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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 señales no del todo conocidas, sufre una diferenciación 

morfológica y fisiológica. La diferenciación morfológica involucra la formación 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 diferenciación morfológica, y su extraordinaria habilidad para producir 

antibióticos y numerosas enzimas extracelulares de gran aplicación en la medicina y la 

industria. La mayoría de las investigaciones sobre la regulación metabólica se ha centrado 

en la regulación de síntesis de antibióticos, en tanto que la regulación de las fuentes de 

carbono para el metabolismo secundario ha recibido poca atención. El estudio de los 

factores que influyen en la síntesis del antibiótico actinorrodina de Streptomyces coelicolor 

está facilitado por su fenotipo coloreado, lo cual permite una simple y rápida inspección 

visual. 

En este trabajo reportarnos la clonación y caracterización del operón lipAR de S. 

coelicolor A3(2), el cual está contenido en un fragmento NotI-MluI de 6293 kb que incluye 

a otros dos genes. El gen lipA codifica para una lipasa extracelular de 29 kDa y su 

expresión es dependiente de la fase del crecimiento de la bacteria. La proteína codificada 

por lipR es un activador transcripcional requerido para la expresión de lipA, con quien está 

acoplado transcripcionalmente. Cuando células que contienen al operón lipAR completo, 



clonado en un plásmido múlticopia, se cultivan en medio LB líquido, se detecta una 

actividad lipolítica máxima durante el inicio de la fase estacionaria, la cual decae 

progresivamente. Cuando las mismas células son cultivadas en medio R2, la actividad 

¡ipolítica se detecta también a partir de la fase estacionaria y no decae. En ambos tipos de 

medio de cultivo no hay secreción de lipasa ni actividad lipolítica cuando el gen lipR está 

ausente. Cuando el gen lipA está bajo el control transcripcional y traduccional del promotor 

del gen lipA, el cual es inducible por tioestreptona, se detecta actividad lipolítica durante la 

fase exponencial temprana, justo cuando se da la inducción por el antibiótico. A fin de 

evaluar si el operón lipAR influye en la síntesis de la actinorrodina, un antibiótico 

policétido, se obtuvo una cepa de S. coelicolor con el operón cromosomal interrumpido; la 

producción de la actinorrodina de esta mutante está disminuida en relación a la cepa 

silvestre. Así, la lipasa extracelular clonada influye en la biosíntesis este antibiótico 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 Slreplomyces 

exfolialus Mil, Y tomando en cuenta que presenta una alta homología en su estructura 

primaria con la lipasa de S. coelicolor, se realizó un modelo de la topología y estructura de 

esta última, encontrándose que presentan características compartidas muy particulares, las 

que las distingue como una nueva familia de lipasas bacteriales. 

2 



la. ABSTRACT 

In this work we report the cloning and characterization of lhe lipAR operon from S. 

coelicolor A(2), which is contained in a 6.293 kb Notl-MIuI fragment that included other 

two genes. Gene lipA encodes for a extracelIuIar lipase of >30 kDa that is expressed in a 

growth phase depend-manner, and that required lhe presence of lhe contiguous gene lipR, 

which is transcriptional coupled wilh lipA. The protein encodes by lipR has characteristics 

of a transcriptional activator. When celIs 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 medium there was not neither lipases secretion nor lipolytic activity when the 

lipA gene and their promoter was subcloned alone in the sarne vector. When the lipA gene 

was under the transcriptional and translational control of the thio-inducible tipA promoter, 

lipolyticactivity 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 lipAR operon influenced the 

actinorhodin biosynthesis, we obtained a clone of S. coelicolor with the chromosomal genes 

disrupted by the insertion of the tsr 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 extracelIular lipase cloned 

regulate the actinorhodin biosynthesis through the supplied of units of carbons from T AG. 

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

3 



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

differences were in lhe exposed part of the structure. 

4 



11. INTRODUCCION 

PRINCIPALES CARACTERISTlCAS DE LA DIFERENCIACIÓN 

MORFOLÓGICA 

El ciclo de vida de Streptomyces comienza con la germinación de las esporas, en 

cada una de las cuales se desarrolla uno o más tubos germinales que dan lugar a las hifas 

altamente ramificadas que constituyen al micelio vegetativo (Fig. 1). Este micelio 

vegetativo está firmemente adherido al substrato[I-3]. La división celular ocurre muy 

raramente en este micelio cuyas hifas contienen varias copias del cromosoma (micelio 

sincicial). Durante esta fase se da un rápido crecimiento celular caracterizado por un 

metabolismo de asimilación [4]. Pocas horas después de la germinaci6n la colonia empieza 

a transformarse, dando lugar a la formaci6n del micelio aéreo (Fig. 1) que está constituido 

por nuevas hifas que se desarrollan a expensas del micelio vegetativo y que emergen del 

substrato. En esta fase se da una intensa divisi6n celular en las hifas aéreas, en donde se 

forman septos uniformemente espaciados, lo cual da como resultado la formaci6n de 

cadenas de esporas. Las esporas son uninucleadas y de un color gris característico y 

altamente resistentes a la desecaci6n. Durante esta fase de diferenciaci6n morfol6gica se da 

también la diferenciaci6nfisiol6gica o metabolismo secundario, produciendose una 

extraordinaria gama de antibi6ticos, enzimas extracelulares, herbicidas, agente tumorales y 

varias moléculas más de gran uso en la industria. La asociaci6n temporal entre la formaci6n 

del micelio aéreo y la producci6n de antibi6ticos no parece ser casual ya que se han 

identificado mecanismos de control genético para ambos procesos que presentan 

interconecci6n [1-4]. 

5 



Durante el ciclo de vida se distingue una fase de transición que corresponde al 

período durante el cual el micelio vegetativo es lisado para obtener nutrientes que son 

usados para construir el micelio aéreo y las esporas [4]. Durante esta fase de transición cesa 

momentáneamente el crecimiento de la colonia y se da una importante disminución en las 

síntesis de ácidos nucleicos y proteínas, las cuales se incrementan nuevamente al inicio de 

la diferenciación morfológica sin que se note una importante depleción 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 formación 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 podría generar cierta tensión (stress) que puede ser tomada como 

una señal para iniciar la formación del micelio aéreo [4]. Durante esta fase de transición 

estos organismos son altamente vulnerables a la competencia con otros microorganismos 

presentes en su entorno biológico. Esta vulnerabilidad, actuando como una presión de 

selección, les pudo llevar a desarrollar su alta capacidad de producción de antibióticos y 

enzimas extracelulares, muchos de los cuales inhiben específicamente diversas bacterias y 

hongos. Conforme la colonia va creciendo se empiezan a detectar diversos compuestos de 

almacenamiento y diversos metabolitos secundarios en las partes más alejadas de los 

ápices. [5]. Estas partes de la colonia crecen más lentamente ya sea por limitación de los 

, 
nutrientes o porque las condiciones del medio inhiben el crecimiento. La formación del 

micelio aéreo se da después de un corto período de síntesis macromolecular y parece 

involucrar el reuso del material asimilado por el micelio vegetativo [4]. En Streptomyces 

griseus se ha observado que una disminución en la poza intracelular de GTP y una . 

acumulación del ppGpp se asocian con el inicio de la diferenciación morfológica [6]. 
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Las hifas de ambos micelios son estructural y fisiológicamente diferentes; las del 

micelio vegetativo son cenocíticas con septos infrecuentes, que cuando se forman se 

localizan en la parte más vieja del micelio, y las hifas aéreas se originan como 

ramificaciones de las hifas del substrato presumiblemente por depleción nutricional [1-3]. 

Dada la similitud con el tipo de crecimiento que presentan los hongos filamentosos se 

sugirió que las hifas de los Streptomyces crecerían también por extensión ápical, es decir, 

por la depositación de los polímeros que constituyen la pared celular en la parte más 

puntual de la hifa. Se comprobó con S. coelicolor A3(2) que efectivamente el crecimiento 

se da principalmente por la extensión de la pared celular de los ápices de las hifas [7]. La 

pared celular está formada por péptidoglucano (mureína) que es un polímero constituido 

por cadenas polisacáridas paralelas unidas covalentemente por medio de cadenas peptídicas 

transversales. La unidad básica es una disacárido constituido por N-acetil-D-glucosamina y 

ácido N-acetilmurámico con enlaces 13(1-4), y al resto carboxilo de este último se unen 

cadenas laterales tetrapeptídicas, cada una de las cuales contiene L-alanina, D-alanina, 

ácido D-glutámico o D-glutamina. El péptidoglucano forma una estructura covalente 

contínua alrededor de la célula [8]. Aún cuando no se conoce a detalle el mecanismo de 

incorporación del nuevo material de la pared celular, se sabe que en este género bacteriano 

no existe recambio del peptidoglucano y que la elongación se da conforme se va 

depositando el material recién sintetizado. Se piensa que el nuevo material es transportado 

a la zona de extensión por difusión, a diferencia de lo que ocurre en los hongos existe un 

sistema de transporte específico que incluye vesículas unidas a la membrana y estructuras 

del citoesqueleto. Conforme se aleja del ápice la incorporación del peptidoglucano 

disminuye notablemente. Se han observado algunas pequeñas zonas de depósito en 
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regiones alejadas del ápice, que pueden corresponder a material nuevo en tránsito 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 morfología de las hifas, éstas tiene un diametro promedio 

menor a I 11m con un tipo de crecimiento isotrópico donde la forma de la punta, semi­

elipsoidea, resulta de una interacción entre la presión hidrostática interna dada por el 

crecimiento, y las propiedades elásticas de la pared del ápice. La forma que se obtiene es 

aquella que minimiza la energía de superficie dentro de la pared. Se supone que la 

elasticidad de la pared celular decrece conforme se está más alejado del ápice, 

encontrándose una completa rigidez en las regiones más basales de la zona de extensión, 

originada por la disminución en la incorporación del nuevo material, y con lo cual se 

obtienen hifas de un diámetro constante [10]. En cuanto a la erección de las hifas aéreas, se 

han identificado proteínas que son secretadas por la misma colonia y que cubren la 

superficie de estas hifas y las esporas (proteínas Sap), las cuales se cree que ayudan a que 

las hifas puedan romper la tensión superficial para escapar del ambiente acuoso del 

substrato y permitiendo así su crecimiento hacia el espacio aéreo, en tanto que estas mismas 

proteínas contribuirían a formar en las esporas una superficie hidrofóbica que les ayudaría a 

evadir el medio acuoso circundante y su posterior dispersión [11]. Cuando las hifas aéreas 

dejan de crecer se detecta una intensa división celular que da como resultado la aparición de 

septos que están regularmente espaciados y son formados sincrónicamente a lo largo de 

estas hifas, separando así los compartimentos que darán origen a las esporas, quienes 

contienen una sola copia del cromosoma. Las hifas aéreas esporulantes presentan dos zonas 

claramente distintas: la zona más basal, cercana al punto de ramificación, constituye un 

tallo que no presenta septos, en tanto que la zona más distal es la que sufre septación y se 

9 



enrrolla sobre si misma: formando cadenas que pueden contener cientos de esporas. No se 

sabe que sei\al determina la división y longitud de estas zonas. Los septos se forman por el 

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 travesaño doble. Esta distribución de la pared 

celular permite la separación 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 característico del género, el glucógeno desaparece y 

aumenta el porcentaje de trealosa [5]. En las cadenas maduras de esporas, éstas son 

mantenidas juntas por una frágil envoltura constituida por restos de la pared celular de la 

hifa parental y una capa externa hidrofóbica conocida como la vaina fibrosa que está 

ausente de las hifas vegetativas [11]. 

Durante la diferenciación se acumula glucógeno en dos fases temporal y 

espacialmente diferentes. La fase 1 de depósito ocurre en la zona central del micelio, 

aproximadamente en la interfase de tiempo entre la presencia del micelio vegetativo y la 

aparición de las hifas aéreas. La fase II de depósito se da en las cadenas de esporas en 

desarrollo, coincidiendo en tiempo con la formación de los septos de esporulación [5]. El 

glucógeno 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 almacenamiento 

tiene un importante papel en la diferenciación morfológica. Así, el glucógeno detectado en 

la fase 1 podría actuar como fuente de nutrientes para el crecimiento de las hifas aéreas, en 

tanto que sus productos de degradación se depositarían en los ápices de las hifas para su 
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reuso en la maduración de las esporas. La cic1ización metabólica del glucógeno podría 

además ayudar a crear la turgencia celular necesaria para la erección de las hifas del micelio 

aéreo (fase 1), en tanto que la condensación del glucógeno que se observa durante la fase II 

provocaría un decremento del turgor que podría estar involucrado en el cese del crecimiento 

de las hifas aéreas y la formación de los septos de esporulación [5]. 

ORGANIZACIÓN 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%, encontrándose que 

la tercera posición de los codones es quien presenta el mayor contenido, del 76.4 %- 98.3%, 

en tanto que la primera posición tiene un contenido medio y la segunda posición es donde 

se presenta el menor porcentaje de G+C [12,13]. Estas bacterias son de las pocas que tienen 

un cromosoma lineal, cuyo tamaño es de cerca de 8 Mb en todas las especies estudiadas. 

Cada molécula cromosomal tiene proteínas unidas covalentemente a sus extremos 5' libres. 

La secuencia de DNA de un extremo del cromosoma está inversamente repetida en el otro 

extremo, al igual que en algunos de sus plásmidos lineales. Estos repetidos invertidos 

terminales (TRIs) o telómeros varian en tamaño, desde 24 kb como en S. griseus a 550 kb 

en Streptomyces rimosus, y dentro de ellos se encuentran algunos pequeños repetidos 

palindrómicos involucrados en la replicación del DNA [14-17]. El cromosoma puede ser 

circularizado espontánea o artificialmente por recombinación homóloga entre los telómeros, 

con perdida total o parcial de los TIRs; las mutantes con cromosoma circular crecen mucho 

más lento y presentan una esporulación reducida además de una mayor inestabilidad 

genética [17]. El código genético de estas bacterias ha sido influenciado por presiones 

mutacionales direccionales sobre la composición de bases, desviando así el contenido de 
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G+C. Estas presiones mutacionales llevaron a cambios en el uso de codones, estableciendo 

un empleo especie específico, que a su vez influye en la expresión de los genes. La mayoría 

de la variación que se observa en la composición de bases está dada por cambios en la 

tercera posición de los codones, aún cuando no hay que despreciar la significante 

contribución dada por la primera y segunda posición. El análisis de 64 genes reportados 

de Slreplomyces permitió avanzar en el conocimiento del patrón de uso de codones de esta 

bacteria [12], donde el mayor contenido de G+C se presenta en la tercera posición de los 

codones (76.4%-98.3%), en tanto que la primera y la segunda posición tienen un contenido 

medio y bajo respectivamente. En Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae los genes 

altamente expresados presentan una fuerte desviación en el uso de codones, y utilizan 

aquellos que son reconocidos por especies de tRNA abundantes [18-19]. La selección de los 

codones así reconocidos aparentemente se dio para mejorar la eficiencia y precisión de la 

traducción, es decir por una presión de selección 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 único gen 

conocido que se sabe que es altamente expresado, su contenido de G+C en la tercera 

posición es del 92.7 % y presenta un patrón de uso de codones similar al de 16 genes 

altamente expresados de Micrococcus luleus, 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 posición y sin embargo son débilmente expresados. La similitud del 

patrón de uso de codones de estas dos bacterias indica que la selección traduccional puede 

estar influyendo en el uso de codones en Slreplomyces solo cuando se trata de genes 

altamente expresados [12]. 
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No se sabe cómo se originó la marcada desviación que existe en el patrón de uso de 

codones de Streptornyces. Si se toma en cuenta que el contenido de G+C de sus genes de 

RNA ribosomales son del 59 % para la subunidad l6S, 57 % para la 23S y 60 % para la 5S, 

los cuales son muy cercanos a los de otras eubacterias y significativamente menores que los 

del genoma total, lo que indicaría una fuerte presión selectiva sobre estos componentes 

estructurales del cromosoma, lo cual hace pensar que el contenido de G+C de estas 

bacterias no fue inicialmente alto, sino que éste derivó de uno más moderado que sufrió 

mutaciones acompañadas o no de selección. Sin selección, el cambio genético pudo ser 

fijado por la adaptación de las maquinarias de replicación del DNA o de la traducción. 

Quizás una deficiencia parcial en la habilidad para sintetizar bases A o T durante la 

evolución de este grupo pudo dar una ventaja selectiva suficiente para la aparición de una 

maquinaria de replicación del DNA y un sistema de reparación con preferencia por G+C 

sobre T+A [12]. Singer y Ames [20] proponen que el alto contenido de G+C de 

Streptornyces, las mixobacterias y algunos hongos filamentosos son una estrategia adoptada 

para reducir los efectos de la radiación UV, esto basándose en el hecho de que los residuos 

de T adyacentes constituyen el blanco principal de mutaciones causadas por este agente, 

minimizando de esta manera los letales efectos causados por este tipo de radiación. 

Por otra parte, mientras que en E. coli y en especies relacionadas la identificación en 

su DNA de secuencias codificadoras de proteínas es un proceso simple, dada la gran 

cantidad de genes descritos que permiten hacer comparaciones, la identificación 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 
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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, 

además del poco conocimiento sobre las señales de inicio de la traducción y el uso de 

codones de sus genes. Sin embargo la pronunciada distribución asimétrica del contenido de 

G+C en la tercera posición de los codones permitió desarrollar un análisis computacional 

que permite identificar fácilmente regiones codificadoras en la secuencia de DNA de 

Streptornyces [J3]. 

Actualmente se cuenta con mapas fisicos detallados de los cromosomas de 

Streptornyces lividans y S. coelicolor A3(2) quienes están estrechamente relacionados y 

que presentan una organización genética estructuralmente similar. Los genes codificadores 

para funciones involucradas en la transcripción, traducción, y replicación del DNA están 

localizados considerablemente más dispersos que en otras bacterias, en tanto que los genes 

codificadores de enzimas extracelulares involucradas en la degradación de carbohidratos 

presentan una distribución en el mapa no azarosa, observándose que de las 12 posiciones 

identificadas para estos genes, 6 están localizadas dentro de una zona de aproximadamente 

700 kb de uno u otro de los extremos del cromosoma, otros 3 están en la mitad derecha del 

mapa y los 3 restantes se localizan fuera de estos dos sitios. Una de las características más 

importantes de estos mapas es la ausencia casi total de genes identificados en una región de 

1.2 Mb en ambos extremos (casi un tercio del cromosoma). En estas regiones 

genéticamente silenciosas del cromosoma no hay ningún gen involucrado en la síntesis 

macromolecular ni genes involucrados en las vías metabólicas principales, salvo por el gen 

argG cuya frecuencia de deleción es una causa bien conocida de auxotrofia de arginina en 

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

El origen de replicación (oriC) se localiza en el centro del cromosoma [23], y la 

replicación se da bidireccionalmente hacia los telómeros, generando en la cadena líder 

(Ieading strand) extremos 3' sobresalientes. Los extremos 5' recesivos de la cadena 

rezagada (Iagging strand) que son producidos por la unión de los fragmentos de Okasaki 

adyacentes, son extendidos para obtener moléculas duplex completas por un mecanismo no 

conocido que puede involucrar a las proteínas terminales (TP) y/o a las regiones 

palindrómicas presentes en los telómeros [16, 24]. 

La síntesis del DNA en los replicones lineales como el fago <p29 y los adenovirus se 

da de manera continua a partir de los telómeros por un mecanismo que desplaza la cadena 

correspondiente del duplex parental, y donde las proteínas unidas a los extremos 5' sirven 

de primer para iniciar la síntesis de la cadena líder sin que se formen los extremos recesivos 

5' que se dan cuando la replicación parte del centro del cromosoma. La formación de estos 

extremos implica la necesaria presencia de un mecanismo de extensión de los telómeros 

que permita la obtención de cadenas dobles de DNA completas. La presencia de 7 

secuencias palindrómicas altamente conservadas en varias especies de Streptomyces y en 

los plásmidos lineales pSLA2, pSCLI y SLP2 [16], indican su posible participación en el 

mecanismo de obtención de cadenas completas de DNA. En el modelo más aceptado para 

este mecanismo, el palíndrome I del extremo 3' sobresaliente se aparea con la secuencia 

complementaria presente en el palíndrome IV formando un duplex de DNA con forma de 

"y" con un tallo de 13 bp, en tanto que los palíndromes II y III se doblan sobre sí mismos y 

ayudan a mantener juntos y estables a I y IV. Tres lazos adicionales se forman con los 

palíndromes V, VI Y VII. La formación del duplex formado por los palíndromes I y IV 
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provee un sitio de reconocimiento para la TP, la cual entonces sirve de primer para la 

síntesis 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 más distal en relación al sitio de inicio de la replicación), 

completándose así la extensión de los telómeros [17,24-25]. 

Terminal Protein 

?)" b.i~ 
Multiple ... 
pOlindrome ___ ,.. M:-- V' 
region - ~ ~ _______ _ 

________ =~v- Lagging strand 

""- Leading strand 

Figura 2, Posible mecanismo de relleno de los extremos 5' recesivos del cromosoma lineal de 
Slreplomyces, Las cadenas líder (Ieading) y rezagada (Iagging) están indicadas por las líneas gruesa y 
delgada respeclÍvamente; el circulo corresponde a las proteínas terminales (TP); la parte superior 
representa un intermediario replicativo con un extremo 3' protuberante en la cadena ([der. En este 
modelo, el extremo 3 'sobresaliente de la cadena ([der se dobla sobre si mismo, asistido por la 
presencia de múltiples palíndromes. El segmento de DNA duplex resultante está formado por una 
extremidad de 13 pares de bases, correspondiente al palíndrome distal del tel6mero, 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 GENETlCA DEL CROMOSOMA 

Los extremos cromosomales y sus regiones adyacentes son altamente inestables ya 

que tienden a presentar frecuentes eventos de amplificaciones, deleciones y 

recircularización. 

Las deleciones tienen como consecuencia la aparición de mutantes afectados en genes no 

esenciales como en el caso del gen argG de S. coelicolor; en S. lividans los fenotipos Cm!' 
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y Arg' resultan por la deleción del marcador de resistencia a cloranfenicol (emiR) y el gen 

de la arginina succinato sintetasa (argG); en S. griseus el gen aftA, que es esencial para la 

formación del factor A está deletado en algunas mutantes. En la mayoría de los casos las 

deleciones incluyen uno o ambos telómeros, y también se han observado deleciones 

internas 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 más simple de los 

cuales implica la ausencia de las proteínas terminales (TP) de los extremos 5' lo que 

permitiría el fácil acceso de exonucleasas a los extremos del cromosoma, pero hasta el 

momento no se han encontrado cromosomas sin estas proteínas que permitan validar a este 

modelo. Otra opción involucra la transposición intramolecular de un transposón como el 

Tn48 1 1 que está presente en la región media de uno de los TIRs de S. lividans, el cual al 

moverse de este TIR a una región cualquiera en el otro extremo del cromosoma puede 

ocasionar la deleción de ambos telómeros y la circularización del cromosoma. La 

transposición 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 plásmido lineal SLP2 se dio probablemente por un evento de transposición 

de este tipo [30]. En otro modelo, cuando una horquilla de replicación procedente del centro 

del cromosoma llega a un punto de cadena sencilla (generado por algún agente mutagénico 

como la radiación UV y la mitomicina C) se colapsaría. La horquilla colapsada se repararía 

por recombinación homologa, lo cual permitiría que la replicación continuara, sin embargo 

una recombinación ilegítima entre un extremo libre y una secuencia del otro extremo del 

cromosoma provocaría la deleción de ambos telómeros y la circularización del cromosoma. 

Del mismo modo, la recombinación del extremo libre con una secuencia hacia arriba o 
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hacia abajo del punto del colapso de la horquilla de replicación, daría origen a un 

cromosoma que conservaría sus telómeros pero presentaría deleciones o amplificaciones 

internas como ocurre en Streptomyces ambofaciens [29]. Este modelo implica que si la 

frecuencia de recombinación es baja, también decrece la posibilidad de reparaciones y por 

lo tanto se elevaría la frecuencia de deleciones. En S. lividans, cuando la proteína RecA está 

truncada y su actividad de recombinación por lo tanto es baja, se obtienen 70 veces más 

mutantes Cml' [30). 

Las regiones del DNA que pueden sufrir amplificación 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 presión de selección y usualmente 

van acompañadas 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 l donde las ADS en mutantes independientes son diferentes pero 

involucran a la misma región del cromosoma, y en las amplificaciones del Tipo lIlas ADS 

son las mismas en diferentes mutantes pero varían en su tamaño y puntos finales [15-17, 

31). Las amplificaciones del tipo 1 se han observado en Streptomyces 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. lividans, donde una AUDl 

de 5.7 kb es amplificada en tanto que una región vecina que incluye al gen argG es 

deletada. La AUDl tiene tres secuencias repetidas de 1 kb y dos de 4.7 kb alternadas en la 
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misma dirección (l~4.7~1~4.7~1), los repetidos de 4.7 codifican un producto que 

presenta cierta homología con la quitinasa y los de I kb codifican para proteínas de unión al 

DNA de la familia de represores LacIlGaIR; 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 amplificación incluyen las secuencias localizadas 

entre las AUD y los extremos cromosomales, y las secuencias repetidas directas presentes 

en las AUD son importantes para la amplificación. 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 amplificación 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 

replicación. A partir de esta AUD se generarían múltiples copias por una replicación de 

tipo círculo rodante. Este modelo, para el caso de un cromosoma lineal, llevaría a la perdida 

de todas las secuencias localizadas distalmente a la región amplificada, incluyendo a los 

telómeros, lo cual permitiría que la región terminal sea reemplazada por la estructura 

amplificada. Esto llevaría a una situación dinámica en la que existe un balance entre los 

mecanismos de amplificación y los de deleción [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; además de 

diversas enzimas extracelulares que incluyen proteasas, fosfatasas, xilanasas, celulasas, 
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ami lasas, lipasas y nucleasas, e importante y característicamente sintetizan la mayoría (70% 

) de los antibióticos conocidos. En cultivos sólidos de Slreplomyces la secreción de las 

enzimas extracelulares coincide temporalmente con el inicio de la diferenciación 

morfológica y la biosíntesis de antibióticos. Todos estos procesos son reprimidos por las 

condiciones nutricionales que favorecen altos grados de crecimiento [1-3, 33-34]. Se han 

clonado varios genes que codifican para diferentes enzimas ext,racelulares, así como los 

genes estructurales y de resistencia de varios antibióticos. Los mecanismos regulatorios que 

controlan la expresión de estos genes son virtualmente desconocidos, y además de la 

inducción de ami lasa por dextrinas y la regulación por represión catabólica de los genes de 

la amilasa y la agarasa. deben existir otros mecanismos para regular la producción 

simultánea de varias enzimas extracelulares. El aislamiento de mutaciones simples (bid) 

que bloquean el inicio de la esporulación y la producción de antibióticos fue la evidencia 

genética de que ambos procesos están sujetos a mecanismos de control comunes [1-3]. 

S. coelicolor A3(2) produce cuatro antibióticos biosintética y géneticarnente 

diferentes, dos de éstos son pigmentados, la actinorrodina (Act) es de color azul en pH 

básico y rojo en pH ácido, y la undecilprodigiosina (Red) es de color rojo en pH básico y 

amarillo en pH ácido, y los otros son la metilenomicina (Mmy) y el antibiótico dependiente 

de calcio (CDA). Los cuatro loci biosintéticos están genéticamente definidos y clonados 

[35-40]. 

La sintesis de los antibióticos pigmentados es dependiente de la fase del crecimiento 

de la colonia; en medio sólido generalmente coincide con la diferenciación morfológica. y 

en medios líquidos su producción se detecta hasta que' el cultivo alcanza la fase 

estacionaría, después de la activación transcripcional de los genes regulatorios específicos 
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[41, 42]. La actinorrodina es un policétido aromático, 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 extensión). Estas unidades son 

condensadas, con la perdida de CO" de una manera secuencial por la policétido sin tasa 

(PKS) de la actinorrodina, en un proceso similar al mecanismo de la biosíntesis de los 

ácidos grasos [43,44]. El intermediario lineal sufre posteriormente ciclizaciones y 

modificaciones que producen la molécula final. El grupo de 22 genes involucrados en la 

síntesis de este antibiótico, genes acr, se encuentra en una región contínua de 22 kb, e 

incluye a los genes estructurales de la PKS, los genes encargados de las modificaciones del 

producto de la PKS, así como los genes regulatorios de su expresión y los de la exportación 

del antibiótico [39-49]. La PKS de la actinoITodina consiste de una serie de ORFs que 

codifican para proteínas que presentan similitudes con los componentes de la ácido graso 

sintasa de E. coli [44]; Las proteínas que conforman a la PKS son una cetosintasa (KS), que 

cataliza la condensación de las unidades acilos; una proteína acarreadora de acilos (ACP) , 

la cual tiene una doble función recibiendo las unidades malonil de extensión y manteniendo 

anclada la cadena policétida en crecimiento; la proteína determinante del largo de la cadena 

(CLF); y una cetoreductasa que está involucrada en reducir la cadena intermediaria. En 

adición a los genes acrlI-ORF4, redD y redZ que regulan específicamente la expresión de 

los genes biosintéticos, los cuales se discutirán en una sección más adelante, existen otros 

genes que influyen en la producción de los antibióticos de S. coelicolor; las mutaciones en 

los genes absA yabsB inhiben la producción de los cuatro antibióticos[50-54]; las 

mutaciones en el gen afiB bloquean la producción de Act y Red, y solo reduce la 
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producción de COA y Mmy [55); y las mutaciones en afsR provocan la pérdida de la 

producción de Act y Red, y con una marcada reducción en la síntesis de COA [56]. 

CARACTERISTICAS MOLECULARES Y GENETICAS DE LA 

DIFERENCIACION MORFOLOGICA 

EL FACTOR A 

Una de las más interesantes características de Streptomyces es la producción de 

moléculas señales endógenas y exógenas, designadas autorreguladores. El más estudiado de 

estos es el 2-(6-metilheptanoil)-3R-hidroximetil-4-butanólido o Factor A. Cuando esta 

molécula extracelular se agregaba en pequeñas cantidades (nrnoles) a una mutante bid de S. 

griseus se observó que estimulaba la formación de estreptomicina, la resistencia a este 

mismo antibiótico y la esporulación [57). El factor A realiza su función regulatoria a través 

de su unión a una proteína receptora específica citoplásmica, con quien presenta una 

relación 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 butanólidos con estructuras similares, y se 

estima que existen de 30-40 copias de esta proteína por genoma [58]. La proteína receptora 

(PR-AF) actúa como un regulador tipo represor, cuando el factor A está ausente o en bajo 

nivel, al inicio del crecimiento, la PR-AF se une a una región específica de uno o varios 

genes, probablemente un promotor, y reprime su expresión. Cuando el factor A alcanza 

cierta concentración se une a PR-AF, con lo cual ésta deja libre la región del DNA donde 

estaba unida, y el gen deja de estar reprimido y puede iniciar su transcripción. El factor A 

es producido un poco antes de que se inicien la producción de la estreptomicina y la 
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esporulación, y las mutantes que no tienen a la PR-AF presentan estos eventos de la 

diferenciación a los dos días de cultivo, produciendo 10 veces más del antibiótico, lo cual 

se atribuye a que la transcripción de algunos de los genes biosintéticos está aumentada por 

la falta de represión por la PR-AF. Esto implica que la concentración intracelular del factor 

A determina el momento en que los genes del metabolismo secundario dejan de estar 

reprimidos por la PR-AF [59]. La producción del factor A en S. griseus es inestable, y su 

determinante genético, a/sA, se localiza en un plásmido en tanto que en S. coelicolor 

A3(2) es un gen cromosomal, su producción es estable y no hay una PR-AF, y en esta 

especie no parece funcionar como un autorregulador, función que parece estar restringida a 

las cepas productoras de estreptomicina [58, 60]. Al examinar la expresión de los genes 

biosintéticos de la estreptomicina se observó que la transcripción de aphD (determinante de 

la resistencia), strR (activador transcripcional) y strB (gen biosintético) se detecta 

solamente cuando hay producción del factor A. Posteriormente se estableció que el blanco 

directo del factor A es el gen slrR, cuya transcripción se puede incrementar hasta 10 veces 

cuando éste se agrega exógenamente. Ya que el gen que confiere resistencia, aphD, se 

transcribe a partir del promotor del gen strR, entonces la adquisición de esta barrera de 

protección se da rápidamente un poco antes de la inducción de la biosíntesis del antibiótico 

[61]. La proteína que responde al factor A es una proteína activadora de la transcripción que 

se une en la región de -288 a -191 con respecto al sitio de inicio de la transcripción del gen 

strR; está proteína solo está presente en las cepas silvestres, y en las mutantes aftA se 

produce cuando el factor A es agregado exógenamente [62]. Con estos datos se propuso un 

modelo para la regulación por el factor A de la biosíntesis de estreptomicina, el cual 

propone que durante las primeras fases del crecimiento, cuando la concentración 
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intracelular de este regulador es baja, la PR-AF reprime la expresión 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 expresión del gen X, el cual influye sobre la diferenciación morfológica y 

fisiológica; la proteína X reduce la expresión del gen que codifica para la proteína 

activadora dependiente del factor A, la cual a su vez se une y activa al promotor del gen 

slrR. Dada la transcripción conjunta de alrR y aphD, en este momento se da la inducción de 

resistencia y la proteína StrR activa la transcripción de los genes biosintéticos de la 

estreptomicina. La proteína activadora dependiente del factor A no interviene en la 

formación del micelio aéreo ya que existen mutantes afsA que no producen estreptomicina 

y si esporulan [62-63]. 

