos de S. lividans 1326.
Ninguna de las transformantes obtenidas presentaba actividad de lipasa en MM con aceite
de oliva y rodamina B. El anélisis de FRAME y los datos del analisis nucleotidico de la
secuencia del fragmento indicaron la ausencia de la region promotora del gen lipA, lo cual
explica la observacion anterior (Fig. 15). La regién promotora fue posteriormente
identificada por ensayos de hibridacién de DNA cromosomal de S. coelicolor, usando como
sonda al fragmento Mlul-Ncol de 0.6 kb del gen /ip4 inicialmente clonado en condiciones
de alta severidad. De esta manera fue posible obtener un fragmento Notl-Ncol de 1.5 kb, el
cual fue subclonado en uno de los plasmidos identificados en ¢l minibanco, a fin de tener
un inserto con la region del promotor que hacia falta, es decir, al gen /ip4 completo,

obteniéndose asi un fragmento de 6.286 kb, el cual esta contenido en el plasmido pUCB108

(Fig. 16).
QRF1 QAF2 CAF3 QRF4
N N s
+1 iy
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lig A lip R
F ) ®
) t 4 L t 1 { ] ] i | ] 1 i ] 1 [} ‘ ] » ]
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BASE NUMBER

Figura 15. Anélisis de FRAME del inserto de 6286 pb de S. coelicolor. Los ORFs identificados estan
indicados por las flechas superiores que muestran la direccién de la transcripcion deducida a partir de la
secuencia nucleotidica, y en el caso del operén fip4AR confirmado por mapeo por S1 de alta resolucion (el
ORF 2 corresponde al gen estructural de la lipasa LipA, y el ORF 3 al gen /ipR que codifica al gen activador
de la transcripcion).
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Figura 16. Arreglo genético del operdn lipAR de S. coelicolor presente en ¢l plasmido pUCB108. Se
muestran algunos sitios de restriccién del fragmento de 6286 pb y la localizacion de los ORFs deducidos por
¢l anélisis de FRAME. Los genes estructurales completos estan indicados con flechas negras que indican la
direccidn de la transcripeién. EL ORF1 es divergente con respecto a los otros tres y estd incompleto (barra
blanca). El ORF2 corresponde al gen /ip4 y el ORF3 al gen lipR.

El fragmento completo de 6.2 kb fue secuenciado en doble cadena (Fig. 17),
encontrandose que contiene, ademas de los genes lipA y lipR, un tercer gen completo que
no presenta homologia con algun gen conocido y que se localiza hacia abajo del gen /ipR,
en tanto que hacia arriba del gen /ip4 se identificé un gen incompleto divergente a los otros
tres (Fig. 16). El analisis del operdn /ipAR y las caracteristicas de las proteinas que

codifican se mencionan en el articulo anexado.
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194

61
175

121
155

181
135

241
115

301
95

361l
75

601
661
721

781

841

901

961

1021
16

1081

1141

NotI
GCGGCCGCCGCCACGCECCGGGCGTCACCGAGCACCGGCAGCAGCACGGACAGGGCGTGC
A A AV R RADGTL V P L L V 5§58 L A H

GGCCCCACGTCCCACAGGGCACCCTTCTCCCGCCGCCACGGCGAGTCGGCGAACGGACTG
P G V D WL AGUEKEIRI RWP S D A F P 8§

TCCTCGCCGCCGAACACGGCGCCCAGCCACTGCGCCCGGGCCGTGRACCAGTCGTCCCGEG
b EG G F VA G L W QAU RDBAJALTVF W D D R

GACGACTGTTCGGTGATCCACGCCTCGGTCTCGGGCTGGAACCGGGTGGTGRAGAAGACC
s 8 ¢ BT I W A ETEUP Q F R T T F F V

ACCGAGGCGACGTCCGCCETCCECACCGCCTCCACCACCGCCCGCCCCTGCGCCACCGTC
vV S AV DA TURV A E V V ARG OQ AV T

GACGCFAGCGGCTTGTCGAGCAGCAGATGGCACCCGGCCCGCGCCGCCCGCACCGCCAGS
s A L P K DL L L H CG AU RA AW AU R V A L

CCGGCCTGTACGGCCGHEGGGCAGCGCEGACGGCCACGGCCTCCACGTCGGCCAGCAGGGCG
G A Q VvV A P P L AV AV A EV D AIL L A

TCGAGGTCGGCGTAGGCCCGTGTGCCGTGCCGCTGCGCCAGCTCCTCGGCGGCGTCCGGE
D L DAY A RTGHU R AULEUEW AATDP

CGGCGGCCCCACACCCCCGLGAAGTCCAGGTCGTCGTGCCCGGCCAGGGCGGEGGGCGETGL
R R G WV G A F DL DD H G AULA AP A H

GCCATGTCCGCCCAGGGGCCGGTGCCGAGCAGTCCGATGCGCATCCCGTCGCCTCTCCAC
A M D A W P GG T G L L G I R ME RES

< ORF1
GGTGCCGACCCGATGACGGGCGGCCGACGATCCTCCTTGACGACCGGCGTGCGACAGCCC

GGCCGACGCLCGAGCGTGTCACACCTACGGGACGTGCGGACAGTGUGGAGGGCACCGCGGE
CCCGGCGCAACCGTGLCGGGCCACGCGCCCCCGCLGTCCCGGGCCCGGLGTCCGCGCCCC

Sunl
AGGGCCGTACCGCCGGAGTCGTACGAGACCGGTGAAATTGCCGGCCCGTTCC

GCCCCTGGCAGCGCQACCCATCGGCGAGGTCCGCCCGGCGGACGGCCCGAAC

-10 tsp
MlueI
GCGACCCCACGCGTTCCGGGCCGTGTGCGTCGLCEGGCCGGGCCGGTCGCCACGACCGAG
RBS
lipa —

AGGACACCCCCCTCGTGCAGCAGAACCCCCACACCCACGCCGCCCCAGGCGCCGCGCGLT
tiv Q ¢ N P H T H A A P G A A R

CCGTCCTCCGGGECETCCGGCEECGGCTGGCCGCACTGACGGCGGLCCGTGGCCCEGGTCL
P VvV L R 6V R RURUL AAV T A AV A R V

Sunl

TCGTGCTCGGCACCCTCACCGGCCCGGGAGCCCAGGCCGCCGACAACCCGTACGAGCGCG
L v L6 T L. T G P G A Q A A DN P Y E R

GCCCGGCGCCCACCGAGTCCAGCATCGAAGCCCTGCGCGGTCCCTACTCCGTGGCCGACA
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56
1201
76

1261
96

1321
116

1381
136

1441
156
1501
176

1561
196

1621
216

1681
236

1741
256

1801
276

1861
296

1921

1981

2041

2101

2161

29

2221
49

2281

G p A P T E S S I EAL RGP Y S V A D

BstEII
CCAGCGTCTCCTCGCTCGCGGTCACCGGATTCGGCGGCGGCACCATCTACTACCCGACCA
T §$ v § 5 L AV T G F G GG 6 T I Y ¥ P T

GCACCAGCGACGGCACGTTCGGCGCCGTCGTCATCGCGCCCGGGTTCACCGCGTACCAGT
s T s b 6 7™ F G AV V I AP GF T A Y Q

CETCCATCGCCTGGCTCGGCCCGCGCCTGGCCTCCCAGGGCTTCGTGGTCTTCACCATCG
$ $ I A WL G P RUL A S Q G F V V F T I

ACACCAACACCACGCTGGACCAGCCCGACTCCCGLGGGLGGCAACTGCTGGCCGCCCTGG
O T N T T UL D Q P D S R G R QUL L A A L

ACTACCTGACCGGGCGCAGCTCCGTCCGCGECCEGATCGACAGCGGCCGACTCGGCGTCA |

D Yy L 7T G R §8 § V R G R I D S G RUL G V

Ncol
TGGGCCACTCCATGGEGCGGECGGCGGCACCCTGGAGGCCGCCAAGTCCCGGCCGTCGCTCC
MIG H 8 M ¢{ G G G T L E A A K § R P § L

AGGCGGCGATCCCCCTCACCCCCTGGARCCTGGACAAGRAGCTGGCCGGAGGTCAGCACGC
Q A A I P L T P W NUILUDK S WZPE V 5 T

CGACGCTGGTCGTCGGGGCCGACGGCGACACGATCGCCCCCGTGGCCTCGCACGCCGAAL
p T L V V GA D G DT I AP V A 5§ E A E

CGTTCTACTCCGGCCTGCCCTCGTCGACCGACCGGGCCTATCTGGAGCTGAACAACGCGA
P F Y S 6 L P 5 S TDIRWAY L EL NN A

CCCACTTCTCGCCCAACACGTCCAARCACGACGATCGCGAAGTACAGCATCTCCTGGCTCA
T B F &8 P N T §8 N T T I A K Y § I § W L

AGCGCTTCATCGACGACGACACCCGCTACGAGCAGTTCCTGTGCCCGCTGCCGCGGCCGA
K R Fr I D BDDTR Y EQF L CPL P R P

GCCTGACGATCGAGGAGTACCGGEGEGCAACTGCCCGCACGGTTCCTGACACCCTCCGCTGT
S L T I 8B E Y R G N C P H G § *

GCCGGCGCACGACCGGGACCGGTGCCCGTTGGGCGCCGGCACAGTGCCCGTACCACCCAL

CCGGGCGCACAACCGCAGGTGACAGCGACGATGCCCGGGCGGGCGCGGGECGGATCGACGE

1ipR — SunlI
CTTCCGCACCGGGTTACGCGCGCGTARCCTCCCGGCAATGACCGGACAGACGACCETACG
fiM T G Q T T V R

TACGGCCGTGCGGGTCCACGGCCGGAGCGLGCAACGCAGGGCGCTGCGCGCGATGCTGGA
T A VvV R V H 6 R 5§ A ¢ R R AL RAMUL D

CGCGCTGCCCGCCCACGGCGGCCGGCTCCTCCTGGCCGGCGAACCGGGACTCGGCCGGAC
A L P A H G G RUL L L AGE PG L G R T

CACTCTGCTCCAGTGGGCCGCCCGTTCCTTCCGGGCCGGTCCCGTACTCCACCTCGGGCC
T L L Q¢ W A A R S F R A G P V L HUL G P

Notl
CGGCCCCGACGCGRAACGCGCACCTCACCGCCGGGCAACTGCTCGACACCCTGCGGGLGGEE
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69
234)]
89
2401
109

