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INTRODUCCION 

Streptomyces 

El género Streptomyces es un miembro de la familia Streptomycetaceae, 

el cual pertenece al orden bacteriano Actinomycetales. Las especies de este 

género son aerobias, Gram positivas y generalmente colonizan habitats de 

suelo. La mayoría son quimioorganotrofas. Dado que son inmóviles, su 

nutrición depende de la secreción de enzimas hidrolíticas. (Goodfellow, M. y 

Cross, T., 1984) 

Tienen un crecimiento miceliar, con hifas de 0.5 a 2 µm de espesor 

(Dietz, A., 1986). Su crecimiento en medio sólido es característico: presentan 

diferenciación morfológica similar a la de hongos filamentosos, en donde, a 

partir de una espora se forma inicialmente micelio vegetativo o sustrato, que 

posteriormente se diferenciará para formar micelio aéreo, el cual finalmente se 

sepia para formar cadenas de esporas (Chater, K.F., 1984). (ver fig. 1) 

El ciclo de diferenciación de Streptomyces es un área de estudio de gran 

interés, dado que también influye en la producción de metabolitos secundarios, 

como los antibióticos; tomando como modelo a S. coelicolor A3(2), se han 

mapeado en el cromosoma una gran cantidad de mutantes en diferenciación, y, 

utilizando técnicas de ingeniería genética se han clonado ya varios genes que 

complementan estas mutantes (Chater, K.F., 1989). 

El genoma de Streptomyces es de 3.7 a 5 x 106 Da, aproximadamente 

1.5 a 2 veces el tamaño del genoma de E. coli. Tiene un alto contenido de G+C 
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que va del 69 al 74%. Este porcentaje probablemente es Jo más alto que puede 

aceptar el código genético. Se ha comprobado que en secuencias de genes de 

este género se maximiza el contenido de G+C en Ja tercera posición de codones 

{alrededor de 91 %), mientras que en la primera y segunda posición se tienen 70 

y 47% respectivamente {Baltz, R.H., 1986; Bibb et al., 1984). 

Se han planteado hipótesis respecto a la presión selectiva que hace que 

Streptomyces tenga un alto contenido de G+C en su genoma. Algunos autores 

{Singer y Ames, 1970) sugieren que las bacterias que habitan en suelo están 

expuestas a una gran cantidad de radiación ultravioleta proveniente de Ja luz 

solar, por Jo que, para minimizar la frecuencia de timinas adyacentes, objeto de 

mutación o daño por UV, se tiende a tener mayor contenido de G+C en el 

genoma. Esta hipótesis no ha sido comprobada. 

Interés biotecnológico de Streptomyces 

El principal interés que se ha tenido en torno al estudio de Streptomyces 

se da por su capacidad de producir una gran variedad de antibióticos de 

diferentes estructuras: aminociclitoles, ansamicinas, antraciclinas, 13-lactámicos, 

macrolidos, glutarímidos, nucleósidos, péptidos, etc. (Crandall, L.W. y Hamill, 

R.L., 1988)(ver fig. 2) 

Se han caracterizado aproximadamente 6000 antibióticos de origen 

microbiano; de éstos, aproximadamente el 60% son producidos por 

actinomicetos. Dentro de estos antibióticos aproximadamente 70 se aplican en 

medicina humana, veterinaria, y en agricultura. En estos antibióticos de uso 
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Fig. 2. Estructuras de algunos antibióticos producidos por Streptomyces. 
(Crandall y Hamill, 1988) 



comercial el 90% son producidos por microorganismos del género Streptomyces 

(Omura, S., 1986). 

Además de la producción de antibióticos, se ha tenido gran interés en los 

Streptomyces por la producción de una gran cantidad de enzimas hidrolíticas 

extracelulares (Piret, J.M. y Demain, AL., 1986). 

Existe una gran cantidad de enzimas de interés biotecnológico 

producidas por microorganismos de este género. La más conocida es la 

glucosa isomerasa que se utiliza en la producción de jarabes de maíz 

fructosados (Pire!, J.M. y Demain, AL, 1986). Otras enzimas de interés 

comercial son glicosidasas tales como amilasas, celulasas, xilanasas y 

quitinasas para degradación de biomasa; proteasas para el encurtido de cuero y 

para uso en detergentes; enzimas líticas (mutanolisina) para clarificación de 

vino y pectinasas para el procesamiento de jugo de frutas. 