REGULACION DE LA DIFERENCIACION POR LOS GENES bid 

Las mutantes de S. coelicolor que presentan micelio vegetativo pero no desarrollan 

micelio aéreo son denominadas mutantes bid (de bald, calvo) por el fenotipo de sus 

colonias vegetativas. Todas las mutantes bid identificadas hasta el momento en diferentes 

laboratorios se han agrupado en seis clases en base a las características fisiológicas que 

presentan, y de éstas solo las mutantes bldA, bldB, bldC, bldG y bldH están representadas 

por más de un alelo, en tanto que de bldD solo se conoce un alelo. Las mutaciones de este 

tipo tienen un importante efecto pleiotrópico sobre el metabolismo secundario ya que 

afectan la producción de los cuatro antibióticos de S. coelicolor en diferente medida; 

undecilprodigiosina puede ser sintetizada por mutantes bldA cuando se crecen en medio de 

cultivo con bajo fosfato; la actinorrodina es producida por mutantes bldB bajo tiempos 

largos de incubación; la metilenomicina y otro de los antibióticos pigmentados son 

producidos por bldC. 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 mínimo (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 producción de antibióticos no es 

restaurada en estas condiciones [64-65]. Fue este efecto pleiotrópico lo que llevó a pensar 

en la existencia de mecanismos de control genético compartidos entre los eventos de la 

diferenciaciones morfológica y fisiológica. Así, los genes bid influyen sobre el 

metabolismo secundario (producción de antibióticos y enzimas extracelulares), 

metabolismo de almacén (glucógeno) y el desarrollo morfológico (formación del micelio 

aéreo y Saps). A continuación se revisarán las características sobresalientes de los genes bid 

y su participación en la diferenciación. 

EL GEN bldA 

El primer gen bid clonado fue el bldA y su identificación 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 vector derivado del bacteriofago $C31, que restauraba la formación del 

micelio aéreo y la esporulación en cinco mutantes independientes bldA39, bldA35. 

bldAJ6, bldAl y bldA62 [66]. Un fragmento de 870 bp derivado del fragmento de 5.7 kb 

originalmente clonado, también complementaba todas las mutantes bid usadas, y el análisis 

de su secuencia nucleotídica reveló la presencia de un gen codificador para un RNA de 

transferencia [67-68). Este tRNA presenta todas las características generales de los tRNA 

conocidos involucrados en la síntesis de proteínas, salvo que no presenta el par GG de los 

núcIeotidos 18-19 del loop D, que es altamente conservado. Su anticodón reconoce el 

codón UUA que es específico de leucina y que en Streptomyces presenta una muy baja 

frecuencia de uso [12). La transcripción del gen bldA se detecta en etapas tardías del 
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crecimiento, coincidiendo con la formación del micelio aéreo y la diferenciación fisiológica 

[67-68]. Cuando se conoció la secuencia nucleotídica de los alelos mutados de este gen se 

encontró que la mutante bldA39 presenta cambiado el anticodón UUA por UGA que es para 

serina, en tanto que las mutantes bldAl, bldA16 Y bldA62 difieren solamente en una base 

que ocasiona apareamientos erróneos en el tallo D o en tallo del anticodón y en la mutación 

bldA33 en el loop del anticodón [68]. Analizando la expresión fenotípica de genes con 

diferente contenido de codones TTA en cepas de S. coelicolor y S. lividans bldA + Y bldk, 

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 expresión depende grandemente de la presencia del gen bldA, como los genes de E. 

coli ampC (7 codones TIA) Y lacZ (7 codones), y el gen carB (2 codones) de Streptomyces 

thermotolerans; en tanto que los genes hyg (1 codon TT A) de Streptomyces hygroscopicus 

y aad( 3 codones) del plásmido pR5381, dependen solo parcialmente de bldA para su 

expresión, y cuando al gen carB se le cambian los dos codones TTA su expresión se 

convierte en bldA independiente [69]. Aún cuando la presencia de codones UUA reduce 

marcadamente el nivel de traducción 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 antibióticos correspondientes (higromicina y 

espectinomicina, respectivamente). En el caso del gen hyg, ésto se atribuye a un bajo nivel 

de traducción dado por una interacción codón-anticodón 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 Streptomyces se 

observó que la presencia del codón 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 codón está 

ausente en los genes conocidos involucrados en los pasos enzimáticos de la síntesis de 

antibióticos, en tanto que casi todos los genes que contienen este codón están involucrados 

en la resistencia a antibióticos y en la exportación de éstos, así como en el desarrollo del 

micelio aéreo; sin embargo no todos los genes involucrados en la diferenciación 

morfológica y fisiológica presentan codones TTA [70]. Estos hallazgos llevaron a la 

hipótesis de que los codones TT A son exclusivos de genes del metabolismo secundario y la 

diferenciación morfológica, y que están ausentes en los genes necesarios para el 

crecimiento vegetativo, lo cual convertiría al gen bielA en un mecanismo de regulación del 

desarrollo, limitando la traducción de los mRNA con codones UUA a las fases tardías del 

crecimiento, cuando su producto funcional está predominantemente presente [66-70]. La 

función regulatoria de bielA sobre la diferenciación fue reforzada por la observación de que 

la expresión de los genes estructurales de la actinorrodina y la undecilprodigiosina están 

transcripcionalmente bloqueados en las mutantes bielA [71]; a ésto se sumó la observación 

de que en cultivos en medio sólido (R2YE) y líquido (YEME) el transcrito primario de 

bielA 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 

tardíos [72]. 

La influencia de bldA sobre la diferenciación fisiológica de S. coelicolor está bien 

establecida en el caso de los antibióticos actinorrodina y undecilprodigiosina. En el caso de 

la actinorrodina, cuya producción es fase dependiente, existe un gen activador de la 
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transcripción, actll-ORF4, que actúa sobre los genes estructurales de la biosíntesis. Este 

gen activador contiene un codón TT A, que cuando es cambiado por el codón sinónimo 

TTG provoca que la producción de actinorrodina se vuelva bldA independiente [46]. Que 

este codón TT A es el blanco directo para el control traduccional por bldA fue evidente, pero 

que éste mecanismo sea el control maestro de la diferenciación fisiológica quedo en 

entredicho cuando se observó que (i) la transcripción del gen actll-ORF4 es dependiente de 

la fase del crecimiento, alcanzando en cultivos líquidos una expresión máxima durante la 

transición de la fase exponencial a la fase estacionaria; la transcripción de los genes 

estructurales actIlly actVI-ORFl se da después de que se acumulan los máximos niveles 

del transcrito del gen activador y su abundancia se incrementa conforme el cultivo entra a 

la fase estacionaria. Cuando actIl-ORF4 está presente en múlticopia, su transcripción 

presenta un incremento considerable, detectándose 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 transcripción del gen actIll no es 

alterada, provocando así que la producción de actinorrodina se presente desde etapas 

tempranas del crecimiento exponencial, lo que indica que la síntesis de este antibiótico está 

solamente limitada por la disponibilidad de la proteína ActIl-ORF4 [41]; (ii) en relación a 

la transcripción de bldA también en medio líquido se observa un perfil de expresión 

diferente ya que, si bien el transcrito maduro se detecta desde tiempos tempranos del 

crecimiento exponencial en niveles significativos, 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 e 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 codón TIA por TTO del gen actl1-0RF4, 

la producción de actinorrodina no se para sino que se convierte en bldA independiente [46). 

Esto demuestra que si bien bldA ejerce cierto control sobre la diferenciación fisiológica de 

S. coelicolor, no constituye el mecanismo principal de regulación como se había propuesto 

(Fig. 3). 

setll ORF4 bldA rtldZ 

mRNA ~ __ ~ W mRNA W :::-,.. 
.....--UUA~ ...,....,....,. UUA-;:?, 

~ leu ~ 
Actnorl4 o/~ RedZ 

"SARP" UAA Re.pone. reguletor 

t 
redO 

W 
RedO 

"SARP" 

t 
TranscrlptJonaI actlvatlon 01 respective blosynthetlc genea 

t ~ 
Actlnorhodln Undecylprodlgloeln 

Figura 3 . Los codones UUA, presentes en los transcritos de los genes regulatorios de la producción 
de antibióticos. son el blanco del tRNA codificado porel gen bielA [194]. 

En el caso de la undecilprodigiosina, cuya producción es también fase dependiente, 

igualmente existe un gen activador de la transcripción que actúa sobre los genes 

biosintéticos (Fig. 3)[73-74). El producto de este gen activador, redD, codifica para una 

proteína que presenta alta homología con la proteína codificada por actl1-0RF4 [46, 74). Ni 
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los genes estructurales ni redD presentan codones TTA [74], Y a pesar de ello no hay 

producción de antibiótico en las mutantes b/dA [71]. Posteriormente se identificó un gen, 

redZ, enmutantes b/dA donde la producción de undecilprodigiosina, pero no de 

actinorrodina, está afectada. Al analizar la secuencia nucleotídica de redZ se identi ficó un 

codón TIA, Y cuando este gen está en múlticopia se restaura la producción del antibiótico 

en mutantes donde se ha eliminado la copia de redZ del cromosoma, al igual que en S. 

lividans que normalmente no la produce a pesar de contar con todos los genes biosintéticos 

intactos. La transcripción de redZ se detecta desde el crecimiento exponencial y su nivel se 

incrementa marcadamente durante la transición a la fase estacionaria, en tanto que la 

transcripción de redD se detecta solo en las fases de transición y estacionaria. Si se elimina 

la copia cromosomal de redZ no hay transcripción de redD, y al eliminar a este último del 

cromosoma, la transcripción de redZ no se afecta. La presencia de redZ, pero no redD, en 

múlticopia restablece la producción del antibiótico de mutantes b/dA en medio rico pero no 

en medio mínimo [75]. También actll-ORF4 en múlticopia restablece la producción de 

actinorrodina en las mutantes b/dA en los mismos medios de cultivo [76]. Para ambos 

antibióticos esta respuesta dependiente del medio de cultivo se explica por un bajo nivel de 

traducción b/dA independiente, pero que, dado el incremento en la cantidad de los mRNA 

correspondientes, se alcanzan niveles suficientes de los correspondientes activado res como 

para obtener cierta transcripción de los genes biosintéticos. Importantemente hay 

transcripción de redZ durante todo el crecimiento en mutantes b/dA, lo cual indica que se 

autoregula negativamente. Así, la proteína RedZ es un activador transcripcional de redD, y 

aunque la transcripción de redZ no depende de b/dA, la traducción de su mRNA sí, siendo 

en este punto donde la producción del antibiótico esta regulada por b/dA. Así, al igual que 
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en la producción de actinoITodina, bldA es importante para la biosíntesis de 

undecilprodigiosina a través de un gen activador aunque en diferente forma y tampoco 

constituye el control maestro [75]. La influencia de bldA sobre la diferenciación 

morfológica no es clara ya que no se han identificado codones TIA en ningún gen 

involucrado en la formación del micelio aéreo o esporas, aún cuando es evidente su 

participación en este proceso como se verá más adelante en relación a las proteínas Sapo 

EL GEN b1dB 

Las mutantes bldB son las más afectadas de todas las mutantes calvas, ya que tienen 

defectos en la producción de los antibióticos, el desarrollo del micelio aéreo, y el control 

por represión catabolica. Se identificó un fragmento PstI de 4 kb de DNA cromo so mal de S. 

coelicolor que complementa algunas mutan tes bldB [77], Y a partir de este fragmento se 

subclonó una región de 573 pb, en donde se había previamente identificado un ORF cuyo 

producto es un péptido de 99 aa. Al estar presente este fragmento en multicopia se observa 

complementación total de 3 de los 7 alelos del gen bldB, cuando se crecen en medio de 

cultivo con glucosa. manitol, galactosa y glicerol. Este mismo fragmento en un plásmido 

unicopia complementa otras 2 mutantes bldB diferentes. Al analizar la secuencia de este 

ORF en cada mutante se identificaron dos mutaciones en la región -10 del promotor, otra 

que consiste en el cambio de una base en el sitio de unión del ribosoma (RBS), otra que 

introduce un codón de paro que origina una proteína de 71 aa, una de cambio de marco que 

da lugar a una proteína de 134 aa, y dos que provocan el cambio de la tirosina 21 a una 

cisteína y una leucina. Al medir la expresión del promotor del gen bldB a través de su 

fusión al gen reportero xylE presente en un plásmido de bajo número de copias, se observó 
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que ésta es baja durante el crecimiento vegetativo y que se incrementa conforme las células 

entran a la fase estacionaría, con niveles de expresión más altos cuando crecen en glucosa 

que con manitol. En la mutante bldB 15 la expresión de esta fusión es mucho mayor y está 

des regulada ya que se expresa desde el crecimiento vegetativo en medio con glucosa o 

manitol, ésto llevo a sugerir que la expresión temporal del gen bldB está controlada por su 

propio producto. Al analizar la proteína codificada por ORF99 se identificó un motivo 

hélice-vuelta-hélice en el extremo carboxilo, lo cual la hace una proteína de unión al DNA. 

Las mutantes que presentan el cambio de la tirosina 21 señalan la importancia de este 

residuo para la estructura y función de la proteína. Las mutantes bldB no presentan 

represión catabólica por glucosa sobre los operones de la galactosa, el glicerol ni de la 

agarasa, y la complementación con el alelo silvestre restaura todos los defectos observados 

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

aparición de un fenotipo igual al de las mutantes glkA", lo que sugiere que la 

sobreproducción de la glucosa cinasa titula a otra proteína que interactúa con ella, y es esta 

interacción la que provoca que se pierda la represión por glucosa. Ya que las mutantes bldB 

tienen el mismo fenotipo que las mut¡mtes glkA- en cuanto a la perdida de la represión por 

glucosa, se propone una posible asociación entre las proteínas BldB y GlkA para la 

adecuada regulación por catabolitos, quienes formarían un complejo que interactuaría 

directamente con regiones regulatorias en el DNA (a través del dominio de unión al DNA 

presente en BldB), y alterando, por lo tanto, los niveles de transcripción de los promotores 

controlados por catabolitos o la transcripción de genes requeridos para el control catabólico 

[79]. Ya que las mutantes bldB son las más afectadas pleiotrópicamente 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 

diferenciación. 

EL GEN bldD 

Hasta el momento solo se ha identificado un alelo de bldD (bldD53), quien causa un 

fenotipo igual al de bldA, es decir, en MM con glucosa no producen ninguno de los 4 

antibióticos típicos de S. coelicolor y no desarrollan micelio aéreo, aún cuando se han 

observado en sus colonias hifas aéreas mal formadas y postradas sobre el micelio 

vegetativo. Todas estas alteraciones se corrigen cuando son crecidas en presencia de 

manito!. El gen bldD se identificó a partir de una biblioteca de DNA de la cepa silvestre de 

S. coelicolor, de donde un fragmento Sau3Al de 3.5 kb presentaba capacidad para 

complementar los defectos en la producción de antibióticos y micelio aéreo de la mutante 

bldD. Dentro de este fragmento se identificaron dos ORF incompletos y tres completos, 

subclonándose uno de estos últimos, el ORF3, en un plásmido de alto número de copias, el 

cual se utilizó 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 proteína de 167 aa con un Mr de 

18167, y presenta abundantes aa cargados (22 básicos y 21 ácidos), con una región rica en 

prolinalglicina cerca del centro izquierdo lo que la hace una posible proteína citoplasmática 

con dos dominios separables. Presenta también un motivo hélice-vuelta-hélice con 

homología con la secuencia clásica de la familia LysR de reguladores transcripcionales. En 

análisis tipo Northern blot y mapeo por S 1 se observó que los transcritos de bldD son más 

abundantes durante la fase de transición y que después de 24 horas de crecimiento su 

expresión decrece dramáticamente. Interesantemente, en la mutante bldD (cepa HU66) 
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también se detectan transcriptos del gen bldD en niveles altos durante todo el tiempo de 

cultivo; esta sobreexpresión de los transcritos en la mutante que no tiene una proteína BldD 

indica que el producto funcional reg~la negativamente su propia expresión, y ejerce un 

efecto positivo global en la transcripción de genes involucrados en el inicio de la 

diferenciación morfológica y fisiológica [SO]. La mutación bldD53 causa el cambio de la 

tirosina de la posición 62, por una cisteína, que es crítica para la función o estabilidad de la 

proteina ya que este cambio anula la actividad de BldD y causa la sobreexpresión de su 

transcrito. Este trabajo descarta a bldD como el gen estructural de la péptido sintetasa 

involucrada en la síntesis de SapB ( que es sintetizada de manera no ribosomal) como se 

había propuesto, apoyando más la idea alternativa de que constituye un gen regulador 

necesario para la expresión de dicha péptido sintetasa, si bien no parece ser esta su única 

función. 

EL GEN bldl 

Al examinar la capacidad de traducción de los codones UUA de las diferentes 

mutantes bid usando al gen reportero ampC que presenta 7 de estos codones, se observó que 

las mutantes bldB, bldC, bldD, bldF, bldG y bldH sí presentaban actividad de ~-lactamasa 

pero las mutantes bldI no, a pesar de la presencia de abundantes transcritos del gen ampC. 

Todas las mutantes contenían 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 bldIla 

expresión de bldA era minima, aún cuando estaba presente en un plásmido de alto número 

de copias. La replicación de este plásmido se da en niveles similares en la cepa silvestre y 

en la cepa mutada "'dI, y su perlil de expresión con relación al tiempo es igual en ambas 

cepas, lo que descarta un posible efecto atribuído al número de copias. El fenotipo de bldI 
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no es afectado por la fuente de carbono presente [77]; así, parece que estas mutantes 

carecen de un activador transcripcional positivo que se requiere para la máxima expresión 

de biJA, que puede estar interactuando directamente con el promotor de biJA 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 está afectada en 

el procesamiento del transcrito primario; sin embargo no se identificaron mRNA del 

tamaño correspondiente a este tipo de transcrito que apoyen este enfoque, lo cual podría 

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 contribuí do sobresalientemente en el conocimiento de las 

sei'íales involucradas en el proceso de la diferenciación morfológica en S. coelicolor, donde 

identificó y caracterizo a unas pequeñas moléculas hidrofóbicas asociadas a las esporas, las 

proteínas Sapo Estas proteínas son secretadas por las colonias al inicio de la diferenciación, 

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 logró extraer a las proteínas SapA de 13 kDa, SapB de 3 kOa, 

SapC de 16 kOa, SapO de 41 kDa y SapE de 19 kDa [82]. Las tres últimas son codificadas 

por el plásmido SCP! que no es indispensable para los procesos de formación del micelio 

aéreo ni la esporulación [83]. La más estudiada de estas proteínas, SapB, contiene 18 

aminoácidos de 8 tipos diferentes y tiene un peso molecular de 2027 Oaltons (aún cuando 

en SOS·PAGE se estimo inicialmente en 3 kOa) y contiene residuos de azúcar o algún otro 

tipo de motivo en grupos carboxilo vecinos, lo cual influye en la diferencia observada entre 

la masa molecular y el tamaño. Utilizando la proteína purificada por la elución de la banda 

correspondiente de geles de acrilamida, se pudo obtener anticuerpos policlonales anti·SapB. 
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Con estos anticuerpos fue posible determinar que el tiempo de aparición de la proteína en 

cultivos sólidos coincide con el inicio de la formación del micelio aéreo, y se pudo observar 

que se difunde varios mm alrededor de las colonias. Utilizando este mismo enfoque no se 

detectó a la proteína SapB en cultivos de mutantes bldA-D, pero sí en las colonias de la 

mutante whiG (por white colony) lo cual indicó que su producción dependía de la presencia 

de lo genes requeridos para la formación del micelio aéreo pero no requieren que éste se 

transforme en esporas. Se observó además que cepas con formación de abundante micelio 

aéreo producen más SapB que aquella cepas que desarrollan un micelio aéreo moderado, en 

tanto que en medio líquido no se produce, lo cual llevó a definir a SapB como una proteína 

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 antibióticos, ni forman micelio aéreo. Cuando estas mutantes crecen cerca de colonias de 

la cepa silvestre o cierta mutantes bid recuperan la capacidad para formar micelio aéreo 

[84]. Así, existe complementación extracelular entre cepas que no producen SapB como la 

mutante bld217 (cepa JWI7) y la mutante bldC (cepa J660), pero cuando crecen cerca una 

de la otra la primera forma micelio aéreo y produce a la proteína. Esto llevó a sugerir que 

la mutante bldC secreta una substancia difusible que restaura la capacidad para 

diferenciarse morfológicamente en la mutante bld217, quien retiene aloa los genes 

involucrados en la producción de SapB pero está afectada en la producción de la señal 

molecular que dispara su síntesis y que corresponde a la substancia presente en bldC. Con 

la mutante bld221 (cepa JW21) también hay complementación 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 bldA. 
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bldB, bldC, bldD, bldG Y bldH no presenta diferenciación, Dado que la cepa silvestre y la 

mutante whiF99 sí producen SapB (incluso esta última en mayor cantidad que la silvestre), 

y las cepas de mutantes bid usadas no la producen, la complementación 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 días) las hifas aéreas que se desarrollan por la aplicación 

de SapB pura, se colapsan y yacen postradas sobre el micelio, Esto indica que es necesaria 

la presencia contínua de SapB para que la colonia mantenga la integridad de su micelio 

aéreo, Las mutantes bid 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 morfológicamente aún cuando no se 

detecta producción de SapB en estas condiciones, Así, parece que la formación del micelio 

aéreo puede darse por dos vías, una en medio rico que es dependiente de la producción de 

SapB, y otra independiente de esta proteína que actúa cuando se utilizan medios de cultivos 

con fuentes de carbono pobres [84). La biosíntesis de SapB es resistente a la presencia de 

cloranfenicol, lo cual sugiere que su síntesis está determinada por una péptido sintetasa no 

identificada aún y que inicialmente se pensó que podría estar codificada por el gen bldD ya 

que es el último en la cascada de señales, pero como se verá más adelante el producto bldD 

es un activador transcripcional, el cual posiblemente regule la expresión del gen estructural 

de la péptido sintetasa. 

Ahora bien, cuando se crecen colonias de las mutantes bldA, bldB, bldC, bldD, bldG 

y bld261 cerca de la mutante whiF99, las primeras producen micelio aéreo en diferente 

medida y todas presentan esporulación, destacando la respuesta de la mutante bld261 quien 
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desarrolla el micelio más abundantemente. Si se les agrega a estas mismas mutantes SapB 

pura directamente sobre la colonia también hay complementación, pero de manera 

transitoria. De esto resulta entonces que la incapacidad de las mutantes bid para 

diferenciarse morfológicamente se debe principalmente a un defecto en la producción de 

SapB, y dado que las mutantes de este tipo tienen un efecto pleitrópico sobre la producción 

de antibióticos, y la adición de SapB restaura la formación del micelio aéreo pero no la 

producción de estos metabolitos secundarios, entonces algunos genes bid tienen una 

función separada de la producción de antibióticos. Otro resultado sobresaliente de estos 

estudios es la existencia de complementación extracelular unidireccional entre ciertos pares 

de mutantes bid [67], ya que al crecer una cerca de la otra por un período de 7 a 10 días en 

medio de cultivo rico (R2YE) una de ellas forma micelio aéreo, si bien no de manera 

abundante. De esta manera bld261 es complementada por todas las otras mutantes, pero a 

su vez ella no complementa a ninguna; bldA y bldH no se complementan entre sí pero 

ambas son complementadas por todas las otras excepto por bld261, bldG es complementada 

sólo por bldC y bldD; y bldC es complementada sólo por bldD. Estos resultados muestran 

un patrón jerárquico de señales moleculares involucradas en la diferenciación de 

Streptomyces (Fig. 4), donde el orden de los genes en esta cascada de señales quedaría con 

bld261< bldA, bldH<bldG < bldC < bldD. La posición de bldB sería la misma que para 

bldC pero no complementa a bldA ni bldH, en tanto que bid! parece ser miembro del grupo 

bldAlbldH pero no es complementada por bldC y por lo tanto estas dos mutantes no fueron 

asignadas a algún grupo. La complementación extracelular también permite la producción 

de SapB en las mutantes bid, lo cual confirma su participación esencial en el proceso de 

diferenciación [85]. Cuando se transplantan colonias de bld261 a un medio de cultivo 
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complementado por bldD se observa formación del micelio aéreo, lo que indica que bldD 

produce y libera una substancia, resistente al calor y la acción de proteasas, que interviene 

de alguna manera en la diferenciación.Tenemos entonces que los productos de los genes 

bid están involucrados directa o indirectamente en la síntesis o en la respuesta a estas 

señales. En el modelo más simple, si a cada grupo de complementación extracelular le 

corresponde solo una señal, existen entonces al menos 4 diferentes moléculas, o 4 

diferentes modificaciones de la misma molécula, y cada señal dirige la síntesis y liberación 

de la siguiente, dando como resultado final la producción de SapB (Fig. 4). Así bldD 

presenta las 4 señales, bldC produce las tres primeras, bldG sólo tiene las dos primeras, 

bldA Y bldH sólo la primera y bld261 ninguna [84-85]. 

Figura 4. El papel de los genes bid en la señalización extracelular de Slreplomyces coe/¡c%r. El esquema 
está basado en el patrón de interacciones entre diferentes mutan tes bid, algunas de las cuales tienen la 
habilidad para restaurar el crecimiento del micelio aéreo [194]. 

39 



Posteriormente se identificó y caracterizó un locus bid nuevo que permitió definir 

un paso adicional en esta cascada de señales [86]. Este nuevo locus, designado bldK es 

requerido para la producción del micelio aéreo en S. coelicolor y no corresponde a ninguno 

de los loci bid previamente reportados; bldK es un operón constituido por S ORFs que 

codifican para polipéptidos homólogos a los componentes de la familia de transportadores 

transmembranales ABC, específicamente presenta homología con los transportadores ABC 

que importan oligopéptidos. Experimentos de complementación extracelular mostraron que 

bldK corrige el defecto de bld261, pero que esta mutante a su vez no logra complementar la 

mutación bldK. Cada una de las otras mutantes bid pueden complementar a bldK y ésta a su 

vez las complementa a ellas. De esta manera bldK se coloca entre bld261 y bldA/bldH en la 

casada de señales mencionada antes. Dado que los polipéptidos producto del operón bldK 

constituyen un sistema de importación de señales peptídicas, las mutantes bldK están 

bloqueadas en la recepción y respuesta a la señal, pero son capaces de producirla y 

secretaria, en tanto que la mutación bld261 bloquea la síntesis o secreción de la señal 1, 

pero como mantiene la permeasa BldK intacta pueden responder a dicha señal. De esta 

manera las colonias con fenotipo silvestre (bld+) producen y exportan la señal I de manera 

constitutiva y después de un período, durante el cual ésta se acumula extracelularmente, la 

importan a través de la permeasa oligopéptida BldK, desatándose entonces la síntesis de la 

señal 2, en una forma parecida a lo que ocurre en Bacillus subtilis y su sistema de 

oligopéptido permeasa SpoOK [87-88]. Cuando la mutante bld261 se creció en medios de 

cultivo condicionados por mutantes bldK, 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 actúan como donadoras de las moléculas sei1al), 

se observó que bld261 desarrollaba un micelio aéreo muy abundante cuando se trataba del 

medio condicionado por la mutante bldK. Esto se explicó en base a la presencia de la 

permeasa B1dK intacta en bld261, lo que indicaría que la molécula sei1al que induce la 

formación del micelio aéreo es producida por todas las mutantes pero la mayoría es 

importada a la misma colonia donadora por medio de la permeasa. Por el contrario, ya que 

esta permeasa está ausente en las mutantes bldK, la molécula sei1aJ producida por ella se 

acumula en grandes cantidades en el medio de cultivo donde crecieron sus colonias, de tal 

manera que las colonias receptoras (bld261) disponen grandemente de dicha sei1al 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 bldK [89]. 

Ahora bien, no todos los genes bid involucrados en la cascada de sei1ales 

constituyen los genes estructurales de las moléculas sei1al que intervienen en la 

diferenciación. De hecho como ya se mencionó, el producto del gen bldA es un tRNA para 

leucina y bldD codifica para un activador transcripcional. Esto indica que la influencia de 

estos genes se da de alguna manera sobre el proceso de secreción o en la respuesta a las 

sei1ales específicas. Tampoco hay que dejar de lado el hecho de que los defectos en el 

metabolismo secundario de las mutantes bid no son corregidos por la complementación 

extracelular, lo cual implicaría que las señales y los defectos morfológicos son una 

consecuencia indirecta de fallas del metabolismo secundario. 
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Por otra parte el gen de la proteína SapA ya está secuenciado y su sitio de inicio de 

la transcripción (tsp) ha sido determinado. Este gen se transcribe durante la formación del 

micelio aéreo, y también se da su expresión en cultivos líquidos donde no se da la 

diferenciación en tiempos tardíos. Su transcripción no está afectada en las mutantes bldA-C, 

whiB, whiG, whiE ni en whiH. Su región del promotor no presenta similitud con los 

promotores conocidos del género, y requiere para su actividad máxima secuencias 

localizadas entre las posiciones -178 a -72 y entre +40 a + 120 con respecto al tsp. Si estas 

secuencias están ausentes no se afecta la regulación temporal de la transcripción, al igual 

que si se mantiene una región de solo 18 bp (posiciones -8 a -10). Sin embargo, mutaciones 

en la base de la posición +2 o cambios dobles de las posiciones +1 y +2 o +2 y +3 tienen un 

efecto dramático en la expresión temporal de SapA, detectándose actividad después de solo 

dos días de incubación. La ausencia de una región consenso en su promotor implica la 

participación de un factor sigma especifico para su transcripción [90]. 

LOS GENES bid Y LA REPRESION CATABOLICA 

Cuando las mutantes bid crecen en MM con glucosa como fuente de carbono, no 

producen hifas aéreas ni antibióticos, y cuando se emplea MM con manitol estos procesos 

son parcialmente restablecidos de una manera característica en cada tipo de mutante. La 

más afectada de estas mutantes es bldB que no esporula ni produce antibióticos con ninguna 

de las diferentes fuentes de carbono que revierten los fenotipos de las otras mutantes bid, 10 

cual implica que existe una conexión entre la regulación de la utilización de la fuente de 

carbono y estos procesos morfológicos y fisiológicos. Al examinar las mutantes bid 

conocidas se encontró que están afectadas en la regulación de la expresión del promotor 

galP 1, el cual dirige la transcripción del operón de la galactosa y que es glucosa sensible, 
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galactosa dependiente. La expresión de galP 1 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 expresión de este mismo promotor en la mutante 

bldB es galactosa independiente y glucosa insensible, y esta expresión se detecta en niveles 

elevados cuando se crece en presencia de glicerol. Cuando la mutante bldB es 

complementada con el alelo silvestre, la expresión de galP 1 es igual a la que presenta la 

cepa silvestre. Por otro lado, la expresión 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 específico ya que la expresión 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 expresión de galP 1 a sus niveles normales. La expresión de 

galP I en ambos tipos de mutantes es a partir del mismo sitio de inicio de la transcripción 

que la cepa silvestre. El hecho de que una copia del alelo silvestre permita la expresión 

regulada de galP I indica que la misma lesión que causa el defecto morfológico en bldA y 

bldB también es la responsable del defecto en la regulación de este promotor, y esto da otro 

enfoque al papel de los genes bid sobre el desarrollo de Streptomyces. Las mutantes bldB 

están además afectadas en otros dos genes regulados por catabolitos. La producción en estas 

mutantes de la agarasa extracelular, que es reprimida por la presencia de glucosa, se 

convierte en glucosa insensible, y la expresión del operón del glicerol, que es glicerol 

dependiente y glucosa sensible, se detecta en células crecidas en presencia de' glucosa, 

glicerol y glicerol más glucosa [78]. Como ya se demostró la formación del micelio aéreo 

en medios de cultivo ricos requiere una comunicación bioquímica entre las células [84-85], 

y las mutantes bid están afectadas en su habilidad para enviar y recibir las señales 
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moleculares involucradas en esta comunicación. Willey el. al [84-85] propusieron que los 

genes bid estaban involucrados en la generación de las señales extracelulares que son 

requeridas para la producción de SapB, la proteína morfogénica involucrada en la 

formación del micelio aéreo. Estos últimos resultados, aunados a la identiticación de los 

productos de bldA. bldK, Y bldD, indican que los genes bid no están involucrados en la 

producción de SapB, siendo más probable que estos genes intervengan en una etapa muy 

temprana de la morfogénesis y que el gen sapE sea uno de los genes que responden a los 

productos codificados por los genes bid. Así, más que estar explícitamente involucrados en 

la diferenciación morfológica, los diferentes genes bid están de alguna manera asociados a 

la generación o detección de las señales requeridas para evaluar el ambiente nutricional de 

la colonia, y donde la incapacidad para diferenciarse es una consecuencia secundaria de sus 

defectos en la represión catabolica [78]. 