2461
129

2521
149

2581
163

2641
189

2701
209

2761
229

2821
249

2881
269
2941
289

3001
309

3061
329

3121
349
3181
368
3241
389
3301
409

3361
429

3421

G p DA NAHIL TA G QL L D T L R A A

CGCCGTCGCGGCGCCGGTACTGGTGTGTGTGGACGACGCCCACCGGTGGGATGCGCCEGL
AV A AP V L V CV P D AIBEBIRWDA P A

SacI
CCGCACCGAGCTCGCCCGTGCGGCGCGGCTCCTGTCCACCGCCGACCGGGTCGGCCTGCT
R T E L A R A A R L L §$ T A D RV GG L L

GCTCTCCGTCGCCTCGGACCGTGCCETCGGCCCGGAGTTCGCCCGGCTGCCCGTCGTGCA
L s v A2 S DRAV G P ETF AU RUL P V V H

CCTGGACCCGCTGGCACCGGCGAGGGCCGCCGCLCTGCTCGACGACCTGACCGACGGLGT
L bp L A P ARADAAL L DUDUL T D G V

CGCCGCACCGGCGGTCCGCGAGCAGCTCCTGGCCGAGGCGGAGGGGARCCCGGCCCTGCT
A A P AV RE QL L A EAE GNP AL L

CGTCGCCCTTGTGCGCCGCCTGTCACCCGCCGAGCTGCGCGGACACCGGCCGCTGCCCAG
v AL VvV R R L 5 P A E L R G H R P L P S

CCCGCTGGCCGAAGCGGGTGTCCTCGCCGAGGCCGCGGGCGGTGTGCCGACCGGACLGTC
P L A E A G V L A BE A A G G V P T G P S

CGCCCATGCGCGGGACCTGCTGCTGACGGTGGCGGCGGCCGGAGAGGCCTCGGACGGGTL
A H A RDUL UL L TV A A A G EW A S D G 8

GGACGCCGACGCCGGCCTGGTCCGCGACGCGCTACGGCGCCTGCGGCCGGCACCGGGTCA
bADAGUL V RDALI RI RILIRZPBAP G H

CGGETCCCGGTCTCGGTCCCGATCCGGGTCTCGGACCCGATCCGGGTGCGGAACCGCTGCC
G P G L G P D P GL G PUD VP GAUEUPTUL P

BstEII
CGGGCAGCTCGTCCTGGCCGGTGACCGGCTCCGTTTCCGCAGCCCGCTCGTCCGTCGAAC
G oL v=y.L A G DI RULU R FU RS PL V R R T

GGTGCACGCCACCGCCGCCGUGGACCGECGTCGCGLGGTGCACCGCGCGCTGGCCGACGT
v B AT A A A DPRIRIRA AV HURATLATD A

GCTGGACGGCGGCGEGCCACCGCCTCACGGCGCTGTTGCACCGCTCGTGGTCCCTGGACGS
L b6 G GHRUL T AUL L HR S§ W S L D G

TCCGGCACCCGCACCGGCGTCGGCGEACCGGCTGGCGGCGRACGGCGGCCCGACGGCGLGRGT
P A PA P A S A DU RULADAT A ADG A V

Sunk
GCCCGCLTCGCACCGGCTGCGCGCGACCGCGTACGCCCGCGCCGCCGAGCTGACGGCCGA
P A $ HRL R ATAVY A RAAUETULTA D

CGGGGECACGGCGEECGGAGCGCTACACCGCCGCGEGCCGARCAGGCCCTGCTCGCCGGGECG
G AR RAUEURY T A®AaARDBAUEOQAULL A& G R

SunlI
GCCCGAACGGGCGCGCCCCCTGCTCGCCGCGGCCCETGACCGCGCCGCLCCCGACGCCET
P E R A R P L L AA A R DI RWAzDBAUPTD A V

ACGCGGGCGGGCCGAGCTGCTGCGCGGTATGACGGRACTGAGGGACGGTCCGGTCGGTGA
R 6 R A E L L R GMTETL RDGUP V G D

CGCCCACCAGTCCCTGCTGCTGGCCGCGTCCCTGCTCGCCGCGGACGATCCGGCCGAGGL
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449
3481
169

3541
489

3601
509

3661
52%

3721
549

3781
369

3841
589

3501
609

3961
629

4021
649

4081
669

4141
689

4201
709

4261
729

4321
749

4381
769

4441
789

4501
805

A H Q $ L L L A A S L L A A DUIDUP A E A

NotI
CGCGGCCGCCGCACTGGCCGCCGECCGACGLGGECCTGEGCEGECEEECGACCTGCCGGLCGETG
A A A AL A A A D A A W A A G D L P A C

CCTGGCCACGCTCGLCCCCCAGCCCCCGCTCCGCGCCGAGCACCCGTCCCCCGGGTCCGA
L AT UL A P E P P L RAEUHUP S P G S D

CGGGCCCGCCGCGGECCCGCACGGCCGCCBTCGTGCACGACCACCGCGTCGGGATGCGGGE
G P A A A R T A AUV V HDHURV G M R A

GCTGCTCGAAGGACGGCTCGACCEGGCCGGEGECACCGLTCEGGCAGGTGGTCCGGCGGAG
L L E G R L D RAGAUPUL G Q V V R R S

CAGGACCGGGGACCGGCCGGAGACACTGCTGCGETCGGCGGCGGCGGCGCTGLTGCTCGG
R T 6 DR P ETULUILURSAAA AWMU ATILILTUL G

GGACGTGGACGCAGCCCGLCAGCGGCGGGECCCGGGCGCTGGCCGCGGCCCGECAGCTCGE
P v D AAR S GGAURW AILW A AU SAIZRDUGQOQILG

GTCGGACGCGBCTGGTCCCGCAGGCCCTGGAGTACCTCGCCTACGCCGAACTSCGCELCEG
s b AL VP Q AL E Y L A Y A E L R A G

GCGGCACCCGCAGGCCCGTACCCACGCGGAGGAGGGGCTGCGCACCGCLCTGCGGGCCEGE
R H P Q A RTUHOAUEEGGLURTWATLURAG

GCAGCGCAACACGGCGGCCCACCACCGGGCGGTACTGGCGCTCGCCGCGTCGATCGAGGA
Q R ¥ T A A H H R A V L AL A A S I E E

NotI
GGAGCCGGACGCCGTCGCCAGGCACGTCGCGGCCGCCCTGGACACGGCCCGCCGGCACGS
E P D A VvV A R HV A A A L D T AR R H G

NotlI
GCTCGCCCAGGCGGCCGCCCYCGCCCAGTGGGCGGCGGCCCGCGCCGACCTCGGGLGGREG
L A O A A A L A Q W A A A R A D UL G R G

GCGCCCCTTCGACGCGGCCGACCGGCTCGGACTCCTGGTCCTGCCCGGGCCEEGELGEEEG
R P F D A ADURUILOGILULV L P G P G R G

CCACTTCGCGGTGTGGCGGCTGGCCGTGCCCTGCTTCGTGGAGGCCGCCETGCTCGCCGG
H F A VW RUL AV P CVF V E A AV L A G

ACGCCGACGAGGACGCCLGCCEGEETCCTCACGGACTTCGCCGACTGGGCGGCGTTCGGCGC
R DE DAURURV L TDUF A DWW A A F G A

CGATCCGCAGGCCGCCGCCCAACTCGCCCGCTGCCACGCCCTCCTCGCCCCCGCGGAGCA
p P Q A A A Q L A RCHAULULAUP A E H

CGCCGACGCCCTCTACCGCCATGCCCTCGACCGGCACGACGAGGCGGGCGGCGACTTCGA
A D AL Y R HALDU RUHBDEW AUGG D F E

GCGGGCCCGCACCGCGCTGCTGTACGGCARGTCGELTGCGCCGECEGECGCAGACCCCGGGA
R A R TAULUL Y G KW L R RRUR IR P R E

NotI
GGCCCGCGGCCGCCTCGGCACCGCGCTGECCGGCTTCGAGCGCTGCGGLCGCCGGCGTCTG
A R G R L 6 T AL A G F ERCGO-A G V W



4561
829

4621
849

4681
Bs9

4741
889

4801
909

4861
929

4921

4981

5041

5101

27

5161
47

5221
67

5281
87

5341
107

5401
127

5461
147

5521
167

5581
187

5641
207

5701
227

GGCCGCGCAGGCACGCGACGAACTCCGCGCCCTCGGGGCGECCCCGCGGAGCCCCEGLGL
A°A Q A R DEUL RAL G A AP R S P G A

CGGAGCCGGAACACCGGCCCGCCTCGGCCGCLTGACCCCGCAGCAACTGCGCATLCGCGEG
G A G T P AURULGRULTUPQ QL R I A R

GCAGGTCGCCGAGGGLGCCACCAATCGCCAGGTCGCGCTGACCCTCGGGGTGAGCACCCE

Q vV A E G A T |N R E V A L T L G V 8§ T R

CACCGTCGACTACCACCTCCGCAAGGTCTTCGCCGCCCTCGGLGTGCGGTCCCGCCTGGA
[ T VvV D Y H L] R K V F A AL GV R S R L &

GCTGGCCCGCATGGTCGGGCAGGCCGAGCGGGCCCAGGAGGCGCAGGCGGCCCAGGACGE
L AR MV G QA ERAZGQE BB QA A Q D A

GCGTCGAGCCGGACACCAGGAAAMGACCGGTGCACRACCCTAGGGACCGACCGGACGGTA
R R A G H OQEI KT G A Q P *

TGCCATCCTTCGGGGCAGGACGAGTCAGGGGGCAGGCCLCGGCGCGGCEGGGACGGCCCGTC

ORF4 — Sunl
GCGGGAAGGCGCCTCCGCAAGCCCTGCCCCGEEGAGGACCGCGATGCAGCACGCCGTACG
RBS f © H A V R

GTCACGAGCAGCGATCCGCACCGGGCTGACGCCCGTTCCACGCCCGCGGACACCCGGAGT
S R AA I RT GG L T P V P R P R T P G V

CACGTCGTTGATCGACGCCGACGCCCTGCGTGTCCTGCACCGGGCCGCCCGCGCCLTGLT
T § L I DA DAULWU RVYVILHIRAA AR ATILL

CGACGACCTGCCCGACCTGACCGACCGGLCTGATGGCGCTGCTGCCGEAGCAGGAGCCCGL
b » L p DL TDRIL M ATLTLIZREQE P A

CTACCGGGCCGCCCTCACCAAGGACCCCCACCGCCACCTGGCAGGAGGCCCACCGLTCCC
Y R A AL T KD P HRHULAG G P P L P

TGCGGCACAGCGTGGCCTCGCTGCTCGACCLCGCGCGGCGCCCGGGACGCGGCCCGCCGCT

A A Q R G L A A R PAURU RUPGIR G P P L.