Streptomyces como sistema de clonación 

La producción comercial de enzimas y antibióticos por Streptomyces, y la 

idea de mejorar estos procesos ha estimulado el interés en el desarrollo de 

algunas técnicas de mejoramiento genético. En la investigación industrial el 

mejoramiento genético se lleva a cabo generalmente por la obtención de 

mutantes sobreproductoras del metabolito de interés; en este tipo de estudios el 

objetivo no es conocer la fisiología del microorganismo, sino simplemente la 

sobreproducción de algún producto. En la investigación académica el objetivo 

es saber cómo se llevan a cabo diferentes procesos bioquímicos en el 
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microorganismo, la estructura de sus proteínas, la relación evolutiva que 

pudiera encontrarse entre organismos dada la similitud entre vías metabólicas o 

entre sus proteínas, etc. 

A la fecha se ha desarrollado ampliamente a Streptomyces como un 

sistema genético. Se encuentran los primeros reportes en los años cincuentas, 

con estudios sobre recombinación genética en S. coelícolor (Serrnonti, G. et al, 

1956, Bibb, M.J., 1978). La compleja diferenciación morfológica de 

Streptomyces, así como su capacidad de síntesis de antibióticos y pigmentos ha 

estimulado grandemente el progreso en análisis genético, utilizando elementos 

corno plásrnidos y actinofagos para la manipulación genética de estos 

microorganismos (Hopwood, O. A. et al. 1985). 

Los Streptomyces poseen una gran variedad de elementos 

extracromosornales: tienen plásmidos circulares o lineales, secuencias de 

inserción, profagos y minicírculos. Los plásmidos son de tamaño muy diverso, 

desde menos de 4 kb hasta más de 200 kb, y tienen un número de copias desde 

uno hasta varios cientos por célula. El contenido de G+C en su ONA es similar 

al del cromosoma!, de aproximadamente 70 a 75% (Hopwood, O.A. et al. 1986). 

Se han clonado y secuenciado una gran cantidad de genes, como los de 

parte de las vías biosintéticas de los antibióticos actinorrodina y 

undecílprodigiosina (de S. coelícolor A3(2)) (Malpartida, F. y Hopwood, O.A., 

1984; Malpartida et al., 1990), granaticina (de S. víolaceoruber Tü22) (Sherman, 

D.H. et al., 1989). así como algunos genes de la biosíntesis de cafalosporina en 

S. clavu/ígerus (Piret, J. et al., 1990), entre muchos otros. También se han 
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clonado, como ya se mencionó anteriormente, genes relacionados con la 

diferenciación de estos microorganismos (bldA, bldB, wh1B, whiG y sapB) (Piret, 

J. y Chater, K.F., 1985; Soliveri, J. et al., 1992; Mendez, C. y Chater, K.F., 1987 

y Willey, J. et al., 1991 ), así como diversos genes de enzimas de interés. 

Las ventajas de los Streptomyces como hospederos potenciales de la 

expresión de genes incluyen su carencia de patogenicidad (excepto la especie 

S. scabies, patógeno de plantas), la capacidad de secreción de proteínas y el 

largo tiempo de utilizarse en fermentaciones a nivel industrial. 

Vectores de clonación derivados del plásmido plJ101 

plJ101 es un plásmido circular de 8.9 kb, de alto número de copias, que 

se encontró originalmente en S. lividans ISP5434 (Kieser, T. et al., 1982). 

Puede replicarse en un rango amplio de cepas de Streptomyces. Es un 

plásmido capaz de transferirse a sí mismo por conjugación, y de conferir 

fertilidad cromosómica, promoviendo la recombinación entre cepas. A la fecha 

se tiene totalmente secuenciado (Kendall, K.J. y Cohen, S.N., 1988). 