MUT ANTES bId DE Streptomyces griseus 

En la mayoría de las especies de Streptomyces la esporulación ocurre solo cuando 

se crecen en medios sólidos, sin embargo S. griseus puede ser inducida a esporular 

abúndante y rápidamente en cultivos líquidos por ayuno de nitrógeno o fosfato y por 

limitación de nutrientes [91]; el estudio de esta especie ha permitido identificar algunos de 

los eventos fisiológicos asociados al inicio de la esporulación. Algunas cepas de S. griseus 

que no producen estreptomicina pierden simultáneamente 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 (bid) de S. griseus, las cuales fueron 

clasificadas en 4 clases en base a su habilidad para esporular en MM con glucosa en sólido 

y en cultivos líquidos por ayuno de fosfato. Las mutantes de la clase 1 pueden esporular 
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bajo ciertas condiciones y parecen estar afectadas en una etapa temprana del desarrollo, no 

presentan complementación con la cepa silvestre, y no producen estreptomicina ni 

undecilprodigiosina. Los miembros de la clase II esporulan solo cuando crecen cerca de la 

cepa silvestre o mutantes de las clases m o IV, Y presentan cierto parecido a las mutantes 

afsA aunque siguen conservando la resistencia a estreptomicina. Las mutantes de la clase 

m presentan una esporulación condicionada ya que producen esporas, en menor nivel que 

la cepa silvestre, en MM con glucosa en sólido y en líquido pero no en medio complejo, y 

no producen estreptomicina ni undecilprodigiosina. Las mutantes clase IV solo se 

distinguen de la anterior por la producción de los dos antibióticos. Las mutantes de la clase 

IJI están divididas a su vez en tres grupos de complementación genética: las de la clase I1IA 

esporulan cuando son transformadas con el gen orf1590, las clase IIIB esporulan en 

presencia del gen bldA, y las clase me no esporulan con ninguno de estos genes [92-93]. 

Al mismo tiempo que se obtuvieron estas mutantes se identificó un fragmento de DNA de 

S. griseus, el cual al estar presente en un plásmido múlticopia restauraba la esporulación de 

las mutantes clase IllA. Este fragmento también está presente en S. coelicolor, S. lividans y 

Streptomyces viridochromogenes [92]. Al analizar la secuencia de este fragmento se 

identificó un ORF de 1590 núcleotidos, orf1590, y que contiene un codón TTA. La proteína 

deducida del gen orf1590 presenta un motivo hélice-vuelta-hélice en su extremo amino. Al 

analizar su transcripción, con un gen reportero y por mapeo con SI, se identificaron dos 

transcritos de diferente tamaño, PI y P2, que presentaban niveles casi iguales durante el 

crecimiento vegetativo, el transcrito de P2 decrece significativamente después del inicio de 

la esporulación. El transcrito PI inicia 125 núcleotidos hacia arriba de la región 

codificadora, y P2 se localiza dentro de esta región a 134 núcleotidos hacia abajo del sitio 
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de inicio de la traducción, separado por 34 núcleotidos de un potencial segundo sitio de 

inicio de. la traducción que está precedido a su vez por un posible RBS. Así, el gen orf1590 

parece codificar para dos proteínas relacionadas, una de 56 kDa (P56) que se origina a partir 

de la transcripción del promotor PI, y otra de 49.5 kDa que no contiene al extremo amino 

donde se localiza el motivo hélice-vuelta-hélice de unión al DNA y que se transcribe a 

partir de P2 [94]. Estas observaciones llevaron a proponer un modelo para la función in vivo 

del gen orf1590 en el cual estas proteínas se asociarían a través de su región carboxilo para 

formar un heterodímero, el cual estaría presente de manera preponderante durante el 

crecimiento vegetativo y que no podría unirse al DNA; durante la esporulación, y después 

de que la concentración de la proteína P49.5 decrece, se produce proporcionalmente mayor 

cantidad de la P56, quien entonces forma homodímeros que pueden unirse al DNA y activar 

subsecuentes eventos de la esporulación [93]. La presencia del codón TTA en la región 

común de P56 y P49.5 sugiere que la traducción de ambas proteínas requiere al producto 

del gen bldA. Los genes homólogos a orf1590 de las otras especies de Streptomyces 

conservan las características principales [92]. Cuando se impide la síntesis de P56 pero no 

la de P49.5, se elimina la función de orf1590 al igual que cuando se sustituyen aminoácidos 

en su dominio de unión al DNA. Cuando se analizó la actividad de una proteína quimérica 

obtenida a través de la fusión de los supuestos sitios de inicio de la traducción de P56 y 

P49.5 con el gen reportero neo, que confiere resistencia a neomicina, se detectó actividad 

solo cuando la fusión incluía regiones del extremo amino de P56. Esto implicaría que existe 

solamente un promotor funcional y que el transcrito de menor tamaño, atribuido a la 

proteína P49.5 es un artefacto resultante de la degradación del RNA [95], estos resultados 

van en contra del modelo mencionado antes en cuanto a la formación de los hetero y 
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homodimeros, pero no de su función general. No se han podido obtener mutantes afectadas 

en este gen, 10 que llevó a McCue [95] a postular que su función es vital, y que actúa 

reprimiendo la esporulación durante el crecimiento vegetativo y que su disrupción 

provocaría que este proceso fuera constitutivo, 10 cual impediría el crecimiento de la 

colonia. Cuando el gen orf1590 está presente en múlticopia se suprime el defecto 

morfológico, es decir, se restaura la esporulación de las mutantes clase lIlA [95]. Cuando se 

induce la esporulación por ayuno de fosfato en mutantes de S. griseus, en las de la clase 

IlIB la segregación de los nucleoides se da antes que se sinteticen los septos de 

esporulación y ambos procesos se adelantan temporalmente, al igual que el engrosamiento 

de sus esporas. Las clase IlIA y mc forman las hifas esporogénicas en el micelio 

vegetativo y la segregación del material cromosomal también es anticipada [96], siendo 

evidente que, al igual que en S. coelicolor, las mutantes bid no están bloqueadas en el inicio 

de la esporulación, lo que llevó a sugerir que el fenotipo BId se debe a que la erección de 

las hifas esporogénicas, y no su formación, está afectada, 10 cual establecería una relación 

directa con SapB. 

EL PAPEL DEL GLUCOGENO EN LA DIFERENCIACION CELULAR 

La síntesis del glucógeno presenta un ciclo metabólico que se ha asociado a la 

diferenciación morfológica; la conversión de la glucosa-l-fosfato a glucógeno reduciría la 

presión osmótica, 10 cual contribuiría al cese del crecimiento de las hifas que está asociado 

con la esporulación. Cuando el glucógeno es degradado, la presión osmótica se 

incrementaría yeso influiría en el cambio de forma que se da al pasar de las cadenas de 

esporas con compartimentos cilíndricos a esporas individuales de forma ellipsoidal [5]. La 

localización del glucógeno en dos fases temporal y espacialmente distintas deja claro que su 
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metabolismo está regulado de acuerdo al desarrollo [5]. Existe una importante reducción de 

los depósitos de glucógeno típicos de la fase 1 en mutantes bid, en tanto que se detecta su 

síntesis durante la esporulación ectópica inducida por cantidades excesivas del factor sigma 

codificado por el gen whiG, que es necesario para la esporulación normal de Streptomyces 

como se vio anteriormente. En S. coelic%r A3(2) se han' identificado dos genes del 

metabolismo del glucógeno, g/gBl y g/gBIl que codifican para dos isoformas de su enzima 

ramificante que cataliza la condensación de cadenas de glucógeno a la cadena principal por 

medio de enlaces a(l ~6). Las mutantes glgBl presentan hifas aéreas sin los gránulos de 

glucógeno que se observan norma)mente durante la fase 1 de depósito, en su lugar se 

observan conspícuos grupos irregulares de glucógeno con una morfología característica de 

moléculas de glucógeno con enlaces a(1 ~4), es decir, no ramificado. En las hifas 

esporulantes de estas mismas mutantes sí se detectan los depósitos normales de glucógeno 

de la fase I1, lo que indica que el gen g/gBl es necesario únicamente para la fase 1 de la 

sintesis de este compuesto y codifica para la enzima ramificadora. Por otra parte, en las 

mutantes g/gBIl se observan muy pocos granulos de glucógeno en las hifas esporulantes, y 

su morfología también corresponde a la de glucógeno no ramificado; sin embargo estas 

mismas mutantes muestran abundantes gránulos de glucógeno normalmente ramificado en 

las hifas aéreas, lo cual indica que la enzima ramificante que actúa en la fase 1 de depósito 

no está afectada por la mutación en g/gBll, y no es activa durante la espurulación, en tanto 

que el producto de g/gBIl es otra enzima ramificante que actúa específicamente en esta 

última etapa del desarrollo. Ambos tipos de mutantes no están afectadas en el crecimiento, 

ni en la producción de antibióticos pigmentados, ni en la formación del micelio aéreo ni en 

la esporulación [97]. Estos genes están localizados en diferentes regiones del cromosoma, 
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g/gBI a 2500 kb Y glgBIl a 450 kb de su extremo derecho, y se han encontrado homólogos 

en varias especies de Streptomyces que se consideran el resultado de una duplicación 

temprana (g/gBlJ se localiza de hecho en la región inestable del cromosoma). Esta 

duplicación de genes expresados en diferentes etapas del desarrollo parece incluir a otros 

componentes de la biosíntesis del glucógeno, ya que en S. coelic%r A3(2) existe un gen 

codificador para una ADP-glucosa pirofosforilasa específica de la fase 1 de depósito. El 

determinante genético de esta enzima, g/gel, se localiza aproximadamente a 1000 kb del 

extremo izquierdo del cromosoma y su interrupción da como resultado mutantes que 

pierden la actividad de la enzima responsable de suministrar al precursor activado (ADP-D­

glucosa) para la síntesis del glucógeno. Esta actividad enzimática se pierde solo durante el 

inicio de la formación del micelio, estando presente durante el inicio de la esporulación. 

Análisis cito lógicos de las mutantes g/gel muestran que no hay depósito de glucógeno del 

tipo 1 pero si hay gránulos normales en las cadenas inmaduras de esporas que corresponden 

a la fase II de depósito [98). Así, la enzima codificada por el gen g/gel es esencial para la 

fase 1 pero no para la fase I1, lo cual indica entonces que debe existir otra enzima específica 

para esta fase. Al usar el gen g/gel como sonda en análisis tipo Southern blot contra DNA 

genómico de S. coelic%r A3(2) no se detectó ninguna otra señal diferente en 

condiciones de baja severidad, lo que sugiere que las secuencias de estos genes deben tener 

una considerable divergencia [98). El fenotipo de las mutantes g/gel que están afectadas en 

la síntesis de glucógeno de fase 1 hicieron evidente que este compuesto de 

almacenamiento no es necesario para obtener un micelio aéreo normal, lo cual descarta su 

participación en la erección de las hifas como se había propuesto [2-3), pero no la hipótesis 

general de que otros compuestos de almacén, como lípidos o fosfolípidos, puedan estar 
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involucrados en la generación de la presión osmótica necesaria para la erección de las hifas 

y que puedan ser utilizados cuando falta el glucógeno o en combinación 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 están 

maduras. Existen mutantes de este microorganismo cuyo micelio aéreo conserva el fenotipo 

de color blanco bajo largos periodos de incubación, identificándose 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 morfología típica, por ejemplo en whiG 

son largas y rectas, en whiH hay hifas de enrollado laxo, y en whiA y whiB son de enrollado 

compacto y las hifas de whl son enrolladas y con cierta fragmentación. Los fenotipos 

morfológicos de dobles mutantes construidos con alelo s representativos de los 5 primeros 

loci de whi identificados permitió establecer las relaciones epistáticas entre ellos [99-100]. 

Se han identificado al menos 10 loci cromosomales necesarios para que las hifas aéreas se 

diferencien, los cuales están divididos en dos clases generales de genes whi: los genes de la 

esporulación temprana que son necesarios para la formación de los septos, y que están 

representados por whiA, whiB, whiG, whiH, whil y whiJ=whiC; y en la otra clase de genes, 

los de la esporulación tardía, se encuentra sigF, el cual es el responsable de la maduración 

de los compartimentos pre-espora. Las mutantes afectadas en la biosíntesis del pigmento 

gris están definidas por el conjunto de genes whiE que especifica la producción de una 

policétido sintasa tipo n. El tercer grupo de genes que actúan en las fases finales de la 
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esporulación está representado por foIl y folQ, quienes codifican para proteínas 

involucradas en la formación de los septos. 

whiA 

whiH 

wlll7 

~ 
Chains 01 grey 
fhiclt-weHed spores 

Figura 5. El papel de los genes whi durante la esporulación de S. coelic%r el esquema está basado 
en el patrón de interacciones observado entre diferentes mutantes whi [194]. 
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LOS GENES DE LA ESPORULACIÓN TEMPRANA 

ELGENwhiG 

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 vía de la esporulación, siendo 

epistático sobre whiA, whiB, whiHy 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 logró 

clonar al gen whiG [\O 1), el cual causa hiperesporulación en mutantes whiG cuando está 

presente en un plásmido multicopia, inhibiendo el crecimiento y la producción de 

actinorrodina. El gen whiG codifica para un factor sigma (crWhiG
), el cual presenta alta 

homología con el factor cr2'de B. subtilis y el factor crFl de Salmonella typhimurium, los 

cuales están relacionados en la transcripción de genes involucrados en movilidad y 

quimiotaxis. La hOl11ología se da principalmente en las regiones de la proteínas 2.4 y 4.2 

que son las que interactúan 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 está en multicopia provoca que el 

micelio vegetativo, tanto de cultivos líquidos como sólidos, se diferencie a cadenas de 

esporas, es decir, provoca esporulación ectópica [102], además de inhibir la producción de 

actinorrodina. Cuando se transforman protoplastos de S. lividans 66 y S. coelicolor J150 1 

con un plásmido multicopia que contiene un promotor de B. subtilis reconocido por cr2S(P ". 

,) se nota una reducción en la esporulación de estas especies, con colonias de color gris 

pálido. Esto se da por el reconocimiento y unión de la holoenzima que contiene a crWhiG 
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(EcrWh;G) al promotor heterólogo, lo que provoca una reducción en la transcripción de sus 

blancos normales, los promotores de los genes involucrados en la esporulación. Por lo 

tanto, la cantidad del producto de whiG es un factor determinante para el inicio de la 

esporulación. Existe una copia de whiG en el cromosoma de la mayoría de las especies de 

Streptomyces [102]. 

Se identificaron dos promotores dependientes de crWh;G, cuya transcripción coincide 

con la formación del micelio aéreo. Estos promotores, P TH4 Y P TH270. se localizan en 

diferentes regiones del cromosoma y conservan 6 de las 8 bases de la región -10 que está 

altamente conservada en los promotores de B. subtilis dependientes de 0
28 y en los 

promotores de E. coli y S. typhimurium que dependen del sigma principal de estas 

bacterias( 0 70 y OF); en su región -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, aún para ser promotores de Streptomyces. El transcripto de P TH4 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 transcripción de P TH270 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 formación del micelio aéreo y hay poca esporulación [103]. 

Mutantes de S. coelicolor con deleciones cromosomales cercanas al gen glkA (glucosa 

cinasa) presentan esporulación ectópica. El fenotipo de estas mutantes depende de un gen 

whiG funcional, ya que mutantes dobles esp/whiG no presentan esporulación ni en hifas 

vegetativas ni en hifas aéreas. El fenotipo Esp (mutantes afectadas en la esporulación) se da 

por la expresión espacialmente inapropiada de la vía de esporulación normal a través de su 

supresión [104]. 
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Sorprendentemente se encontró que la transcripción de whiG de S. coelicolor A 3(2) 

en medio sólido se detecta durante todas las fases del crecimiento, en niveles mayores 

durante las 36-48 horas (como se vio con la transcripción de los promotores dependientes 

de crWhiG
). La transcripción 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 varían poco 

[105]. Cuando se analizó la transcripción de whiG en medio de cultivo líquido por mapeo 

por S I y transcripción in vi/ro, utilizando muestras de RNA polimerasa holoenzima total 

extraídas de la fase exponencial tardía, se detectaron transcritos de este gen aún cuando en 

estas condiciones de cultivo S. coelicolor no esporula, indicando así que whiG se transcribe 

en células vegetativas y que probablemente presenta regulación postranscripcional [105]. 

EL GEN wlriB. 

El gen whiB de S. coelicolor fue clonado a partir de la identificación de un 

fragmento BclI de 5.7 kb que restablece la esporulación de las mutantes whiB (este gen 

presenta solo dos alelos mutantes conocidos). Cuando este fragmento fue interrumpido por 

la inserción en su extremo izquierdo del transposón Tn4560, se perdía la complementación 

observada sobre la mutante whiB218. Al analizar la región afectada por la transposición, se 

identificó un ORF completo precedido por una región promotora con secuencias -10 y.-35 

parecidas a las observadas en los promotores de genes vegetativos de S/rep/omyces [106]. 

El producto deducido de es ORF contiene 87 aa (Mr de 9878), de los cuales el 35 % son 

cargados, dominando los residuos acídicos. El extremo amino está cargado negativamente 

y el carboxilo esta fuertemente cargado positivamente, y su región central contiene cuatro 

residuos de cisteína. Dentro de estas tres regiones existen motivos de a-hélices. Utilizando 
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al fragmento BclI de 5.7 kb como sonda en análisis tipo Southem blot se identificó una 

banda hibridizante en el DNA de whiB70, y ninguna en el caso de la mutante whiB218 

indicando así que esta últíma mutación es una deleción y que este gen no es necesario para 

el Crecimiento vegetativo. Las regiones homólogas a whiB de la mutante whiB70 y de S. 

/ividans fueron obtenidas por PCR, y en caso de la mutante se identificó el cambio de una 

base (T por C) que causa la sustitución de una leucina por una prolina en la posición 74 de 

la proteína. El fenotipo de ambas mutantes whiB es igual, por lo que este aminoácido es 

esencial para la función 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 (O por A) que origina la 

formación de un sitio de restricción para XhoI, causando así polimorfismo entre ambas 

especies. Las características de la proteína WhiB la colocan como un posible activador 

transcripcional, donde su región acídica podría estar involucrada en interacciones proteína­

proteína, y la presencia de un par de glicinas antes de su extremo carboxilo le permitirían 

girar libremente para poder adquirir la conformación necesaria para su función. En la 

mutante whiB2/8 a este par de glicinas le sigue el cambio de la leucina por la prolina, y este 

residuo podría estar alterando las interacciones del motivo a-hélice del extremo carboxilo 

con las regiones localizadas hacia arriba del punto de giro. Su región central presenta dos 

prolinas (residuos 30 y 35) y un par de glicinas (residuos 43 y 44) que potencialmente 

permitirían giros importantes para la conformación estructural, además de 4 cisteínas que si 

bien no presentan un arreglo típico de dedos de zinc, pueden estar involucrados en la 

adopción de diferentes configuraciones que permitan interacciones intramoleculares o entre 

subunidades (106). 
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En cuanto a la transcripción del gen whiB, en análisis de mapeo por SI, donde se 

usaron muestras de RNA polimerasa extraído de medio de cultivo sólido, se identificaron 

dos sitios de inicio de la transcripción. El promotor P2 se localiza a 67 pb del inicio de la 

región codificadora deducida, y la transcripción a partir de este promotor se detecta a muy 

bajos niveles en todas las fases del crecimiento. El segundo promotor, PI, se localiza a 232 

pb hacia arriba de la región codificadora y sus regiones -10 Y -35 presentan alta homología 

(5 de 6 pb cada una) con las regiones consenso de promotores reconocidos por el factor cr") 

de E. eolio La transcripción a partir de Pise observa desde etapas tempranas del 

crecimiento, y su nivel se incrementa marcadamente cuando el micelio aéreo es visible, y 

posteriormente decae. Cuando se analizó la actividad de estos promotores in vivo a través 

de su fusión al gen reportero xylE, no se detectó 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 plásmido usado. En cultivos 

en medio líquido también hay transcripción en todas las fases del crecimiento, y otra vez los 

niveles de PI 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 formación del micelio aéreo no 

es necesaria para la transcripción de whiB y que los genes bldA y bldB no influyen en ésta; 

el hecho de que en las mutantes whiG haya transcripción de whiB indica que crWh;G no 

influye en ésta, lo cual hace que el efecto epistático observado inicialmente entre estas 

mutantes no sea real [107]. Se clonaron los genes whiB y whiH de Slreploverlieillium 

griseoearneum, otro actinomiceto relacionado cercanamente con Slreplomyees. La proteína 

WhiB-Stv contiene 87 aminoácidos y presenta tres residuos sustituidos en relación a la 
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proteína de S. coelicolor, y su región del promotor tiene alta homología con el P2 de whiB­

Seo. El gen whiG-Slv presenta una identidad del 85.4 % con el homologo de S. coelicolor y 

sus proteínas tienen un 90 % de identidad. Los genes de S. griseocarneum clonados en un 

plásmido multicopia presentan complementación parcial de las mutantes whiB70 y whiG7 J 

de Slreplomyces, en tanto que en la cepa silvestre whiB-SIv no tiene ningún efecto y whiG­

Stv, al igual que whiG-Sco, causa hiperesporulación ectópica [108]. 

EL GEN whiH 

El gen whiH fue recientemente clonado [109], Y se localiza inmediatamente hacia 

arriba del gen hrdB, que codifica para el factor cr principal de S. coelicolor (el cual se 

discutirá más adelante). Cuando el alelo silvestre de whiH se integra al cromosoma, por 

recombinación homóloga, de las mutantes whiH éstas recuperan el fenotipo silvestre. El 

producto de whiH (de 295 aminoácidos), tiene un motivo de unión al DNA en su región 

amino y presenta homología con las proteínas represoras de la familia GntR. La 

transcripción de whiH se da a partir de un único promotor (PwhiH) y está regulada en base 

al desarrollo, ya que sus transcritos se empiezan a detectar cuando inicia la formación del 

micelio aéreo y alcanzan los máximos niveles durante la esporulación; por otra parte, sus 

niveles de transcripción están marcadamente elevados en una mutante whiH, lo cual indica 

que la proteína WhiH posiblemente está involucrada la regulación negativa de su propia 

expresión (fig. 6). 
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Figura 6. El papel del gen whiH en la regulación del desarrollo del micelio aéreo. La parte baja del dibujo se 
muestra esquemáticamente el desarrollo de las hifas en relación al tiempo. Los eventos en la cascada 
regulatoria mostrados en la parte superior coinciden supuestamente con los estados morfológicos indicados en 
la parte inferior. EL área punteada indica la parte del modelo basada en los datos obtenidos por Ryding el a/. 
[109]. El paréntesis que encierra a (1WhiG indica 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 6 indirectamente, estimula la transcripción de sigF y la 
formación de los septos de la esporulación. 

En relación al factor cr
WhiG

• la transcripción de whiH se da varias horas después de 

la del primero y varias horas antes que la del factor crSi'F, un factor sigma que actúa durante 

la esporulación (siguiente sección); y su transcripción tanto in vivo como in vitro depende 

directamente del factor cr
WhiG [109]. 

GENES DE LA ESPORULACIÓN T ARDIA 

EL GENsigF 

El gen sigF codifica para un factor sigma, crF
, que está involucrado en la regulación 

de las últimas fases de la esporulación. Este gen fue identificado y clonado a partir de una 

biblioteca de DNA cromosomal de S. eoelieolor construida en el plásmido pBR322 de E. 

eolio Se identificaron regiones homólogas a este gen en el DNA de S. lividans, S. griseus. 
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Streptomyces anlibioticus y Streptomyces aureofaciens. Los factores cre de esta última y de 

S. coelicolor presentan una identidad del 87 %, Y a su vez tienen similitud con los factores 

crB y crF 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 regulación postranscripcional de los factores 

crB y crF de B. subtilis se localizan dentro de los operones de cada uno, pero en el caso de 

Streptomyces no se identificaron homólogos a éstos en las regiones vecinas de sigF, lo que 

probablemente sugiere que su regulación es diferente. Las colonias de una mutante sigF, 

obtenida por la interrupción del gen cromosomal, desarrollan micelios vegetativo y aéreo 

normal, pero sus esporas son de menor tamaño, deformes, con pared delgada, DNA no 

condensado y no son pigmentadas. Este fenotipo no está condicionado por el medio de 

cultivo ya que es el mismo en R5 (medio rico) y MM con manitol [110]. 

La transcripción de sigF no se detecta durante el crecimiento vegetativo, durante la 

formación del micelio ni en los tiempos finales de esporulación. Solo se detectan transcritos 

de este gen cuando se da la formación de los septos de esporulación, aproximadamente a las 

72 horas de incubación, y la transcripción de whiG persiste después de que la de sigF ha 

desaparecido. La transcripción de sigF solo se detecta a niveles muy reducidos en mutantes 

whiH y whiJ y está totalmente ausente en las mutantes whiA, whiB, whiG y whiJ. En B. 

subtilis los factores crG (pre- espora) y crK (específico de la célula madre) presentan 

autoregulación, es decir, mantienen y amplifican su expresión dirigiendo la transcripción de 

sus propios genes estructurales [111]. La transcripción de sigF en una mutante sigF nula y 

su cepa parental congénita se presenta en niveles similares y con el mismo patrón de 

regulación dependiente de la fase del desarrollo. Cuando se analizó la transcripción de sigF 

in vi/ro usando la Ecrwh;G y con RNA polimerasa holoenzima total, extraídas ambas de 
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medio de cultivo líquido, no se detectaron sus transcritos, lo que indica que su holoenzima 

específica no está presente en este tipo de cultivo, y que depende indirectamente de whiG 

[105]. Su transcripción dependiente de todos los genes whi lo colocan en el último lugar de 

la jerarquía de los genes responsables de la esporulación. Los posibles blancos de cre 

podrían ser, por un lado los genes dellocus whiE ya que sus esporas no son pigmentadas, o 

bien, dado que sus esporas pequeñas pueden ser originadas por la formación de septos de 

esporulación más cercanos entre si, tal vez crF está involucrado en la ubicación correcta de 

dichos septos más que en su formaciónper se [110]. Tomando en cuenta que la 

transcripción del gen whiH y de este factor crS;,F dependen de whiG, así como los perfiles de 

expresión que presentan durante el desarrollo, se plantea la existencia de una cascada 

regulatoria de la esporulación de al menos tres pasos, en un modelo muy simplificado 

donde se propone que whiG actúa directamente sobre whiH, y la proteína WhiH debe 

eliminar su actividad autorepresora (a través de un supuesto inductor), a fin de poder actuar 

como un factor que estimule la transcripción de sigF y la formación de los septos de la 

esporulación [109]. 

EL GEN whiE 

Se identificó un fragmento presente en un plásmido conjugativo de bajo número de 

copias que permitía que una mutante whiE desarrollara esporas grises, incluso de una 

tonalidad más oscura que el de las esporas de la cepa silvestre. Al analizar la secuencia de 

este fragmento se encontraron 7 ORFs diferentes, todos con la misma orientación y que 

presentan homología con genes involucrados en la síntesis de antibióticos policétidos y la 

síntesis de ácidos grasos. Así tenemos que los componentes de la policétido sintasa mínima 

(PKS) que son las proteínas necesarias para el ensamble de la cadena de carbono del 
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pigmento, están codificados por el ORFIII (KS, cetosintasa), el ORFIV (CLF, proteína 

determinante del largo de la cadena), y el ORFV (ACP, proteína acarreadora de acilos), en 

tanto que los productos de los ORFII, ORFVI y ORFVII están involucrados en la 

cicIización de la cadena de carbono naciente, y el producto de ORFI parece ser necesario 

para el depósito correcto del pigmento o para su retención en el compartimento celular 

apropiado [112-114]. Posteriormente se identificó otro gen, whiE-ORFVlJI, localizado 

hacia arriba de whiE-ORFI y que es divergente con respecto a éste y que controla un paso 

final de la vía biosintética, probablemente una hidroxilación, ya que las mulantes whiE­

ORFVIlJ desarrollan esporas de color verdoso [114]. Por otro lado, en Slreplomyces 

halsledii existe un fragmento BarnHI de 5.2 kb que al ser interrumpido en su forma 

cromo so mal provoca la formación de esporas sin su color verde característico. Este 

fragmento complementa a las mutantes whiEI 07 que producen esporas de un gris más 

oscuro que las de la cepa silvestre, y en la mutante whiEI24 no causa ningún efecto [113]. 

Los genes whiE-OR FlJI, whiE-ORFIV y whiE-ORFV complementan a tres mutantes 

afectadas en los genes actI-ORF 1, actI-ORF2 y actI-ORF3 que codifican para los 

componentes de la PKS de la síntesis de la actinorrodina. Todas las posibles combinaciones 

de los genes whiE forman una PKS híbrida funcional que permite que todas las cepas 

mutantes actI produzcan un pigmento difusible de diferente color. Esta complementación 

es recíproca ya que cada uno de los genes de la PKS de la actinorrodina permiten la 

producción de las esporas pigmentadas (gris pálido) en las mutantes afectadas en los genes 

de la PKS de whiE. Esta complementación recíproca es posible gracias a una comunicación 

bioquímica cruzada entre las subunidades de las dos PKS, quienes probablemente se 

originaron a partir de un ancestro común [115]. La existencia de esta comunicación 
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cruzada podría causar interferencias mutuas de graves consecuencias, y ésto probablemente 

se evita por la expresión de cada grupo de genes en diferentes espacios dentro de la colonia. 

La expresión ectópica de los genes de la PKS de whiE causa inhibición del crecimiento 

temprano por una posible interferencia con la síntesis de ácidos grasos, a través de otra 

comunicación cruzada con la sintasa de esta vía metabólica, lo 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 región intergénica que separa a 

whiE-ORFVIll y whiE-ORFI. El promotor PI se localiza a 85 pb del codón de inicio de 

whiE-ORFI y P2 a 152 pb hacia arriba del codón de inicio de whiE-ORFVIll. Ambos 

promotores están 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 esporulación, permaneciendo su 

expresión en niveles similares por 24 horas más. No hay transcritos durante el crecimiento 

vegetativo, la formación del micelio aéreo, ni en las colonias maduras. Mutaciones en los 

genes whiA, whiB, whiG y whil bloquean totalmente la transcripción de ambos promotores, 

y ésta es de aproximadamente el 10 % en mutantes whiH y whiJ, ocurriendo exactamente 

igual que con la transcripción 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 expresión de alguno de los genes del locus 

whiE dependen, directa o indirectamente, del factor aro La transcripción dependiente de 

promotor PI dellocus whiE no está afectada en esta misma mutante, en tanto que no hay 

expresión de P2. Mutaciones en sigF del mismo tipo en cepas con diferente fondo genético 

causan la formación de esporas de color verdoso, lo que demuestra que la interrupción de 
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sigF solo altera la naturaleza del pigmento y no bloquea su síntesis. En base a estos· 

resultados tenemos entonces que sigF controla al promotor P2 dellocus whiE, el cual es 

específico del gen whiE-ORFV/lI, que cuando está mutado da esporas verdosas, en tanto 

que el promotor PI depende de los otros seis genes whi pero no de sigF [116]. El factor al' 

de S. coelicolor presenta homología con el factor aS de B. subtilis, y sin embargo la EaF no 

es suficiente para obtener transcripción de whiE-P2 in vitro, a pesar de que su región -lOes 

casi idéntica a la que reconoce aS, pero ya que no hay homología entre las regiones -35 es 

posible que su transcripción requiera la presencia de un activador transcripcional [116]. 

LOS GENES ftl'Z y ftsQ. 