GCTCCTGGCGGATCGGCGCCGCCCGCGCGGAGCAGGGACTCCCGCTGGACGCCCTGLTGL
L L. A D RRIR©PIZRGACGTUPARGUR P & A

ACGCCTTCCGCCTGGGCGGCTCGCTGETGTGGCAGCGGLCTGGTCGAGGAGACCTCCAGGG
R L P P G R L A G V A A A G R G DL Q G

CCGCACCGGAGGACGTGCGGCTCCTCGTGCACGTGGCCGCGGACGTGTGGAACTTCGTCG
R T 6 G R A A P R AZRGRGI RV E L R R

ACGAGCACTGCACCCTCGTCGLCGGACGCCTACCGGCAGACCGAGTGGCAGCTCGGCCGGC
R A L B P RRGRUL P ADI RV A A R P A

GCCGCGAGAACCGGGTCCGGCAGCTGGCCGCCGGCCTGCTCGACGGCACCGGTCGCATCG
P R E P G P A A G RR P A R R H R 85 H R

CCGACCTGCCCGAGGCCGCCCGGGCCCTCGGCCTCCCGGAGCACGGCCEGCTACGTCGTCG
R P A RGURPGPR®PP GAUR P L R R R

TCGCCGTCGCCGGCGGGCCACCGGCCCGGCLCCGACGCCGCCCGCGLCGCCGTACCGLCCE
R R R R RATSGUPAIRUBRIPRUPIRIRIRTA R
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Figura 17. Secuencia nucleotidica del fragmento de 6286 pb que contiene al operén fipAR de S. coelicolor.

GGAGCCGGGTCCACTGGCACGCCGGGGCGGAGACCGACTACGGCATCGTCTCGCTCGGCG
E P G P L ARURG G D RULURUHIRILAIR R

ACCACGACGGGCTCCCGGARCCGCACCGGCCEGAGGCCCGCCGCAGGACGCCCCCGTCCC
P R R AP GTOA P A G G P P Q D A P V P

CGGCCTCCGGETCGGTGTCGGCAGCCCGGTCGACGGACTCGCCGCTGTCGGGGACGCCCE
G L RV GV G 8 P VD G L A AV G D A R

TCGGCTCGCGGACACGGCCCTGACCATCTGCCCCCCGGCCGGGGGCACCETGCGACTGEL
R L..ADTAULTTICUPUPAGGTV R L A

CGACCAGCTCCCCGCCGCCCTGGTCGTCTCCAGCCCCGAGCTGGGCCGGGCCCTCGCCGA
D Qg L P A AL V VS S P ELGURUAUL A E

GAAGGTGCTCGGTCCCCTGCTCCGCCTGGAGT CCGCCGACCGCGACGTGCTCCTCGACAC
K v L G P L L RL E S ADI RDUVL L DT

CCTCACCACCTGGCTCGACTGCGACGGTTCGGCCCAGCGCGCCGGCGAACGCCTCTACTG
L T T w L D C D G S A Q R A G E R L Y C

CCACCCGCAACACGGTCCTCARCGCCTCCGGCGLCTGCGAACAGCTCACCGGCCGCTCCCTG
H R N T V L NA 8 GG A A N S S P A A P W

Mlul
GCCCGCCCGGCCGACCTCGTCGAGTTCAGCCTGGCCCTGACGGCACGACGLCGT

P » R P T S 8 8 S A W p *

Bajo la secuencia nucleotidica estd indicada la secuencia de aminoacidos deducida para cada gen por el
codigo de una letra. Se muestran las regiones -35 y -10; el sitio de inicio de }a transcripcién del operén lipAR
(tsp, e»); el sitio de uni6n del ribosoma (RBS); el sitio de hidrélisis del péptido sefial esta indicado con 1 el

pentapéptido altamente conservado que contiene a la serina nucleofilica del sitio activo de la lipasa LipA estd
enmarcado, as{ como el motivo hélice-vuelta-hélice del activador transcripcional LipR. Las flechas
horizontales indican !a direccidn de la transcripcién para cada gen.

En la Figura 18 se muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las

lipasas extracelulares conocidas hasta el momento de Streptomyces y la lipasa 1 de

Moraxella sp. En la Figura 19 se muestra el analisis de DOTPLOT realizado entre los genes

lipR de S. exfoliatus y S. coelicolor. Se han clonado dos genes de esterasas, la de

Streptomyces escabies y Streptomyces diastatochromogenes, las cuales no presentan

homologia con estas lipasas.
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Figuras 18, Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las lipasas extracelulares de S. exfoliatus M1 1
(S-EXFOLY}, 8. albus G (S-ALBUS), 5. coelicolor A3(2) (S-COELI) y Moraxella sp TA144 (MORAX-SP),
Las regiones de mayor homologia se encuentran sombreadas, la intensidad del sombreadoe corresponde al
porcentaje de similitud entre las diferentes secuencias. Se muestran el pentapéptido consenso («——); %
residuos de Ia triada catalitica (Ser131, Aspl77, His209), O residuos de la cavidad axianionica (Phe63,
Met132); ¥ residuos de la regién de unién de la porcion acilo del substrato (Met132, rp156, Val179).
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La composicién de aminodcidos de las lipasas de Streptomyces y de la lipasa 1 de
Moraxella sp es muy semejante (Tabla II), y el porcentaje global de cada uno de los -
residuos también es muy similar en el caso de las lipasas de Streptomyces, en tanto que
Moraxella presenta una distribucion diferente, lo cual probablemente se relacione a su

habitat y las bajas temperaturas a las que funciona. En base a las caracteristicas

fisicoquimicas de los grupos R de sus aminodcidos (Tabla III) es claro que estas lipasas son

proteinas hidrofébicas con una carga neta positiva.
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Figura 19. Alineamiento por DOTPLOT de las secuencias de amino4cidos de los activadores
transcripcionales de los genes de lipasa de S. exfoliatus M11 y S. coelicolor. Se puede apreciar que ¢l
parecido es mayor hacia el extremo carboxilo donde se localiza el sitio de unién a DNA.
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TABLA ]

Composicion de aminodcidos de las lipasas extracelulares de Strepromyces

m%?fﬁbvﬁ@%mi D8 i coelissivmSexfonainSolh t\mm '
Ala 34 40 34 33 Leu 27 30 26 19
% 10.9 12.9 11.2 10.3 % 8.7 9.7 8.6 6
Arg 21 21 19 14 Lys 4 7 6 23
% 6.7 6.8 6.3 4.4 % 1.2 23 2 7.2
Asn 9 5 6 16 Met 2 3 4 8
% 2.9 1.6 2 5 % 0.6 I 1.3 2.5
Asp 15 13 16 18 Phe 9 9 ) 10
%% 4.8 42 5.3 5.6 % 2.9 29 3 3.1
Cys 2 2 2 6 Pro 25 24 25 17
% 0.6 0.6 0.7 1.9 % 8 7.7 82 5.3
Gln 9 10 7 3 Ser 30 32 27 30
% 2.9 3.2 23 0.9 % 506 10.3 89 9.4
Glu 10 8 10 12 Thr 29 34 37 22
Y% 3.2 2.6 33 3.8 % 93 11 12.2 6.9
Gly 31 28 29 23 Trp 4 4 4 5
% 10 9 9.5 7.2 % 1.2 1.3 1.3 1.6
His 6 5 4 3 Tyr 11 11 10 13
% 1.9 1.6 1.3 0.9 % 35 3.5 3.3 4.1
Tle 12 il 9 27 Val 20 13 20 17
% 3.8 35 3 8.5 % 6.4 42 6.6 5.3

Origen de la lipasas: S. coelicolor (Scoeli), S. exfoliatus (Sexfo), S. albus G (SaibG), Moraxellasp TA144
{Morx).

TABLA 1l

Porcentaje global de cada tipo de grupo R presente en las lipasas de Moraxella y de Streptomyces

Hidrofdbice

Polar sin carga 39.0 39.2 389 354
Carga negativa 8.06 6.8 8.6 9.4
Carga positiva 10.0 10.7 9.6 12.5

Produccién de LipA en diferentes medios de cultivo.

Para evaluar la actividad lipolitica de S. coelicolor su gen lipA fue sobre-expresado a
través de su clonacién en un plasmido multicopia. Asi, el inserto de 6.286 kb del plasmido
pUCB}OS fue subclonado en el plasmido pIJ702 como un fragmento Bglll, y la

construccion resultante se utilizd para transformar protoplastos de S. lividans 1326. De las
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clonas recombinantes resistentes a tiostreptona se eligieron las que presentaban actividad
lipolitica en cajas de aceite de oliva con rodamina B. De las clonas que dieron fenotipo
positivo se eligieron dos a fin de obtener su DNA plasmidico, ambas presentaban el inserto
deseado en la misma orientacion con respecto al vector, eligiéndose solo una para obtener el
plasmido que portaba, al cual se denomino pB108 (Fig. 20). Por otro lado se evalué la
participacién del gen /ipR en la expresidn y produccidn de la lipasa LipA, y para ésto se
subcloné el fragmento Notl de 2. 7 kb del plasmido pUCB108 en el plasmido plJ702.
Siguiendo la misma estrategia que se utilizé para obtener al plasmido pB108, logramos

obtener al plasmido pB110 (Fig. 21).