Se han desarrollado varios vectores de clonación a partir del plJ101 (ver 

tabla 1) (Hopwood, O.A. 1986). El plásmido plJ486, de 6.2 kb, una de estas 

construcciones, posee las siguientes características: Tiene el origen de 

replicación del plJ101, el gen de resistencia al antibiótico tioestreptona, tsr, (de 

S. azureus), el gen de resistencia a neomicina sin región promotora, localizado 

hacia abajo de un polilenlazador con sitios únicos para clonar. Hacia arriba de 

la secuencia del polienlazador hay un terminador, ésto con el fin de asegurar 
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VECTOR TAMAÑO MARCADORES SITIOS UNICOS REFERENCIAS 

plJ303 10.8kb tsr, Ltz+ Sstl, Kpnl Kieser et al. 1982 

plJ361 11.6kb tsr,vph EcoRI, Hindlll, Kieser et al. 1982 
Kpnl 

plJ364 5.3kb tsr,vph Pstl, Kpnl, Sstl Kieser et al. 1982 
Sphl, EcoRV, 
Pvull, Clal 

plJ385 6.0kb aph,tsr Pstl, Xbal, Clal, Hopwood et al. 1985 
Sstl, EcoRI, Pvull 
Kpnl 

plJ425 6.7kb tsr Bglll M.J. Bibb et al. (no 
publicado) 

plJ702 5.7kb tsr, mel Bglll, Sphl, Sstl Katz et al. 1983; 
Pstl, Kpnl Birch y Cullum, 1985 

plJ860 10.3kb tsr, aphll Bglll, Hindlll Martin y Gil, 1984 
EcoRI 

pPZ12 6.2kb tsr Bglll, Kpnl Chambers y Hunter, 
Hindlll, Sphl 1984 

Tabla 1. Algunos vectores derivados del plJ101. (Hopwood, O.A., 1986) 



que sólo se transcribirá el gen de resistencia a neomicina por la presencia de un 

promotor clonado (ver fig. 3) (Ward, J.M. et al., 1986). Dado el alto número de 

copias por célula de este plásmido (aproximadamente 200), se puede conseguir 

la sobreexpresión de los genes que sean clonados en él. La eficiencia de 

transformación en S. lividans 66 es de más de 5 x 1 os transformantes por 

microgramo de DNA. 

Streptomyces livídans 66 como hospedero 

S. lividans tiene varias ventajas como hospedero sobre E. coli, para la 

clonación y expresión de genes de Streptomyces. Entre éstas pueden incluirse 

su habilidad para la secreción de proteínas y el que reconocen un gran número 

de promotores. La diferencia entre promotores utilizados en Streptomyces, 

impiden la expresión eficiente de genes provenientes de éstos al clonarlos en E 

coli (Hopwood, DA et al., 1986). 

Una característica que aumenta la importancia de esta cepa para su uso 

como hospedero, es el que secreta sólo cantidades muy pequeñas de enzimas 

proteolíticas (Henderson, G. et al., 1987), por lo que el producto clonado no 

será hidrolizado al ser secretado. Además, el hecho de carecer de un sistema 

de restricción-modificación, asegura una eficiente transformación de plásmidos 

en las células (Guzek, T.W. y Kinselfa, J.E., 1992). 

Se ha demostrado (Bibb y Cohen, 1982, y Jaurin y Cohen, 1984) que la 

RNA polímerasa de S. /ivídans reconoce las señales de control transcripcional 

de bacterias Gram negativas como Escherichia coli y Serratia marcescens, así 
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Fig. 3. Mapa de restricción del vector plJ486. (Ward, et al. 1986) 



como de la bacteria Gram positiva Bacillus ficheniformis. S. fividans también 

utiliza los promotores de Mycobacterium bovis {orden Actinomycetales} tan 

eficientemente como sus propios promotores, evitando así que se deba 

desarrollar un sistema de clonación para estas bacterias relacionadas. 

Lipasas 

Las lipasas {glicerol éster hidrolasas) son un grupo de enzimas que 

catalizan la hidrólisis de enlaces éster de triacilgliceroles en la interfase aceite -

agua, siendo productos de estas reacciones ácidos grasos libres, di y mono 

acilgliceroles y glicerol. (fig. 4; Macrae y Hammond, 1985}. 

TRIACILGLICEROLES L/PASA ;¡.. DIACILGLICEROLES + ACIDOS 

MONOACILGLICEROLES GRASOS 

Fig. 4. Reacciones catalizadas por lipasas. 