En las bacterias que se dividen por fisión binaria, la proteína FtsZ tienen un papel 

importante en el inicio de la formación del septo de separación. La acción de las proteínas 

de división y las proteínas unidoras de penicilina específicas del septo, permite la síntesis 

interna del péptidoglucano y de nuevo material de la membrana celular, procesos que son 

guiados por el ensamblaje de polímeros de FtsZ en estructuras anulares en el sitio donde se 

formará 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 proteínas del micelio vegetativo y micelio esporulante de S. griseus, se identificó una 

banda única de aproximadamente 45 kDa. Posteriormente se pudo clonar al genftsZ de S. 

griseus que estaba presente en un fragmento donde existían otros dos ORF, el que le 

precede presenta homología con el genftsQ, que codifica para otra proteína de división 

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 división celular de otras bacterias donde 

ftsZ es precedido por fstA y éste por fstQ. La transcripción de ftsZ se puede detectar en el 
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micelio vegetativo y durante la esporulación [118]. En S. coelic%r también hay un gen 

fisQ y uno fisZ, los cuales se localizan en la misma región cromosomal donde están g/kA, 

hisA y trpB. La proteína FtsZ de esta especie es de aproximadamente 41 kDa, y presenta 

una homología de191% con la proteína de S. griseus. El arreglo de estos genes es igual en 

ambas especies, sin que se detecte un homólogo defisA. Una mutantefotZ nula forma 

colonias de menor tamaño 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 Ca partir del transplante de micelio macerado), pero 

cuando son almacenadas a 4°C por una semana se baja drásticamente su viabilidad. El 

micelio aéreo que se forma es de color gris, lo cual indica que en esta mutante la 

producción del pigmento está separada del proceso de formación de esporas [119]. No hay 

formación de septos en el micelio aéreo de la mutantefotZ, en tanto que en una mutan te 

IstQ solo se forman un 10 % de éstos en relación a la cepa silvestre. Las hifas aéreas de esta 

última mutante presentan fenotipos aberrantes, incluso se observan hifas con diferentes 

grados de lisis y algunas que se diferencian a cadenas de esporas [120]. El genfotQ, 

clonado individualmente o junto confotZ en un plásmido de bajo número de copias, 

complementa a las l11utante fotQ y fotZ. Así, ambos genes no son indispensables para el 

crecimiento y la viabilidad, pero son necesarios para la eficiente conversión de las hifas 

aéreas múltinucleoides en esporas uninucleoides [120]. 

FACTORES SIGMA ALTERNOS COMO UN MECANISMO DE REGULACION 

La mayoría de los genes bacterianos están regulados a nivel de la transcripción, 

generalmente por la expresión controlada de diferentes holoenzimas de RNA polimerasas, 
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las cuales reconocen diferentes clases de promotores. Típicamente las bacterias tienen un 

factor sigma principal, que es el responsable del reconocimiento de la mayoría de los 

promotores, en tanto que otros factores sigma menores tienen funciones limitadas y 

especializadas. Cada una de estas holoenzimas está constituida por un centro o "core" que 

incluye á las subunidades a,lpp', al que se une una de las especies de factores sigma 0'. El 

factor O' es el responsable del reconocimiento específico 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 señales de inicio de la transcripción [121]. Además de los dos factores sigma 

mencionados anteriormente (O'wh;G y O'E), se han identificado otros en Streptomyces, y la 

presencia de todos ellos da una gran flexibilidad en la modulación de la expresión de genes. 

Otro grupo de bacterias Gram positivas que presentan un tipo de vida con 

diferenciación morfológica está constituida por los miembros del género Bacillus. Una de 

las características importantes de la maquinaria de transcripción de estas bacterias está 

relacionada con la expresión de los genes del desarrollo, donde existen múltiples formas de 

holoenzimas de RNA polimerasa, cada una con la capacidad para reconocer una clase 

especial de promotor. La formación de las esporas en B. subtilis involucra a 4 factores 

sigma diferentes, los específicos de la célula madre (O'E Y O'K ), y los específicos de la pre­

espora (O'" Y O'
G

). Los cambios temporales y espaciales en la expresión de genes que se dan 

durante la esporulación están controlados por la aparición sucesiva de estos cuatro factores 

sigma, cuyas actividades son coordinadas por medio de una comunicación cruzada entre los 

dos compartimentos celulares [111]. Dadas las analogías en su ciclo de vida se pensó que 

tal vez Streptomyces tambíén podría presentar diferentes formas de holoenzimas de RN A 

polimerasa como un mecanismo de regulación en la expresión 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. eoelieolor se realizaron 

utilizando dos promotores bien caracterizados de B. subtilis: el promotor veg que es 

reconocido por la RNA polimerasa predominante en el crecimiento vegetativo, Ea", quien 

reconoce promotores que presentan fuerte homología con los promotores de E. eoli 

considerados como prototípicos de las eubacterias; el promotor etc no es reconocido por la 

Ea" y es utilizado por holoenzimas menores, especialmente por la forma EaJ7
. En análisis 

de transcripción in vitro tipo runoff utilizando a estos dos promotores como templado y 

un extracto crudo de RNA polimerasa de S. eoelieolor, se identificaron transcritos iguales a 

los generados con las enzimas Ea" y EaJ7
• Las actividades de transcripción observadas con 

estos promotores hcterólogos están separadas ya que se identificaron en fracciones 

diferentes del extracto crudo. Al analizar las subunidades presentes en la enzima que 

reconoció al promolor etc, se identificaron dos polipéptidos de aproximadamente 49 y 37 

kDa. Estos polipéplidos se usaron para reconstituir la forma core de una RNA polimerasa 

de B. subtilis, la cual reconoció fuertemente al promotor etc cuando estaba asociada a la 

proteína de 49 kDa. y solo un poco cuando se trataba de la proteína de 37 kDa. Estas 

proteínas fueron designadas como los factores a J7 y a 49 de S. eoelieolor. Se identificó 

además una proteína de 35 kDa que estimulaba fuertemente la síntesis de RNA mensajero a 

partir del promotor veg y que es diferente a la proteína de 37 kDa, constituyendo por lo 

tanto a otro factor sigma, el a35 [122]. 

Por otra parte, el gen de la agarasa extracelular de S. eoelieolor, dagA, tiene cuatro 

promotores con secuencias diferentes que permiten la transcripción a partir de 32 pb (PI), 

77 pb (P2), 125 pb (P3) y 220 pb (P4) hacia arriba de la secuencia codificadora [123). La 
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expresión de dagA se induce por productos de degradación del agar y está reprimida por 

glucosa, y estos dos efectos son regulados a nivel del inicio de la transcripción [124]. En 

experimentos de transcripción in vitro donde se utilizó como templado la región del DNA 

que contiene a estos 4 promotores y muestras de RNA polimerasa total, se identificaron 

actividades de transcripción parcialmente separadas para cada promotor [125]. 

Purificaciones subsecuentes de las fracciones donde se identificaron estas actividades 

permitieron obtener la transcripción por separado de dagA p2, dagA p3, y dagA p4, en 

tanto que la transcripción específica para dagA pino se pudo recuperar. Estas actividades 

de transcripción no se debieron a diferencias en la concentración de la RNA polimerasa, 

sino que realmente correspondían a diferentes holoenzimas. La holoenzima que permite la 

transcripción de dagA p4 reconocía además solo al promotor veg, la que reconoce a dagA 

p3 solo al promotor ctc, y la específica de dagA p2 a ninguno de estos dos. Por lo tanto, los 

factores sigma responsables de la transcripción de dagA p3 y dagA p4 corresponden a a'o y 

aH 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 conoció a 

partir de experimentos de reconstitución de holoenzimas, donde la porción core la 

constituyó la fracción altamente purificada que contenía actividad de transcripción 

específica para dagA, y como posibles factores sigma se probaron las proteínas 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 así obtenidas fueron utilizadas en ensayos de 

transcripción in vitro, a partir de los cuales se identificó una proteína de 28 kDa que 

reconocía a dagA y al promotor ctc no, y que se designó factor a28 [125]. El gen sigE que 

codifica para al. (aE ) fue identificado en análisis tipo Southern blot, usando como sonda un 
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oligonucleotido degenerado diseñado a partir de la secuencia de los primeros 27 aa del 

extremo amino de la proteína SigE. El gen estructural, designado sigE, codifica para una 

proteína que presenta una alta similitud con proteínas reguladoras positivas, incluyendo al 

factor crE de E. coli. Estas proteínas constituyen una subfamilia de factores sigma que 

funcionan como moléculas efectoras que sensan señales generadas en o fuera de la 

membrana; cada uno de ellos transcriben genes cuyos productos estan involucrados en 

funciones extracitoplasmáticas, por lo que se denominó la subfamilia de factores sigma crEcr 

[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 unión a la RNA 

polimerasa core y el otro de unión al DNA, y éste a su vez presenta un subdominio A que 

está directamente involucrado en la unión a la polimerasa, en tanto que el subdominio B 

modula dicha unión. El dOlTÚnio B está conservado en los factores sigma principales de E. 

coli y B. subtilis, pero no en los factores sigma menores. Basándose en una secuencia de 10 

aa, que está totalmente conservada del subdominio B de estas dos bacterias, se diseñó un 

oligo de 29 bases para tratar de identificar genes homólogos a rpoD en otras bacterias. El 

DNA de S. coelicolor dió señal 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 está 

presente en los factores cr70 de E. coli y crA de B. Subtilis, y que corresponden al 

subdominio B. Esta región común fue denominada caja rpoD, y los 4 ORFs identificados 

en S. coelicolor constituyen los genes hrdA, hrdB, hrdC y hrdD [127]. Experimentos 

independientes realizados usando el gen rpoD de Myxococcus xanthus como sonda, 
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pem1itieron la clonación y posterior interrupción de los genes hrdB, hrdC y hrdD de S. 

coelicolor (128]. Cuando se interrumpieron los genes hrdA, hrdC y hrdD se obtuvieron 

mutantes de S. eoelieolor que no presentan defectos en la morfología de las colonias, la 

diferenciación ni en la producción de actinorrodina y undecilprodigiosina. En contraste, no 

se pudieron obtener mutantes para el gen hrdB usando la misma estrategia de interrupción 

genética, lo cual indica que este gen es esencial para el crecimiento y su eliminación es 

letal, por lo que constituye el factor sigma principal de S. eoelieolor (128-130]. En la 

región 4.2 de los factores a",oD de E. eoli, B. subtilis y M xanthus existen 4 residuos 

involucrados en el contacto específico con 4 pb de la región -35; estos residuos están 

también presentes en los cuatro factores ah'd de Streptomyees. Por otra parte, en la región 

2.4 que reconoce al hexámero -10 también hay residuos conservados entre estas bacterias, si 

bien la treonina que hace contacto con la primera base de la región -10 esta cambiada en 

a'"'' por una serina y por una glutamina en a'"dC. Lo anterior indica que los factores a"'" 

deben reconocer promotores con diferencias sutiles en sus secuencias, y ésto permitirá, una 

vez identificados, obtener información sobre las interacciones de aa específicos con las 

bases individuales del correspondiente promotor [130]. Al analizar la transcripción de los 

genes hrdB, hrdC y hrdD con RNA obtenido de cultivos líquidos, en experimentos de 

mapeo por S 1 de alta resolución, se identificaron una región promotora de hrdB y dos de 

hrdD, pero ninguna para hrdC. El promotor hrdD-PI se localiza dentro del gen ORFX, 

cuya cadena codificadora es la opuesta al del gen hrdD [128]. Dada la gran similitud que 

presentan cada una de las cuatro proteínas aH'd con el factor aJO de E. eoli, especialmente 

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

que las RNA polimerasas a las que se unen actúen sobre promotores con una fuerte 
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homología con las secuencias consenso de E. coli. En relación a los factores sigma 

identificados anteriormente [122), ya que a 3S transcribe al promotor veg, el cual presenta 

una secuencia con alta homología con la secuencia consenso dependientes del 0
70 de E. 

coli, tal vez este 0)5 sea el producto de alguno de los genes hrd. A partir de una muestra de 

RNA polimerasa total de S. coelicolor se obtuvo la fracción que presenta actividad 

transcripcional específica para dagA 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 

permitía la transcripción in vitro de este promotor. Este polipéptido fue purificado por 

elución del SDS-PAGE y renaturalizado en presencia de la proteína chaperonina GroEI 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 confirmó que es un factor sigma y se designó como ah'dB. 

Esta asignación está además 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 aminoácidos de ah'dB 

presenta una marcada similitud con las secuencias de aminoácidos de los factores 

principales de E. coli y B. subtilis, 0
70 y a A respectivamente [129). 

A partir de mutantes nulas estables de hrdA, hrdC y hrdD se construyeron mutan tes 

dobles hrdAC, hrdAD y hrdCD y una mutante triple hrdACD, ninguna de las cuales 

presenta alteración en su crecimiento, ni en su diferenciación ni en la producción de 

antibióticos pigmentados. Ya que los genes hrd pueden ser inactivados simultáneamente sin 

que se produzca ningún cambio fenotípico aparente, sus productos deben de transcribirse a 

partir de distintos promotores [130). Los genes regulatorios requeridos para la síntesis de la 

actinorrodina y la undecilprodigiosina, actIl-ORF4 y redD, pueden ser transcriptos in vitro 
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por la Ea, .. dD , e in vivo en una cepa mutante hrdD, diferente a las usadas anteriormente 

[131], tampoco se afecta la producción de estos antibióticos; todo esto indica que estos 

genes pueden ser transcritos in vivo por Eah'dD y otra holoenzima, probablemente Ea, .. d" 

[130]. 

En S. aureofaciens también hay cuatro genes hrd, tres de ellos son análogos a hrdA, 

hrdB y hrdD de S. coelicolor, y el cuarto hrdE parece ser un factor sigma nuevo. Solo hrdB 

y hrdA son expresados en medio líquido. Por mapeo por S I Y transcripción in vivo se 

estableció que los cuatro genes tienen dos promotores separados, los cuales presentan una 

regulación dependiente de la fase del crecimiento y del medio de cultivo. En el caso del gen 

principal hrdB se detecta la transcripción a partir de ambos promotores a lo largo de todo el 

crecimiento, en tanto que los dos promotores de hrdD solo son activos durante el 

crecimiento vegetativo. El gen hrdA es expresado solo en medio sólido durante la fase 

tardía del micelio aéreo [132]. La región promotora de hrdB-PI, hrdD-PI y hrdD-P2 

presentan alta homología con los genes hrd correspondientes de S. coelicolor [132]. 

El operón gal de S. coelicolor A3(2), que está sujeto a la inducción por galactosa y 

represión por glucosa, presenta dos promotores: galP 1, que se localiza en el extremo 5' del 

operón y produce un único transcrito que incluye los productos de los genes galT, galE y 

galK, en tanto que el promotor galP2 se localiza entre los genes galTy galE y produce un 

transcrito que contiene a galE y galK. El promotor galP 1 es quien está influenciado por 

galactosa y glucosa, y galP2 es un promotor constitutivo de bajo nivel. No existen 

homologías entre galP 1 y galP2 en las posiciones donde la RNA polimerasa hace contacto. 

En ensayos de transcripción in vi/ro 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 galP 1 son cambiadas, se pierde su actividad. 

A partir de la muestra que presentaba actividad para galPI se identificó un polipéptido de 

45 kDa; está proteína fue usada para reconstituir una holoenzima que reconoce a galP 1 pero 

no a galP 2. Este nuevo factor sigma, ¡¡ 45, es diferente a ¡¡"roo ya que el operón gal es 

expresado en las mutantes hrdD, y una RNA polimerasa extraída de esta misma mutante 

permite la transcripción in vitro de galP 1 [115]. 

De los genes de Streptomyces 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 ¡¡'D, además de que las 

regiones -10 y -35 están separadas por 16-18 nucleótidos [134]. Conforme aumente la lista 

de genes conocidos, este grupo de promotores puede hacerse mayor, y de igual manera se 

podrán identificar otras características 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 

característica de promotor y en donde los factores sigma determinarían la expresión 

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 

diferenciación morfológica y el metabolismo secundario. De esta manera, los factores 

sigma tienen un importante papel en la regulación y coordinación de la expresión de genes 

en Streptomyces. 
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III. ANTECEDENTES 

Las grasas y aceites son los lípidos más abundantes de procedencia natural. Dentro 

de estos los triacilgliceroles (TAGs) son ésteres que se componen de tres ácidos 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 están esterificados 

con el mismo ácido graso se habla de un TAG simple, pero generalmente contienen dos o 

tres ácidos grasos distintos y se denominan T AG mixtos. La hidrólisis de los 

triacilglicéridos, catalizada por enzimas lipolíticas, libera como productos ácidos grasos, 

monoacilgliceroles, diacilgliceroles y glicerol [135] 

ACIDO ALCOHOL ESTER 

AGUA 

RCOOH ío--QH í~R HOH 

Catalizador R'COOH + C--GH ·l~R + HOH 

R"COOH C--GH H C---o-!:\-R" HOH 
2 

ácidos grasos Glicerol Triacilglicerol 

Figura 7. Slntesis de los triacilgliceroles. 

Las esterasas y las lipasas son hidro lasas 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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ésteres carboxílicos de ácidos grasos de cadenas relativamente cortas y solubles en agua. 

Por otra parte, ya que los substratos naturales de las lipasas verdaderas (Ee 3.1.1.3) son 

T AG de cadena larga que son insolubles en soluciones acuosas, las lipasas son definidas 

como glicerol éster hidro lasas que actúan específicamente sobre substratos insolubles y que 

requieren la formación de una interfase lípido-agua para activarse. Las lipasas y las 

esterasas, junto con las serina proteasas, contienen una triada catalítica compuesta por un 

residuo de serina nucleofilico que actúa en conjunto con un residuo de histidina y un 

residuo de ácido aspártico ó ácido glutámico [136-140]. Estas enzimas presentan una 

estereoespecificidad característica, prefiriendo los enlaces éster periféricos o bien los 

enlaces éster centrales de la molécula de T AG. 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 química de los ácidos grasos 

presentes en la molécula de T AG 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 ácidos grasos con ciertas características particulares (no hay lipasas de 

origen bacteriano en este grupo). La estereoespecificidad depende estrictamente de la 

presión de superficie del substrato, y en ciertos casos puede estar además influenciada por 

la longitud de la cadena de los ácidos grasos presentes [141]. Las lipasas bacterianas son de 

considerable importancia por sus potenciales aplicaciones en biotecnología, ya que estas 

enzimas pueden permanecer activas en una variedad de solventes orgánicos 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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así como sintetizar enlaces ésteres y peptídicos. Las lipasas extracelulares normalmente 

aparecen en el medio de cultivo cuando las bacterias alcanzan el final de la fase logarítmica 

del crecimiento; la producción de lipasas puede ser determinada cualitativamente por la 

formación de halos claros alrededor de las colonias crecidas en placas de agar con 

emulsiones de tributirina o trioleína, y cuando se agrega rodamina B se forman halos 

fluorescentes de color naranja-rojo visibles con luz UV [142]. La actividad lipolítica en 

sobrenadantes de cultivos bacterianos se puede determinar por la titulación de los ácidos 

grasos liberados a partir de un substrato lipídico, o bien por la cuantificación 

espectofotométrica de aniones cromogénicos liberados de ésteres sintéticos (p-nitrofenilos) 

con cadenas de ácidos grasos de diferentes tamaños, 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 sólo las propiedades cinéticas de las lipasas, sino las 

propiedades fisicoquímicas 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 óptima producción de las lipasas de diferentes bacterias, pero aún no ha 

sido posible elucidar los mecanismos generales de regulación de su producción y 

secreción. 

Activación inteñásica de las Iipasas. 

Aún cuando los ácidos grasos de cadena corta son ligeramente solubles en agua, los 

componentes con ácidos grasos de cadena larga esterificados con el glicerol son insolubles. 

Cuando las moléculas de T AG alcanzan el estado emulsionado, dan origen a la formación 

de una interfase lípido-agua. La lipólisis ocurre exclusivamente en la interfase lípido-agua. 
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La diferencia principal entre las esterasas y las lipasas está basada en su habilidad para ser 

activadas por la presencia de interfases lípido-agua. La actividad de las esterasas es una 

función que depende de la concentración del substrato, alcanzándose la velocidad máxima 

de la reacción mucho antes de que la solución llegue al punto de saturación del substrato; la 

formación de una emulsión substrato-agua no cambia la velocidad de la reacción (Fig. 8); 

en contraste, las lipasas no muestran actividad mientras el substrato está en estado 

monomérico; sin embargo, cuando la solubilidad límite del substrato es excedida, se 

empieza a detectar actividad enzimática, y conforme el substrato forma una emulsión y el 

área de la interfase aumenta, la actividad enzimática se incrementa de manera pronunciada 

(Fig. 8). Este mecanismo de acción se denomina activación interfásica, y esta propiedad 

llevó a la definición de las lipasas como carboxilesterasas que actúan específicamente sobre 

substratos emulsificados [144-146]. 
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Figura 8. Activación interfásica de las lipasas. Perfil típico de la actividad enzimática de la lipasa pancreática 
humana y la esterasa de hígado de caballo a diferentes concentraciones de substrato. La linea punteada indica 
el punto de saturación del substrato [143]. 

Las bases moleculares de este mecanismo de activación enzimática fueron 

descifradas principalmente a partir de estudios cristalográficos realizados con las lipasas de 

Rhizomucor miehei, Geotrichum candidum y la lipasa pancreática humana. Así, cuando una 
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lipasa se une a una interfase lípido-agua se da un cambio conformacional en la proteína que 

provoca el desplazamiento de la tapa que cubre al sitio activo y que lo mantiene totalmente 

inaccesible; como resultado de este cambio el lado hidrofóbico de la tapa es expuesto a la 

fase lipídica, reforzando así las interacciones hidrofóbicas entre la enzima y la superficie 

lipídica, permitiendo que el substrato llegue al sitio activo y se realice la hidrólisis [136-

137, 140, 147]. La cinética enzimática de una lipasa no puede describirse con el modelo de 

Michaelis-Menten ya que este es valido sólo en el caso de una fase homogénea (substrato y 

enzima solubles). El modelo que describe la cinética de catálisis para enzimas lipolíticas 

presenta dos pasos; primero, la adsorción física de la enzima en la interfase, que incluye la 

activación interfásica de la enzima (abertura del sitio activo) y segundo, la formación del 

complejo enzima-substrato, la hidrólisis de éste para dar el producto y la regeneración de la 

enzima adsorbida [13 7, 140, 148]. 

Estructura tridimensional de las lipasas. 

Las lipasas bacterianas varían en tamaño, desde la de Bacillus de 19 kDa hasta la de 

Staphylococcus carnosus de 86 kDa, y presentan poca homología en su estructura primaria. 

limitándose ésta a la región donde se localiza la cavidad oxianiónica, y la región catalítica 

que contiene al pentapéptido Gly-X-Ser-X-Gly, donde se localiza el residuo de serina 

nucleofílico y que está altamente conservado en las lipasas de diferentes orígenes. 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 jluorescens [153], Pseudomonas cepacie [154], y la lipasa pancreática 

humana [147]; en base a estudios de difracción de rayos X fue posible conocer su 

estructura tridimensional (Fig. 9). Se encontró que a pesar de la amplia diversidad en sus 
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secuencias de aminoácidos, todas las lipasas tienen una estructura terciaria similar 

denominada plegado a/p de las hidro lasas (Fig. 9), la cual está formada por un dominio 

central constituido por una serie de hojas p paralelas alternadas con hélices a, las cuales se 

localizan o proyectan hacia ambos lados de la región central (estructura canónica de las 

lipasas). El número y la posición espacial de estas estructuras varía considerablemente, así 

como las conexiones entre los elementos estructurales conservados. Se puede distinguir una 

región de reconocimiento de la interfase lípido-agua, la cual incluye a la hélice a que 

constituye la tapa pcptídica involucrada en la activación interfásica [155]. 

nA 

Figura 9. Plegado a/Il consenso de las hidrolasas. Las hélices a están indicadas por cilindros y las hojas 13 
por nechas. La posición topológica de los residuos de la triada catalítica se muestra con circulos sólidos; la 
serina nucleofilica está localiza justo después de la hoja 13 número cinco, el ácido aspártico/glutámico 
después de la hoja 13 número siete, y la histidina se encuentra en el doblez formado entre la hoja 13 número 
ocho y la hélice aF [155]. 

El sitio activo se encuentra localizado en el interior de la proteína, cubierto por una 

cadena polipeptídica antipática que actúa como una tapa que lo mantiene inaccesible a las 

moléculas del substrato (Fig. 10). Esta tapa está arreglada como una hélice a en las lipasas 

de Pseudomonas [153,154,150], de R. miehei [\36] y la lipasa pancreática humana [147], 
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en tanto que el sitio activo de G. candidum está cubierto por dos hélices ex paralelas [149]. 

Entre el sitio activo y la superficie interna de la tapa predominan las interacciones 

hidrofóbicas, en tanto que el lado polar de la cadena se localiza hacia la porción acuosa. 

Cuando la enzima se encuentra en una interfase lípido-agua se da un cambio 

conformacional en la región 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 solución acuosa, se 

mueva hacia una cavidad polar preformada; en tanto que la porción hidrofóbica, que 

previamente estaba en contacto con el sitio activo, queda ahora expuesta a la porción 

lipídica de la interfase y ésto provoca que se incremente la superficie no polar alrededor del 

sitio activo, lo que a su vez permite la unión del substrato. La profundidad a la cual se 

localiza el sitio activo dentro de la proteína parece ser un factor determinante para la 

especificidad de estas enzimas por ácidos grasos de cadena larga [137,140,156-157]. La 

rotación de la tapa es acompañado por otro cambio estructural que permite que la cavidad 

oxianiónica quede en la posición correcta. La estereoquímica de la cavidad oxi-aniónica 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 está involucrado en la 

formación de esta estructura [158]. 
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Figura 10. Representación esquemática de la estructura de la lipasa de P. g/urnae determinada por 
cristalografia de rayos X (a), y en el caso de la lipasa de Acinetobacter ca/coaceticus deducida a partir de la 
anterior (b). Las flechas representan las hojas P y las barras las hélices IX; los residuos de la triada catalitica 
están indicados con·. En ambos casos la hélice 5 corresponde a la tapa que cubre al sitio activo [152, 179]. 
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Características de la triada catalítica. 

El sitio activo contiene una triada catalítica formada por una serina, la que 

constituye al residuo nucleofilico y que está unida por un enlace de hidrógeno a un residuo 

de histidina al cual se une además un residuo de ácido aspártico, también por un enlace de 

hidro geno (en G. candidum el tercer residuo es el ácido glutámico). Cada uno de estos 

residuos se localiza en un elemento estructural secundario diferente de la proteína (Figs. 9 y 

10), la serina nucleofilica se encuentra en el segmento curvo que se forma entre la hoja p5 

y la hélice aC del dominio central de la estructura canónica (Fig. 9); el siguiente residuo es 

el aspartato y generalmente se localiza en el segmento curvo formado después de la 

segunda hoja p (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 p [136,138,146-147, 

152]. La posición y conformación de los aminoácidos que forman la triada catalítica no son 

significativamente diferentes en las estructuras abiertas y cerrada de la lipasa; el cambio 

conformacional de la tapa provoca un cambio importante en el ambiente de este sitio, la 

serina se vuelve totalmente accesible al solvente y se localiza en el fondo de un cañón 

hidrofóbico que está perfectamente adaptado para la unión del substrato lipídico. La 

funcionalidad de la triada catalítica está asistida por la presencia de una cavidad 

oxianiónica, que es una región electrofilica que estabiliza la carga negativa generada 

durante el ataque nucleofilico por el oxígeno de la serina sobre el carbono carbonilo del 

enlace éster del substrato. La arquitectura de la cavidad oxianiónica y su contribución a la 

estabilización de la catálisis no es muy conocida en el caso de las lipasas y las esterasas; en 

el caso de la lipasa pancreática humana se forma por los nitrógenos de las cadenas 

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

La hidrólisis de un enlace éster por una lipasa inicia con el ataque nucleofilico del 

oxígeno de la serina sobre el átomo de carbono carbonilo del substrato (Fig. 11), lo cual 

lleva a la formación de un intermediario tetraédrico (reacción 1), el cual presenta una carga 

negativa en el átomo de oxígeno 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 formación de enlaces de hidrógeno entre el 

oxígeno carbonilo (el oxianión) y la porción amida de al menos dos residuos de la cavidad 

oxianiónica, uno de los cuales corresponde al residuo siguiente de la serina nucleofilica, y 

el otro proviene del residuo localizado al final de la hoja p3. La función del residuo de 

histidina de la triada catalítica 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 ácido aspártico (reacción 

2). El intermediario da paso a la formación del complejo acilo-enzima, en el cual el 

componente ácido del substrato es esterificado a la serina, mientras el alcohol es liberado 

(reacción 3); en el siguiente paso una molécula de agua hidroliza el intermediario acilo­

enzima, la histidina activa esta molécula de agua donándole un protón, el ión OH­

resultante ataca el átomo de carbono carbonilo del grupo acilo unido covalentemente a la 

serina. Se forma nuevamente un intermediario tetraédrico negativamente cargado, el cual 

también es estabilizado por interacciones con la cavidad oxianiónica. La histidina dona un 

protón al oxígeno de la serina, lo cual permite que la serina libere al ácido graso y se 

regenere la enzima (reacción 4), quedando lista para otro ciclo de catálisis [143, 155]. 
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Figura 11. Mecanismo de Iipolisis. La catálisis inicia con la unión del substrato, activación de la serina 
nueleofilica por la histidina, y el ataque nucleofilico por el O' de la serina sobre el átomo de carbono 
carhonilo del substrato (reacción 1). Formación del intermediario tetraédrico, con el O' estabilizado por 
interacciones con los grupos amida de la cavidad oxianióniea. La histidina dona un protón al alcohol del 
substrato (reacción 2). Formación del complejo acilo-enzima, en el cual el ácido graso del substrato está 
esterifieado al residuo de serina de la enzima; la molécula de agua entrante es activada por la histidina, y el 
ión hidroxilo resultante ataca nueleofilieamente al átomo de carbono earbonilo del complejo acilo-enzima 
(reacción 3). La histidina dona un protón al átomo de oxígeno de la serina, se rompe el enlace éster entre la 
serina y el ácido graso. y éste último es liberado (reacción 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 último 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 logarítmica del crecimiento. Todos los estudios realizados hasta el 

momento han permitido definir ciertas condiciones para la óptima producción de las Iipasas 

de diferentes bacterias, pero aún no ha sido posible dilucidar los mecanismos generales de 

regulación de su producción y secreción. Las lipasas bacterianas conocidas actualmente 
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están clasificadas en seis familias en base a la homología de sus secuencias de aminoácidos 

(Tabla 1), de estas familias la número 1 está a su vez subdividida en seis grupos [155]. 
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En cuanto a las bacterias Gram positivas, Bacillus subtilis secreta una lipasa de 19.4 

kDa la cual prefiere ácidos 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 está 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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S/aphylococcus aureus y S/aphylococcus hyicus presentan un amplio espectro en su 

especificidad de substrato, la última exhibe actividad de fosfolipasa y lisofosfolipasa 

incluso [161-162]; la lipasa de S. aureus es sintetizada como un prepropéptido del cual se 

elimina un péptido señal de 46 aa para formar una prolipasa de 82 kDa, una segunda ruptura 

proteo lítica en el extremo carboxilo da como resultado la forma madura de la lipasa de 46 

kDa. El proceso proteo lítico está mediado por una metalocistein proteasa que actúa sobre 

los extremos amino y carboxilo (162-165]. La lipasa de S. hyicus también está 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 secreción 

eficiente: En Staphylococcus carnosus, que no posee la proteasa equivalente, se produce 

una proteína activa de 86 kDa (162, 166-168]. 

Una característica importante de las lipasas de Pseudomonas es que requieren la 

presencia de proteínas accesorias para adquirir su conformación estructural correcta y para 

su eficiente secreción [169-170]. Estas foldasas, denominadas proteínas Lif, presentan gran 

homología 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 proteínas ayudadoras (LimA y LipB respectivamente), en 

tanto que P. aeruginosa presenta cuatro (Act, LipH, LipB y LimL). La más estudiada de 

estás proteínas, LípB de P. glumae, está anclada a la membrana ínterna por medio de una 

hélice transmembranal presente en su extremo amino; la lipasa, que es secretada por una vía 

de dos pasos. permanece anclada a la membrana citoplasmática por medio de su péptido 

señal y adquiere su estructura correcta en el periplasma asistida por Lipl3, y finalmente es 

secretada a través de la membrana externa [172-173, 175]. En P. aeruginosa se han 
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identificado otras proteínas necesarias para la estabilización de la lipasa durante su 

secreción. Estas proteínas DsbA (tiol-disulfuro oxidoreductasa) y DsbC (tiol-disulfuro 

isomerasa) están involucradas en la formación de enlaces disulfuro en las lipasas durante su 

paso por el periplasma; en mutantes dsbA y dsbC la producción de la lipasa extracelular 

está fuertemente reducida y solo se detectan niveles de actividad lipolítica residuales [155]. 

En bacterias Gram positivas no se han identificado homólogos a las proteínas Lif ni Dsb. 

Las lipasas de Pseudomonas presentan un amplio espectro de especificidad y se dividen en 

tres grupo generales; el primero está formado por enzimas de 285 aminoácidos, las cuales 

requieren la presencia de las proteínas Lif para adquirir su conformación enzimáticamente 

activa y para su secreción (por ejemplo P. aeruginosa); el grupo II incluye lipasas de 320 

aminoácidos, requieren también de las foldasas (p. ej. P. glumae); en el grupo III quedan 

las lipasas de 475 aminoácidos, las cuales no tienen péptido señal y no requieren de las 

proteínas Lif (p. ej. P. j/uorescens) [159]. 