Neul

Bylll
gl

lenkY

Figura 20. Obtencion del plasmido pB108. A fin de evaluar la actividad lipolitica de la proteina codificada
por el gen [ipA, se subclond el fragmento de 6286 pb que contiene al operdn /ipAR completo en el plasmido
de alta numero de copias de Streptomyces pl1702, obteniéndose el plasmido pB108 con el cual se
transformaron protoplastos de S. fividans 1326.
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Figura 21. Obtencién del plasmido pB110.A fin de evaluar la influencia del gen /ipR sobre la expresion de la
lipasa extracelular LipA, se subclond el fragmento Notl de 2353 pb de pUCB108 en el plasmido de alto
namero de copias de Streptomyces pl1702, obteniéndose e! plasmido pB110 que contiene al ORF1, al gen

" lipA completo y el inicio del gen lipR. La clonacién en plI702 es en el mismo sitio y orientacién que en el
caso del operén completo (pB108). Se transformaron protoplastos de S. lividans 1326 y se selecciond una
transformante tiostreptona resistente para estudios posteriores.

Se crecid S. lividans 1326 conteniendo al plasmido pB108 o pB110 en medio de
cultivo LB-sacarosa y R2 liquido. Las proteinas presentes en el sobrenadante fueron
sometidas a un analisis de PAGE-SDS y Western blot usando un anticuerpo policlonal
contra la lipasa de S. exfoliatus. Como se muestra en la Figura 22, el sobrenadante de S.
lividans con el plasmido pB108 presenta una banda unica de 29 kDa que esta ausente en los
cuitivos obtenidos cuando se trata del plasmido pB110, observandose 1o mismo en los dos
medios de cultivo empleados. De esta manera tenemos que las células empiezan a secretar
la lipasa durante la fase estacionaria temprana (48 horas), y continua secretandose a lo largo
de esta fase. Aunque el patron de secrecidn es similar en ambos medios de cultivo, en LB
hay menos acumulacion de la lipasa consistentemente. Asi, la lipasa de S. coelicolor es
secretada de una manera fase dependiente, detectdndose cuando el crecimiento exponencial

ha terminado, y su expresién requiere la presencia del gen /ipR..
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Figura 22. Identificacion de la lipasa producida por S. coelicolor A3(2). Las proteinas totales presentes en el
sobrenadante del medio de cultivo donde se crecié S. fividans con el plasmido pB108 fueron separadas por
PAGE-SDS y sometidas a western blot. Se obtuvieron los mismos resultados independientemente del medio

de cultivo utilizado, y en el caso del plasmido pB110 no se detect6 ninguna banda. LipA Sexf, 3ug de la
lipasa de S. exfoliatus pura.
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Figura 23. Actividad lipolitica de la lipasa extracelular de S. coelicalor A3(2). Los sobrenadantes de
S. lividans 1326 conteniendo los plasmidos pB108 ¢ pB1 10, crecidos en LB-sac (a), fueron analizados con un
ensayo colorimétrico utilizando p-nitreofenil-laurato como substrato (b)
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En cuanto a la actividad lipolitica, se detectd una cinética diferente con respecto al
medio de cultivo empleado. Cuando se crece S. lividans 1326 con el plasmido pB108 en
[LB-sacarosa se detecta actividad enzimatica desde la etapa temprana de la fase estacionaria,
alcanzando un maximo a las 48 horas , la cual decae posteriormente, llegando en algunos
casos a ser nula (Fig. 23). Por otro lado, en medio R2 se detecta actividad a partir de la
misma etapa del crecimiento, pero ésta va aumentando con ¢l tiempo sin alcanzar un nivel
constante o parar (Fig. 24); en este medio se llegaron a detectar los mas altos niveles de

actividad lipolitica en relacion volumétrica siempre en la etapa tardia de la fase

estacionaria.
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Figura 24. Actividad lipolitica de la lipasa extracelular de S. coelicolor A3(2). Los sobrenadantes de §.
lividans 1326 conteniendo los plasmidos pB108 o pB114), crecidos en R2 liquido (a), fueron analizados con
un ensayo colorimétrico utilizando p-nitreofenil-laurato como substrato (b).
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Por otro lado, buscando conocer méas acerca de los requerimientos transcripcionales
y traduccionéles del gen /lipA, se realizé una mutagénesis dirigida a fin de introducir un sitio
de restriccion Ndel en su codén de inicio. La presencia de este sitio nos permiti6 subclonar
al gen lipA, sin alteraciones, en el vector de alto numero de copias plJ6021, el cual cuenta
con el promotor tipA de S. lividans 66, €l cual es inducible por tiostreptona; el fragmento
fusionado incluye todo el gen /ip4 y un fragmento inicial del gen /ipR. El plasmido
resultante (ptipA-lipA) fue introducido en S. lividans 1326, analizAndose la secrecion de la
lipasa a lo largo del crecimiento. Cuando se induce la transcripcidn del gen lipA a partir del
promotor tipA afiadiendo al medio de cultivo 5 pg de tiostreptona al inicio de la fase
exponencial del crecimiento (12 horas), la lipasa es producida desde esta fase y se secretan
grandes cantidades de la proteina, si bien su actividad alcanza un méximo y posteriormente
decae (Fig. 25). Bajo estas condiciones de cultivo (LB-sacarosa) se alcanzan las maximas
actividades detectadas para la lipasa. Esto demuestra que el micelio vegetativo es capaz de
sintetizar y secretar a la lipasa en ausencia del gen /ipR, de igual manera a lo observado con
la lipasa de S. exfoliatus, siempre y cuando se encuentre bajo el control transcripcional de
un promotor que se exprese durante la fase de crecimiento exponencial. Por otro lado, estos
resultados indican que el fragmento de 6286 pb contiene todos los elementos genéticos
necesarios para la transcripcién y secrecion de la lipasa LipA. En el caso de la lipasa de S.
coelicolor también se produce la proteina en los cultivos sin induccién por tiostreptona,
€sto se dgbe al fuerte nivel de transcripcion de escape que presenta el plasmido; sin
embargo en éste caso el perfil de secrecion de la proteina depende del tiempo de cultivo,
detectandose solo durante la fase de crecimiento estacionario, y con una cinética de

actividad igual a la que presenta el plasmido pB108 en medio de cultivo LB-sacarosa.
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Figura 25. Crecimiento de S, lividans 1326 conteniendo al plasmido tipA-lip4 (a); actividad lipolitica en el
sobrenadante, la induccion del promotor tipA se dio por la adicién de tiostreptona a las doce horas del
crecimiento (b).

Influencia de la lipasa LipA sobre la produccién de actinorrodina,

A fin de evaluar la influencia de la lipasa extracelular codificada por el gen lip4 en
la produccion de actinorrodina en S. coelicolor, se hicieron construcciones genéticas para
interrumpir dicho gen en el cromosoma. Para lograr ésto se utilizé un vector suicida, el
plasmido pIBS (Fig. 26), el cual nos permitié obtener la cepa IBS de S. coelicolor con el
operon lipAR cromosomal interrumpido (Figs. 27 y 28). El crecimiento de la cepa IB5 no
esta afectada en relacion a lo observado con la cepa silvestre, en tanto que la produccion del
antibiodtico esta disminuido aproximadamente a la mitad (Fig. 29). Cuando se realizo el

mismo ensayo pero cuantificando el antibidtico sintetizado a partir de los TAG ya
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almacenados (micelio transferido) se observa que en la cepa mutante también hay cierta
disminucién en la cantidad de actinorrodina producida (Fig. 30). Cuando analizamos los
sobrenadantes de la cepa IBS encontramos que atin presenta actividad hidrolitica, la cual
probablemente se deba a la presencia de otra esterasa (Fig. 31). Por su parte, la cepa.
silvestre de S. coelicolor presenta una actividad lipolitica extremadamente baja,

detectindose durante la fase de crecimiento estacionario (Fig. 31).
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Figura 26. Obtencidn del plasmido pIBS5 para su uso en la interrupcién genética del operdn lipAR. Al
pldsmido pUCBI108 se le delet6 la region Ncol-Sstl de 905 pb, y en su lugar se clond el gen de resistencia a
tiostreptona, tsr, proveniente del plasmido plJ702. El plasmido resultante, pIBS, se utilizé para transformar E.
coli IM101, selecciondndose una transformante que contenia el plismido correcto, el cual a su vez fue
purificado y utilizado para transformar células de E. coli GM272 a fin de obtener DNA plasmidico no
metilado.
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Figura 27. Obtencion de una cepa de S. coelicolor con el operén lipAR interrumpido. El plasmido IB5 no
metilado disuelto en TE pH=8 fue desnaturalizado con NaOH 1M, incubado 10 minutos a 37 °Cy
rapidamente enfriado, y posteriormente se ajusté la mezcla al pH inicial con HCl 1M. Se transformaron
protoplastos de S. coelicolor M145 con 5 ug de la mezcla anterior y se seleccionaron transformantes
tiostreptona resistentes, de las cuales se obtuvo DNA cromosomal que fue digeride con BstEll y sometido a
analisis por Southern blot, usando como sonda el fragmento de Mlul de 5.3 kb del plasmido pUCB108. La
clona deseada debe presentar un fragmento de 1.9 kb que incluye la regién del operdn /ipAR interrumpido
con el gen ts7, en sustitucién del fragmento de 1.7 kb que incluye la regién Ncol-Sstl del operén sin
alteracion alguna. De las transformantes seleccionadas, la #6 es la que presenta el arreglo genético deseado y
se denomino cepa IB5 de S. coelicolor.

