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RESUMEN. A partir de una genoteca de Mycobacterium bovis
BCG en Streptomyces lividans TK54, se aislé un fragmento de
ADN capaz de activar la biosintesis de la actinorrodina. Para estu-
diar su efecto, se introdujo en cepas de S. coelicolor mutadas en
diferentes genes reguladores relacionados con la produccion de an-
tibidticos y con la esporulacion. Se comprobd que en una de estas
cepas aumentaba la produccion de otro antibidtico: la undecilpro-
digiosina y se puso en evidencia un efecto pleitrépico de regu-
lacion.

ABSTRACT. The isolation and partial characterization of a DNA
fragment from M. bovis BCG genomic library capable of activat-
ing actinorhodin biosynthesis in 5. lividans and S. coelicolor is de-
scribed. The effect of this fragment on mutants S. ceelicolor was
studied and the activation of undecylprodigiosin biosynthesis, on
one of them, was observed.

INTRODUCCION

Los Streptomyces son bacterias filamentosas Gram posi-
tivas del suelo, que se diferencian morfolégicamente para for-
mar esporas,‘ Son importantes desde el punto de vista co-
mercial porque producen mas del 60% de los antibioticos
conocidos,? por lo que han sido objeto de numerosos estudios
con vistas a mejorar su productividad. Asimismo, se ha lle-
gado a establecer que la produccion de antibidticos en este
género esta bajo una complicada regulacion genética.’

S. coelicolor, la especie genéticamente mas estudiada
del género, produce cuatro antibidticos: actinorrodina,* un-
deciIprot:iigicrsina,5 metilenomicina® y el antibiético dependien-
te de calcio.” En este microrganismo se han identificado dife-
rentes genes reguladores: unos que estan unidos al agru-
pamiento (cfusterg de los genes biosintéticos especificos para
cada antibiético® y otros, que estan alejados del cluster,| os
que pueden tener actividad pleiotropica, ya que no solo regu-
lan la Produocic')n de diferentes antibidticos en la misma ce-
pa,'®"" sino también la esporulacion, ' procesos que estan
aparejados temporalmente.

Dada la importancia de los estudios de la regulacion de
la produccion de antibiéticos en diferentes especies de Strep-
tomyces, tanto desde el punto de vista cientifico como comer-
cial, fue propdsito de este trabajo clonar y caracterizar fisio-
légica y molecularmente de forma parcial, un fragmento pro-
veniente de M. bovis BCG, capaz de activar la produccion de
antibioticos en S. lividans y S. coelicolor.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas y plasmidios

S. lividans TK54 ' se utilizo para la transformacion de la
genoteca de M. bovis BCG (Moreau) en el vector plJ702.'*
Otros hospederos empleados fueron: S. lividans TK21,13 S.
coelicolor ATCC 10147 QSaIvaje) y los mutantes JF1 (redD42,
actliizz, argM,FguaAT) 5y J1703 (hisA1, uraAl, strA1, pgl,
bldA16, SCP1NF, SCP2).'° El inserto del pMS541 fue sub-
clonadoe ne Iv ectord e E. coli plJ2925 (John Innes Collec-
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tion) obteniéndose el pME541 y con vistas a su propagacién
se utilizo la E. coli IM101."7 En la realizacion de un analisis
de "Southern blot" se usaron como fuentes de ADN cromoso-
males S. resistomycificus SC}F—40,18 S. clavuligerus ATCC
2764, M. smegmatis mc? 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 Strepfomyces
han sido descritos anteriormente.?® En el caso de la forma-
cion de protoplastos y obtencion de plasmidios se uso como
medio liquido el YEME, mientras que para la determinacion
de la actinorrodina y de la undecilprodigiosina se utilizo el
medio minimo; en tanto que como medio sélido se uso el
R2YE para la regeneracion de los protoplastos y la prepa-
racion de las suspensiones de esporas.

En la seleccion de los transformantes se utilizo agar nu-
triente blando.

En los casos que fue necesaro, se afadio tioestreptona
(Calbiochem, Novabiochem Corporation, La Jolla, CA 92039)
a una concentracion final de 5 ug/mL para medio liquido y de
50 pg/mL, para medio solido.

En el cultivo de E. coli los medios y métodos empleados
fueron los descritos por Sambrook y col.?’ Para la obtencion
de plasmidios y células competentes, se utilizo el medio LB
liquido, mientras que como medio solido para la seleccion de
los transformantes, se utilizé LB con agar al 2 % . Cuando fue
necesario, se empled ampicillina a una concentracion final de
50 pug/mL tanto en medio liquido como en medio sdlido.