Mecanismos de secreción de lipasas. 

No existe un mecanismo de secreción generalizado para estas enzimas, la mayoría 

de las cuales poseen un péptido señal en su extremo amino que les permite su secreción a 

través de la membrana interna. Las lipasas de Pseudomonas son secretadas usando al menos 

dos vías diferentes. Las lipasas de P. aeruginosa y P. glumae, que tienen péptidos señales 

de 26 y 39 aminoácidos respectivamente, utilizan una vía de dos pasos (Fig. 12), en donde 

se requieren maquinarias de exportación formadas por varias proteínas (productos de los 

genes sec y xcp), y donde existen intermediarios periplasmáticos, los cuales adquieren la 

conformación enzimáticamente activa con la ayuda de las proteínas Lif, en tanto que las 

proteínas Dsb ayudan a su estabilización [155, 175]. Después de la translocación de la 
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preproteína a través de la membrana citoplasmática por el sistema formado por las proteínas 

Seco y la subsecuente ruptura del péptido señal, el transporte a través de la membrana 

externa está mediado por un segundo complejo proteico de translocación formado por las 

proteínas Xcp ,que reconoce elementos estructurales en la enzima [175]. Por contraste, la 

lipasa de P. fluorescens, quien no tiene péptido señal, contiene como señales de secreción 

una hélice anfifilica y una caja de aspartato en su extremo carboxilo, esta enzima es 

secretada a través de una vía de un solo paso donde la proteína es secretada a través de un 

poro formado por tres proteínas, que constituyen el sistema de transportadores ABe [176]. 

om 

p 

1m 

mature 
IIpase 

Xcp-machinery 

Figura 12. Modelo para la secreción en dos pasos para la lipasa de Pseudomonas oeruginosa. La lipasa (Lip) 
es secretada a través de la membrana interna (im) en su forma de preprotelna utilizando la maquinaria de 
exportación formada por las proteínas Seco Las interacciones con la foldasa especifica de la lipasa (Lit) y con 
las proteínas Dsb permiten que la Iipasa adquiera su conformación enzimáticamente activa y se estabilice 
durante su paso por el espacio periplasmático (p). La secreción final a través de la membrana externa (om) se 
realiza utilizando la maquinaria de exportación formada por las proteínas Xcp [155]. 

Regulación de la expresión de genes de lipasas. 

Aún cuando en los últimos años se ha incrementado significativamente la cantidad 

de genes de lipasas clonados, los mecanismos moleculares que regulan su expresión son 

poco conocidos. En S. aureus existe un mecanismo de regulación global que controla de 
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manera coordinada la transcripción de genes involucrados en patogénesis. Los loci agr y 

sar activan la transcripción de genes codificadores de proteínas extracelulares cuando se 

alcanza la fase de crecimiento estacionario; la expresión del gen de la lipasa parece estar 

regulada por ellocus agr, el cual codifica para un sistema regulatorio de dos componentes y 

dependiente de la densidad celular. En este sistema, agrC es el transductor de la señal 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 ácidos 

grasos producidos por la hidrólisis de la trioleína reprimen fuertemente la expresión del gen 

estructural, lo que llevó a proponer que existe una proteína regulatoria no identificada que 

reprime la transcripción y que es activada por la unión de los ácidos grasos [179-180). La 

expresión de la lipasa de P. aeruginosa está 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 además la expresión de otras enzimas extracelulares [181-182), y el segundo 

sistema depende del regulador global GacA, cuya sobre-expresión causa un incremento en 

la actividad lipolítica extracelular, probablemente por la activación del sistema rhIR-rhlL. 

Además de estos sistemas dependientes de la densidad celular, se ha propuesto otro que 

sería específico para esta lipasa, compuesto por los genes adyacentes lipQ y lipR, que 

codifican para una supuesta proteína transductora de señales y para un activador 

transcripcional respectivamente [155). 

Actividad IipolíticlI en Streptomyces 

En S. coelicolor se conoce bastante acerca de la producción de antibióticos a nivel 

genético, caso contrario al metabolismo de lípidos donde se desconocen aún varios 

aspectos, así como la influencia que puedan tener en la diferenciación y en la formación de 
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los metabolitos secundarios, incluyendo a los antibióticos. Además de los fosfolípidos de 

membrana típicos, SIreptomyces almacena triacilgliceroles (T AG), lípidos neutros que no 

son comúnmente encontrados en las bacterias donde el glucógeno y el polihidroxibutirato 

constituyen los polímeros de almacén comunes [183-184]. Estos TAGs se empiezan a 

acumular al inicio de la fase estacionaria del crecimiento, etapa en la cual constit1.1yen casi 

el 20% del total de lípidos, y a las 60 horas de cultivo su proporción es del 60%. El inicio 

en la producción 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 podrían 

estar funcionando como una fuente de carbono, aportando a éstos en la forma de acetil­

CoA, para la síntesis de antibióticos derivados de acetatos, justamente como la 

actinorrodina. Si esto fuera cierto, entonces es necesaria la presencia de una lipasa capaz de 

hidrolizar a los T AG a fin de garantizar el aporte eficiente de estas unidades de carbono 

Se ha identificado actividad lipolítica en algunos Streptomyces [186], si bien no se conoce 

mucho acerca de las lipasas responsables de tal función. Nuestro grupo de investigación fue 

el primero en clonar los genes responsables de la actividad lipolítica observada en 

Streptomyces exfoliatus M 11 Y Streptomyces a/bus G. El gen lipA de S. exfoliatus [187] 

tiene un promotor con características correspondientes a los promotores vegetativos de esta 

bacteria, y codifica para una lipasa de 28 kDa que presenta el sitio catalítico, Gly-X-Ser-X­

Gly, altamente conservado en todas las lipasas reportadas, y con un péptido señal 

constituido por los 42 primeros aminoácidos. La expresión de esta lipasa depende de la fase 

del crecimiento, siendo secretada principalmente durante la fase estacionaria. La 

transcripción de lipA esta regulada por el producto de un gen localizado hacia abajo, lipR, 
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que codifica para un activador transcripcional de 934 aminoácidos. En la secuencia 

nucleotídica de lipR hay un codón TIA, que hace su traducción dependiente del gen bldA; 

cuando este codón TT A es sustituido por el codón sinónimo CTC, la transcripción de lipA 

se vuelve independiente de bldA; sin embargo la expresión fase dependiente de lipA no se 

afecta, siendo posible que, como en el caso de los activadores transcripcionales de la 

síntesis de la actinorrodina y la undecilprodigiosina, esta característica se deba 

principalmente al momento en que se transcriben los correspondientes activadores [188]. La 

secuencia de la proteína codificada por el gen lipA de S. albus G presenta una homología 

del 82 % con la proteína codificada por el gen lipA de S. exfoliatus, y un gen localizado 

inmediatamente hacia abajo de este gen es a su vez homólogo al gen del activador 

transcripcional [189]. Estas lipasas presentan además similitud con la lipasa 1 de Moraxella 

sp T A 144 [190], así como con la acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas bovino 

[191]. 

En Streptomyces cinnamomeus se identificó al gen lipA que codifica para una 

preproteína con actividad lipolítica de 275 aa, donde los primeros 30 residuos constituyen 

al péptido señal, su peso es de 29.2 kDa y contiene seis residuos de cisteína. Esta lipasa no 

presenta homología con las lipasas de S. exfoliatus o la de S. albus G, en tanto que exhibe 

una identidad del 29% y una similitud del 60% con las lipasas del grupo II de Pseudomonas 

[159]. Cuando el gen lipA de S. cinnamomeus se expresa en E. coli se obtiene actividad 

lipolítica en la fracción insoluble del cultivo celular, y se reconocieron una proteína de 27 

kDa que representa a la lipasa madura, y una de 50 kDa sin actividad enzimática la cual 

parece ser un dímero de la primera con una conformación errónea. Sorprendentemente 

cuando el mismo gen se expresa en S. lividans se secreta una proteína activa de 50 kDa, 
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que es igual en tamaño a la que secreta la cepa silvestre de S. cinnamomeus. No se ha 

podido obtener la secuencia del amino terminal de esta proteína de 50 KDa la cual se cree 

que representa un dímero de la proteína de 29 kDa codificada por lipA 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, 

además de actuar también con Tween 20. Esta amplia especificidad se atribuye en aparte a 

que S. cinnamomeus secreta además una esterasa de 30 kDa, sin descartar la posible 

participación de otras enzimas hidrolíticas. Una observación importante es el hecho de que 

la actividad lipolítica se pierde cuando el gen se expresa en 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 lipídico. Esto se atribuye a la formación de mono o diacilgliceroles tóxicos 

derivados del aceite de oliva los cuales ejercen una presión selectiva sobre las variantes 

lipasas negativas, de manera análoga a lo observado con A. calcoaceticus [180]. No se 

conoce nada sobre la regulación genética en la expresión y/o secreción de esta lipasa, salvo 

que el gen orfA localizado inmediatamente hacia arriba de lipA, parece ejercer un efecto 

negativo en su producción, 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 lipolíticas según la clasificación de Jaeger et al. [155]; 

dado que la estructura primaria de la lipasa de S. cinnamomeus difiere de las de S. exfoliatus 

y S. albus G, se espera que sus propiedades bioquímicas sean también diferentes y forme 

una nueva familia de enzimas lipolíticas 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 combinación de filtración a través de una columna de DEAE celulosa 

seguida de una columna de Carboximetil (CM) celulosa. La lipasa pura recuperada de esta 

última columna fue cristalizada y usada para determinar su estructura tridimensional por 

difracción de rayos X. La forma madura de LipA es una enzima de una cadena 

polipeptídica simple de 262 aminoácidos. La porción" core" de la molécula tiene el arreglo 

terciario de plegado a/~ típico de las hidrolasas (Figs. 12 y \3). La serina nuc1eofilica 

(S 131) se localiza en la curva formada entre la hoja ~ número cinco y la hélice a número 

tres. Los otros residuos que conforman la triada catalítica son el aspartato de la posición 

177 y la histidina de la posición 209, que se localizan en los loops número 6 y 7 

respectivamente. En cuanto a los aminoácidos involucrados en la formación de la cavidad 

oxi-aniónica se identificaron, por extrapolación a lo observado con R. miehei, a los 

residuos Metl32 y Phe63 como responsables de la formación de esta estructura. Un aspecto 

relevante con relación a esta cavidad es el hecho de que en la lipasa de R. miehei ésta se 

forma como una de las consecuencias de la activación interfacial, en tanto que en la lipasa 

de S. exfoliatus parece estar preformada, lo cual sugiere que esta enzima puede ser activa en 

solución. En cuanto a los residuos involucrados en la unión del substrato, se identificaron 

varios con cadenas laterales hidrofóbicas como Met\32, Trpl56 y Va1179. 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 predicción de la estructura secundaria de la región donde se esperaría la 

presencia de dicha tapa (loop número tres de la figura 13) indica que esta región tiene una 

alta propensión helicoidal a todo lo largo de su extensión [193). 
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c-roop 1 C-1oop3 c-roop 4 c-roop 5 C-Ioop 6 c-roop 7 . C-Ioop 6 
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e 

Figura 13. La estructura tridimensional de la lipasa de S exfolia/us Mil fue obtenida por difracción de rayos 
X a una resolución de 1.9 A. (a y b) representación esquemática de la estructura terciaria mostrando el 
arreglo de los elementos de la estructura secundaria de la lipasa, las flechas indican las hojas [3, y las barras 
sólidas las hélices a; su arquitectura corresponde a la de las hidrolasas a/[3, y se indican los residuos de la 
triada catalítica (SerI31, Aspl77 e Hist209), así como otros residuos importantes. (c) acercamiento a la 
región del sitio activo donde claramente se observa la ausencia de una estructura correspondiente a la tapa 
típica identificada en la mayoría de las lipasas [193]. 
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IV. JUSTIFICACION y OBJETIVO DEL TRABAJO 

S. coelicolor A3(2) es la especie más estudiada genéticamente, por lo que es considerada 

la cepa modelo del género. La producción de enzimas, ácidos orgánicos y antibióticos ha 

estimulado la aplicación de Slreplomyces como sistema genético. Su uso como hospedero 

para la expresión de genes es favorecido por que no causa enfermedades ni es parásito del 

hombre o animales (salvo dos especies), e importantemente por su alta capacidad de 

secreción de proteínas. Gracias a las técnicas de DNA recombinante se han podido realizar 

estudios de producción de metabolitos secundarios, así como el análisis del control genético 

de la diferenciación y su correlación con la producción de antibióticos, lo que ha permitido 

conocer con más detalle la arquitectura de diversos segmentos del cromosoma que 

contienen grupos de genes de interés. El estudio de la regulación genética de la producción 

de antibióticos en Slreplomyces es un tema de gran relevancia, tanto para el entendimiento 

de la genética del desarrollo como para su aplicación desde el punto de vista 

biotecnológico. 

Streplomyces coelicolor A3(2) es una cepa particularmente apropiada para estudiar el 

control de la síntesis de antibióticos ya que dos de sus antibióticos son pigmentados y 

fácilmente visibles; de éstos, la actinorrodina, el antibiótico policétido pigmentado de azul 

ha recibido la mayor atención como un modelo de producción y secreción de antibióticos. 

A fin de avanzar en el conocimiento de la regulación de la diferenciación, la 

producción de lipasas y la influencia de éstas en la síntesis de antibióticos tipo policétido en 

la cepa modelo S. coelicolor A3(2), el presente trabajo se diseñó tomando en cuenta que (i) 

en estudios de hibridización entre el DNA de S. coelicolor y una región interna del gen 
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lipA de S. exfoliatu.l' M 11 se encontró una región de alta homología; (ii) estas bacterias 

acumulan triacilgliceroles y se sugiere que estos lípidos pueden estar funcionando como 

una fuente de carbono para el metabolismo secundario; y (iii) se propone que la actividad 

lipolítica pueda ser limitante para la síntesis de la actinorrodina a través de su acción sobre 

los triacilgliceroles almacenados. 

OBJETIVO PRINCIPAL DEL PRESENTE TRABAJO 

EVALUAR LA PARTICIPACIÓN DE LA LIPASA EXTRACELULAR DE 

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

Para lograr ésto se siguió la siguiente estrategia general: 

l. Clonar y caracterizar la secuencia de S. coelicolor A3(2) homóloga al gen de la lipasa 

extracelular de S. exfoliatus Mil. 

2. Evaluar la actividad lipolítica de la lipasa de S. coelicolor, así como su regulación. 

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

lipolítica deletadas. 

4. Determinar la posición cromosomal de los genes identificados. 

5. Evaluar en esta cepa mutante la producción de actinorrodina. 
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V. TRABAJO DE INVESTIGACION 
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The Streptomyces coelicolor A3(2) IipAR operon 
encodes an extracellular lipase and a new type 
of transcriptional regulator 
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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 (lipR). The S. 
coelicolor A3(2) lipA gene encodes a functional extracellular lipase 82 % 
identical to the S. exfolia tus 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 IipR, and 
occurred from a single promoter similar to the lipA promoters of S. exfolia tus 
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 MaIT. AcoK. AlkS, AfsR, five 
mycobacterial proteins of unknown function and some Streptomyces 
regulators in antibiotic synthesis clusters. A lipase-deficient strain of S. 
coelico/or was constructed and found to be slightly aHected in production of 
the polyketide antibiotic actinorhodin. 

Keywords: exrracellular lipa se, .\talT bmily of regularors, Streptomyces coe/ie%r, 
LipR transcriptional acri\"JWf 

The genus Streptomyces consisrs of sporulating Gram­
positive soil bacteria wirh a myceli:..tl growth habit and a 
Ji fe cycle wirh complex morphological and physiological 
differenriation, Streptomyees has recenrly been the focus 
of srudies aimed ar undersranding rhe regularion of 
differenriation ar rhe genetic level (Chater, 1993, 1998). 
Streptomyces coelicolor A3(1), in p:..trticular, has been 
intensivch' studied, and is a model svstem for under­
sranding fundamenral aspecrs of rhe n'tolecular biology 
of this genus, making ir rhe besr known Streptomyces 
species at rhe generic level (Redenbaeh el al., 1996). 

genes ha\'e been cloned from rhis genus, \1/e haH! 
pre\'iOllsly described rhe lipase genes of Streptomyces 
exfolúa,,; :vl11 (Pérez el al., 1993) and Slreplomyce; 
alb"s G (Cruz el al., 1994), and shown rhat these highl\' 
similar lipa ses are related ro a psychrophilic lipase f~O~l 
Mor,lxella sp. TA 144 (Feller el al., 1990). Se"eral 
Streptomyees species harbour sequences homologous ro 
rhis family in their genomes (Cruz el al .. 1994). The 
enzyrnes are relared ro a family of mamrnalian plareler 
acti,'aring factor acet\'lh"drolases (Hartori el al., 1996). 
The S. exfoliatus MIl lipase is a typieal ,/ fJ hydrobse, 
lacking a structure similar ro rhose in fungallipases rhar 
are eapable of funcrioning as a 'lid' (Wei el al., 1998). A 
second trpe of lipase gene encoding a ¡ipase relatcd ro 
group 1I Psettdomollas ¡ipases has recently been c10ned 
from Streptomyces cinnamomeus (Sommer et al" 1997), 
\X'hile Slreploln)'ce; lipases mighr be inl"Oll"ed in the 
utilizarion of oils presenr in rhe medium, rhey mighr 31so 
merabolize rriacylglycerols Jccumulared during \'egerar-

l\lany Streptomyces species are known to be lipolyric 
(Sztajer el al., 1988) and r\Vo differenr types of lipase 

The GenBank accession numbers for the sequences described in this paper 
are AFOO9336 and U03114, 

0002·3377 Itl 1999 SGM 2365 
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¡ve growrh in several Streptontyces species. including S. 
coeliealor A3(2), and might serve as a carbon souree for 
anribiotie symhesis (Olukoshi & Paekter, 1994). The 
rccem finding that lipA is regulated in S. exfolia/lis 
,'vIII by a bldA-dependem transeriptional aetivator in a 
growrh-ph;1se-depcndenr manner suggests rhar ir could 
be ¡nvolved in lIsing acclImulared oil (Servín-González 
et al., 1997). Becausc sequences in (he genome of 
S. cae/iealm A3(2) hyhridize at high stringene)" to the 
c10ned lipA from S. exfolia/lis Mil (Cruz e/ al., 1994), 
we inirialh· ser out ro derermine wherher the\' encode a 
funcriona¡' lipase rclared ro (he lipa ses from S: ex(oliatus 
,'d 11 and S. ,"blls G. 

METHODS 

Bacterial strains and plasmids. We used rhe plasmid-Iess wild­
rype S. eoelicolor A3(2) strain M 145, and Streptomyces 
lividans 1326 (Hopwood el al., 1985). The Escheriehia coh K-
12 srrains llsed \Vere J.\-1101 (Yanisch-Perron el al .. 1985), 
CJ236 (dllt-lllng-I thi-l relAl/pCJIOS) and G~1272 ((111/042 
or fhuAJI.lacYI or lacZ4, tsx-1 or tsx-íS, glnV44 galK2 don-
6 dam-3 ml/A2 metBl t!Ji-1 hsdS21), which was kindly 
pro\'ided by the E. coli Genecic Swck Cencer. 

Media and growth conditions. Strains of E. col; were grO\\/n 
in luria-Bertani or 2 x YT medium (Sambrook et al., 1989). 
\X'hen nceded. carbcnicitlin \Vas added at a tinal concencration 
of 200 Jlg mI-l. Media and conclírions for growrh of SI repto­
my<--es srrains \Vere as described by Hopwood et al. (1985); 
liquid SM1\;1 medium \\/a5 as described by T akano el al. (1992). 
To derecr lipase acriviry un solid medium, olive oil/rhoJamine 
B piares were prcpared as described previouslv (Pérez el al.. 
1993). For lipase speciticiry assays we usel R2YE pIates 
comaining a 1 % emulsion of che rriglyceride being tesred. 

Recombinant DNA techniques. Slreplomyces plasmids and 
chromosumal DNA were isolared as described by Hopwood 
el al. (1985) Vt·ith slighr modifications. Procedures cired 
in Hopwood el al. (1985) were also used [Q prepare and 
rransform Streplom)'ces protoplasrs. Manipulation of E. coli 
DNA was carried out as in Sambrook el al. (1989). Competent 
celIs for transformarion were prepared by rhe mechod of Inoue 
el al. (1990). In-phase c10ning of rhe S. caelicolor lipA in 
expression vector pIJ6021 (Takano et al .. 1995) was based on 
sire-directed muragenesis according to che protocol of Kunkel 
(1985), using an oligonucleoride wirh che sequen ce 5' -GGAC­
ACCCCCCATATGCAGCAGAACCC-3·. The PCR ,,"as car­
ried Out wirh AmpliT aq DNA polymerase from Perkin-Elmer 
according to the insrrucrions of rhe manufacrurer. 

Nucleotide sequencing and sequence analysis. Sequencing of 
1\;113 clones obrained by random subcloning of sonieared 
DNA imo the Snwl site of M 13mpl9 (Yanisch-Perron el al., 
1985) used Sequenase or Thermosequenase kirs (Amersham). 
Somhern hybridizacions were earried om using rhe PhoroGene 
sysrem from Life Technologies; probes were labelled wirh a 
BioPrime kit, also from Life T echnologies. Sequences were 
analysed wüh pe/cENE (version 6.85: ImelliGenerics), 
DNA~tA~:-I (Lynnon BioSofr) and PHYLlP (Felsensrein, 1988). 

SDS.pAGE and immunodetection of Iipase. For SOS-PAGE a 
4% sracking gel and a 10% separating gel in a Mighty SmJll 
Il elecrrophoresis unit (Hoefer Scienrif1c Instrumenrs) were 
used. Proreins were transferred to Hrbond nitroeellulose 
(Amersham) for Wesrern blQ[ring and immunoderecrion as 
previously des(,:rihed using rabbir polyclonal anribodies 
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direcred against che puriJ1ed S. exfolia tus MIl lipase (Sen,]'n_ 
Gonzalez el al .. 1997). 

Biochemical methods. The S. coe/ie%r A3(2) tirase \Vas 
partially purified from 1 I cultures of .MI45(pBI08) grown in 
liquid R2YE medium. The eulcures were cenrrifuged fo r 
15 min Jt 14000 r.p.m. and the supern.Hant was recenrrit"uged 
for 30 min at rhe same speed. Ammonium sulphate \Vas .1ddcd 
co 70~o saturation on ice. and the precipiureJ prorein, 
cottecred by cenrrifug.uion. \Vas resuspendeJ in 10 m.\t 
potJ.ssium phosphare r.uffer (pH 7). The prorein \Vas Jd~·sed 
againsr rhe same buffer. concel.1trated ro a final \"olume of 3 mi 
in a Cenrriprep 10 (oneemrawr (:\mieon), and loaJeJ on .111 

Ultrogel .-\ea54 column (l'5 x 100 cm). Fractions eonr.úning 
tipase .lcti\"i[y were pooled. concenrrared as before .lnd rerun 
in the same (ulumn. Those from [he middle of rhe lipJse peJk 
\Vere used immediarely for the speeilicity sruJies Jnd for 
Western blorring. 

Lipase activiry \Vas assayed colorimecrieatly as descrihed by 
Pérez et al. (1993), excepr char reactions \vere carried our in 
50 mM TES (pH 7·2.). Lipase unirs were as previously defined 
(Ser\"ín-González el al., 1997). 

High-resolution nuclease 51 mapping. Pro bes for S 1 mapping 
\Vere prepared by PCR amplification, afrer IabeIling che 5' end 
of che appropriate primers w¡rh [i,-~2PJATP using T 4 poly­
nucleotide kinase. For mapping [he lipA rranscriprionJI sra n 
sire rhe lahelled primer \\'as S' -CGTCACTGCGGCCAGCC. 
3', ano rhe unlabelled primer was S'-GCGTGCGCCATGT­
CCGC-J', generaring a 526 nr probe. For mapping the lipR 
trans(ript the labelIed primer was 5' -GCAGCGCGTCCAG­
CATC-J' and the unlabelted primer had rhe sequence 
S'-GTGAGAA TTCGGAAGCGA TCGAGGAGTACCGG·3·. 
generJring a 316 nr prohe; rhis Jast primer carried a 15 nr non­
hybridizing extension (shown in italies) ro disringuish full­
length prorecrion of the probe hy upsrrcarn transcriprs from 
reannealed probe. The PCR products uniquely lar.etled at one 
end were purified from low-melting-point agarose gels. For 
each SI nuclease procenion assay 1O.~ Cerenkov e.p.m. of 
probe was hybridized to 50 Jlg roral RNA obrained by rhe 
method of Hopwood et al. (1985). Hybridizarions were 
performed in 20 !JI sodium rrichloroace[are buffer (.\lurr.1Y. 
1986) for 5 h at 45 oC, afrer brief denaturation ar 65 oC for 
10 mino Furrher processing of the samples and gel elenro­
phoresis of the prorecred fragmenrs were as pre,·iously 
deseribed (Servín-González el a/., 1997). The prorecred frag­
menes were run paraltel ro sequenee ladders obtained ",irh che 
same Iabetled primer used for probe prepararion. 

RESULTS 

Cloning and sequencing of the S. coelico/or A3(2) 
lipA and IipR homologues 

Previolls work in our laboraron· showed rhat rhe S. 
coe/icalor A3(2) genome com;ined sequenees that 
hybridized ar high stringency ro 3 fragmenr imernal ro S. 
exfolia",s Mil lipA (Cruz el al., 1994). To find whether 
rhese sequences represenred a lipA homologue, we 
loealized them by Southern hybridization using a frag­
ment imernal to S. exfolia",s M 11 lipA as a probc (not 
shown). Total ehromosomal DNA from S. caelit%r' 
A3(2) strain M145 was eut with MIIII and fragments in 
the 5 kb range, isolated from a low-melting-poim 
agarose gel, were c10ned in the single MIli) site of pB72 
(Servín-González el al., 1995) and introdueed inro 
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E. eoli. Colony hybridizarion yielded eighr posirive 
clones with [he same 5'3 kb ¡nsert; borh orienrations 
were represented. Further Sourhern hybridization ex pe­
riments re\'ealed rhat rhe 5·3 kb ¡'"l/ul fragmenr also 
carried a sequence [hat hybridized;lt lower srringency ro 
a fragmenr internal ro the S. exfoliatus Mil lipR gene 
(Servin-Gonz;Ílez et al., 1997). The data suggested that 
rhe 5'3 kb MIIII fragmenr carried both lipA anJ IipR 
homologues of these previously described genes of S. 
exfoliatlls ,1111. 

Initial seqw:ncing ar rhe ends of (he fragmenr unco"cred 
a lipA rhat probably lacked the promoter region, sinee 
rhe coding sequenee started jusr 66 nr from ,he left·hand 
end of rhe fragmenr (Fig. 1). To clone additional DNA 
upsrream of lipA, we rook advanrage of the single Ncol 
site loca red 0'6 kb from the iefr·hand MIIII site inside 
lipA. Sourhern hybridizarion of ,11145 ehromosomal 
DNA with rhe 0'6 kb MIIII-Ncol fragmenr as a probe 
idenrified a hybridizing 1'5 kb Notl-Ncol fragmenr; a 
library of NotI-NcoI fragmenrs in chis size range \Vas 
constructed in pB72 and a positivc clone was identified. 
The fragments \Vere rhen joined at (he single Neol sirc, 
generating a doned fragment of 6'2 kb with the ad­
dirional 0'9 kb of DNA upsrream of the left-hand ,11/111 
site no\\' expecred ro indude [he lipA promoter rcgion. 
The cloned DNA was sequenced and analysed for 
protein coding regions. 

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

The c10ned DNA sequence consisred of 6286 bp, within 
which four ORFs could be idenrified. One of them (o'fl) 
is incomplete and ",ould be rranscribed from righr ro left 
(see Fig. 1); ir encoJes a protein wieh limited simibriry 
ro sorne bacrerial oxidoreducrases (data not shov . .;n). 
The second ORF is orienred opposirel~' tO orfl and is 
separa red from it by 390 bp. lts translation prodllcr 
consisrs of 311 amino acids; [he 42 at rhe N-rerminus 
have the characteristics of a signal peptide. After the 
single purarivc processing sire [here is srrong sequence 
¡denrit)' ro the extracellular ¡ipases from S. exfo/ia/us 
,\'¡¡ 1 (82 %) and S. alblls G (85 %); therefore, this ORF 
is rhe S. coeliealo, A3(2) lipA homologue. Do\Vnstream 
of lipA there is a third ORF, designated IipR since ir 
encodes a protein of 941 amino acids with 47 % ¡dentit)' 

~~ 
~ 

~ or/4 ~~ 

~ 
1 kb 

~ 

• , 
Fig. 1. Map 01 'he S. caelicolo, A3(2) lipA 
region. Positions of the start and stop 
codons of ORFs are indicated; note that Dril 
is ¡ncomplete and is transcribed from right 
to left. The 8g/ll fragment5 cloned in pU702 
are shown above the sequences tor pB10S 
and pB1l0. The position of the tsr insertion 
in the chromosome of strain lBS is shown 
below the map of rhe equivalent region in 
the wild-type M145 strain. 

to the producr of S. exfoliatlls .\111 lipR, which encodes 
a transcriptional acrivaror of /ipA; rhe similarir)' is 
parricularly strong at rhe C-rerminal, DNA·binding 
Jomain. While rhe gene organizarion of lipA and IipR in 
the t\Vo species is similar in that lipA precedes lipR, one 
significant difference is that in S. exfolialJ/S ,1111 the 
genes ~He separared by a 400 hp inrercisrronic region 
containing a large imerred repeat (pérez et al., 1993), 
\'I¡'hereas in S. cae/ica/ar rhe interdsrronic region consisrs 
of onl)' 170 bp and does nor show an inverted repear 
capable of acring JS a rranseriprional rerminaror. An 
addirional difference is the absence of aTTA codon in 
the S. coelic%r IipR sequence. 

The lasr ORF (o'f4) encodes a purarive prorein of 310 
amino aeids. It sho\\'s no signitieant similariry ro 
proreins of known funcrion, and is 45 % ioenrical ro rhe 
produer of an ORF locared downsrream of lipR in S. 
exfolialJ/S ,1111. This ORF has been shown 10 play no 
parr in lipase expression (ServÍn·González et al., 1997). 

lipR homologues are members of a novel family of 
bacterial regulators 

Similarit)' berween LipR of S. exfoliatlls Mil (and 
rherefore of its S. coelieolor homologue) and rhe producr 
of a parrially sequeneed ORF downstream of rhe S. 
alblls G lipA gene had been previously nored (ServÍn­
González et al., 1997). Sequencing rhe remainder of 
this ORF (GenBank accession no. U03114) revealed a 
complete S. a//m5 G lipR gene eneoJing a protein of 890 
amino aeids wirh 60 % idenriry to S. cae/¡ea/or LipR and 
47 % idenrir)' ro S. exfolia/liS LipR; again, rhe similarit)' 
is higher in rhe e-terminal regia n where (he DNA­
binding domain is locared. The S. "Iblls G IipR gene,like 
rhar of S. coelicolo" lacks aTTA codon. 

Bceause LipR of S. exfolia/us showed sorne simibrir)' ro 
rhe rranscriptional aCriLltOrS l"blT of E. eoli and A¡;oK 
of Klebsiella pl1elllllOl1iae (Servin·González et ,¡l., 1997), 
\Ve searched databases [Q idenrif)' any additional prott:in 
sequences rhar mighr be relareJ. Sincc rhe simibrity ro 
!vialT and AcoK was limired, \Ve carried out PSI-BLAST 

searches (Altschul el al., 1997) 10 idenrifv addirional 
proteins related to ,"biT and LipR. Th~se searehes 
revealed sequences of a simibr size (masr of them 
around 900 amino ,cids), having a homologous DNA­
binding helix-turn-helix morif at [he 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 accessien numbers fer the 
sequences are: AcoK (Ul0553), MalT (AE000418), AlkS (X52935), 
Sc3A7(AL031155), Rv2488c (AL021246), Rv0386 (AL021931), 
Rvü890c (Z73101), Rv1358 (Z75555), Rvü339c (Z97991), SaLLipR 
(U03114), 5co_LipR (AF009336), SelLLipR (M86351), RapH 
(X86780), RapHh (AF007101), PikO (AF079139), Cho-orf3 
(013457) and AtsR (P25941). 

searches and pairwise alignrnenrs showed rhar rhese 
sequences were indeed related (data nor shown). ,'vlost 
carne frorn eirher Streptomyces species or rhe relared 
actinornycere lvfycobacterium tuberculosis; only a few 
(MaIT, AcoK and AlkS) carne from Gram-negative 
bacreria. Therefore, rhese prorein sequences appe:1r ro 
define a novel familv of bacterial regulatory proteins. Of 
p:1rticular inrerest is the inclusian fram rhe PSI-BLAST 

seareh of the "'fsR protein as a membcr of this family, 
because rhe N-rermin:11 portion of AfsR has dernon­
strated homology ro the family of Slreplomvces anti­
biotic regularory proteins (SARPs; Wietzorrek & Bibh, 
1997). A tree was construcred by the neighbour-joining 
rnethod [O re\'t~al relationships between rhe different 
members of this protein family, whieh \Ve c311 the ,"biT 
(amily of bacterial regulators (Fig. 2). 