wt 8.0 — !
wt5.3 -" o -

mt 1.9 -—

wt 1.7 -. —
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Figura 28. Confirmacidon de la sustitucién de! operén /ipAR silvestre. La cepa IB5 fue propagada sin presion
de seleccion durante cinco generaciones, encontrandose que es altamente estable. Se obtuve DNA
cromosomal que fue digerido con diferentes enzimas a fin de confirmar la sustitucidn del operén silvestre por
su version parcialmente deletada e interrumpida con el gen fsr, asi como la ausencia de secuencias del vector
integradas al cromosoma de la cepa IBS. DNA cromosomai de cada cepa digerido con (A) BstEIL, (B) Mlul-
EcoRV y (C) Pstl; wt: fragmentos derivados de la cepa silvestre, m¢ fragmentos derivados de la sustitucion

del operén silvestre.
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Figura 29. Evaluacién de la participacion de LipA en la produccién de actinorrodina. Esporas de las cepas S.
coelicolor M145 (lipAR") y 8. coelicolor 1BS (lipAR") fueron pregerminadas 8.5 h en medio YT2x y
homogenizadas previamente a ser transferidas a medio SMM, se tomaron muestras de 5 ml cada 12 horas,
eliminandose el micelio por centrifugacién. Los sobrenadantes se ajustaron a pH=12 y se dejaron una hora a
temperatura ambiente para posteriormente ser centrifugados para eliminar las sales precipitadas, procediendo
a su lectura a 608 nm. La concentracion de antibidtico producido se calculd tomando en cuenta que en este
medio de cultive una D.Og, 0.5= 60 pg/ml. Se muestran los valores promedio de seis determinaciones
independientes.
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Figura 30. Determinacion de la produccidn de actinorredina a partir de micelio crecido 60 horas en medio
YEME, condiciones en las cuales se acumulan TAG. El micelio fue transferido a2 medio SMM sin glucosa, la
determinacion se realizo igual que en el caso de cultivo de esporas pregerminadas. Se muestran los valores
promedio de seis determinaciones independientes.
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Figura 31, Evaluacidn de la actividad lipolitica de las cepas silvestre e IBS de S. coelicolor. Ambas cepas
fueron crecidas en medio LB-sacarosa obteniéndose muestras de sobrenadante a lo largo de la curva, y la
actividad lipoiitica se determiné con un ensayo colorimétrico utilizando como substrato p-nitrofenil-laurato.

Localizacién cromosomal del operon lipAR.

A partir del plasmido pUCB108 se obtuvo al fragmento Mlul de 5.3 kb, el cual fue
utilizado como sonda para localizar la posicién cromosomal del operdn /ipAR, lo cual fue
posible gracias a la colaboracién del Dr. D. Hopwood (John Innes Centre, UK). Este operon

se localiza en el extremo izquierdo del cromosoma lineal, en la vecindad del gen abaA (Fig.

32).
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Figura 32. Mapa genético y fisico del cromosoma de S. coelicolor M145 {21]. La flecha indica la posicion del

oper6n /ipAR de S. coelicolor A3(2) caracterizado en este trabajo.
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Modelo computacional de la estructura tridimensional de la lipasa de S. coelicolor
A3(2).

Tomando en cuenta la alta homologia que presentan en éu estructura primaria las
lipasas de S. exfoliatus M11 y S. coelicolor A3(2) se realiz6 un modelo de la estructura
tridimensional de esta Gltima partiendo de la estructura terciaria de S. exfoliatus
determinada por difraccién de rayos X, a fin de identificar la topologia y estructura de la
lipasa de la cepa modelo, asi como para conocer a.los residuos criticos para su funcion. La
alta resolucion del modelo estructural de la lipasa de S. exfoliatus nos permitié extrapolar
con alto grado de seguridad la idgntidad de las regiones criticas para la actividad lipolitica.
El modelo por homologia se obtuvo utilizando el programa Swiss-Pdb Viewer, y las
imagenes se generaron con el programa Weblab Viewer lite 3.5. Como se esperaba, la
estructura terciaria de la lipasa de S. coelicolor A3(2) mantiene el arreglo de plegado o/ de
las hidrolasas (Fig. 33). Los residuos de la triada catalitica de S. coelicolor corresponden,
en la forma madura de Ia lipasa, a la serina 131, el aspartato 177 y la histidina 209, y
conforman por lo tanto un sitio activo tipico de enzimas hidroliticas (Fig. 33). En cuanto a
la localizacion de estos aminodacidos, su posicién también es idéntica a lo encontrado en las
/B hidrolasas. La serina se localiza en un giro formado después de una hoja B,
correspondiente al loop C-4 de S. exfoliatus (Fig. 13) la localizacion de Ia histidina también
corresponde a lo esperado para las lipasas neutrales, encontrandose en la tercera hoja f3
después de la que contiene a la serina nucleofilica, en tanto que el aspartato se encuentra en
el extremo carboxilo c_le la segunda hoja B (que corresponden a los loops C-7 y C-6 de S.
exfoliatus respectivamente). En cuanto a los residuos que participan en la formacion de la

cavidad oxianidnica, en ambas cepas corresponden a la Met132 y la Phe63; en Moraxella
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sp corresponderian a Met132 y Tyr64. Y con respecto a los residuos que se localizan en el
surco donde supuestamente se une la porcidn acilo del substrato, se incluyen el Trp156, la
Met132 y la Val179, que en caso de Moraxella sp corresponden a Prol56, Met134, ¢
Iso179. Es importante sefialar que en el caso de la lipasa de S. albus G todos los residuos
involucrados en la formacion de las estructuras identificadas son exactamente los mismos, y
dada la similitud entre las lipasas de Streptomyces, podemos decir con gran certeza que la
configuracién espacial de esta enzima también corresponde a la reportada como consenso
para las hidrolasas. Las tres lipasas de Streptomyces contienen dos residuos de cisteina,
Cys242 y Cys258, que se localizan en la superficie externa de la proteina.

Si bien el andlisis de sus residuos totales indican que ambas lipasas son proteinas
basicas hidrofobicas (Tablas 11 y III), ciertas observaciones realizadas durante los intentos
de purificacion de la lipasa de S. coelicolor indicaban que poseen caracteristicas muy
particulares y especificas que influian en la diferencia de migracion observada durante su
resolucién en PAGE-SDS, lo que hace que parezca de mayor tamafio; ademds de esto, y a
diferencia de la lipasa de S. exfoliatus, la lipasa de la cepa modelo no se pega a columnas de
carboximetil celulosa, las cuales unen proteinas basicas. A fin de conocer mas acerca de las
propiedades fisicoquimicas de la lipasa en base a la naturaleza de sus residuos, se hizo un
analisis de la distribucion de cargas en la superficie de la proteina de S. coelicolor (Fig. 34),
encontrandose que, atin cuando las cargas netas de ambas lipasas indican que son proteinas
basicas, existen claras diferencias en la distribucion de las cargas de los residuos
individuales, las cuales no parecerian tener gran importancia o peso para explicar las
diferencias observadas; sin emEargo, al someter las lipasas a un andlisis mas fino, donde se

toman en cuenta no solo las cargas individuales sino ademas las interacciones que se
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establecen entre los residuos vecinos, se evidencio una gran diferencia en su potencial
electrostatico (Fig. 35). Asi, en la lipasa de S. coelicolor predominan las z;onas cargadas
negativamente, en tanto que en la lipasa de S. exfoliatus predominan las zonas cargadas
positivamente. La construccidn de las supcrﬁcies'y sus potenciales electrostaticos se realizo
con e] programa Grasp.

Toda la seccién de prediccién y modelaje por computadora fue realizada gracias a la

colaboracién del Biol. Luis Rosales Leon, del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la

UNAM.
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Figura 34
Cambios en la Distribuciéon

de cargas en la Superficie

La imagen superior representa la superficie
del cristal utilizado como molde para la
construccion del modelo (S. exfoliatus). La

imagen inferior representa la superficie del

modelo construido para la lipasa de S. coelicolor.

Los residuos superficiales con carga
negativa se encuentran en rojo, mientras que
los residuos superficiales con carga positiva

se encuentran coloreados en azul.
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Figura 35
Cambios en el Potencial

Electrostatico de Superficie

La imagen superior representa la superficie

del cristal utilizado como molde para la
construccion del modelo (S. exfoliatus). La
imagen inferior representa la superficie del
modelo construido para la lipasa de §.
coelicolor. En ambos casos, el sitio
correspondiente a la superficie del sitio activo

se encuentra en la parte superior de la molécula.
Las zonas con cargas negativas se encuentran en
rojo, mientras que las zonas con carga positiva se

encuentran coloreadas en azul.
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VIIL. DISCUSION GENERAL

En estudios previos se observé que varias especies de Streptomyces presentaban
secuencias cromosomales de fuerte homologia con el gen lip4 de S. exfoliatus M11, que
codifica para una lipasa extracetular. Esto nos llevé a la clonacién de dicha region de la
cepa modelo S. coelicolor A3(2), en la cual no se habia detectado hasta ahora actividad
lipoliticé. La caracterizacién de esta enzima se hizo mds importante a partir de que se
sugirid que los triacilgliceroles (TAG), que son sintetizados y almacenados en S. coelicolor
podrian ser utilizados durante la diferenciacion.como fuentes de carbono para el
metabolismo secundario; el inicio en la produccién de actinorrodina coincide
temporalmente con el abatimiento de la glucosa presente en el medio de cultivo, e
importantemente cuando se detecta un descenso en los niveles de TAG. Estas son las
unicas bacterias conocidas en donde existe acumulacion de este tipo de lipidos neutros, los
cuales son el substrato natural de las lipasas.

