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RESUMEN. A partir de una genoteca de Mycobacterium bovis 
BCG en Streptomyces Zividuns TK54, se aisló un fragmento de 
ADN capaz de activar la biosíntesis de la actinorrodina. Para estu- 
diar su efecto, se introdujo en cepas de S. coelicolor mutadas en 
diferentes genes reguladores relacionados con la producción de an- 
tibióticos y con la esporulación. Se comprobó que en una de estas 
cepas aumentaba la producción de otro antibiótico: la undecilpro- 
digiosina y se puso en evidencia un efecto pleitrópico de regu- 
lación. 

ABSTRACT. The isolation and pardal characterization of a DNA 
fragment from M. bovis BCG genomic library capable of activat- 
ing actinorhodin biosynthesis in S. lividans and S. coelicolor is de- 
scribed. The effect of this fragment on mutants S. coelicolor was 
studied and the activation of undecylprodigiosin biosynthesis, on 
one of them, was observed. 

INTRODUCCION 

Los Sfrepfomyces son bacterias filamentosas Gram posi- 
tivas del suelo, que se diferencian morfológícamente para for- 
mar esporas.’ Son importantes desde el punto de vista co- 
mercial porque producen más del 60% de los antibióticos 
conocidos,2 por lo que han sido objeto de numerosos estudios 
con vistas a mejorar su productividad. Asimismo, se ha Ile- 
gado a establecer que la producción de antibióticos en este 
género está bajo una complicada regulación genética.3 

S coelicolor, la especie genéticamente más estudiada 
del género, produce cuatro antibióticos: actinorrodina,4 un- 
decilprodigiosina,5 metilenomicina6 y el antibiótico dependien- 
te de calcio.’ En este microrganismo se han identificado dife- 
rentes genes reguladores: unos que están unidos al agru- 
pamiento (cluste 

8?3 
de los genes biosintéticos específicos para 

cada antibiótico ’ y otros, que están alejados del c/usfer,l os 
que pueden tener actividad pleiotrópica, ya que no sólo regu- 
lan la reducción de diferentes antibióticos en la misma ce- 
pa,ioZiP sino también la esporulación,‘” procesos que están 
aparejados temporalmente. 

Dada la importancia de los estudios de la regulación de 
la producción de antibióticos en diferentes especies de Strep- 
tomyces, tanto desde el punto de vista científico como comer- 
cial, fue propósito de este trabajo clonar y caracterizar fisio- 
lógica y molecularmente de forma parcial, un fragmento pro- 
veniente de M. bovis BCG, capaz de activar la producción de 
antibióticos en S. lividans y S. coelicolor. 

MATERIALES Y METODOS 

Cepas bacterianas y plasmidios 

S. /n/idans TK5413 se utilizó para la transformación de la 
genoteca de M. bovis BCG (Moreau) en el vector ~lJ702.l~ 
Otros hospederos empleados fueron: S. Ijvjdans TK21,13 S. 
coelicolor ATCC 10147 salvaje) y los mutantes JFl (redD42, 
actll 177, argA $_~uaA 1) (5 

bldA16, SCPI , SCP2). 
,i J1703 (hisA1, uraAl, strA7, pgr, 

El Inserto del pMS541 fue sub- 
clonadoe ne Iv ectord e E. coli plJ2925 (John Innes Collec- 

tion) obteniéndose el pME541 y con vistas a su propagación 
se utilizó la E. coli JMlOl.” En la realización de un análisis 
de “Southern blot” se usaron como fuentes de ADN cromoso- 
males S. resistomycificus SQF-40,18 S. clavuligerus ATCC 
2764, M. smegmatis mc2 155,” M. fortuitum ATCC 6842, S. 
lividans TK21, S. coelicolor ATCC 10147 y M. bovis BCG. 