Las lipasas son producidas por animales, vegetales y diferentes tipos de 

microorganismos. En animales se han identificado lipasas en tracto digestivo 

{linguales, pancreáticas, hepáticas), en tejido de mamíferos {corazón, cerebro, 

riñen) y también en leche. Se ha tenido interés por algunas de estas enzimas, 

por to que se han purificado y comercializado. · En plantas se han encontrado 

lipasas en semillas como arroz, trigo, soya y otras (Desnuelle, 1972) 

La fuente más importante de lipasas a nivel industrial, actualmente, son 

tos microorganismos. Se han encontrado lipasas en bacterias, levaduras y 

hongos filamentosos (tabla 2; Sztajer y Maliszewska, 1988) 
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BACTERIAS 

Chromobacter lipolyticum 
Alcaligenes faecalis 
Bacillus cereus 
B. mycoides 
B. subtilis 
Corynebacterium acnes 
Chromobacterium viscosus 
Leptospira pomona 
Moraxella sp. 
Mycobacterium freudenreichiti 
M. /ipotyticus 
M. nacreaceust 
M. phlei 
Pseudomonas aeruginosa 
P. fluorescens 
P. fragii 
P. gladioli 
P. nitroreductans 
Serratia sp. 
Staphy/ococcus aureus 

LEVADURAS 

Gandida cylindracea 
C. paralipolytica 
Pichia sp. 
Sporobolomyces sp. 
Toru/opsis sp. 
Trichosponon sp. 

HONGOS 

Aspergil/us flavus 
A. lipolyticus 
A. niger 
Fusarium oxysporum 
Geotrichum candidum 
Humicola lanuginosa 
Mucor japonicus 
M. lipolyticus 
M. miehei 
Penicillum candidum 
P. cycloprum 
P. roqueforti 
Rhizopus arhizus 
R. delemar 
R. chinensis 
R. japonicum 
R. oligosporus 

Tabla 2. Microorganismos productores de lipasas. (Sztajer y 
Maliszewska, 1988). 



Las lipasas tienen diferentes aplicaciones en industrias como Ja 

farmacéutica, química y de alimentos: Se utilizan en Ja formulación de 

detergentes, encurtido de pieles, para la transesterificación de grasas y aceites, 

en análisis clínicos para determinación de lípidos, y para la creación de 

sabores en la industria de alimentos (Macrae y Hammond, 1985) 

Características de genes de Jipasa ya clonados 

Se han clonado, a la fecha varios genes de Jipasa, los cuales provienen 

de diversos orígenes: bacterianos, de hongos filamentosos y de mamíferos 

(Feller, G. et al., 1990; J0rgensen, S. et al., 1991; lhara, F. et al., 1991; lizumi, 

T. et al., 1991; Chung, G.H. et al., 1991; Aoyama, S. et al., 1988; Kugimiya, W. 

eta!., 1986; Gotz, F. eta/., 1985; Yamaguchi, S., eta!., 1991; Shimada, Y. eta/., 

1989; Kawaguchi, Y. et al., 1989; Haas, M.J. et al., 1991; Enerback, S. et al., 

1987; Lowe, M.E. eta!., 1989; Komaromy, M.C. 1987). 

Existe una gran heterogeneidad entre las Jipasas a nivel de secuencia de 

aminoácidos. Existe, sin embargo, una región altamente conservada (Gly-X1-

Ser-X2-Gly) Ja cual ha sido identificada en todas las lipasas secuenciadas. Esta 

región se ha implicado en Ja unión de las lipasas a sustratos micelares (Guidoni 

et al. 1981 ), o como el sitio de Ja serina activa. En estudios sobre la estructura 

tridimensional de dos lipasas, de tejido pancreático humano (Winkler, 1990) y 

de Rhizomucor miehei (Brady, 1990), se encontró una triada catalítica 

(Ser ... His ... Asp) similar a Ja de serín-proteasas, en que la serina implicada es la 

de la región conservada mencionada anteriormente. Además, Davis (1990) hizo 
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estudios de mutagénesis dirigida en una lipasa hepática, en que demostró que 

esta serina es importante en la actividad catalítica de la lipasa. 