Logramos clonar la regiéon de S. coelicolor homologa al gen lipA de S. exfoliatus
M11, el cual esta presente en un fragmento de 6.293 kb que incluye otros tres genes, uno de
ellos incompleto y divergente con respecto a los otros. Asi, el gen lipA de S. coelicolor
codifica para una lipasa extracelular que tiene alta homologia con las lipasas de S.
exfoliatus y S. albus G, forman una familia de lipasas altamente conservada y distribuida en
este género bacteriano, constituyen la familia II de lipasas bacterianas de acuerdo a la
clasificacion de Jaeger et al.[155]. Los péptidos sefiales de las lipasas de Streptomyces estan
constituidos por los primeros 42 residuos; de acuerdo a von Heijne [199], estas estructuras

estan formadas por una region en el extremo amino de residuos cargados positivamente,
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seguidos por una larga regién de residuos hidrofobicos, y terminando con una porcién
carboxilo de residuos polares. En esta ltima region se localiza el sitio de reconocimiento
de corte por una peptidasa sefial periplasmatica, y que esta caracterizado por la secuencia
Ala-X-Ala localizada en las posiciones -3 y -l_ con respecto al primer residuo de la forma
madura de Ia proteina. Tanto la sgcuencia sefial de secrecidn como el sitio de procesamiento
de las lipasas de Streptomyces cumplen con las condiciones mencionadas, si bien las
caracteristicas de la secuencia sefial de S. exfoliatus se acerca mas a la descripcion consenso
de estas regiones, lo cual permite que sea referido como un péptido sefial “fuerte”. Es
importante resaltar el hecho de que los péptidos sefiales de S. albus Gy S. coelicolor son
mas parecidos entre si que con respecto al péptido sefial de S. exfoliatus, sin embargo, el
que los péptidos sefiales de S. coelicolor y S. albus G no sean aparentemente muy “fuertes”
no significa que no sean igualmente eficaces en su funcién, las diferencias entre ellos solo
refleja las caracteristicas propias de cada enzima en relacién a la fisiologia de la cepa
pertinente, lo cual a su vez explicaria las diferencias en cuanto al grado de actividad
exhibida por cada especie silvestre.

Hacia abajo del gen /ipA se localiza en la misma orientacion el gen lipR, el cual
codifica para una proteina de 941 aa que presenta alta homologia con el activador
transcripcional del gen de la lipasa de S. exfoliatus y con el gen localizado también hacia
abajo del gen lip4 de S. albus G. La regién de mayor homologia entre estas tres proteinas
esta en el extremo carboxilo, donde existe un claro dominio de unién al DNA. Los genes
lipA y lipR de S. coelicolor constituyen un operdn y son expresados a partir de la etapa
estacionaria del crecimiento; en S. exfoliatus los genes lipA y lipR se transcriben

independientemente, y a esto se suma el hecho de que, a diferencia del activador
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transcripcional LipR de S. exfoliatus, no existe ningun codon TTA en el gen lipR de S.
coelicolor, lo cual hace su traduccién bid4 independiente, lo cual indica que la regulacion
de la expresion de estos genes es diferente entre estas especies. De esta manera, los
productos de los tres genes /ipR son miembros de una nueva subfamilia de reguladores
transcripcionales pertenecientes a la superfamilia de reguladores UhpA/LuxR como se
discute en el trabajo presentado anteriormente (articulo).

Se ha investigado el efecto de una gran variedad de condiciones ambientales en la
produccion de lipasas bacterianas y de hongos, sin embargo tales investigaciones han sido
realizadas con el propdsito de mejorar la produccion de estas enzimas, sin buscar mucho
qué mecanismos genéticos y fisiolégicos afectan la formacion y secrecion de estas
proteinas. De igual manera, a pesar de que en los Gltimos afios se ha incrementado
significativamente la cantidad de genes de lipasa clonados, se han realizado pocos estudios
sobre la regulacion de éstos. A pesar de la alta homologia presente entre las lipasas de
Streptomyces, existen importantes diferencias en la expresion de sus genes, detectada a
partir de la clonacién de los genes estructurales y activadores en el mismo plasmido
multicopia y expresados en la misma cepa receptora. De esta manera tenemos que, aun
cuando ambas proteinas son expresadas de manera dependiente de la fase del crecimiento y
que necesitan al producto del gen /ipR, la cinética de produccion de la enzima detectada en
sobrenadantes de cultivos en LB-sacarosa es diferente. Asi, en tanto que la actividad de la
lipasa de S. exfoliatus se incrementa con el tiempo hasta alcanzar un nivel constante, la
lipasa de S. coelicolor alcanza un méximo de actividad (48-60 horas) y posteriormente
decae. Por otra parte, ia actividad de lipasa extracelular de S. coelicolor parece ser

dependiente del tipo de medio de cultivo empleado, ya que observamos un patrén de
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actividad diferente usando la misma cepa con el mismo pldsmido en medio R2,
detectandose también actividad a partir de la fase estacionaria, pero esta actividad aumenta
gradualmente, sin que decaiga o alcance un nivel constante durante los mismos tiempos de
cultivo; en este medio de cultivo el aumento en la actividad volumétrica de la lipasa es mas
pronunciado. Este comportamiento puede atribuirse (i} a que cese la transcripcion del
operdn lipAR, o bien a que las condiciones de cultivo causen inestabilidad del mensajero;
(i1} que su secrecion esté afectada o bien (iii) que la proteina sea inestable. En relacion a la
primera posibilidad, los resultados con la fusion tipA4-lipA demostraron que en el fragmento
clonado se encuentran todos los elementos genéticos necesarios para la expresién y
secrecién de la lipasa, y hemos detectado transcripcion del gen /ip4 en tiempos de cultivo
en los cuales la actividad empieza a decaer (66 horas), y alin cuando la transcripcion se
detuviera totalmente o los mensajeros fueran inestables, la curva de actividad no tendria que
bajar sino mantenerse al menos en un nivel constante ya que la proteina producida sigue
presente, a menos que ocurra alguna de las otras posibilidades, es decir que la proteina deje
de ser secretada 6 esté afectada. estructuralmente de tal manera que ya no funcione. Al
analizar las mismas muestras de extracto crudo usadas para cuantificar la actividad
lipolitica por Western blot, la proteina se detecta a todo lo largo de la curva de crecimiento
sin indicios de degradacion, e incluso se nota una notable acumulacién de la proteina én las
muestras correspondientes a los tltimos tiempos de incubacién, lo que indicaria que su
secrecion tampoco esté afectada en ninguno de los medios de cultivo empleados. Estas
observaciones sugieren que los componentes liberados durante el crecimiento en LB o R2
afectan la actividad de la lipasa extracelular, més que estar regulando su expresion y

secrecion. Esto nos lleva a considerar la posible existencia de factores extrinsecos y/o
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intrinsecos a la proteina necesarios para su funcién. En cuanto a los factores extrinsecos, la
gradual pérdida de la actividad enzimatica la podriamos asociar a la titulacion de algin
componente adicional (que actuara positivamente sobre la actividad de la lipasa), debido a
la sobre-expresion de la lipasa dada por el plasmido multicopia, esto explicaria la deteccién
de la proteina intacta (revelado por western blot), pero no activa. Lo anterior queda
descartado puesto que la proteina pura es activa. Por otro lado, puede ser que en LB aigin
metabolito de degradacién reprima la actividad de la lipasa. Se sabe que los metabolitos
producidos bajos ciertas condiciones de cultivo pueden estar regulando negativamente la
actividad de lipasa extracelular; asi, la produccion de la lipasa de Pseudomonas aeruginosa
es reprimida por 4cidos grasos de cadena larga, y en el caso de Acinetobacter calcoaceticus
se reprime la produccion de la enzima por la presencia de productos de degradacion del
hexadecano [180], en estos casos se propone que la represion de la transcripcion de los
genes lipA correspondientes se da a través de un regulador al que se unen los acidos grasos.
En el caso de las lipasas de Strepfomyces no se afecta la expresion de los genes, y los
resultados presentados apuntan mas a que la lipasa extracelular se encuentra inactiva en el
sobrenadante. En cuanto a lo que ocurre en medio R2, tal vez estos metabolitos secundarios
no se produzcan o no alcancen un nivel critico para afectar la actividad de la lipasa, a lo
cual se puede sumar la sobreproduccion de la enzima, y todo esto en conjunto podria
explicar la presencia de los altos niveles de actividad observados. Estas diferencias
observadas en la actividad enzimdtica las podemos considerar desde otro punto de vista.
Asi, los cambios en las condiciones fisicoquimicas que se dan durante la incubacidn en el
medio de cultivo podrian estar provocando cambios en la estabilidad de la proteina; la

inestabilidad resultante puede originarse a través de cambios en los residuos de la superficie
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de la proteina, los que a su vez pueden provocar que otros residuos, incluso regiones
completas, que normalmente no son expuestas lo sean ahora, convirtiéndose asi en blancos
accesibles. Si los residuos afectados estan involucrados en la estabilizacion estructural y/o
funcidn, entonces la proteina es propensa a la degradacion e inactivacion enzimdtica. Uno
de los principales factores que afectan la estabilidad y funcién de las enzimas es el pH, que
es quien determina las interacciones 16nicas de las proteinas; los mecanismos responsables
de los efectos causados por cambios en €l, pueden variar dependiendo de las
particularidades de cada enzima y las condiciones ambientales especificas. Cuando se dan
cambios de pH las interacciones electrostaticas son las principaimente afectadas, lo cual
provoca una tendencia a la desnaturalizacion, y esto a su vez hace que los residuos no
ionizados que estan localizados en el interior de la proteina puedan ser ahora ionizables;
los cambios conformacionales que esto ocasiona pueden llevar a la degradacion de la
proteina. Finalmente, los pH extremos 0 no adrecuados pueden iniciar reacciones quimicas
que alteren los residuos presentes de tal manera que provoquen inactivacion irreversible y
degradacion.