Medios de cultivo y métodos utilizados 

Los medios, las condiciones de cultivo y los métodos 
empleados para el crecimiento de las cepas de Streptomyces 
han sido descritos anteriormente.20 En el caso de la forma- 
ción de protoplastos y obtención de plasmidios se usó como 
medio líquido el YEME, mientras que para la determinación 
de la actinorrodina y de la undecilprodigiosina se utilizó el 
medio mínimo; en tanto que como medio sólido se usó el 
R2YE para la regeneración de los protoplastos y la prepa- 
ración de las suspensiones de esporas. 

En la selección de los transformantes se utilizó agar nu- 
triente blando. 

En los casos que fue necesaro, se añadió tioestreptona 
(Calbiochem, Novabiochem Corporation, La Jolla, CA 92039) 
a una concentración final de 5 pg/mL para medio líquido y de 
50 pg/mL, para medio sólido. 

En el cultivo de E. coli los medios y métodos empleados 
fueron los descritos por Sambrook y ~01.~’ Para la obtención 
de plasmidios y células competentes, se utilizó el medio LB 
líquido, mientras que como medio sólido para la selección de 
los transformantes, se utilizó LB con agar al 2 % . Cuando fue 
necesario, se empleó ampicillina a una concentración final de 
50 pg/mL tanto en medio líquido como en medio sólido. 

En micobacterias se utilizó el medio Sauton2’ como me- 
dio de cultivo para la purificación de ADN cromosoma1 
según el procedimiento reportado por Ausubel y colabora- 
dores.23 

La determinación de la actinorrodina se realizó según el 
procedimiento de Helen Kieser24 y la de la undecilprodigiosi- 
na, según Tsao y colaboradores.5 
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Manipulación del ADN 

Los métodos utilizados para la puriiicación, clonación y 
manipulación de plasmidios y aislamientos de ADN cromoso- 
males de las cepas de Sfreptomyces fueron los reportados 
por Hopwood y col.** y para E. colí los de Sambrook y col.*’ 
En las digestiones realizadas, se emplearon endonucleasas 
de restricción de Amershan y Böehringer Mannhein. 

La desfosforiiación y el ligamiento de los fragmentos de 
ADN se desarrollaron con fosfatasa alcalina (CIAP, Amer- 
sham) y T4 DNA ligasa (Amersham), respectivamente. Para 
la realización del análisis de “Southern blot” se utilizó un sis- 
tema de detección DIG-ADN (Bderhinger Mannhein). En to- 
dos los casos, para su empleo se siguieron las instrucciones 
del fabricante. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Librería genómica de M. 6ovis BCG en S. livl- 
dans TK54 

Se digirieron 10 pg de ADN cromosoma1 de M. bovis 
BCG se digirió con Sau3A para obtener fragmentos de aproxi- 
madamente 5 kb. El ADN digerido se ligó con 300 ng del vec- 
tor plJ702 previamente cortado con Bglll y desfosforilado. La 
mezcla de ligamiento se transformó en protoplastos de S. /ivi- 
dans TK54, el cual constituía un buen hospedem para la clona- 
ción de fragmentos que activaran la biosíntesis de la actino- 
rrcdina, ya que presenta esta vía biosintétíca completa, pero 

su expresión era muy baja. Se obtuvieron cerca de 1 000 
transformantes resistentes a tioestreptona. De ellos, una colo- 
nia mostró una intensa coloración azul, tipica de la producción 
de actinorrodina. Se le aisló el plasmidio y se retransformó en 
S. lividans TK21 y se obtuvieron mayoritariamente colonias 
azules, lo que confirmó que la activación se debia al plas- 
midio introducido. Se utilizó esta cepa porque presenta igual 
fenotipo que S. lividans TK54 en cuanto a la producción del 
antibiótico y es la más usada como hospedero en experimen- 
tos de clonación. Al plasmidio se le denominó pMS541. 