En micobacterias se utilizo el medio Sauton®? como me-
dio de cultivo para la purificacion de ADN cromosomal
segun el procedimiento reportado por Ausubel y colabora-
dores.®®

La determinacion de la actinorrodina se realizo segun el
procedimiento de Helen Kieser® y la de la undecilprodigiosi-
na, segun Tsao y colaboradores.®



Manipulacion del ADN

Los métodos utilizados para la purificaciéon, clonacién y
manipuiacion de plasmidios y aislamientos de ADN cromoso-
males de las cepas de Streptomyces fueron los reportados
por Hopwood y col.? y para E. coli los de Sambrook y col.?
En las digestiones realizadas, se emplearon endonucleasas
de restriccion de Amershan y Béehringer Mannhein.

La desfosforiiacion y el ligamiento de los fragmentos de
ADN se desarrollaron con fosfatasa aicalina (CIAP, Amer-
sham) y T4 DNA ligasa {(Amersham), respectivamente. Para
la realizacion del analisis de "Southern biot* se utiiizé un sis-
tema de deteccion DIG-ADN (Bderhinger Mannhein). En to-
dos los casos, para su empleo se siguieron las instrucciones
def fabricante.

RESULTADOS Y DISCUSION
Libreria genémica de M. bovis BCG en S. livi-

dans TK54

Se digirieron 10 ug de ADN cromosomal de M. bovis
BCG se digiri6 con Sau3A para obtener fragmentos de aproxi-
madamente 5 kb. El ADN digerido se ligé con 300 ng del vec-
tor plJ702 previamente cortado con Bglli y desfosforilado. La
mezcla de ligamiento se transformé en protoplastos de S. /ivi-
dans TK54, el cual constituia un buen hospedero para la clona-
cion de fragmentos que activaran la biosintesis de la actino-
rrodina, ya que presenta esta via biosintética completa, pero

pLI702
6.8 kb

su expresion era muy baja. Se obtuvieron cerca de 1 000
transformantes resistentes a tioestreptona. De ellos, una colo-
nia mostrd una intensa coloracién azul, tipica de la produccién
de actinorrodina. Se le aislo el plasmidio y se retransformd en
S. lividans TK21 y se obtuvieron mayoritariamente colonias
azules, lo que confirmd que la activacion se debia al plas-
midio introducido. Se utilizé esta cepa porque presenta igual
tenotipo que S. lividans TK54 en cuanto a la produccion del
antibidtico y es la mas usada como hospedero en experimen-
tos de clonacion. Al plasmidio se le denomind pMS541.

Andlisis de restriccion del pMS541

Un analisis de restriccion del pMS541 con las enzimas
Sacl/Kpnl, reveld un inserto de aproximadamente 600 pb. Dife-
rentes anaiisis de restriccion dei fragmento no mostraron si-
tios internos para las enzimas EcoRl, BstEll, Xhol, Smal, Hin-
cll, Sall, Ssti, Sstil, BamHI, Kpni, Pstl. Una digestion Bglil/Psti
demostréd que el ligamiento SaU3A/Bglll regenerd un sitio
Bglll mas 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 det pMS541 con Sacl-Kpnl
y se subclond en el plJ2925 digerido con las mismas enzi-
mas, lo que dio lugar al plasmidio pME541 (Fig. 1).

ADN total de Mycobacterium bovis BCG
parcialmente digerido Sau3Al

Fig. 1. Representacion esquematica de digestiones y ligamientos realizados para la obtencién del pMS541 y pMES41.
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Hibridizacién de "Southern blot"

Para comprobar si el fragmento activador provenia de M.
bovis BCG, se realizé una hibridizacién de "Southern blot".
Para esto, se utiliz6é 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. clavurigerus, M. smegmatis, M. fortuitum, M. bovis
BCG, S. resistomycificus y como control positivo el pMS541.
Se us6 el pMES41 como sonda para evitar una hibridizacion
debida al vector, ya que los vectores de E. coli no presentan
homologia con ADN de Actinomycetales. Con ia sonda, se
obtuvieron dos sefales: una, pertenecia al control positivo y la
otra, al ADN correspondiente al M. bovis BCG con lo cual, se
corroboré el origen de! fragmento.

Determinacién cuantitativa del efecto activador

Se determind la actinorrodina en transformantes de S.
coelicolor ATCC 10147 y S. lividans TK54 con el pMS541. Se
usaron como controles las cepas salvajes respectivas (Fig. 2
y 3). No se estudié la produccidn de antibidticos en transfor-
mantes de estas cepas con el vector plJ702, porque la pro-
duccién de melanina impide la determinacién colorimétrica de
la actinorrodina. Los resultados confirmaron lo apreciado
cualitativamente en medio sélido y pueden emplearse como
un indice comparativo en la evaluacién del efecto activador
de ofras secuencias en relacion con la estudiada.
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Fig. 2. Produccién de actinorrodina en medio liquido por S. coelicolor
y S. coelicolor con pMS541.
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Fig. 3. Produccién de actinorrodina en medio liquido por S. /ividans
TK54 y S. lividans TK54 con pMS541.