En.lo que concierne a la lipasa parcialmente pura de S. coelicolor, observamos que
pierde su actividad rapidamente y experimenta un alto grado de degradacién cuando se
almacena por cortos periodos de tiempo a 4°C; esto en contraste a lo observado con la
lipasa de S. exfoliatus que es altamente estable ya que mantiene su actividad, tanto en los
extractos crudos como en su forma totalmente pura, por largos periodos de tiempo (meses).
La perdida de actividad enzimatica y la protedlisis in vitro de enzimas durante su manejo
y/o almacenaje se da frecuentemente, y es causada por la hidrdlisis de enlaces peptidicos

naturalmente expuestos ¢ que son accesibles como consecuencia de cambios en las




condiciones de manejo y almacenaje. Durante el proceso de congelamiento usado
generalmente para almacenar muestras proteicas, los solutos presentes (las sales y las
moléculas proteicas) son concentrados conforme se cristalizan las moléculas de agua, lo
cual provoca cambios dramaticos en el pH y en la fuerza iénica de! micro-ambiente de la
enzinﬁa, todo lo cual provoca alteraciones en la proteina. El grado de alteracién puede ir
desde cambios conformacionales menores hasta la inactivacion irreversible de la proteina
dependiendo de las condiciones de incubacidn y/o almacenaje. Por ejemplo, un cambio en
el pH puede causar la ionizacion de un grupo catalitico esencial que puede resultar en
inactivacion sin que se de un cambio severo en la estructura (en este caso, el reajuste del
pH restaura la actividad). Ain cuando hasta el momento no conocemos sus respectivos
papeles fisiologicos. es importante no dejar de considerar que las diferencias de regulacion
y estabilidad observadas entre las lipasas de Streptomyces obedecen finalmente a sus
respectivas funciones especificas.

Aqui es pertinente mencionar que las lipasas no son las Unicas proteinas de este
género que a pesar de realizar 1a misma funcién general y exhibir alta homologia entre si,
presentan caracteristicas propias muy particulares en su fisiologia y regulacion. Asi
tenemos entonces que la mayoria de las lipasas y las esterasas tienen un mecanismo de
catalisis igual al de las serina proteasas, con una triada catalitica formada por una serina
nucleofilica que actia en conjunto con un aspartato y una histidina. Se han clonado y
caracterizado dos esterasas de Streptomyces, una de la especie fitopatégena S. scabies cuya
forma madura es de 306 aminoacidos, y la de S. diastatochromogenes compuesta de 290
aminoécidos; estas e.nzimas presentan una homologia del 31.4% entre si y no se parecen a

las lipasas de Streptomyces. Las dos esterasas son resistentes a temperaturas mayores a




60°C y presentan propiedades bioquimicas muy similares. Ninguna de estas dos esterasas
presentan el pentapéptido conservado Gly-X-Ser-X-Gly donde se localiza la serina de la
triada catalitica. Para el caso de la esterasa de S. diastatochromogenes parece que la serina
localizada en la secuencia G-D-Ser-Y-T corresponde a el residuo nucleofilico. El patron de
expresion de estas enzimas es muy diferente, ya que mientras en S. diastatochromogenes la
csterasa se secreta durante la fase exponencial y alcanza un maximo en la fase estacionaria,
la esteras;a de S. scabies es secretada durante la fase tardia de la fase exponencial y la fase
temprana de la fase estacionaria. El promotor del gen estA4 de S. scabies se parece al
promotor dagAp3 de S. coelicolor que es reconocido por la Ec* y su transcripcidn requiere
la presencia de zinc; el promotor del gen de la esterasa de S. diastatochromogenes se parece
a los promotores reconocidos por Ec™ y su transcripcion no es afectada por el zinc [196-
198]. La esterasa de S. scabies se cristalizé rectentemente, encontrandose que la estructura
tridimensional de esta enzima es muy diferente del plegado consenso o/ de las hidrolasas
conocidas; su sitio catalitico esta formado por solo dos residuos, la Seri4 y la His283; y su
estructura tridimensional es estabilizada por la presencia de tres enlaces disulfuro, y cuando
los residuos de cisteina que contribuyen a su formacion son mutados, se altera la estructura
conformacional de la enzima, lo que provoca que su secrecion sea defectuosa y se induzca
degradacién proteolitica. Dado que los residuos del sitio activo y las seis cisteinas estdn
conservados en S. diastatochromogenes, se sugiere que ambas esterasas son hidrolasas con
un plegado tridimensional inusual. De esta manera, ademas de las caracteristicas genéticas
y fisioldgicas particulares de Streptomyces, se deben agregar las caracteristicas tan

singulares de las lipasas (ausencia de una tapa cubriendo al sitio activo y la presencia de la
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cavidad oxianionica preformada), y esterasas (sin el plegado /B consenso) como un rasgo
distintivo del género.

Eh cuanto a la identidad de la(s) proteina(s) responsable(s) de la actividad adicional
de esterasa que detectamos en S. coelicolor A3(2), en la secuencia de su cromosoma se han
identificados homélogos a las lipasas caracterizadas de otras especies de Streptomyces
(Sommer P., comunicacién personal), lo cual es un claro indicio de que puede coexistir mas
de una lipasa en estas bacterias. Esto hace mas importante ahondar en el estudio de la
regulacién de estas enzimas a fin de poder determinar su intervencion en la fisiologia del
metabolismo secundario.

Los resultados obtenidos con respecto a la configuracién espacial y los residuos
criticos para la estructura y funcion de las lipasas de Streptomyces, apoyan la observacion
acerca de que la estructura de las hidrolasas presenta un dominio central conservado y una
periferia divergente. Aparentemente de manera general para las lipasas, la presencia de la
estructura helicoidal (tapa) cubriendo al sitio activo es una de las estructuras periféricas que
regulan la actividad de estas hidrolasas, sin embargo las lipasas de Streptomyces no
presentan esta estructura, lo cual indica que la regulacion de su actividad debe ser diferente
a lo observado en las lipasas de otros grupos bacterianos. El hecho de que esta tapa no
exista en estas enzimas lipoliticas hace posible pensar que el sitio activo sea un blanco
susceptible no solo a los cambios fisicoquimicos que se dan durante la incubacidon o en el
ambiente circundante, sino ademas puede ser un punto facil de inhibicién por la unidén de
aléﬁn metabolito presente en €l medio de cultivo, sea éste un producto de degradacién o no.
Por otro lado, ya que las principales diferencias observadas entre las lipasas de S. exfoliatus

y S. coelicolor se dan principalmente en la identidad de los residuos localizados en la parte

134




externa de las proteinas, es probable que las caracteristicas fisicoquimicas de estos residuos

hagan a la lipasa de S. coelicolor méas propensa a la degradacion proteolitica. La presencia
en la periferia de los residuos de cisteina indican que probablemente no tengan un papel
relevante en la estabilidad de las lipasas, ya que los enlaces disulfuro involucrados
directamente en la estabilizacion de la conformacion enzimaticamente activa de una
proteina no se encuentran expuestas a la superficie, ya que esto los haria blanco facil de
agentes desnaturalizantes. Existen diferencias importantes en el potencial electrostatico de
las lipasas, encontrandose que en la lipasa de S. coelicolor predominan las zonas cargadas
negativamente, en tanto que en la lipasa de S. exfoliatus predominan las zonas cargadas

positivamentte. Esta distribucidn no azarosa de los residuos explicaria las diferencias

observadas en las caracteristicas fisicoquimicas de las lipasas (su unién o no a columnas de

intercambio i6nico como la carboximetil celulosa); asi como su mayor inestabilidad bajo
las mismas condiciones de cultivo y almacenaje. También es posible que los residuos

externos presenten algin tipo de interaccion con moléculas presentes en el medio, o bien

que sean necesarias ciertas condiciones de cultivo a fin de que se puedan formar estructuras

secundarias relevantes a fin de mantener la integridad de la enzima, esto podria explicar por

que la proteina altamente purificada sea mucho mas inestable y se degrada mas
rapidamente.

Un acercamiento al papel biolégico de la lipasa identificada fue posible gracias a la
obtencion de una cepa mutante donde el operdn /ipAR se interrumpi6 de tal manera que no
hay produccién de ninguna de las dos proteinas, lo cual elimina la actividad lipolitica
especifica por lipA. El crecimiento de ambas cepas no se ve alterada, y los niveles de

antibidtico producido son diferentes. Asi, la cepa mutada rinde, en relacion a la cepa
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silvestre, aproximadamente la mitad de actinorrodina, un antibiético derivado de acetato,
en condiciones de crecimiento que permiten la acumulacion de TAG. La biosintesis de este
antibidtico es a partir de acetil-CoA, que funciona tanto como unidad de inicio (acetil-
CoA), como de unidad de extension (malonil-CoA). Estas moléculas son obtenidas
principalmente a partir de la degradacion de acidos grasos, los cuales a su vez son el
producto de la hidrélisis de los TAG. La sintesis y almacenamiento de estos lipidos es una
tmportante y distintiva caracteristica del género Streptomyces, en donde se detectan una vez
que la glucosa ha sido consumida del medio, coincidiendo con la diferenciacion
morfoldgica y el inicio del metabolismo secundario. Esta disminucion en la produccidn de
actinorrodina es un fenémeno estable ya que siempre se da en la misma proporcién, un
medio de la produccién normal, independientemente de las muestras usadas, del tamario del
inoculo inicial, o el tiempo de almacenaje de las esporas usadas, ain cuando los niveles de
cada ensayo son diferentes ( lo cual podemos atribuir a la variabilidad biolégica normal que
se preseﬁta en todos los sistemas de experimentacion in vivo). Los resultados obtenidos con
la cepa mutante donde el operdn /ipAR ha sido interrumpido, indican que la lipasa
identificada interviene en la produccion de actinorrodina, haciendo disponibles unidades de
carbono necesarias para su biosintesis; en la misma cepa mutante se detecta ademas una
actividad de esterasa, la cual, si bien es muy baja, parece ser lo suficientemente importante
como para que la produccién de actinorrodina no sea totalmente nula, ademas de que otros
procesos metabodlicos pueden contribuir al aporte de unidades de acetil-CoA. Asi, este
trabajo es €l primero en demostrar una clara relacion entre la presencia de enzimas
lipoliticas y la funcion de los TAG como fuentes de carbono para el metabolismo

secundario.