Análisis de restricción del pMS541 

Un análisis de restricción del pMS541 con las enzimas 
Sacl/Kpnl, reveló un inserto de aproximadamente 600 pb. Die- 
rentes análisis de restricción del fragmento no mostraron si- 
tios internos para las enzimas EcoRI, BstEll, Xhol, Smal, Hin- 
cll, Sall, Sstl, Sstll, BamHI, Kpnl, Pstl. Una digestión BgllVPstl 
demostró que el ligamiento SaU3A/Bglll regeneró un sitio 
Bglll más cercano al sitio Sacl del plJ702 (Fig. 1). 

Subclonaje en E. coli 

Con el objetivo de aumentar el rendimiento del inserto 
activador, se extrajo el fragmento del pMS541 con Sacl-Kpnl 
y se subclonó en el plJ2925 digerido con las mismas enzi- 
mas, lo que dio lugar al plasmidio pME541 (Fig. 1). 

pLJ702 
-68 ~IJ 

ADN totaI de k&obacteriaurr bovis BCG 
parcialmente digerido Sau3A 1 

T4 ADN Xigasa 

/ 

Bdn 

pIJ2925 AdI EcoRV 

T4ADNLigaaa 

Fig. 1. Representac¡& esquemática da diistiones y liiarnientos realizados para la obtenc¡& del pMS541 y pME541 
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Transformaciones con el pMS541 de cepas de l 
S. coe//co/or mutadas en genes reguladores 

Se transfomìaron con pMS541protoplastos de S. coeli- 
color JFl, cepa que tiene mutados los genes n?dD y actll- 
ORF4, los cuales constituyen los reguladores especificos de 
la transcripción de bs genes estructurales para la undecil- 
pmdigiosina y actinonodina respectivamente. Se obtuvieron 
transformantes similares a la cepa no transformada con feno- 
tipo no productor. A seis de estos transformantes, se les rea- 
lizó el aislamiento de plasmidios y por un analisis de restric- 
ción se comprobó, que en efecto pertenecían al pMS54 1. De 
aquí se infirió que el fragmento clonado no es capaz de com- 
plementar el defecto provocado por la falta de los genes n?dD 
y act//-ORF4 en este mutante, por lo que debe actuar sobre 
ellos o en un nivel superior de regulación. 

Cuando se transformaron los protoplastos de S. coeli- 
color J1703, cepa con mutacidn en el gen b/dA, el que regula 
conjuntamente la producción de antibióticos y la formación del 
micelio aereo, no se observo recuperación ni del micelio 
aéreo, ni de la producción de la actinorrodina, pero sí de la 
undecilprodigiosina (Fig. 4). Se comproti que bs transfor- 
mantes contenían al pMS541. 

Hlbrldlzaclón de “Southern blot” 

Para comprobar si el fragmento activador provenía de M. 
botis BCG, se realizó una hibriiización de “Southern blot”. 
Para esto, se utilizó como sonda al pME541, marcado con 
digoxigenina y se corrieron los ADN cromosomales digeridos 
con BamHI siguientes: S. lividans TK21, S. coelicolor ATCC 
10147, S. clavutigetus, M. smegmatis, M. fortuhm, hl. bovis 

BCG, S. n?sistomycificus y como control positivo el pMS541. 
Se uso el pME541 como sonda para evitar una hibridización 
debida al vector, ya que los vectores de E. coli no presentan 
homología con ADN de Actinomycetales. Con la sonda, se 
obtuvieron dos señales: una, pertenecía al control positivo y la 
otra, al ADN correspondiente al M. bovis BCG con lo cual, se 
corroboro el origen del fragmento. 

Determinación cuantitativa del efecto activador 

Se determinó la actinonodina en transformantes de S. 
coe//co/orATCC 10147 y S. lividans TK54 con el pMS541. Se 
usaron como controles las capas salvajes respectivas (Fig. 2 
y 3). No sa estudió la producción de antibióticos en transfor- 
mantes de estas cepas con el vector plJ702, porque la pro- 
ducción de melanina impide la determinación calorimétrica de 
la actinorrodina. Los resultados confirmaron lo apreciado 
cualitativamente en medio solido y pueden emplearse como 
un índice comparativo en la evaluación del efecto activador 
da otras secuencias en relación con la estudiada. 