Chromosomal location of the c10ned S. coelicolor 
A3(2) lipA gene 

To loeate the cloned region on the S. eaelieolor A3(2) 
chromosome, the 5·3 kb Mlul fragmem comaining lipA 
was used to probe the ordered cosmid librar)' of 
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Redenbach el al. (1996). The fragmem hybridized only 
to the F42 eosmid, belonging to the F fragment clase to 
one of the ends of the linear chromosome; the abaA gene 
has also been mapped to this eosmid (Redenbach el al., 
1996). 

Expression of the doned S. coelicolor A3(2) Iipase 
gene 

The previous resulrs dernonstrared rhat S. coelicolor 
A3(2) carries homologues of the previously described 
lipA and lipR genes; thercfore. \\'e measured rhe enzymc 
acrivity in culture supernarants of S. coelicolor A3(2). 
Inirial assays showed rhat Iipase acriviry was relarivelv 
lo\\'; rherefore. gene disruption was carried Out t~ 
disringuish acri\·iry originaring frorn rhe lipA-encoded 
lipase from acri\'ity due ro orher extracellular enzyrnes 
with esterase activity. This was done by firsr c10ning a 
1·1 kb Bcll fragment from plJ702 (Katz et al., 1983) 
which conrains rhe rhiostrepton-resisrance gene (tsr), 
between the single Neol and Sstl sites of the 6·2 kb insert 
as shown in Fig. 1, rhoreby replacing a 0·9 kb fragment 
containing mosr of lipA and the N-terminal portion of 
lipR with the Isr gene. While a portion of the lipA gene 
rernains in rhis consrruct, ir would lack :1 functional 
catalytic triad (\X'ei el al., 1998). This modified insert 
was cloned in the E. cali vector pB72 (a pUC derivative; 
Servín-González el al.. 1997), and introduceJ by trans­
formation into S. caelieolor MI45 after alkaíine de­
naturation and renaturation (Oh & Charer, 1997). 
Sourhern h)'bridization with DNA isolated from 20 
independenr rhiosrrepron-resistanr rransforrnanrs re­
vealed that in 19 a single-crossover event had led to 
integrarion of rhe entire plasmid inro rhe S. coelicolor 
MI4S chromosome (data not shown), whereas in the 
rernaining rransform:1nt a double-crossover evenr h:1d 
replaeed the wild-type IipAR operon with the murared 
version in one srep. This srrain was purified and named 
lBS (Fig. 1). Culture supernatams of S. eoe/iealor M145 
and lBS strains showed very low lipase activit)' «0'001 
unirs ml-') and although lBS cultures gave lower activity 
inrerference from orher enzymes showing esrerase ae­
tivity was still significant (data not shown). 

Lipase acrivity produced by the wild-rype srr:1in was roo 
low to allow specific lipase dctection using merhods such 
as the producrion of Iipolysis haloes on plates comaining 
emulsified triacylglycerols or olive oil/rhodamine B 
plates (data not shown). Therefore, to identify the 
product of lipA, and determine whether ir encoded a 
functional !ipase, an :1ttempr was made ro o\·erproduce 
the enzyme bv c10ning the emire 6·3 kb fragment shown 
in Fig. I in the BgllI site of the high-cop~'-number "cctor 
plJ702 (Katz el al., 1983), resulting in plasmid pBlO8.ln 
addition, we constructed a plasmid (pBI 10) that earried 
only the 2'3 kb Notl fragment comaining lipA and irs 
upsrream promoter regian, but nor rhe lipR gene, in the 
same oriemation as in pB108 (Fig. 1). Both plismids 
were inrroduced inro S. lividans bv rr:1nsformarion and 
culture supernaranrs were assayed for lipase acridry. 
Supernat.nts from cultures carr)'ing pBIOS showed high 
levels of lipa se JLriviry (up ro 0'60 unirs ml-¡ when 
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Fig. 3. Identification of the S. coeJico/or A3(2) ¡ipA-encoded lipase. Total protein in culture supernatants of 5. lividans 
carrying pBllO (lane 1) or pB10S (Iane 2) W3S precipitated as described by Servfn-González et al. (1997). lane 3 (ontained 
1 J.lg of partially purified S. coelicolor lipase; lane 4 contained 1 J.lg S. exfolia tus lipase. Protein in one gel was stained 
with (oomassie 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 S. coe/ic%r A3(2) lipase with substrates of different fatty acid 
chain length 

Fattyacid T riglyceride Size of halo p-Nitrophenyl Es(erase 
(rnm)· ester activity {%)t 

C4,0 Trihuryrin 8 Buryrare 100 
C6,0 Tricaproin 15 NO 
CS,O Tricaprrlin 14 Caprylare 104 
CIO,O Tricaprin 6 NO 
C12,O Trilaurin 2 L.1urare 55 
Cl4,0 T rimyrisrin <1 !>iD 

C16,0 Tripalmirin <1 Palmirarc 4' 
Cl8,0 Trisrearin <1 Srearate ,-

-1 

NO, Nor dcrermined, 

'~Disrance from rhe border of [he colon y ro edge of halo, Rcpresenu[i\'e resulrs are shown, 

tOne hundred per cent acrivity wirh p-nirrophen~'1 huryrare corresponds ro 67'6 Ilmol p-nitrophenol 
liberated min- 1 (rng protcin)-I, Represenrative resulrs are shown, 

grown in LB medium and up ro 4'0 units ml-¡ \\:hen 
grown in liquid R2 medium), whereas supernatants 
from cultures carrying pBllO produced \'ery lo\\' lipase 
b·e1s «0·001 units ml- 1 in either medium), inclicaring 
rhar, as in S. exfoliatus M 11, lipR is necessary for 
expression of the lipA gene (Serdn-González el a/., 
1997). 

When lipA was placed under the control of the strong 
and inducible lipA promarer in plasmid plJ6021 
(Takano el a/., 1995), lipase activit)' could be clearl)' 
detected in rhe absence of a functional IipR gene (0·67 
units per mI of supernaranr ohrained under inducing 

condirions in LB medium). indicaring rhat. as expeaed, 
rhe lipR producr was required for lipA rr~lnscriprion, 
and not for Epase processing or secrerion. 

When rotal protein in supernarJnts of cultures carrying 
pBI08 and pB110 was analvsed b~· SDS-PAGE, a protein 
band in the predicted size range for the IipA-encoded 
lipase (around 29 kDa) was clearly visible in cultures 
carrying pB 108, but absent from cultures carrying pB 110 
(Fig. 3). Western blor experiments using pol)'clonal 
antibodies direcred againsr the purified S. ex(o/iaflls 
!vi 11 lipase (Servín-González el .¡/., 1997) confirmed that 
rhe 29 kDa protein corresponded ro the S. coelicolor 
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A3(2) lipase. In addition ro the prorein band of the 
expected size, several smaller bands were detected hy 
the anti-lipase antibodies (Fig. 3, lane 2); the relative 
~lmounts increased if rhe crude superniHant was srored 
refrigera red for a few days (dara nar shown), so rhey 
were proh~lhly degradatíon producrs. Since cultures 
carrying rB tON overproduceJ the S. c()('lh·olor lipas!:, ir 
cOllld he slIbstantially purified b\' gel filtr:ltion chroma­
togrJphy; rhe merhod used previollsly ro purify {he S. 
ex(olialtls lipJse in a single step (\X!ei el .d .• 1998) coulJ 
nor be lIsed, sino: rhe enzyme did Ilot hinJ ro CJ\·l­
cdlulose (Jata Ilor shown). One major b.lI1d in rhe 
fraetion rhar conrained most of rhe lipase acri\"ity cross­
reacted with the anti-lipase antihodies (Fig. 3, bne 3). 

Substrate specificity of the S. coelic%r A3(2) lipase 

SubsrrJrc speciflciry was derermined wirh a series of 
piares conraining agar medium emulsified wirh tri­
acylglycerols varying in farty acid chain lengrh from 
four to 18 carbon atoms. S. liuidans carrying pB108 
proJuced lipoJysis haloes on plates containing rhe 
emulsined substrates only when rhe rriacylglycerols had 
:.Kd chains of 12 carbon aroms or less (Table 1); on 
suhsrrares of longer chain lengrh haloes were barely 
visihle. 

Colorimerric assa\"s were also carrieJ om with p­
nitrophenyl esrer deri\'~Hi\'es of Jifferenr chain lengths, 
using the partially pllrified lipa se (Fig. 3, I:me 3). Again, 
higher activiries v.'ere obrained wirh rhe shorrer-chain 
suhstrates j acri\"iries decreased with increasing carbon 
ehain length. 

Identification of the lipA promoter and similarity to 
other Streptomyces lipA promoter regions 

High-resolU(ion 51 mapping experimenrs using an end­
labelled probe and total RNA purified from S. lividalls 
carrying either pB 108 or pB 110 detected lipA transcripts 
only in cultures carrying pBI08. These experiments 
confirmed that transcription of lipA required the IipR 
producr, and occurred from a single rranscriprional start 
point (Fig. 4). The most likely - 10 n:gion for the lipA 
promorer is the sequence GACAGT. which marches f1ve 
of si" bases in the - 10 region of the S. ex(o/i,II11S M II 
promoter (GAGAGT; Pérez e/ al., 1993) and is con­
sistent wirh rhe consensus sequence of Streptomyces 
promarers recognized by rhe major form of RNA 
polymerase holoenz~'me (Strohl, 1992). It is separated by 
ti nr from lhe st:quence TCCCCC, which shows a poor 
march ro rhe consensus -35 sequence for Streplomy<.-es 
promoters hU( resembles rhe -35 regio n of rhe S. 
exfolia/lis M II lipA promoter (TGCGCG). Therefore, 
the S. coelic%r and S. exfoliallls lipA promoters appear 
ro be similar in ha\'ing good - !O but poor -35 regions. 
While ¡he lipA promoter from S. alblls G has not been 
mapped, the nucleotide sequenee upstream of lipA aligns 
consen"arively ro rhe forcgoing -10 and -35 regions, 
with a 17 hp spaeer. Given the conser\'ation of the lipA 
promoters and rhe need for rranscriptional activatÍon, 
\Ve looked for other sequences thar might be im"olved in 
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Fig. 4. High·resolution nuclease S1 mapping of the lipA 
transcriptional start point. RNAs were purified from cultures of 
S" lividanslpB108 grown in liquid R2 medium for 48 and 72 h 
(lanes 1 and 2) or from equivalent S" Iividans/pB 11 O cultures 
(Ianes 3 and 4). Lane 5 is a control with the same amount of 
tRNA. An arrow points to the position of the pro be. 
Transcriptional start points are indicated by ast~risks" 

regulating lipA, and found several conserved hases iust 
upstreJm of the -35 regions of the promoters (Fig. 5). 
These are part of a srem-!oop srructllre in S. exfoliattts, 
as pre\'iousl~' noted (Pérez e/ a/" 1993); though man~' of 
rhe conserved bases upstream of [he - 35 region m"erlar 
this srem-Ioop srrucrure. rhere is significanr dh"ergence 
berween rhe r\VD arms in {he S. (-oelicolor and S. albus 
equivalent regions. so thJt no stJble secondJry structure 
can be prediL"red. The locarion of rhe conser\'eJ bases 
¡ust upstream of rhe -35 regions is consisrenr wirh rheir 
involvemem in rranscriptional acrivarion of the pro­
moters (Gralla & Collado-Vides, 1996). 

The lipA and IipR genes are organized as an operon 

An important difference herween rhe corresponding lipA 
and /ipR genes in S. exfolid/II' :\'111 and S. coe/icolor 
A3(2) is rhe presence of ¡] brge inrercisrronic region 
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Sex_lipAp ATCCCTTTCGGCGGTATCGCCGGTC-­
Sco_lipAp 
Sal_lipAp 

Sex_lipAp 
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Sal_lipAp 
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• **** -15 ********* 

Sex_lipAp 
Sco_lipAp 
Sal_lipAp 

CGCCCCGAC-CGCCCCCGGACGA-CGGGCCCCTGGGCCTCGCGTGGTGTGGT---TCCCG 
GGCCCGAACGCGACCCCACGCGTTCCGGGCCGTGTGCGTCGCCGGGCCGGGCCGGTCGCC 
GGGCTCGTGGCG-CCCTGGGCGCCCGGGTCCCGGCGGGAC-CGCGCCGCGGCCGGGCccc 

Fig. 5. Alignment of nucleotide sequences 
of the lipA promoter regioos of S. exfolia tus 
M 11 (SexJipAp), 5. eoe/ie%r A3(2) (Seo. 
lipAp) and 5. ./bus G (SaUipAp). 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-Ioop 
structure in the S. exfolia tus Ml1 promoter 
region ¡s indicated by arrows. Two small 
dots above the S. coelicolor sequence mark 
the transcr¡ptional start point. 
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containing an apparenr rranscriptional terminator in the 
former. Sinee it appeared likelv that the S. metica/or 
tipA and /ipR genes could be cotranscribed, thereby 

3 

t. . ..I.i19 +-A 

+-e 

Fig. 6. High-resolution 51 nuclease mapping 
of the /ipR transcript. The sequence on the 
leh shows the 15 bp exteosion at the 3' end 
01 the probe (in ital¡es) that allows 
discrimination between lull-Iength pro-
tection 01 'he probe (band labelled e) 
and reannealed probe (band labelJed A). 
Total RNA used was from cultures 01 5. 
lividans grown in liquid R2 medium for 48 h: 
lane 1 from S. Iividans/pB108; lane 2 from S. 
lividans/pBl10; lane 3 is a control w¡th the 
same amount of tRNA. 

constituting an operon, high-resolurion SI mapping of 
rhe lipR transcript was carried our wirh an end-labdlt"d 
probe thar eontained in its 3' end a 15 bp non· 
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hybridizing exrension ro discriminare berwcen complere 
prorecrion of rhe prohe by rranscriprs originaring 
upsrream and reannealed pro be, a small amounr of 
which is usuaIly obrained in rhese experimenrs. No 
bands corresponding ro rranscriprs originaring inside 
the lipA-lipR imercistronic region (ould be detected, 
whereas a band eorresponding ro full-Iength proteetion 
of rhe pro be by rranscripts originaring upsrream was 
readilv detected (Fig. 6). Therefore the lipA and lipR 
genes 'constirute an operan in S. coelicolor A3(2). 

Disruption of the chromosomallipAR operon affects 
actinorhodin production 

Streptomyces speCles 3ccumulate neutral triacyl­
glycerols during growth in glucose-conraining medium, 
and Olukoshi & raekter (1994) speculated that these 
storage compounds mighr be a carbon source for 
synthesis DE polykeride antibiotics. Utilizadon of triacyl­
glyeerols is initiated by a lipase releasing free fatty acids 
that can be degraded by the p-oxidation pathway, 
dcmonstrated ro be constiturive in S. coelicolor (Banchio 
& Gramajo, 1997). We therefore measured production 
of actinorhodin (using the proeedure of Strauch et al., 
1991) by the wild-type S. coelieo/or main 1,,1145 and its 
lipase-negarh'e derivati\'c lBS, ro determine wherher 
lipase deflciency affecred rhe ability ro synrhesize acrino­
rhodin. Growth of borh srrains, as well as rhe time at 
which acrinorhodin production started, were very simi­
lar (cultures were grown for 96 h, data nor shown); 
however, rhe lipase-detlcienr muranr lBS consisrently 
pruduced only about half as much actinorhodin as rhe 
MI4S pareO' when grown in SMM medium (59'3 ± 
7'2 ~g ml- t for lBS against 123'9±20'6 ~g ml- t for 
~'f 145; six independent dererminations), or aErer rransfer 
from YEME medium durillg late-exponential phase 
(where rhere is signiflc3m accumubrion of rriacyl­
glycerols; Olukoshi & rack ter, 1994) ro SMM laeking 
glueose (50'46 ± 4-3 ~g ml- t for lBS against 112'47 ± 
15·2 ¡tg ml- t for M 145; six independent determinations). 

DISCUSSION 

S. caelieolor A3(2) has in its genome a lipA gene similar 
ro the lipase genes previously deseribed from S. ex­
(oliattls MI1 and S. alblls G. The lipA of S. eoelieolor 
was loealized to the F42 cosmid of the ordered eosmid 
library of Redenbaeh et al. (1996), adding ro the number 
of genes encoding exrraceIlular enzymes rhat are loca red 
near either end of che linear chromosome. ~1oreovcr, 
lipA was associared w¡rh a downstream gene hom­
ologous ro the S. ex(oliatlls Mil IipR, which eneodes a 
rranscriprional acri\"ator oE rhe lipA promoeer. Ad­
ditional sequence obtained from the c10ned S. alblls G 
lipA region also showed a complete lipR homologue 
downstream of the lipase gene. A third conserved gene 
downstream of IipR is presem in both S. e40liatus Mil 
and S. eoelieolor A3(2); however, this gene is not 
essemial for expression of lipA (Servin-González et al., 
1997) and is not present downstream of lipR in S. alblls 
G. There is also no conservatíon upsrream of lipA, since 
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in S. alblls G there is an ORF (transcribed in the same 
orientarion as lipA and IipR) that eneodes a putati\'e 
membrane protejn of unknown funcrian, whereas in S. 
coelicolor A3(2) there is a divergent .ORF encoding a 
purative oxidoreductase. No addirional sequence has 
been ohtained upstream of S. e40liattls 11'111 lipA, but it 
is known rhat {he promoter regio n locJred in 150 bp of 
DNA upstream of lipA contains all the regularon' 
elements needed far high-Ievel express ion (Pérez et .,(, 
1993; Sen'in-González et al., 1997). Therefore, lipA and 
¡rs associared regulatory gene IipR appear ro be rhe 
rninimalunir for efficienr lipase synrhesis anJ secrerion. 

The S. caelieolor A3(2) lipA eneodes a funetionJI 
extracellular lipase rhar was secreted inro rhe medium in 
significant amounts when lipA and lipR were c10ned 
together in a high-copy-number plasmid. Appreciahle 
degradation of the S. coelieolor A3(2) lipase in Culture 
supernarams, even when overproduced, could explain 
rhe relari\'ely Ion' acriviries in rhe wild-rype srrain ~1145. 
The partially purified enzyme lost its aetivity quiekly 
and underwenr exrensi\'e degradaríon when srored Jt 
4 oC for a fe\\' da)'s (data not shown). In contrast the S. 
exfolia tus ~'111 enzyme was ver}' srable, even in crude 
supernaranrs incubated ar 37 oC for several days (Sen'in­
González et al., 1997). The crystal struerure of the S. 
exfoliat"s Mil lipase has been determined (Wei et al .. 
1998) and beca use the cnzyme from the twO srrepto­
myceres shows 82 % sequence idenriry ir was possible ro 
model the strueture of the S. caelieolor A3(2) enzyme 
using that of S. exfoliat"s M 11 as a template. The model 
(not sho",n) rC\'ealed that most of the differenees. 
includillg several ami no acids with charged side chains, 
were in the exposed part of the strueture. This could 
explain sorne of the slightly different properties of the S. 
caelicalar lipase, such as ¡rs inabiliry ro bind ro CI\.l­
eeJlulose, the small differenee in e1eerrophoretie mo­
bility, and its instability. 

The DNA-binding domain of S. exfoliat"s LipR is 
homologous ro the DNA-binding doma in of a large 
family of bacterial regularory proteins (Servín-González 
et al., 1997). These proteins ha ve a type 3 DNA-binding 
doma in, as defined by rao & Saier (1995), and range in 
size be(ween 200 and 250 amino acids; rnosr oE rhem 3rt' 
response regulators of the UhpA family, but others (the 
LuxR subfamily; Fuqua et al., 1994) are eeJl-density­
responding regularors rhar use homoserine lacrones JS 

effecrors. In addirion, rhere are sorne rhar cannor be 
grouped with members of either subfamily. For example. 
GerE of Bacilllts subtilis consists exclusively of the 
DNA-binding domain, and MaIT, which is much larger, 
is a (ranscriptional acti\'3ror of rhe malrose utilizarion 
regulon of E. coli (Sehleif, 1996). Until the reeem 
deseription of a MalT homologue, AcoK of K. 
pnellmoniae (peng et al., 1997), MalT did not appear ro 
resemble an}' orher regularory pro(eins outside ¡rs DNA­
binding dorna¡n, and in facr was considered unusually 
large for a regulator (Pao & Saier. 1995; Schleif, 1996). 
Thc LipR protein of S. exfoliatlls M II has a homologous 
DNA-binding doma in and is similar in size ro MaIT; in 
facr, lirnired similarir}' was obser\"ed berween borh 



proteins and AcoK (Servin-González el al .. 1997). Use af 
the sensirh'c PSI-BLAST scarch (Alrsehul el tII., 1997) (O 

deten additional relared protein sequences idemitleJ 
orher sequences wirh posirion-speeifle eonservarion 
outside rhe DNA-hinding domains (see Fig. 2). The 
cornplcrely seqllcnceJ geno me of E. coli has only one 
gene (~·bIT) in rhis prorein family. The M. tuberculosis 
gcnome has n\·e. whereas S. coelicolor (the genomc of 
which has heen onl)' parrially sequenccd) has ar leasr 
rhree (lipR. AfsR and Sc3A7; rhe larter is a deJuced 
protein of unkno\\'n funetion). Two regularory proreins. 
AcoK anJ AlkS, from Gram-negati\'c organisms are 
involvcJ, like ~'1aIT, in regulating eataholic funerions 
(acetoin and alkane degradarion. respeetivcly; PL'ng el 
al., 1997; Yusre el al .. 1998). Se"eral members of rhis 
prorein family comc from streptomycetes; the LipR 
proteins are clearly in volved in regularing a cataholic 
function. whereas othcrs appear to he involved in 
regulating anribiotie synrhesis, eirher as pan of a cluster 
(PikD. RapH and irs homologue RapHh; Xue el al .• 
1998; ,vlolnar el al .. 1996; Ruan el al .• 1997) or as 
pleiotropic regularors (AfsR; Flariano & Bibb, 1996). 
Analysis of sequence relarionships revealcd that the 
SlreplOnlycl'S proteins group according ro function, 
with those rhJt arc pan of antibioric hiosynthesis 
c1usters forming one suh-grollp, and LipR hdonging ro 
another. The mycooacterial proteins are also more 
closeh' related tO one another than ro other members of 
this protein family, and the Gram-negative proteins 
involved in c3tabolie fllnetions are also separare, execpr 
for inclusioll of rhe hypothetical S. eoelieolor prorein 
Sc3A7 of unknown funetion (see Fig.l). Thc N-terminal 
portion of AfsR has already been shown ro be relared ro 
a family of proteins in volved in aerivating sorne anti­
biotie synthesis c1usrers (the SARP family; \X'ictzorrek 
& Bibb. 1997); howe"er, ir had nor been previousl" 
recognjzed that the remainder of the AfsR sequenc!:! is 
relared ro rhe MalT family of acrivarors, alrhough ir is of 
a similar size and rhe presence of a DNA-binding 
dornajn at the same e-terminal position had alreaJy 
heen recognized (Horinouchi el al., 1990). Therefore, 
AfsR appears ro be a hybrid regularor, relared ro rhe 
SARP family of aetivators at irs N-terminus and ro the 
"hiT fami'" ar irs C-rerminus; rhis explains ",hy borh 
ends of the protein can funetion independenrly in 
acrivaring anribiotie production (Horinouchi el al., 
1990). 

In summan', we have shown that S. coe/ieolor svo­
rhesizes a f~nctional cxtraeellular lipase that hydrol~:ses 
shon-chain substrates preferentiaJly. The strueturallip A 
gene is pan of an operan th3t also encodes a lipA 
aetivaror thar belongs ro a ne\\' family of regulatory 
proreins. Disruprion of lipA affeers synrhesis of rhe 
polykeride aerinorhodin only slighrly. 
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VI. RESULTADOS ADICIONALES 

Clonación del operón UpAR de S. coeUcolor. 

A partir de DNA cromosomal de S. coelicolor digerido con diferentes enzimas se 

realizó un análisis por Southern blot usando como sonda un fragmento interno del gen lipA 

de S. exfoliatus a fin de identificar la región que presenta homología con dicho gen (Fig. 

14a) Fragmentos MluI de aproximadamente 5.0 a 5.5 kb fueron purificados y clonados en 

el vectorpB72 a fin de obtener un minibanco genómico en E. coli JMI01. Se identificaron 

8 clonas positivas con insertos del tamaño esperado, seis de las cuales presentaban el 

inserto en una orientación y las dos restantes con la orientación contraria con respecto al 

vector; se obtuvieron plásmidos de cada una de las orientaciones para someterlos a análisis 

posteriores. El fragmento clonado también contenía al homólogo del gen lipR de S. 

exfoliatus (Fig. 14b). 

A 

kbA Be 

8.0 ,., 

5.3 ~ 

A Be A B e 

... - ...... 

8 

Figura 14. (A) Identificación de las regiones cromosomales de S coelicolor homólogas a los genes lipA y 
IipR de S exfoliatus. DNA cromosomal de S coelicolor fue digerido con las enzimas Pstl (A), Mlul (8) y 
Pstl-Mlul (C), y analizado por Southem blot usando como sonda un fragmento interno del gen lipA de S 
exfoliatus. (8) El fragmento Mlul de 5.3 kb se clonó en el plásmido p872, y la construcción obtenida se 
sometió otra vez a un análisis de Southem blot usando como sonda un fragmento interno del gen lipR de S 
exfoliatus a fin de determinar la presencia de un homólogo, asi como su posición con respecto al gen lipA, 
Mlul (A),Ncol (8), y Notl (C). Los tres primeros carriles corresponden al plásmido con el inserto en una 
orientación, y los siguientes tres al plásmido con el inserto en la orientación contraria, 
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El fragmento de 5.3 kb fue subclonado en el plásmido de Streptomyces pIJ702, y la 

construcción resultante fue usada para transfonnar protoplastos de S. lividans 1326. 

Ningunade las transfonnantes obtenidas presentaba actividad de lipasa en MM con aceite 

de oliva y rodamina B. El análisis de FRAME y los datos del análisis nucleotídico de la 

secuencia del fragmento indicaron la ausencia de la región promotora del gen lipA, lo cual 

explica la observación anterior (Fig. 15). La región promotora fue posteriormente 

identificada por ensayos de hibridación de DNA cromosomal de S. coelicolor, usando como 

sonda al fragmento MluI-NcoI de 0.6 kb del gen lipA inicialmente clonado en condiciones 

de alta severidad. De está manera fue posible obtener un fragmento Notl-NcoI de 1.5 kb, el 

cual fue subclonado en uno de los plásmidos identificados en el mini banco, a fin de tener 

un inserto con la región del promotor que hacia falta, es decir, al gen lipA completo, 

obteniéndose así un fragmento de 6.286 kb, el cual está contenido en el plásmido pueB 1 08 

(Fig. 16). 

OAF1 ORF2 ORF3 ORF4 

G= =C> =C> =t> 

liíJ A lip R 

300 600 900 1200 1500 1900 2100 240C 2700 3000 3300 :leCO 3900 -'2ca 4~OO 4aoc 5100 '5400 5700 6000 630C 

BASE NUMBER 

Figura 15. Análisis de FRAME del inserto de 6286 pb de S. coelicolor. Los ORFs identificados están 
indicados por las flechas superiores que muestran la dirección de la transcripción deducida a partir de la 
secuencia nucleotldica, y en el caso del operón IipAR confinnado por mapeo por S l de alta resolución <el 
ORF 2 corresponde al gen estructural de la lipasa LipA, y el ORF 3 al gen lipR que codifica al gen activador 
de la transcripción). 
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Notl 

Notl 

Notl 
Notl 

Figura 16. Arreglo genético del operón IipAR de S. eoelie%r presente en el plásmido pUCB I 08. Se 
muestran algunos sitios de restricción del fragmento de 6286 pb Y la localización de los ORFs deducidos por 
el análisis de FRAME. Los genes estructurales completos están indicados con flechas negras que indican la 
dirección de la transcripción. El ORFI es divergente con respecto a los otros tres y está incompleto (barra 
blanca). El ORF2 corresponde al gen lipA y el ORF3 al gen IipR. 