Se construy¢ un modelo de la estructura tridimensional de la lipasa de S. coelicolor
tomando como referencia la de S. exfoliatus [193], asumiendo que las partes conservadas de
la secuencia de aminoacidos de diferentes lipasas representan elementos estructurales
conservados. Nuestro modelo estructural de S. coelicolor corresponde perfectamente al
arregio a/f de las hidrolasas identificado para las enzimas lipoliticas. Basado en ésto y la
alta homologia presente en la secuencia de aminoacidos de las lipasas de Streptomyces,
pudimos identificar la posicion y conformacion de la triada catalitica, los residuos que
forman parte de la cavidad oxianionica, y los residuos presentes en la region de union del
acilo del substrato.

Una inusual ¢ interesante caracteristica de la estructura de las lipasas es el hecho de
que el sitio activo esta dentro de la proteina cubierto por una estructura que funciona como
una tapa, formada por una o dos hélices . La interaccién de esta tapa con el substrato
hidrofébico es la responsable de la activacion interfasica, 1a cual estd representada por un
marcado incremento en la actividad enzimdtica en presencia de una interfase lipido-agua.
Este hecho llevé a proponer la hipdtesis de que las verdaderas lipasas sufren un cambio
conformacional en respuesta a su adsorcion a una interfase lipido-agua. La rotacién de la
tapa permite que el sitio activo quede expuesto y libre para reaccionar con el substrato. Esta
hipétesis fue confirmada por los estudios de cristalografia de rayos X con las lipasa de R.
michei y-la lipasa pancreatica humana. Este cambio conformacional de la proteina parece
estar asociado con otro movimiento involucrado en formacic’)n' de la cavidad oxianiénica.
Otro resultado del cambio conformacional es el incremento de la superficie hidrofobica de
la enzima, lo cual esta involucrado en el reconocimiento de la superficie lipidica. El tamafio

de esta tapa es muy variable, en la lipasa humana es de 25 residuos {140}, la de R. miehei es
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de 7 residuos [137], la de P. glumae de 13 residuos [152], y las de mayor tamaiio
corresponden a las de P. geruginosa cuya cepa TE3285 tiene una tapa de 33 residuos, las
cepas M1233, DSM3959 y KWI-56 es de 55 residuos y en [IFO-12049 es 39 [195]. Un
resultado sorprendente e importante lo constituye el hecho de que las lipasas de S.
exfoliatus y S. coelicolor no presentan una estructura helicoidal cubriendo al sitio activo,
lo cual irhplicaria que su actividad enzimatica no requiere de activacion interfasica. Con
respecto a esto, un hecho sumamente interesante e importante es que en las lipasas
pancredtica del cerdo, y la de B. subtilis, ademas de la cutinasa de F. solani [146, 155],y la
de P. glumae se ha comprobado que no presentan activacion interfasica, lo cual se atribuye
a que tampoco presentan la tapa que cubre al sitio activo. Sin embargo, la lipasa de P.
glumae si contiene una tapa, lo cual indicaria que.la presencia de esta estructura no esta
necesariamente asociada con la activacién interfésica, lo cual entonces no deja claro cual
seria su funcién, proponiéndose que en este caso la tapa podria estar funcionando solamente
como un mecanismo para inhibir la actividad enzimatica, es decir, como una estructura de
autoproteccion. En base a esto, y lo ;)bservado con las lipasas de Streptomyces, se hace
necesario ampliar el nimero de lipasas con estructuras cristalizadas y realizar estudios de
actividad lipolitica mas precisos a fin de decidir si la definicién de una lipasa verdadera
debe ser cambiada con respecto a la propiedad de la activacién interfasica, y por lo tanto la
presencia de una tapa que cubra al sitio activo, como caracteristicas preponderantes de las
lipasas en general, o bien si corresponden solo a ciertas familias de enzimas hidroliticas.

La identidad en el-tipo de aminodcido y en la posicién que ocupan los residuos de la
cavidad oxiani6énica de S. coelicolor hacen posible asumir que, al igual que en S. exfoliatus,

esta estructura esté preformada, a diferencia de lo que se observa en otras lipasas donde esta




cavidad, que ayuda a la formacién del intermediario catalico tetraédrico, se forma como
consecuencia del cambio conformacional que sufre la enzima en respuesta a la presencia de
una interfase lipido-agua (activacion interfasica). St la rotacion de la tapa , en respuesta a la
activacion interfasica, es un requerimiento estrictamente necesario para la formacién de la
cavidad oxianiénica, entonces la falta de esta estructura tendria un efecto dréstico sobre la
actividad enzimatica. Ya que las lipasas de Streptomyces carecen de estd tapa, entonces la
presencia e integridad de la cavidad oxianionica debe asegurarse de tal modo que no se vea
comprometida su capacidad enzimatica, es decir, debe ser independiente de la presencia o
ausencia de la tapa, y la forma mas facil de lograr esto seria precisamente que dicha region
exista como una estructura ya formada. Obviamente es necesario realizar estudios mas
precisos sobre su actividad y el tipo de interacciones que se dan entre las diferentes regiones
de la lipasa involucradas en ¢lla a fin de poder contestar lo anterior, El conocimiento de la
estructura primaria de S. coelicolor y su estructura secundaria deducida puede proveer una

base firme para el disefio de futuros experimentos con esta enzima.




VIII. CONCLUSIONES

* Clonacidn y caracteristicas moleculares del operdn lipAR de 8. coelicolor A3(2).

* La cepa modelo S. coelicolor A3(2) si posee actividad lipolitica, ademés de
actividad de esterasa, si bien ambas son extremadamente bajas.

* El operén lipAR de S. coelicolor A3(2) codifica para una lipasa extracelular
(LipA) y para un activador transcripcional (LipR).

* La expresion del gen /ip4 depende de la presencia del. activador LipR.

* El activador transcripcional es de 941 aminoacidos y presenta un claro
dominio de unién a DNA en su extremo carboxilo terminal.

* Todos los requerimientos genéticos necesarios para la expresion y secrecion
de la lipasa estan contenidos en el fragmento de 6.2 kb clonado.

* Las lipasas de Streptomyces constituyen una nueva familia de enzimas
hidroliticas.

* El activador transcripcional del gene de la lipasa de S. coelicolor A3(2)
pertenece a un nuevo grupo de reguladores transcripcionales.

* Las lipasas de Streptomyces no presentan homologia con las esterasas

conocidas del mismo genero.
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* Regulacién de la expresién, secrecion y actividad de la lipasa.

* La lipasa de S. coelicolor A3(2) es expresada y secretada de una manera fase
dependiente, coincidiendo temporalmente con la produccion de la
actinorrodina, detectandose solo durante el crecimiento estacionario

* En S coelicolor A3(2) no existe dependencia de la expresion del gen lipA4
mediada por el gen bldA, a diferencia de lo observado con la lipasa de S.
exfoliatus.

* La lipasa de S. coelicelor es muy inestable y este factor podria estar
influyendo en los patrones de actividad observados en los diferentes medios
de cultivo empleados.

* La lipasa de S. coelicolor presenta un potencial electrostatico de superficie
predominantemente negativo, en contraste al de la lipasa de S. exfoliatus que
es positivo.

» Influencia del operén /ipAR en la produccion de actinorrodina.

* La lipasa identificada est4 involucrada en la produccion de actinorrodina,
pero aparentemente no es la unica enzima hidrolitica involucrada en el aporte
de unidades de acetil-CoA para el metabolismo secundario.

e La prediccién de la estructura tridimensional de Ia lipasa de S. coelicolor indica
que:

* La lipasa de S. coelicolor tiene la misma triada catalitica presente en las
lipasas conocidas, y los tres residuos aparecen en el mismo orden en la
secuencia nucleotidica, tal como en la secuencias de otras enzimas

lipoliticas.
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* El sitio activo de las lipasas de Strepromyces se localiza en la parte externa
de la proteina y no esta cubierto por ninguna estructura, a diferencia de lo
observado en otras lipasas bacterianas.

* La cavidad oxianionica de las lipasas de Streptomyces parece ser una
estructura preformada.

* La region de unién del componente acilo del substrato de las lipasas de

Streptomyces esta conservado en relacidn al de otras lipasas.

En base a estas observaciones, podemos decir que este trabajo nos ha permitido
avanzar en el conocimiento y caracterizacion de la cepa modelo Streptomyces coelicolor
A3(2), ya que hemos podido demostrar que, a pesar de que hasta el momento era
considerada una cepa no lipolitica, si posee esta actividad enzimatica ademas de la
actividad de esterasa. La identificacion y caracterizacion del operdn lipAR constituye un
importante avance en el conocimiento genético y molecular de los estreptomicetos. Las
caracteristicas de la regulacion de la expresion y secrecion de esta lipasa extracelular, asi
como los estudios futuros sobre este tema, nos permitird conocer mas sobre la fisiologia de
esta bacteria. El uso de la cepa modelo nos permitio ademas establecer una linea de unién
entre el metabolismo primafio y secundario, ya que pudimos establecer la existencia de una
relacion entre la acumulacién de TAG y la produccion de la actinorrodina. Tal vez uno de
los resultados mas sorprendentes de este trabajo o constituye el hecho de que la produccién
de la actinorrodina no se inhibe completamente cuando la lipasa extracelular esta ausente,
lo cual seguramente se deba a que este antibidtico le sea esencial a la bacteria, y por lo tanto

asegura su produccion a través de diferentes vias metabolicas. Si bien [os resultados
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actuales no nos permiten proponer un modelo de cémo se da la relacion entre la lipasa y la
actinorrodina, si constituyen un importante avance en el tema de las regulaciones
especificas y pleiotrdpicas que existen en la produccion de antibidticos en esta bacteria. La
existencia de esta nueva lipasa ofrece una alternativa biotecnologica en la produccion y
aplicacion de este tipo de enzimas. Actualmente se profundiza en el estudio de la regulacion
de la expresidn y secrecion de la lipasa, para lo cual se trata de sobreproducir y purificar la
proteina activadora de la transcripcion (LipR), y por otro lado se trabaja en la fusion de la

region promotora del gen /ip4 a un gen reportero.
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