Fii. 2. Producción da actinorrcdina en medio líquido por S. coe/ic&r 
y S. coe/ic&rcon pMS541. 

-l 

Fig. 3. Prcducci6n da actinoncdina en medio liquiclc por S. litidans 
TK54 y S. kfdans TK54 con pMS541. 

Fig. 4. Producción de undecilprcdigiosina en medio liquido por S. 
coe//~J1703, S. coa/icdwJ1703 am plJ702 y con pMS541. 

Al no ocurrir la activación de la producción de la actinono- 
dina en ninguno de bs transformantes da las cepas mutadas, 
se dedujo que el fragmento cbnado requiere los productos de 
los genes bld4 (un ARNt para un codón raro en Streptomyces 
que codifica para la leucina) y act//-ORF4 para ejercer su 
efecto activador en la cepa salvaje. Para el caso de la un- 
dacilprodigiosina por el contrario, es otro el mecanismo, ya 
que en bs transformantes de S. coelicolor J 1703 se activo su 
biosíntesis, resultado paraddjico porque en las cepas salvajes 
en ningún caso se observo la activac& de este antibiótico. 

Para intentar explicar estos resultados se fonnul6 la hi- 
potesis siguiente: La secuencia clonada podría actuar en un 
nivel intermedio entre el gen b/dA y act//-ORF4 y redD, ya que 
se requiere que estos dos últimos sean funcionales para acti- 
var la biosíntesis de la actínorrodina (en la cepa salvaje) y 
pmdigiosina (en la cepa b/&V) respectivamente, hecho este 
confirmado por los resultados de la transformación con el 
fragmento en la cepa JFl . 

Asumiendo que b/dA regula tedD a traves de un gen ‘fc. 
no caracterizado aún y cuya existencia ha sido sugerida por 
otros autores) el producto de ‘Y’ podría constituir un factor 
de transcripciión de EdD, dependiente del producto de b/&I 
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para ser traducido, que en un mutante de dicho gen no es ex- 
presado y por lo tanto, no se transcribe radD y no se produce 
la undecilprodigiosina. 

Un modelo simple propondría que la secuecia clonada 
codificara para un factor de transcripción que sea utilizable 
por acWORF4, lo que explicaría la activación de la produc- 
ción de la actinorrodina a través de un incremento en la trans- 
cripción de acWORF4, factor que también activa la expresión 
por redD, pero de forma menos efectiva que el producto del 

bldA 

gen “Y. Esto último, explicaría el mantenimiento del nivel ba- 
sal de la síntesis de la undecilprodigiosina en la cepa salvaje 
(el efecto de la secuencia clonada es enmascarado por la ac- 
tividad del gen nativo “X) mientras que el incremento de la 
producción en un mutante b/dA‘ se debería a la actividad del 
producto de la secuencia clonada; que si bien es menos afín 
a redD, cuando puede ejercer su efecto sobre este (en ausen- 
cia del producto del gen “X), restaura parcialmente la produc- 
ción de undecílprodigiosina (Fig. 5). 

Factor de transcripción 

AFSTm 

t 

-1 redD 

1 
I ARNm-adD 

Secuencia rrrtivadora de 
hfvcobacteclium bovk 1 

AdinorrQdina 0 Activador del clwter red 

1 cluster ved 

Undecilpro~sina 

Fig. 5. Hipótesis sobre el funcionamiento de la secuencia clonada proveniente de M. botis BCG. 
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128,1985. 

Existe una secuencia de ADN de M. bovis BCG, capaz 
de activar la biosíntesis de metabolitos secundarios en Stfep- 
tomyces, mostrando un carácter pleitrópico de regulación. 
Además, para ejercer su efecto activador sobre la biosíntesis 
de la actínorrodina, requiere que los genes acWORF4 y b/dA 
sean funcionales, por el contrario para activar la de la undecil- 
prodigiosina no necesita de bld A, pero sí de redD. 
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