El fragmento completo de 6.2 kb fue secuenciado en doble cadena (Fig. 17), 

encontrándose que contiene, además de los genes lipA y lipR, un tercer gen completo que 

no presenta homología con algún gen conocido y que se localiza hacia abajo del gen lipR, 

en tanto que hacia arriba del gen lipA se identificó un gen incompleto divergente a los otros 

tres (Fig. 16). El análisis del operón lipAR y las características de las proteínas que 

codifican se mencionan en el articulo anexado. 
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NotI 
1 GCGGCCGCCGCCACGCGCCGGGCGTCACCGAGCACCGGCAGCAGCACGGACAGGGCGTGC 
194 A A A V R R A D G L V P L L V S L A H 

61 GGCCCCACGTCCCACAGGGCACCCTTCTCCCGCCGCCACGGCGAGTCGGCGAACGGACTG 
175 P G V D W LAG K E R R W P S D A F P S 

121 TCCTCGCCGCCGAACACGGCGCCCAGCCACTGCGCCCGGGCCGTGAACCAGTCGTCCCGG 
155 D E G G F V A G L W Q A R A T F W D D R 

181 GACGACTGTTCGGTGATCCACGCCTCGGTCTCGGGCTGGAACCGGGTGGTGAAGAAGACC 
l35 S S Q E T I W A E T E P Q F R T T F F V 

241 ACCGAGGCGACGTCCGCCGTCCGCACCGCCTCCACCACCGCCCGCCCCTGCGCCACCGTC 
115 V S A V D A T R V A E V V A R G Q A V T 

3 O 1 GACGC:: .o.GCGGCTTGTCGAGCAGCAGATGGCACCCGGCCCGCGCCGCCCGCACCGCCAGG 
95 S A L P K D L L L H C G A R A A R V A L 

361 CCGGCCTGTACGGCCGGGGGCAGCGCGACGGCCACGGCCTCCACGTCGGCCAGCAGGGCG 
75 G A Q V A P P L A V A V A E V D A L L A 

421 TCGAGGTCGGCGTAGGCCCGTGTGCCGTGCCGCTGCGCCAGCTCCTCGGCGGCGTCCGGG 
55 D L D A Y A R T G H R Q A L E E A A D P 

481 CGGCGGCCCCACACCCCCGCGAAGTCCAGGTCGTCGTGCCCGGCCAGGGCGGGGGCGTGC 
35 R R G W V G A F D L D D H G A L A P A H 

541 GCCATGTCCGCCCAGGGGCCGGTGCCGAGCAGTCCGATGCGCATCCCGTCGCCTCTCCAC 
15 A M D A W P G T G L L G I R Mf RES 

+-- ORFl 
601 GGTGCCGACCCGATGACGGGCGGCCGACGATCCTCCTTGACGACCGGCGTGCGACAGCCC 

661 GGCCGACGCCGAGCGTGTCACACCTACGGGACGTGCGGACAGTGCGGAGGGCACCGCGGG 

721 CCCGGCGCAACCGTGCCGGGCCACGCGCCCCCGCCGTCCCGGGCCCGGCGTCCGCGCCCC 
SunI 

781 AGGGCCGTACCGCCGGAGTCGTACGAGACCGGTGAAATTGCCGA§CCCCcpGCCCGTTCC 
-35 

•• 
841 GCCCCTqGACAG~GGCAGCGCCAACCCATCGGCGAGGTCCGCCCGGCGGACGGCCCGAAC 

10 tsp 

M1uI 
901 GCGACCCCACGCGTTCCGGGCCGTGTGCGTCGCCGGGCCGGGCCGGTCGCCACGACCGAG 

RES 
l.ipA ~ 

961 AGGACACCCCCCTCGTGCAGCAGAACCCCCACACCCACGCCGCCCCAGGCGCCGCGCGCC 
-- fVQQNPHTHAAPGAAR 

1021 CCGTCCTCCGGGGCGTCCGGCGGCGGCTGGCCGCAGTGACGGCGGCCGTGGCCCGGGTCC 
16 P V L R G V R R R L A A V T A A V A R V 

SunI 
1081 TCGTGCTCGGCACCCTCACCGGCCCGGGAGCCCAGGCCGCCGACAACCCGTACGAGCGCG 

36 L V L G T L T G P G A Q A A D N P Y E R 
t 

1141 GCCCGGCGCCCACCGAGTCCAGCATCGAAGCCCTGCGCGGTCCCTACTCCGTGGCCGACA 
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56 G P A P T E S S 1 E A L R G P Y S V A D 

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 
1 

2101 
9 

2161 
29 

2221 
49 

2281 

EstEII 
CCAGCGTCTCCTCGCTCGCGGTCACCGGATTCGGCGGCGGCACCATCTACTACCCGACCA 
T S V S S L A V T G F G G G T I Y Y P T 

GCACCAGCGACGGCACGTTCGGCGCCGTCGTCATCGCGCCCGGGTTCACCGCGTACCAGT 
S T S D G T F G A V V I A P G F T A Y Q 

CGTCCATCGCCTGGCTCGGCCCGCGCCTGGCCTCCCAGGGCTTCGTGGTCTTCACCATCG 
S S I A W L G P R L A S Q G F V V F T 1 

ACACCAACACCACGCTGGACCAGCCCGACTCCCGCGGGCGGCAACTGCTGGCCGCCCTGG 
D T N T T L D Q P D S R G R Q L L A A L 

ACTACCTGACCGGGCGCAGCTCCGTCCGCGGCCGGATCGACAGCGGCCGACTCGGCGTCA. 
D y L T G R S S V R G R 1 D S G R L G V 

NeoI 
TGGGCCACTCCATGGGCGGCGGCGGCACCCTGGAGGCCGCCAAGTCCCGGCCGTCGCTCC 
MIG H S M GI G G G T L E A A K S R P S L 

AGGCGGCGATCCCCCTCACCCCCTGGAACCTGGACAAGAGCTGGCCGGAGGTCAGCACGC 
Q A A I P L T P W N L D K S W P E V S T 

CGACGCTGGTCGTCGGGGCCGACGGCGACACGATCGCCCCCGTGGCCTCGCACGCCGAAC 
P T L V V G A D G D TIA P V A S H A E 

CGTTCTACTCCGGCCTGCCCTCGTCGACCGACCGGGCCTATCTGGAGCTGAACAACGCGA 
P F Y S G L P S S T D R A Y L E L N N A 

CCCACTTCTCGCCCAACACGTCCAACACGACGATCGCGAAGTACAGCATCTCCTGGCTCA 
T H F S P N T S N T TIA K Y S 1 S W L 

AGCGCTTCATCGACGACGACACCCGCTACGAGCAGTTCCTGTGCCCGCTGCCGCGGCCGA 
K R F I D D D T R Y E Q F L C P L P R P 

GCCTGACGATCGAGGAGTACCGGGGCAACTGCCCGCACGGTTCCTGACACCCTCCGCTGT 
S L T I E E Y R G N C P H G S * 
GCCGGCGCACGACCGGGACCGGTGCCCGTTGGGCGCCGGCACAGTGCCCGTACCACCCAC 

CCGGGCGCACAACCGCAGGTGACAGCGACGATGCCCGGGCGGGCGCGGGCGGATCGACGC 

~ipR -7 SunI 
CTTCCGCACCGGGTTACGCGCGCGTAACCTCCCGGGAATGACCGGACAGACGACCGTACG 

fM T G Q T T V R 

TACGGCCGTGCGGGTCCACGGCCGGAGCGCGCAACGCAGGGCGCTGCGCGCGATGCTGGA 
T A V R V H G R S A Q R R A L R A M L D 

CGCGCTGCCCGCCCACGGCGGCCGGCTCCTCCTGGCCGGCGAACCGGGACTCGGCCGGAC 
A L P A H G G R L L LAG E P G L G R T 

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

NotI 
CGGCCCCGACGCGAACGCGCACCTCACCGCCGGGCAACTGCTCGACACCCTGCGGGCGGC 
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69 G P D A N A H L T A G Q L L D T L R A A 

2341 CGCCGTCGCGGCGCCGGTACTGGTGTGTGTGGACGACGCCCACCGGTGGGATGCGCCGGC 
89 A v A A P V L V C V D D A H R W D A P A 

SacI 
2401 CCGCACCGAGCTCGCCCGTGCGGCGCGGCTCCTGTCCACCGCCGACCGGGTCGGCCTGCT 
109 R T E LAR A A R L L S T A D R V G L L 

2461 GCTCTCCGTCGCCTCGGACCGTGCCGTCGGCCCGGAGTTCGCCCGGCTGCCCGTCGTGCA 
129 L S V A S D R A V G P E F A R L P V V H 

2521 CCTGGACCCGCTGGCACCGGCGAGGGCCGCCGCCCTGCTCGACGACCTGACCGACGGCGT 
149 L D P L A PAR A A A L L D D L T D G V 

2581 CGCCGCACCGGCGGTCCGCGAGCAGCTCCTGGCCGAGGCGGAGGGGAACCCGGCCCTGCT 
169 A A P A V R E Q L L A E A E G N P A L L 

2641 CGTCGCCCTTGTGCGCCGCCTGTCACCCGCCGAGCTGCGCGGACACCGGCCGCTGCCCAG 
189 V A L V R R L S P A E L R G H R P L P S 

2701 CCCGCTGGCCGAAGCGGGTGTCCTCGCCGAGGCCGCGGGCGGTGTGCCGACCGGACCGTC 
209 P L A E A G V L A E A A G G V P T G P S 

2761 CGCCCATGCGCGGGACCTGCTGCTGACGGTGGCGGCGGCCGGAGAGGCCTCGGACGGGTC 
229 A H A R D L L L T V A A A G E A S D G S 

2821 GGACGCCGACGCCGGCCTGGTCCGCGACGCGCTACGGCGCCTGCGGCCGGCACCGGGTCA 
249 DAD A G L V R D A L R R L R P A P G H 

2881 CGGTCCCGGTCTCGGTCCCGATCCGGGTCTCGGACCCGATCCGGGTGCGGAACCGCTGCC 
269 G P G L G P D P G L G P D P G A E P L P 

BstEII 
2941 CGGGCAGCTCGTCCTGGCCGGTGACCGGCTCCGTTTCCGCAGCCCGCTCGTCCGTCGAAC 
289 G Q L V LAG D R L R F R S P L V R R T 

3001 GGTGCACGCCACCGCCGCCGCGGACCGGCGTCGCGCGGTGCACCGCGCGCTGGCCGACGC 
309 V H A T A A A D R R R A V H R A L A D A 

3061 GCTGGACGGCGGCGGCCACCGCCTCACGGCGCTGTTGCACCGCTCGTGGTCCCTGGACGG 
329 L D G G G H R L TAL L H R S W S L D G 

3121 TCCGGCACCCGCACCGGCGTCGGCGGACCGGCTGGCGGCGACGGCGGCCGACGGCGCGGT 
349 P A P A P A S A D R L A A T A A D G A V 

SunI 
3181 GCCCGCCTCGCACCGGCTGCGCGCGACCGCGTACGCCCGCGCCGCCGAGCTGACGGCCGA 
369 P A S H R L R A T A Y A R A A E L T A D 

3241 CGGGGCACGGCGGGCGGAGCGCTACACCGCCGCGGCCGAACAGGCCCTGCTCGCCGGGCG 
389 G A R R A E R Y T A A A E Q A L LAG R 

SunI 
3301 GCCCGAACGGGCGCGCCCCCTGCTCGCCGCGGCCCGTGACCGCGCCGCCCCCGACGCCGT 
409 P E R A R P L L A A A R D R A A P D A V 

3361 ACGCGGGCGGGCCGAGCTGCTGCGCGGTATGACGGAACTGAGGGACGGTCCGGTCGGTGA 
429 R G R A E L L R G M T E L R D G P V G D 

3421 CGCCCACCAGTCCCTGCTGCTGGCCGCGTCCCTGCTCGCCGCGGACGATCCGGCCGAGGC 
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449 

3481 
469 

3541 
489 

3601 
509 

3661 
529 

3721 
549 

3781 
569 

3841 
589 

3901 
609 

3961 
629 

4021 
649 

4081 
669 

4141 
689 

4201 
709 

4261 
729 

4321 
749 

4381 
769 

4441 
789 

4501 
809 

A H Q s L L L A A S L L A A D D P A E A 

NotI 
CGCGGCCGCCGCACTGGCCGCCGCCGACGCGGCCTGGGCGGCGGGCGACCTGCCGGCGTG 

A A A A L A A A D A A W A A G D L P A C 

CCTGGCCACGCTCGCCCCCGAGCCCCCGCTCCGCGCCGAGCACCCGTCCCCCGGGTCCGA 
L A T L A P E P P L R A E H P S P G S D 

CGGGCCCGCCGCGGCCCGCACGGCCGCCGTCGTGCACGACCACCGCGTCGGGATGCGGGC 
G P A A A R T A A V V H D H R V G M R A 

GCTGCTCGAAGGACGGCTCGACCGGGCCGGGGCACCGCTCGGGCAGGTGGTCCGGCGGAG 
L L E G R L D R A GAP L G Q v V R R S 

CAGGACCGGGGACCGGCCGGAGACACTGCTGCGGTCGGCGGCGGCGGCGCTGCTGCTCGG 
R T G D R P E T L L R S A A A A L L L G 

GGACGTGGACGCAGCCCGCAGCGGCGGGGCCCGGGCGCTGGCCGCGGCCCGGCAGCTCGG 
D V D A A R S G G A R A L A A A R Q L G 

GTCGGACGCGCTGGTCCCGCAGGCCCTGGAGTACCTCGCCTACGCCGAACTGCGCGCCGG 
S D A L V P Q A L E Y L A Y A E L R A G 

GCGGCACCCGCAGGCCCGTACCCACGCGGAGGAGGGGCTGCGCACCGCCCTGCGGGCCGG 
R H P Q A R T H A E E G L R TAL R A G 

GCAGCGCAACACGGCGGCCCACCACCGGGCGGTACTGGCGCTCGCCGCGTCGATCGAGGA 
Q R N T A A H H R A V L A L A A S I E E 

NotI 
GGAGCCGGACGCCGTCGCCAGGCACGTCGCGGCCGCCCTGGACACGGCCCGCCGGCACGG 

E P D A V A R H V A A A L D T A R R H G 

NotI 
GCTCGCCCAGGCGGCCGCCCTCGCCCAGTGGGCGGCGGCCCGCGCCGACCTCGGGCGGGG 

L A Q A A A L A Q W A A A R A D L G R G 

GCGCCCCTTCGACGCGGCCGACCGGCTCGGACTCCTGGTCCTGCCCGGGCCGGGGCGGGG 
R P F O A A D R L G L L V L P G P G R G 

CCACTTCGCGGTGTGGCGGCTGGCCGTGCCCTGCTTCGTGGAGGCCGCCGTGCTCGCCGG 
H f A V W R L A V P C F V E A A V LAG 

ACGCGACGAGGACGCCCGCCGGGTCCTCACGGACTTCGCCGACTGGGCGGCGTTCGGCGC 
R D E DAR R V L T D F A D W A A F G A 

CGATCCGCAGGCCGCCGCCCAACTCGCCCGCTGCCACGCCCTCCTCGCCCCCGCGGAGCA 
D P Q A A A Q LAR C H A L L A P A E H 

CGCCGACGCCCTCTACCGCCATGCCCTCGACCGGCACGACGAGGCGGGCGGCGACTTCGA 
A D A L Y R H A L D R H D E A G G D F E 

GCGGGCCCGCACCGCGCTGCTGTACGGCAAGTGGCTGCGCCGGCGGCGCAGACCCCGGGA 
R A R TAL L Y G K W L· R R R R R P R E 

NotI 
GGCCCGCGGCCGCCTCGGCACCGCGCTGGCCGGCTTCGAGCGCTGCGGCGCCGGCGTCTG 

A R G R L G TAL A G F E R C GAG V W 
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4561 
829 

4621 
849 

4681 
869 

4741 
889 

4801 
909 

4861 
929 

4921 

4981 
1 

5041 
7 

5101 
27 

5161 
47 

5221 
67 

5281 
87 

5341 
107 

5401 
127 

5461 
147 

5521 
167 

5581 
187 

5641 
207 

5701 
227 

GGCCGCGCAGGCACGCGACGAACTCCGCGCCCTCGGGGCGGCCCCGCGGAGCCCCGGCGC 
A A Q A R DEL R A L G A A P R S P G A 

CGGAGCCGGAACACCGGCCCGCCTCGGCCGCCTGACCCCGCAGCAACTGCGCATCGCGCG 
GAGTPARLGRLTPQQLRIAR 

GCAGGTCGCCGAGGGCGCCACCAATCGCGAGGTCGCGCTGACCCTCGGGGTGAGCACCCG 
Q V A E G A T IN R E V A L T L G V S TRI 

CACCGTCGACTACCACCTCCGCAAGGTCTTCGCCGCCCTCGGCGTGCGGTCCCGCCTGGA 
I T V D Y H LI R K V F A A L G V R S R L E 

GCTGGCCCGCATGGTCGGGCAGGCCGAGCGGGCCCAGGAGGCGCAGGCGGCCCAGGACGC 
LAR M V G Q A E R A Q E A Q A A Q D A 

GCGTCGAGCCGGACACCAGGAAAAGACCGGTGCACAACCCTAGGGACCGACCGGACGGTA 
RRAGHQEKTGAQP* 

TGCCATCCTTCGGGGCAGGACGAGTCAGGGGGCAGGCCCGGCGCGGCGGGACGGCCCGTC 

ORF4 ~ SunI 
GCGGGAAGGCGCCTCCGCAAGCCCTGCCCCGGGGAGGACCGCGATGCAGCACGCCGTACG 

RBS fMQHAVR 

GTCACGAGCAGCGATCCGCACCGGGCTGACGCCCGTTCCACGCCCGCGGACACCCGGAGT 
SRAAIRTGLTPVPRPRTPGV 

CACGTCGTTGATCGACGCCGACGCCCTGCGTGTCCTGCACCGGGCCGCCCGCGCCCTGCT 
TSLIDADALRVLHRAARALL 

CGACGACCTGCCCGACCTGACCGACCGGCTGATGGCGCTGCTGCGGGAGCAGGAGCCCGC 
D D L P D L T D R L M A L L R E Q E P A 

CTACCGGGCCGCCCTCACCAAGGACCCCCACCGCCACCTGGCAGGAGGCCCACCGCTCCC 
YRAALTKDPHRHLAGGPPLP 

TGCGGCACAGCGTGGCCTCGCTGCTCGACCCGCGCGGCGCCCGGGACGCGGCCCGCCGCT 
A A Q R G L A A R PAR R P G R G P P L 

GCTCCTGGCGGATCGGCGCCGCCCGCGCGGAGCAGGGACTCCCGCTGGACGCCCTGCTGC 
LLADRRRPRGAGTPAGRPAA 

ACGCCTTCCGCCTGGGCGGCTCGCTGGTGTGGCAGCGGCTGGTCGAGGAGACCTCCAGGG 
R L P P G R LAG V A A A G R G D L Q G 

CCGCACCGGAGGACGTGCGGCTCCTCGTGCACGTGGCCGCGGACGTGTGGAACTTCGTCG 
R T G G R A A P R A R G R G R V E L R R 

ACGAGCACTGCACCCTCGTCGCGGACGCCTACCGGCAGACCGAGTGGCAGCTCGGCCGGC 
R A L H P R R G R L P A D R V A A R P A 

GCCGCGAGAACCGGGTCCGGCAGCTGGCCGCCGGCCTGCTCGACGGCACCGGTCGCATCG 
P R E P G P A A G R R PAR R H R S H R 

CCGACCTGCCCGAGGCCGCCCGGGCCCTCGGCCTCCCGGAGCACGGCCGCTACGTCGTCG 
RPARGRPGP RP PGAR P LRRR 

TCGCCGTCGCCGGCGGGCCACCGGCCCGGCCCGACGCCGCCCGCGCCGCCGTACCGCCCG 
R R R R R A T G PAR R R P R R R T A R 
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5761 GGAGCCGGGTCCACTGGCACGCCGGGGCGGAGACCGACTACGGCATCGTCTCGCTCGGCG 
247 E P G P LAR R G G D R L R H R LAR R 

5821 ACCACGACGGGCTCCCGGAACCGCACCGGCCGGAGGCCCGCCGCAGGACGCCCCCGTCCC 
267 P R R A P G T A P A G G P P Q D A P V P 

5881 CGGCCTCCGGGTCGGTGTCGGCAGCCCGGTCGACGGACTCGCCGCTGTCGGGGACGCCCG 
287 G L R V G V G S P V D G L A A V G DAR 

5941 TCGGCTCGCGGACACGGCCCTGACCATCTGCCCCCCGGCCGGGGGCACCGTGCGACTGGC 
307 R L A D TAL TIC P P A G G T V R L A 

6001 CGACCAGCTCCCCGCCGCCCTGGTCGTCTCCAGCCCCGAGCTGGGCCGGGCCCTCGCCGA 
327 D Q L P A A L V V S S P E L G R A L A E 

6061 GAAGGTGCTCGGTCCCCTGCTCCGCCTGGAGTCCGCCGACCGCGACGTGCTCCTCGACAC 
347 K V L G P L L R L E S A D R D V L L D T 

6121 CCTCACCACCTGGCTCGACTGCGACGGTTCGGCCCAGCGCGCCGGCGAACGCCTCTACTG 
367 L T T W L D C D G S A Q R A G E R L Y C 

6181 CCACCGC~~CACGGTCCTCAACGCCTCCGGCGCTGCGAACAGCTCACCGGCCGCTCCCTG 

387 H R N T V L N A S G A A N S S P A A P W 

MiuI 
6241 GCCCGCCCGGCCGACCTCGTCGAGTTCAGCCTGGCCCTGACGGCACGACGCGT 

407 PAR P T S S S S A W P * 

Figura 17. Secuencia nueleoUdiea del fragmento de 6286 pb que contiene al operón IipAR de S. coelic%r. 
Bajo la secuencia nueleoUdica está indicada la secuencia de aminoácidos deducida para cada gen por el 
código de una letra. Se muestran las regiones -35 y -10; el sitio de inicio de la transcripción del operón UpAR 
(tsp, 00); el sitio de unión del ribosoma (RBS); el sitio de hidrólisis del péptido sefial está indicado con t; el 
pentapéptido altamente conservado que contiene a la serina nucleofllica del sitio activo de la Iipasa lipA está 
enmarcado, asi como el motivo hélice-vuelta-hélice del activador transcripcional LipR. Las flechas 
horizontales indican la dirección de la transcripción para cada gen. 

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

lipasas extracelulares conocidas hasta el momento de Slreplomyces y la lipasa l de 

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

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

Slreplomyces escabies y Slreptomyces diaslalochromogenes, las cuales no presentan 

homología con estas lipasas. 
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Figuras 18. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de las Iipasas extracelulares de S. exfolia/lis MIl 
(S-EXFOL), S. a/hus G (S-ALBUS), S. coelic%r A3(2) (S-COELI) y Moraxella sp TA 144 (MORAX-SP), 
Las regiones de mayor homología se encuentran sombreadas, la intensidad del sombreado corresponde al 
porcentaje de similitud entre las diferentes secuencias. Se muestran el pentapéptido consenso (<t-~); * 
residuos de la triada catalítica (SerI31, Aspl77, His209); O residuos de la cavidad axianiónica (Phe63, 
MetI32); T residuos de la región de unión de la porción acilo del substrato (MetI32, rp 156, Va1l79), 
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La composición de aminoácidos de las lipasas de Streptamyces y de la lipasa I de 

Maraxella sp es muy semejante (Tabla Il), y el porcentaje global de cada uno de los· 

residuos también es muy similar en el caso de las lipasas de Streptamyces, en tanto que 

Maraxella presenta una distribución diferente, lo cual probablemente se relacione a su 

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

fisicoquímicas de los grupos R de sus aminoácidos (Tabla III) es claro que estas lipasas son 

proteínas hidrofóbicas con una carga neta positiva . 
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Figura 19. Alineamiento por DOTPLOT de las secuencias de aminoácidos de los activadores 
transcripcionales de los genes de lipasa de S. exfoliatus M 11 Y S. coelicolor. Se puede apreciar que el 
parecido es mayor hacia el extremo carboxilo donde se localiza el sitio de unión a DNA. 
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TABLA 11 

Composición de aminoácidos de las Iipasas extracelulares de Streptomyces 

Ala 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 2.3 2 7.2 
Asn 9 S 6 16 Met 2 3 4 8 
% 2.9 1.6 2 S % 0.6 1 1.3 2.5 
Asp 1 S 13 16 18 Phe 9 9 9 10 
% 4.8 4.2 5.3 5.6 % 2.9 2.9 3 3.1 
Cys 2 2 2 6 Pro 25 24 25 17 
% 0.6 0.6 0.7 1.9 % 8 7.7 8.2 5.3 
Gln 9 10 7 3 Ser 30 32 27 30 
% 2.9 3.2 2.3 0.9 % 906 10.3 8.9 9.4 
Glu 10 8 10 12 Thr 29 34 37 22 
% 3.2 2.6 3.3 3.8 % 9.3 11 12.2 6.9 
Gly 31 28 29 23 Trp 4 4 4 S 
% 10 9 9.5 7.2 % 1.2 1.3 1.3 1.6 
His 6 S 4 3 Tyr 11 11 10 13 
% 1.9 1.6 1.3 0.9 % 3.5 3.5 3.3 4.1 
lIe 12 11 9 27 Val 20 13 20 17 
% 3.8 3.5 3 8.5 % 6.4 4.2 6.6 5.3 

spTAI44 
(Morx). 

TABLA 111 

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

Polar sin carga 
Carga negativa 
Carga positiva 

39.0 
8.06 
10.0 

39.2 
6.8 
10.7 

Producción de LipA en diferentes medios de cultivo. 

38.9 
8.6 
9.6 

35.4 
9.4 
12.5 

Para evaluar la actividad lipolítica de S. coelicolor su gen lipA fue sobre·expresado a 

través de su clonación en un plásmido multicopia. Así, el inserto de 6.286 kb del plásmido 

pueB l 08 fue subclonado en el plásmido pIJ702 como un fragmento BglII, y la 

construcción resultante se utilizó para transformar protoplastos de S. lividans 1326. De las 
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clonas recombinantes resistentes a tiostreptona se eligieron las que presentaban actividad 

lipolítica 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 plasmídico, ambas presentaban el inserto 

deseado en la misma orientación con respecto al vector, eligiéndose solo una para obtener el 

plásmido que portaba, al cual se denomino pB 1 08 (Fig. 20). Por otro lado se evaluó la 

participación del gen lipR en la expresión y producción de la lipasa LipA, y para ésto se 

subclonó el fragmento Notl de 2. 7 kb del plásmido pueB 1 08 en el plásmido pIJ702. 

Siguiendo la misma estrategia que se utilizó para obtener al plásmido pB 1 08, logramos 

obtener al plásmido pB 11 O (Fig. 21). 

Mlul ......... 

IhtEI! _ pBIOS 
12236 pb 

Nwl 
BSlEII 
NOII /' 

./ Neol 
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ORF4 _ B¡:lII 
NOII 
Mlul 

plJ1"J 

,~~ 

Figura 20. Obtención del plásmido pB 1 08. A fin de evaluar la actividad lipolitica de la proteína codíficada 
por el gen lipA, se subclonó el fragmento de 6286 pb que contiene al operón IipAR completo en el plásmido 
de alta número de copias de Slreplomyces plJ702, obteniéndose el plásmido pBI08 con el cual se 
transformaron protoplastos de S. lividans 1326. 
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Figura 21. Obtención del plásmido pB IIO.A fin de evaluar la influencia del gen /ipR sobre la expresión de la 
lipasa extracelular lipA, se subclonó el fragmento NotI de 2353 pb de pUeBlOS en el plásmido de alto 
número de copias de S/rep/omyces pIJ702, obteniéndose el plásmido pBllO que contiene al ORFI, al gen 
lipA completo y el inicio del gen /ipR. La clonación en pIJ702 es en el mismo sitio y orientación que en el 
caso del operón completo (pBIOS). Se transformaron protoplastos de S. /ividans 1326 y se seleccionó una 
transformante tiostreptona resistente para estudios posteriores. 

Se creció S. lividans 1326 conteniendo al plásmido pB 1 08 o pB 11 O en medio de 

cultivo LB-sacarosa y R2 líquido. Las proteínas presentes en el sobrenadante fueron 

sometidas a un análisis de PAGE-SDS y Westem blot usando un anticuerpo policlonal 

contra la lipasa de S. exfolia/us. Como se muestra en la Figura 22, el sobrenadante de S. 

lividans con el plásmido pB 1 08 presenta una banda única de 29 kDa que está ausente en los 

cultivos obtenidos cuando se trata del plásmido pB 11 O, observándose lo 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 secretándose a lo largo 

de esta fase. Aunque el patrón de secreción es similar en ambos medios de cultivo, en LB 

hay menos acumulación de la lipasa consistentemente. Así, la lipasa de S. coelicolor es 

secretada de una manera fase dependiente, detectándose cuando el crecimiento exponencial 

ha terminado, y su expresión requiere la presencia del gen lipR .. 
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Figura 22. Identificación de la lipasa producida por S. coelicolor A3(2). Las proteínas totales presentes en el 
sobrenadante del medio de cultivo donde se creció S. Iividans con el plásmido pBI08 fueron separadas por 
PAGE-SDS y sometidas a western blo!. Se obtuvieron los mismos resultados independientemente del medio 
de cultivo utilizado, y en el caso del plásmido pBllO no se detectó ninguna banda. lipA Sexf, 3~lg de la 
lipasa de S. exfoliatus pura. 
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Figura 23. Actividad Iipolítica de la Iipasa extraeeluJar de S. coelicolor A3(2). Los sobrenadantes de 
S. lividans 1326 conteniendo los plásmidos pBI08 o pBI JO, crecidos en LB-sac (a), fueron analizados con un 
ensayo colorimétrico utilizando p-nitreofenil-Iaurato como substrato (b) 
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En cuanto a la actividad lipolítica, se detectó una cinética diferente con respecto al 

medio de cultivo empleado. Cuando se crece S. lividans 1326 con el plásmido pBl08 en 

LB-sacarosa se detecta actividad enzimática desde la etapa temprana de la fase estacionaria, 

alcanzando un máximo 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 el tiempo sin alcanzar un nivel 

constante o parar (Fig. 24); en este medio se llegaron a detectar los más altos niveles de 

actividad lipolítica en relación volumétrica siempre en la etapa tardía de la fase 

estacionaria. 
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Figura 24. Actividad lipolítica de la lipasa extracelular de S. coelic%r A3(2). Los sobrenadantes de S. 
lividans 1326 conteniendo los plásmidos pBI 08 o pB 11 O, crecidos en R2 líquido (a), fueron analizados con 
un ensayo colorimétrico utilizando p~nitreofenil-Iaurato como substrato (b). 
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Por otro lado, buscando conocer más acerca de los requerimientos transcripcionales 

y traduccionales del gen lipA, se realizó una mutagénesis dirigida a fin de introducir un sitio 

de restricción NdeI en su codón de inicio. La presencia de este sitio nos permitió subclonar 

al gen lipA, sin alteraciones, en el vector de alto número de copias pIJ602I, el cual cuenta 

con el promotor tipA de S. lividans 66, el cual es inducible por tiostreptona; el fragmento 

fusionado incluye todo el gen lipA y un fragmento inicial del gen lipR. El plásmido 

resultante (ptipA-lipA) fue introducido en S. lividans 1326, analizándose la secreción de la 

lipasa a lo largo del crecimiento. Cuando se induce la transcripción del gen lipA a partir del 

promotor tipA añadiendo al medio de cultivo 5 ~g 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 proteína, si bien su actividad alcanza un máximo y posteriormente 

decae (Fig. 25). Bajo estas condiciones de cultivo (LB-sacarosa) se alcanzan las máximas 

actividades detectadas para la lipasa. Esto demuestra que el micelio vegetativo es capaz de 

sintetizar y secretar a la lipasa en ausencia del gen lipR, 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 transcripción y secreción de la lipasa LipA. En el caso de la lipasa de S. 

coe/ic%r también se produce la proteína en los cultivos sin inducción por tiostreptona, 

ésto se debe al fuerte nivel de transcripción de escape que presenta el plásmido; sin 

embargo en éste caso el perfil de secreción de la proteína depende del tiempo de cultivo, 

detectándose solo durante la fase de crecimiento estacionario, y con una cinética de 

actividad igual a la que presenta el plásmido pB 1 08 en medio de cultivo LB-sacarosa. 
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Figura 25. Crecimiento de S. Iividans 1326 conteniendo al plásmido tipA-lipA (a); actividad lipolítica en el 
sobrenadante, la inducción del promotor tipA se dio por la adición de tiostreptona a las doce horas del 
crecim iento (b). 

Influencia de la lipasa LipA sobre la producción de actinorrodina. 

A fin de evaluar la influencia de la lipasa extracelular codificada por el gen lipA en 

la producción de actinorrodina en S. coelicolor, se hicieron construcciones genéticas para 

interrumpir dicho gen en el cromosoma. Para lograr ésto se utilizó un vector suicida, el 

plásmido pIBS (Fig. 26), el cual nos permitió obtener la cepa IBS de S. coelicolor con el 

operón lipAR cromosomal interrumpido (Figs. 27 y 28). El crecimiento de la cepa IBS no 

está afectada en relación a lo observado con la cepa silvestre, en tanto que la producción del 

antibiótico está disminuido aproximadamente a la mitad (Fig. 29). Cuando se realizó el 

mismo ensayo pero cuantificando el antibiótico sintetizado a partir de los T AG ya 
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almacenados (micelio transferido) se observa que en la cepa mutante también hay cierta 

disminución en la cantidad de actinoITodina producida (Fig. 30). Cuando analizamos los 

sobrenadantes de la cepa lBS encontramos que aún presenta actividad hidrolítica, 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 lipolítica extremadamente baja, 

detectándose durante la fase de crecimiento estacionario (Fig. 31). 
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Figura 26. Obtención del plásmido pIBS para su uso en la interrupción genética del operón IipAR. Al 
plásmido pUCB I 08 se le deletó la región NcoI-SstI de 905 pb, Y en su lugar se clonó el gen de resistencia a 
tiostreptona, (sr, proveniente del plásmido pIJ702. El plásmido resultante, pIBS, se utilizó para transformar E. 
coli JM 10 1, seleccionándose una transformante que contenia el plásmido 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. Obtención de una cepa de S. coelicolor con el operón IipAR interrumpido. El plásmido IB5 no 
metilado disuelto en TE pH=8 fue desnaturalizado con NaOH 1M, incubado 10 minutos a 37 oC y 
rápidamente enfriado, y posteriormente se ajustó la mezcla al pH inicial con HCI 1M. Se transformaron 
protoplastos de S. coelicolor M 145 con 5 ¡¡g de la mezcla anterior y se seleccionaron transformantes 
tiostreptona resistentes, de las cuales se obtuvo DNA cromosomal que fue digerido con BstEIl y sometido a 
análisis por Southern blot, usando como sonda el fragmento de Mlul de 5.3 kb del plásmido pUCBI08. La 
clona deseada debe presentar un fragmento de 1.9 kb que incluye la región del operón IipAR interrumpido 
con el gen Isr, en sustitución del fragmento de 1.7 kb que incluye la región Ncol-SstI del operón sin 
alteración alguna. De las transformantes seleccionadas, la #6 es la que presenta el arreglo genético deseado y 
se denomino cepa lBS de S. coelicolor. 
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Figura 28. Confirmación de la sustitución del operón IipAR silvestre. La cepa IB5 fue propagada sin presión 
de selección durante cinco generaciones, encontrándose que es altamente estable. Se obtuvo DNA 
cromosomal que fue digerido con diferentes enzimas a fin de confirmar la sustitución del operón silvestre por 
su versión parcialmente deletada e interrumpida con el gen (sr, así como la ausencia de secuencias del vector 
integradas al cromosoma de la cepa lBS. DNA cromosomal de cada cepa digerido con (A) BstEIl, (B) Mlul­
EcoRV Y (C) PstI; wt: fragmentos derivados de la cepa silvestre, mi fragmentos derivados de la sustitución 
del operón silvestre. 
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Figura 29. Evaluación de la participación de lipA en la producción de actinolTodina. Esporas de las cepas S. 
eoelie%r MI45 (lipAR') Y S. eoelie%r IB5 (lipAI?) fueron pregerminadas 8.5 h en medio YT2x y 
homogenizadas previamente a ser transferidas a medio SMM, se tomaron muestras de 5 mI cada 12 horas, 
eliminándose el micelio por centrifugación. 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 concentración de antibiótico producido se calculó tomando en cuenta que en este 
medio de cultivo una D.Oo" 0.5= 60 J.lglml. Se muestran los valores promedio de seis determinaciones 
independientes. 
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Figura 30. Determinación de la producción de actinolTodina a partir de micelio crecido 60 horas en medio 
YEME, condiciones en las cuales se acumulan TAO. El micelio fue transferido a medio SMM sin glucosa, la 
determinación se realizó 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. Evaluación de la actividad lipolitica de las cepas silvestre e 185 de S. coe/icolor. Ambas cepas 
fueron crecidas en medio LB-sacarosa obteniéndose muestras de sobrenadante a lo largo de la curva. y la 
actividad Iipolitica se determinó con un ensayo calorimétrico utilizando como substrato p-nitrofenil-Iaurato. 