Transformaciones con el pMS541 de cepas de
S. coelicolor mutadas en genes reguladores

Se transformaron con pMS541protoplastos de S. coeli-
color JF1, cepa que tiene mutados los genes redD y actll-
ORF4, los cuales constituyen los reguladores especificos de
la transcripcion de los genes estructurales para la undecil-
prodigiosina y actinorrodina respectivamente. Se obtuvieron
transformantes similares a la cepa no transformada con feno-
tipo no productor. A seis de estos transformantes, se les rea-
lizé el aislamiento de plasmidios y por un analisis de restric-
cién se comprob6, que en efecto pertenecian al pMS541. De
aqui se infirio que el fragmento clonado no es capaz de com-
plementar el defecto provocado por la falta de los genes redD
y actll-ORF4 en este mutante, por lo que debe actuar sobre
elios o en un nivel superior de regulacion.

Cuando se transformaron los protoplastos de S. coeli-
color J1703, cepa con mutacién en el gen bldA, el que regula
conjuntamente la produccién de antibidticos y la formacién del
micelio aéreo, no se observd recuperacidon ni del micelio
aéreo, ni de la produccién de la actinorrodina, pero si de la
undecilprodigiosina (Fig. 4). Se comprobd que los transfor-
mantes contenian al pMS541.
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Fig. 4. Produccién de undecilprodigiosina en medio liquido por S.
coelicolor J1703, S. coelicolor J1703 con plJ702 y con pMS541.

Al no ocunir la activacion de la produccion de la actinorro-
dina en ninguno de los transformantes de las cepas mutadas,
se dedujo que el fragmento clonado requiere los productos de
los genes bidA (un ARN; para un codén raro en Streptomyces
que codifica para la leucina) y act/l-ORF4 para ejercer su
efecto activador en la cepa salvaje. Para el caso de la un-
decilprodigiosina por el contrario, es otro el mecanismo, ya
que en los transformantes de S. coelicolor J1703 se activé su
biosintesis, resultado paradéjico porque en las cepas salvajes
en ningun caso se observo la activacién de este antibiotico.

Para intentar explicar estos resultados se formulé la hi-
potesis siguiente: La secuencia clonada podria actuar en un
nivel intermedio entre el gen bidA y act/l-ORF4 y redD, ya que
se requiere que estos dos ultimos sean funcionales para acti-
var la biosintesis de la actinorrodina (en la cepa salvaje) y
prodigiosina (en la cepa bldA’) respectivamente, hecho este
confirmado por los resultados de la transformacion con el
fragmento en la cepa JF1.

Asumiendo que b/dA regula redD a través de un gen *x",
no caracterizado aun y cuya existencia ha sido sugerida por
otros autores?® el producto de “x* podria constituir un factor
de transcripcion de redD, dependiente del producto de bidA




para ser traducido, que en un mutante de dicho gen no es ex-
presado y por lo tanto, no se transcribe redD y no se produce
la undecilprodigiosina.

Un modelo simple propondria que la secuecia clonada
codificara para un factor de transcripcion que sea utilizable
por act/l-ORF4, lo que explicaria la activacion de ia produc-
cion de la actinorrodina a través de un incremento en la trans-
cripcion de actll-ORF4, tactor que también activa la expresion
por redD, pero de forma menos efectiva que el producto del
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gen "x". Esto Ultimo, explicaria el mantenimiento del nivel ba-
sal de la sintesis 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
produccién en un mutante bidA” se deberia a la actividad del
producto de la secuencia clonada; que si bien es menos afin
a redD, cuando puede ejercer su efecto sobre este (en ausen-
cia del producto del gen "x"), restaura parcialmente la produc-
cién de undecilprodigiosina (Fig. 5).
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Fig. 5. Hipotesis sobre el funcionamiento de la secuencia clonada proveniente de M. bovis BCG.

CONCLUSIONES

Existe una secuencia de ADN de M. bovis BCG, capaz
de activar la biosintesis de metabolitos secundarios en Strep-
tomyces, mostrando un caracter pleitropico de regulacion.
Ademas, para ejercer su efecto activador sobre la biosintesis
de la actinorrodina, requiere que los genes act/l-ORF4 y bidA
sean funcionales, por el contrario para activar la de la undecil-
prodigiosina no necesita de b/d A, pero si de redD.
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