Localización cromosomal del operón UpAR. 

A partir del plásmido. pUCBIOS se o.btuvo. al fragmento. Mlul de 5.3 kb, el cual fue 

utilizado. co.mo. so.nda para lo.calizar la po.sición cromo.so.mal del o.perón lipAR, lo. cual fue 

po.sible gracias a la co.labo.ración del Dr. D. Ho.pwo.o.d (Jo.hn Innes Centre, UK). Este o.perón 

se lo.caliza en el extremo. izquierdo. del cromo.so.ma lineal, en la vecindad del gen abaA (Fig. 

32). 
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Figura 32 .. Mapa genético y físico del cromosoma de S. coelic%r MI45 [21]. La flecha indica la posición del 
operón IipAR de S. coelic%r A3(2) caracterizado en este trabajo. 
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Modelo computacional de la estructura tridimensional de la Iipasa de S. coe/icolor 

A3(2). 

Tomando en cuenta la alta homología que presentan en su estructura primaria las 

lipasas de S. exfoliatus MIl y S. coelicolor A3(2) se realizó un modelo de la estructura 

tridimensional de esta última partiendo de la estructura terciaria de S. exfoliatus 

determinada por difracción de rayos X, a fin de identificar la topología y estructura de la 

lipasa de la cepa modelo, así como para conocer aJos residuos críticos para su función. La 

alta resolución del modelo estructural de la lipasa de S. exfoliatus nos permitió extrapolar 

con alto grado de seguridad la identidad de las regiones críticas para la actividad lipolítica. 

El modelo por homología se obtuvo utilizando el programa Swiss-Pdb Viewer, y las 

imágenes 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 a/l3 de 

las hidrolasas (Fig. 33). Los residuos de la triada catalítica de S. coelicolor corresponden, 

en la forma madura de la lipasa, a la serina 131, el aspartato 177 y la histidina 209, y 

conforman por lo tanto un sitio activo típico de enzimas hidrolíticas (Fig. 33). En cuanto a 

la localización de estos aminoácidos, su posición también es idéntica a lo encontrado en las 

a/l3 hidrolasas. La serina se localiza en un giro formado después de una hoja 13, 

correspondiente al loop C-4 de S. exfoliatus (Fig. 13) la localización de la histidina también 

corresponde a lo esperado para las lipasas neutrales, encontrándose en la tercera hoja 13 

después de la que contiene a la serina nucleofilica, en tanto que el aspartato se encuentra en 

el extremo carboxilo de la segunda hoja 13 (que corresponden a los loops C-7 y C-6 de S. 

exfoliatus respectivamente). En cuanto a los residuos que participan en la formación de la 

cavidad oxianiónica, en ambas cepas corresponden a la Metl32 y la Phe63; en Moraxella 
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sp corresponderían a Met 132 y Tyr64. Y con respecto a los residuos que se localizan en el 

surco donde supuestamente se une la porción acilo del substrato, se incluyen el Trp 156, la 

Met! 32 y la Va1179, que en caso de Moraxella sp corresponden a Pro156, Met134, e 

Iso179. Es importante señalar que en el caso de la lipasa de S. albus G todos los residuos 

involucrados en la formación de las estructuras identificadas son exactamente los mismos, y 

dada la similitud entre las lipasas de Streptomyces, podemos decir con gran certeza que la 

configuración espacial de esta enzima también corresponde a la reportada como consenso 

para las hidro lasas. Las tres lipasas de Streptomyces contienen dos residuos de cisteína, 

Cys242 y Cys258, que se localizan en la superficie externa de la proteína. 

Si bien el análisis de sus residuos totales indican que ambas lipasas son proteínas 

básicas hidrofóbicas (Tablas II y I1I), ciertas observaciones realizadas durante los intentos 

de purificación de la lipasa de S. coelicolor indicaban que poseen características muy 

particulares y específicas que influían en la diferencia de migración observada durante su 

resolución en PAGE-SDS, lo que hace que parezca de mayor tamaño; además 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 proteínas básicas. A fin de conocer más acerca de las 

propiedades fisicoquímicas de la lipasa en base a la naturaleza de sus residuos, se hizo un 

análisis de la distribución de cargas en la superficie de la proteína de S. coelicolor (Fig. 34), 

encontrándose que, aún cuando las cargas netas de ambas lipasas indican que son proteínas 

básicas, existen claras diferencias en la distribución de las cargas de los residuos 

individuales, las cuales no parecerían tener gran importancia o peso para explicar las 

diferencias observadas; sin embargo, al someter las lipasas a un análisis más fino, donde se 

toman en cuenta no solo las cargas individuales sino además las interacciones que se 
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establecen entre los residuos vecinos, se evidencio una gran diferencia en su potencial 

electrostático (Fig. 35). Asi, en la lipasa de S. coelicolor predominan las zonas cargadas 

negativamente, en tanto que en la lipasa de S. exfoliatus predominan las zonas cargadas 

positivamente. La construcción de las superficies y sus potenciales electrostáticos se realizo 

con el programa Grasp. 

Toda la sección de predicción y modelaje por computadora fue realizada gracias a la 

colaboración del Biol. Luis Rosales León, del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la 

UNAM. 
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Figura 34 

Cambios en la Distribución 

de cargas en la Superficie 

La imagen superior representa la superficie 

del cristal utilizado como molde para la 

construcción 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 

Electrostático de Superficie 

La imagen superior representa la superficie 

del cristal utilizado como molde para la 

construcción del modelo (S. exfoliatus). La 

imagen inferior representa la superficie del 

modelo construido para la lipasa de S. 

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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VII. DISCUSION GENERAL 

En estudios previos se observó que varias especies de Streptomyces presentaban 

secuencias cromosomales de fuerte homología con el gen lipA de S. exfoliatus Mil, que 

codifica para una lipasa extracelular. Esto nos llevó a la clonación de dicha región de la 

cepa modelo S. coelic%r A3(2), en la cual no se había detectado hasta ahora actividad 

lipolítica. La caracterización de esta enzima se hizo más importante a partir de que se 

sugirió que los triacilgliceroles (TAG), que son sintetizados y almacenados en S. coelic%r 

podrían ser utilizados durante la diferenciación. como fuentes de carbono para el 

metabolismo secundario; el inicio en la producción 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 

únicas bacterias conocidas en donde existe acumulación de este tipo de lípidos neutros, los 

cuales son el substrato natural de las lipasas. 

Logramos clonar la región de S. coelic%r homóloga al gen lipA de S. exfoliatus 

Mil, el cual está presente en un fragmento de 6.293 kb que incluye otros tres genes, uno de 

ellos incompleto y divergente con respecto a los otros. Así, el gen lipA de S. coelic%r 

codifica para una lipasa extracelular que tiene alta homología con las lipasas de S. 

exfoliatus y S. a/bus 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 

clasificación de Jaeger et a/.[155]. Los péptidos señales de las lipasas de Streptomyces están 

constituidos por los primeros 42 residuos; de acuerdo a von Heijne [199], estas estructuras 

están formadas por una región en el extremo amino de residuos cargados positivamente, 
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seguidos por una larga región de residuos hidrofóbicos, y terminando con una porción 

carboxilo de residuos polares. En esta última región se localiza el sitio de reconocimiento 

de corte por una peptidasa señal periplasmática, y que está caracterizado por la secuencia 

Ala-X-Ala localizada en las posiciones -3 y -1 con respecto al primer residuo de la forma 

madura de la proteína. Tanto la secuencia señal de secreción como el sitio de procesamiento 

de las lipasas de Streptomyces cumplen con las condiciones mencionadas, si bien las 

características de la secuencia señal de S. exfoliatus se acerca más a la descripción consenso 

de estas regiones, lo cual permite que sea referido como un péptido señal ·"fuerte··. Es 

importante resaltar el hecho de que los péptidos señales de S. a/bus G y S. coelic%r son 

más parecidos entre sí que con respecto al péptido señal de S. exfoliatus, sin embargo, el 

que los péptidos sei'íales de S. coelic%r y S. a/bus G no sean aparentemente muy "fuertes" 

no significa que no sean igualmente eficaces en su función, las diferencias entre ellos solo 

refleja las características propias de cada enzima en relación a la fisiología de la cepa 

pertinente, lo cual a su vez explicaría las diferencias en cuanto al grado de actividad 

exhibida por cada especie silvestre. 

Hacia abajo del gen lipA se localiza en la misma orientación el gen lipR, el cual 

codifica para una proteína de 941 aa que presenta alta homología con el activador 

transcripcional del gen de la lipasa de S. exfoliatus y con el gen localizado también hacia 

abajo del gen lipA de S. a/bus G. La región de mayor homología entre estas tres proteínas 

está en el extremo carboxilo, donde existe un claro dominio de unión al DNA. Los genes 

lipA y lipR de S. coelic%r constituyen un operón 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 ningún codón TT A en el gen lipR de S. 

coelicolor, lo cual hace su traducción bldA independiente, lo cual indica que la regulación 

de la expresión de estos genes es diferente entre estas especies. De esta manera, los 

productos de los tres genes lipR son miembros de una nueva subfamilia de reguladores 

transcripcionales pertenecientes a la superfamilia de reguladores UhpAlLuxR como se 

discute en el trabajo presentado anteriormente (articulo). 

Se ha investigado el efecto de una gran variedad de condiciones ambientales en la 

producción de lipasas bacterianas y de hongos, sin embargo tales investigaciones han sido 

realizadas con el propósito de mejorar la producción de estas enzimas, sin buscar mucho 

qué mecanismos genéticos y fisiológicos afectan la formación y secreción de estas 

proteínas. De igual manera, a pesar de que en los últimos afios se ha incrementado 

significativamente la cantidad de genes de lipasa clonados, se han realizado pocos estudios 

sobre la regulación de éstos. A pesar de la alta homología presente entre las lipasas de 

Streptomyces, existen importantes diferencias en la expresión de sus genes, detectada a 

partir de la clonación de los genes estructurales y activadores en el mismo plásmido 

multicopia y expresados en la misma cepa receptora. De esta manera tenemos que, aun 

cuando ambas proteínas son expresadas de manera dependiente de la fase del crecimiento y 

que necesitan al producto del gen lipR, la cinética de producción de la enzima detectada en 

sobrenadantes de cultivos en LB-sacarosa es diferente. Así, 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 máximo de actividad (48-60 horas) y posteriormente 

decae. Por otra parte, la actividad de lipasa extracelular de S. coelicolor parece ser 

dependiente del tipo de medio de cultivo empleado, ya que observamos un patrón de 
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actividad diferente usando la misma cepa con el mismo plásmido en medio R2, 

detectándose 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 más 

pronunciado. Este comportamiento puede atribuirse (i) a que cese la transcripción del 

operón lipAR, o bien a que las condiciones de cultivo causen inestabilidad del mensajero; 

(ii) que su secreción esté afectada o bien (iii) que la proteína sea inestable. En relación a la 

primera posibilidad, los resultados con la fusión tipA-lipA demostraron que en el fragmento 

clonado se encuentran todos los elementos genéticos necesarios para la expresión y 

secreción de la lipasa, y hemos detectado transcripción del gen lipA en tiempos de cultivo 

en los cuales la actividad empieza a decaer (66 horas), y aún cuando la transcripción se 

detuviera totalmente o los mensajeros fueran inestables, la curva de actividad no tendría que 

bajar sino mantenerse al menos en un nivel constante ya que la proteína producida sigue 

presente, a menos que ocurra alguna de las otras posibilidades, es decir que la proteína deje 

de ser secretada ó esté afectada estructuralmente de tal manera que ya no funcione. Al 

analizar las mismas muestras de extracto crudo usadas para cuantificar la actividad 

lipolítica por Western blot, la proteína se detecta a todo lo largo de la curva de crecimiento 

sin indicios de degradación, e incluso se nota una notable acumulación de la proteína en las 

muestras correspondientes a los últimos tiempos de incubación, lo que indicaría que su 

secreción tampoco está 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, más que estar regulando su expresión y 

secreción. Esto nos lleva a considerar la posible existencia de factores extrínsecos y/o 
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intrínsecos a la proteína necesarios para su función. En cuanto a los factores extrínsecos, la 

gradual pérdida de la actividad enzimática la podríamos asociar a la titulación de algún 

componente adicional (que actuara positivamente sobre la actividad de la lipasa), debido a 

la sobre-expresión de la lipasa dada por el plásmido multicopia, esto explicaría la detección 

de la proteína intacta (revelado por westem blot), pero no activa. Lo anterior queda 

descartado puesto que la proteína pura es activa. Por otro lado, puede ser que en LB algún 

metabolito de degradación 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; así, la producción de la lipasa de Pseudomonas aeruginosa 

es reprimida por ácidos grasos de cadena larga, yen el caso de Acinetobacter calcoaceticus 

se reprime la producción de la enzima por la presencia de productos de degradación del 

hexadecano [180], en estos casos se propone que la represión de la transcripción de los 

genes lipA correspondientes se da a través de un regulador al que se unen los ácidos grasos. 

En el caso de las lipasas de Streptomyces no se afecta la expresión de los genes, y los 

resultados presentados apuntan más 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 crítico para afectar la actividad de la lipasa, a lo 

cual se puede sumar la sobreproducción de la enzima, y todo esto en conjunto podría 

explicar la presencia de los altos niveles de actividad observados. Estas diferencias 

observadas en la actividad enzimática las podemos considerar desde otro punto de vista. 

Así, los cambios en las condiciones fisicoquímicas que se dan durante la incubación en el 

medio de cultivo podrían estar provocando cambios en la estabilidad de la proteína; la 

inestabilidad resultante puede originarse a través de cambios en los residuos de la superficie 
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de la proteína, los que a su vez pueden provocar que otros residuos, incluso regiones 

completas, que normalmente no son expuestas lo sean ahora, convirtiéndose así en blancos 

accesibles. Si los residuos afectados están involucrados en la estabilización estructural y/o 

función, entonces la proteína es propensa a la degradación e inactivación enzimática. Uno 

de los principales factores que afectan la estabilidad y función de las enzimas es el pH, que 

es quien determina las interacciones iónicas de las proteínas; los mecanismos responsables 

de los efectos causados por cambios en él, pueden variar dependiendo de las 

particularidades de cada enzima y las condiciones ambientales específicas. Cuando se dan 

cambios de pH las interacciones electrostáticas son las principalmente afectadas, lo cual 

provoca una tendencia a la desnaturalización, y esto a su vez hace que los residuos no 

ionizados que están localizados en el interior de la proteína puedan ser ahora ionizables; 

los cambios conformacionales que esto ocasiona pueden llevar a la degradación de la 
',' 

proteína. Finalmente, los pH extremos o no adecuados pueden iniciar reacciones químicas 

que alteren los residuos presentes de tal manera que provoquen inactivación irreversible y 

degradación. 

En lo que concierne a la lipasa parcialmente pura de S. coe/icolor, observamos que 

pierde su actividad rápidamente y experimenta un alto grado de degradación cuando se 

almacena por cortos periodos de tiempo a 4°C; esto en contraste a lo observado con la 

lipasa de S. exfolia/liS 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 enzimática y la proteólisis in vitro de enzimas durante su manejo 

y/o almacenaje se da frecuentemente, y es causada por la hidrólisis de enlaces peptídicos 

naturalmente expuestos o que son accesibles como consecuencia de cambios en las 
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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 dramáticos en el pH y en la fuerza iónica del micro-ambiente de la 

enzima, todo lo cual provoca alteraciones en la proteína. El grado de alteración puede ir 

desde cambios conformacionales menores hasta la inactivación irreversible de la proteína 

dependiendo de las condiciones de incubación y/o almacenaje. Por ejemplo, un cambio en 

el pH puede causar la ionización de un grupo catalítico esencial que puede resultar en 

inactivación sin que se de un cambio severo en la estructura (en este caso, el reajuste del 

pH restaura la actividad). Aún cuando hasta el momento no conocemos sus respectivos 

papeles fisiológicos. es importante no dejar de considerar que las diferencias de regulación 

y estabilidad observadas entre las lipasas de Streptomyces obedecen finalmente a sus 

respectivas funciones específicas. 

Aquí es pertinente mencionar que las lipasas no son las únicas proteínas de este 

género que a pesar de realizar la misma función general y exhibir alta homología entre sí, 

presentan características propias muy particulares en su fisiología y regulación. Así 

tenemos entonces que la mayoría de las lipasas y las esterasas tienen un mecanismo de 

catálisis igual al de las serina proteasas, con una triada catalítica formada por una serina 

nucleofilica que actúa en conjunto con un aspartato y una histidina. Se han clonado y 

caracteriZado dos esterasas de Streptomyces, una de la especie fitopatógena S. scabies cuya 

forma madura es de 306 aminoácidos, y la de S. diastatochromogenes compuesta de 290 

aminoácidos; estas enzimas presentan una homología del 31.4% entre sí y no se parecen a 

·Ias lipasas de Streptomyces. Las dos esterasas son resistentes a temperaturas mayores a 
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60°C Y presentan propiedades bioquímicas muy similares. Ninguna de estas dos esterasas 

presentan el pentapéptido conservado Gly-X-Ser-X-Gly donde se localiza la serina de la 

triada catalítica. 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 patrón de 

expresión de estas enzimas es muy diferente, ya que mientras en S. diastatochromogenes la 

esterasa se secreta durante la fase exponencial y alcanza un máximo en la fase estacionaria, 

la esterasa de S. scabies es secretada durante la fase tardía de la fase exponencial y la fase 

temprana de la fase estacionaria. El promotor del gen estA de S. scabies se parece al 

promotor dagAp3 de S. coelicolor que es reconocido por la Ecr'9 y su transcripción requiere 

la presencia de zinc; el promotor del gen de la esterasa de S. diastatochromogenes se parece 

a los promotores reconocidos por Ecr'° y su transcripción no es afectada por el zinc [196-

198]. La esterasa de S. scabies se cristalizó recientemente, encontrándose que la estructura 

tridimensional de esta enzima es muy diferente del plegado consenso u/~ de las hidro lasas 

conocidas; su sitio catalítico está formado por solo dos residuos, la Ser14 y la His283; y su 

estructura tridimensional es estabilizada por la presencia de tres enlaces di sulfuro, y cuando 

los residuos de cisteína que contribuyen a su formación son mutados, se altera la estructura 

conformacional de la enzima, lo que provoca que su secreción sea defectuosa y se induzca 

degradación proteo lítica. Dado que los residuos del sitio activo y las seis cisteínas están 

conservados en S. diastatochromogenes, se sugiere que ambas esterasas son hidro lasas con 

un plegado tridimensional inusual. De esta manera, además de las características genéticas 

y fisiológicas particulares de Slreplomyces, se deben agregar las características tan 

singulares de las lipasas (ausencia de una tapa cubriendo al sitio activo y la presencia de la 
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cavidad oxianiónica preformada), y esterasas (sin el plegado a/p consenso) como un rasgo 

distintivo del género. 

En cuanto a la identidad de la(s) proteína(s) responsable(s) de la actividad adicional 

de esterasa que detectamos en S. coelic%r A3(2), en la secuencia de su cromosoma se han 

identificados homólogos a las lipasas caracterizadas de otras especies de Streptomyces 

(Sommer P., comunicación personal), lo cual es un claro indicio de que puede coexistir más 

de una lipasa en estas bacterias. Esto hace más importante ahondar en el estudio de la 

regulación de estas enzimas a fin de poder determinar su intervención en la fisiología del 

metabolismo secundario. 

Los resultados obtenidos con respecto a la configuración espacial y los residuos 

críticos para la estructura y función de las lipasas de Streptomyces, apoyan la observación 

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 hidro lasas, sin embargo las lipasas de Streptomyces no 

presentan esta estructura, lo cual indica que la regulación 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 lipolíticas hace posible pensar que el sitio activo sea un blanco 

susceptible no solo a los cambios fisicoquímicos que se dan durante la incubación o en el 

ambiente circundante, sino además puede ser un punto fácil de inhibición por la unión de 

algún metabolito presente en el medio de cultivo, sea éste un producto de degradación o no. 

Por otro lado, ya que las principales diferencias observadas entre las lipasas de S. exfoliatus 

y S. coelic%r se dan principalmente en la identidad de los residuos localizados en la parte 
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externa de las proteínas, es probable que las características fisicoquímicas de estos residuos 

hagan a la lipasa de S. coelicolor más propensa a la degradación proteo lítica. La presencia 

en la periferia de los residuos de cisteína indican que probablemente no tengan un papel 

relevante en la estabilidad de las lipasas, ya que los enlaces disulfuro involucrados 

directamente en la estabilización de la conformación enzimáticamente activa de una 

proteína no se encuentran expuestas a la superficie, ya que esto los haría blanco fácil de 

agentes desnaturalizantes. Existen diferencias importantes en el potencial electrostático de 

las lipasas, encontrándose 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 distribución no azarosa de los residuos explicaría las diferencias 

observadas en las características fisicoquímicas de las lipasas (su unión o no a columnas de 

intercambio iónico como la carboximetil celulosa); así como su mayor inestabilidad bajo 

las mismas condiciones de cultivo y almacenaje. También es posible que los residuos 

externos presenten algún tipo de interacción con moléculas presentes en el medio, o bien 

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

secundarías relevantes a fin de mantener la integridad de la enzima, esto podría explicar por 

que la proteína altamente purificada sea mucho más inestable y se degrada más 

rápidamente. 

Un acercamiento al papel biológico de la lipasa identificada fue posible gracias a la 

obtención de una cepa mutante donde el operón lipAR se interrumpió de tal manera que no 

hay producción de ninguna de las dos proteínas, lo cual elimina la actividad lipa lítica 

específica por lipA. El crecimiento de ambas cepas no se ve alterada, y los niveles de 

antibiótico producido son diferentes. Así, la cepa mutada rinde, en relación a la cepa 

135 



silvestre, aproximadamente la mitad de actinorrodina, un antibiótico derivado de acetato, 

en condiciones de crecimiento que permiten la acumulación de T AG. La biosíntesis de este 

antibiótico es a partir de acetil-CoA, que funciona tanto como unidad de inicio (acetil­

CoA), como de unidad de extensión (malonil-CoA). Estas moléculas son obtenidas 

principalmente a partir de la degradación de ácidos grasos, los cuales a su vez son el 

producto de la hidrólisis de los TAG. La síntesis y almacenamiento de estos Iípidos es una 

importante y distintiva característica del género Slreplomyces, en donde se detectan una vez 

que la glucosa ha sido consumida del medio, coincidiendo con la diferenciación 

morfológica y el inicio del metabolismo secundario. Esta disminución en la producción de 

actinorrodina es un fenómeno estable ya que siempre se da en la misma proporción, un 

medio de la producción normal, independientemente de las muestras usadas, del tamaño del 

inoculo inicial, o el tiempo de almacenaje de las esporas usadas, aún cuando los niveles de 

cada ensayo son diferentes ( lo cual podemos atribuir a la variabilidad biológica normal que 

se presenta en todos los sistemas de experimentación in vivo). Los resultados obtenidos con 

la cepa mutante donde el operón UpAR ha sido interrumpido, indican que la lipasa 

identificada interviene en la producción de actinorrodina, haciendo disponibles unidades de 

carbono necesarias para su biosíntesis; en la misma cepa mutante se detecta además una 

actividad de esterasa, la cual, si bien es muy baja, parece ser lo suficientemente importante 

como para que la producción de actinorrodina no sea totalmente nula, además de que otros 

procesos metabólicos pueden contribuir al aporte de unidades de acetil-CoA. Así, este 

trabajo es el primero en demostrar una clara relación entre la presencia de enzimas 

lipolíticas y la función de los TAG como fuentes de carbono para el metabolismo 

secundario. 
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Se construyó un modelo de la estructura tridimensional de la lipasa de S. coelicolor 

tomando como referencia la de S. exfolialus [193], asumiendo que las partes conservadas de 

la secuencia de aminoácidos de diferentes lipasas representan elementos estructurales 

conservados. Nuestro modelo estructural de S. coelicolor corresponde perfectamente al 

arreglo u/~ de las hidro lasas identificado para las enzimas lipolíticas. Basado en ésto y la 

alta homología presente en la secuencia de aminoácidos de las lipasas de Slreplomyces, 

pudimos identificar la posición y conformación de la triada catalítica, los residuos que 

forman parte de la cavidad oxianiónica, y los residuos presentes en la región de unión del 

acilo del substrato. 

Una inusual e interesante característica de la estructura de las lipasas es el hecho de 

que el sitio activo está dentro de la proteína cubierto por una estructura que funciona como 

una tapa, formada por una o dos hélices u. La interacción de esta tapa con el substrato 

hidrofóbico es la responsable de la activación interfásica, la cual está representada por un 

marcado incremento en la actividad enzimática en presencia de una interfase lípido-agua. 

Este hecho llevó a proponer la hipótesis de que las verdaderas lipasas sufren un cambio 

conformacional en respuesta a su adsorción a una interfase lípido-agua. La rotación de la 

tapa permite que el sitio activo quede expuesto y libre para reaccionar con el substrato. Esta 

hipótesis fue confirmada por los estudios de cristalografia de rayos X con las lipasa de R. 

miehei y la lipasa pancreática humana. Este cambio conformacional de la proteína parece 

estar asociado con otro movimiento involucrado en formación de la cavidad oxianiónica. 

Otro resultado del cambio conformacional es el incremento de la superficie hidrofóbica de 

la enzima, lo cual está involucrado en el reconocimiento de la superficie lipídica. El tamaño 

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. g/umae de 13 residuos [152], y las de mayor tamaño 

corresponden a las de P. aeruginosa 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. coelie%r no presentan una estructura helicoidal cubriendo al sitio activo, 

lo cual implicaría que su actividad enzimática no requiere de activación interfásica. Con 

respecto a esto, un hecho sumamente interesante e importante es que en las lipasas 

pancreática del cerdo, y la de B. subtilis, además de la cutinasa de F. so/ani [146, 155], Y la 

de P. g/umae se ha comprobado que no presentan activación interfásica, lo cual se atribuye 

a que tampoco presentan la tapa que cubre al sitio activo. Sin embargo, la lipasa de P. 

g/umae si contiene una tapa, lo cual indicaría que la presencia de esta estructura no está 

necesariamente asociada con la activación interfásica, lo cual entonces no deja claro cual 

sería su función, proponiéndose que en este caso la tapa podría estar funcionando solamente 

como un mecanismo para inhibir la actividad enzimática, es decir, como una estructura de 

autoprotección. En base a esto, y lo observado con las lipasas de Streptomyees, se hace 

necesario ampliar el número de lipasas con estructuras cristalizadas y realizar estudios de 

actividad lipolítica más precisos a fin de decidir si la definición de una lipasa verdadera 

debe ser cambiada con respecto a la propiedad de la activación interfásica, y por lo tanto la 

presencia de una tapa que cubra al sitio activo, como características preponderantes de las 

lipasas en general, o bien si corresponden solo a ciertas familias de enzimas hidrolíticas. 

La identidad en el tipo de aminoácido y en la posición que ocupan los residuos de la 

cavidad oxianiónica de S. coelie%r 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 
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cavidad, que ayuda a la formación del intermediario catálico tetraédrico, se forma como 

consecuencia del cambio conformacional que sufre la enzima en respuesta a la presencia de 

una interfase lípido-agua (activación interfásica). Si la rotación de la tapa, en respuesta a la 

activación interfásica, es un requerimiento estrictamente necesario para la formación de la 

cavidad oxianiónica, entonces la falta de esta estructura tendría un efecto drástico sobre la 

actividad enzimática. Ya que las lipasas de Streptomyces carecen de está tapa, entonces la 

presencia e integridad de la cavidad oxianiónica debe asegurarse de tal modo que no se vea 

comprometida su capacidad enzimática, es decir, debe ser independiente de la presencia o 

ausencia de la tapa, y la forma más fácil de lograr esto sería precisamente que dicha región 

exista como una estructura ya formada. Obviamente es necesario realizar estudios más 

precisos sobre su actividad y el tipo de interacciones que se dan entre las diferentes regiones 

de la lipasa involucradas en ella 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 diseño de futuros experimentos con esta enzima. 
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VIII. CONCLUSIONES 

• Clonación y características moleculares del operón lipAR de S. coelicolor A3(2). 

* La cepa modelo S. coelicolor A3(2) sí posee actividad lipolítica, además de 

actividad de esterasa, si bien ambas son extremadamente bajas. 

* El operón lipAR de S. coelicolor A3(2) codifica para una lipasa extracelular 

(LipA) y para un activador transcripcional (LipR). 

* La expresión del gen lipA depende de la presencia del activador LipR. 

* El activador transcripcional es de 941 aminoácidos y presenta un claro 

dominio de unión a DNA en su extremo carboxilo terminal. 

* Todos los requerimientos genéticos necesarios para la expresión y secreción 

de la lipasa están contenidos en el fragmento de 6.2 kb clonado. 

* Las lipasas de Streptomyces constituyen una nueva familia de enzimas 

hidro líticas. 

* 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 homología con las esterasas 

conocidas del mismo genero. 
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• Regulación de la expresión, secreción y actividad de la Iipasa. 

* La lipasa de S. coelicolor A3(2) es expresada y secretada de una manera fase 

dependiente, coincidiendo temporalmente con la producción de la 

actinorrodina, detectándose solo durante el crecimiento estacionario 

* En S. coelicolor A3(2) no existe dependencia de la expresión del gen lipA 

mediada por el gen bldA, a diferencia de lo observado con la lipasa de S. 

exfoliatus. 

* La lipasa de S. coelicolor es muy inestable y este factor podría estar 

influyendo en los patrones de actividad observados en los diferentes medios 

de cultivo empleados. 

* La lipasa de S. coelicolor presenta un potencial electrostático de superficie 

predominantemente negativo, en contraste al de la lipasa de S. exfoliatus que 

es positivo. 

• Influencia del operón lipAR en la producción de actinorrodina. 

* La lipasa identificada está involucrada en la producción de actinorrodina, 

pero aparentemente no es la única enzima hidro lítica involucrada en el aporte 

de unidades de acetil-CoA para el metabolismo secundario. 

• La predicción de la estructura tridimensional de la Iipasa de S. coelicolor indica 

que: 

* La lipasa de S. coelicolor tiene la misma triada catalítica presente en las 

lipasas conocidas, y los tres residuos aparecen en el mismo orden en la 

secuencia nucleotídica, tal como en la secuencias de otras enzimas 

lipolíticas. 
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* El sitio activo de las lipasas de Streptomyces se localiza en la parte externa 

de la proteína y no está cubierto por ninguna estructura, a diferencia de lo 

observado en otras lipasas bacterianas. 

* La cavidad oxianiónica de las lipasas de Streptomyces parece ser una 

estructura preformada. 

* La región de unión del componente acilo del substrato de las lipasas de 

Streptomyces está conservado en relación al de otras lipasas. 

En base a estas observaciones, podemos decir que este trabajo nos ha permitido 

avanzar en el conocimiento y caracterización de la cepa modelo Streptomyces coe/icolor 

A3(2), ya que hemos podido demostrar que, a pesar de que hasta el momento era 

considerada una cepa no lipolítica, sí posee esta actividad enzimática además de la 

actividad de esterasa. La identificación y caracterización del operón UpAR constituye un 

importante avance en el conocimiento genético y molecular de los estreptomicetos. Las 

características de la regulación de la expresión y secreción de esta lipasa extracelular, así 

como los estudios futuros sobre este tema, nos permitirá conocer más sobre la fisiología de 

esta bacteria. El uso de la cepa modelo nos permitió además establecer una línea de unión 

entre el metabolismo primario y secundario, ya que pudimos establecer la existencia de una 

relación entre la acumulación de T AG y la producción de la actinoITodina. Tal vez uno de 

los resultados más sorprendentes de este trabajo lo constituye el hechp de que la producción 

de la actinoITodina no se inhibe completamente cuando la lipasa extracelular está ausente, 

lo cual seguramente se deba a que este antibiótico le sea esencial a la bacteria, y por lo tanto 

asegura su producción a través de diferentes vías metabólicas. Si bien los resultados 
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actuales no nos permiten proponer un modelo de cómo se da la relación entre la lipasa y la 

actinorrodina, sí constituyen un importante avance en el tema de las regulaciones 

específicas y pleiotrópicas que existen en la producción de antibióticos en esta bacteria. La 

existencia de esta nueva lipasa ofrece una alternativa biotecnológica en la producción y 

aplicación de este tipo de enzimas. Actualmente se profundiza en el estudio de la regulación 

de la expresión y secreción de la lipasa, para lo cual se trata de sobreproducir y purificar la 

proteína activadora de la transcripción (LipR), y por otro lado se trabaja en la fusión de la 

región promotora del gen lipA a un gen reportero. 
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