Se han encontrado ciertas similitudes entre lipasas cuyo origen sea 

similar. Komaromy (1987) encontró en secuencias de lipasas lipoprotéicas 

provenientes de mamíferos, fragmentos que se encuentran altamente 

conservados entre sí. Por otro lado, Feller (1991) encontró homología a lo largo 

de dos fragmentos entre lipasas provenientes de diferentes organismos como 

Pseudomonas, Staphylococcus, Rhizopus y las lipasas 2 y 3 de Moraxella 

TA144. Cabe observar que la secuencia del gen de la lipasa 1 de este 

microorganismo carece de uno de estos motivos, sólo conservando la 

homología en el fragmento que contiene la serina del sitio activo. 

lizumi (1991) estudió secuencias de genes de lipasas provenientes de 

Pseudomonas y Staphylococcus y encontró que cinco regiones de la secuencia 

de aminoácidos están muy conservadas, aún cuando la homología general entre 

todas las secuencias es muy baja. Además, el orden de las cinco regiones 

conservadas en estas lipasas también es idéntico (fig.5). En este trabajo, lizumi 

concluye que estas regiones conservadas podrían ser esenciales para la 

expresión de la actividad enzimática. De hecho, la segunda región conservada 

incluye el motivo conservado con la serina activa, y, además, en las otras 

regiones existen residuos de histidina y ácido aspártico, los cuales podrían ser 

parte de la tríada del sitio activo mencionada anteriormente (Brady, 1990). 
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Genes necesarios para la expresión de genes de lipasa 

En algunos reportes de clonación de genes de lipasa provenientes de 

Pseudomonas (lizumi, 1991; J0rgensen, 1991 y Wohlfarth, 1992) se ha 

encontrado que, para la expresión de los genes de lipasa por ellos clonados, se 

requiere de la presencia de otro gen (modulador o activador) el cual de alguna 

forma interactúa a nivel de transcripción o traducción. Sin la expresión de 

estos genes, las clonas no presentan actividad lipolí!ica. 

El gen /imA de P. cepacia (J0rgensen, 1991), que se encuentra hacia 

abajo del gen lipA y es expresado por el mismo promotor de éste último gen, 

codifica para una proteína de 344 aminoácidos. Al analizar esta secuencia se 

encontró que el amino terminal parece un péptido señal; además, se cree que 

pueda ser una proteína asociada a membrana, ya que un fragmento de la 

secuencia puede formar una hélice transmembranal. El gen /imA es muy 

parecido al gen act de Pseudomonas sp. KWl-56 (lizumi, 1991): se encuentra 

hacia abajo del gen /ip, expresándose con ei promotor de éste, y codifica para 

una proteína de 344 aminoácidos, con una homología muy significativa respecto 

alimA. 

A diferencia de los dos genes activadores descritos anteriormente, el gen 

JipH, necesario para la expresión del gen lipA de P. aeruginosa PA01, se 

transcribe independientemente del gen estructural de la lipasa, ya que tiene su 

propio promotor y sitio de unión a ribosomas, además de que existe una 

secuencia repetida invertida entre ambos genes. La proteína codificada por /ipH 

tiene 383 aminoácidos y muestra una homología de 40% respecto a la proteína 
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codificada por limA de P. cepacia. Por otra parte, lipH no muestra homología 

con genes involucrados en la secreción de proteínas, y tampoco posee ninguna 

región común a proteínas activa doras. (Wohlfarth, 1991 ). 

El mecanismo de activación por parte de los genes act, limA y lipH 

todavía no es conocido. Se han propuesto algunos mecanismos (sin poder 

comprobar alguno): (1) Activación a nivel de transcripción, (2) estabilización del 

RNA mensajero del gen de lipasa, (3) activación a nivel de traducción, (4) ayuda 

en el procesamiento o 'doblado' del precursor de la lipasa, y (5) activación como 

cofactor. (lizumi, 1991) 
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OBJETIVO GENERAL 

Estudiar lipasas extracelulares producidas por cepas de Streptomyces. 

Clonar los genes estructurales de lipasa para un estudio posterior de 

regulación de esta enzima a nivel transcripcional, y purificar y caracterizar la 

enzima. 

OBJETIVO PARTICULAR 

Clonar un gen de lipasa extracelular de una cepa de Streptomyces, y 

caracterizar el producto clonado. 

ESTRATEGIA 

1. Selección de cepas productoras. 

2. Preparación de bancos genómicos de la cepa seleccionada. 

3. Selección y análisis de clonas productoras de lipasa. 

4. Purificación de la lipasa clonada y caracterización de su gen 

estructural. 
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using S. lil'idc111s 66 as host. A 28-kDa protcin was secrcted by S. lil'idans carrying pBl3. which harbors a 6-kb insert, 
and identified as the product of thc cloncd gene. Comparison of the N-tcrminal amino acid (aa) sequcnce of thc purified 
extraccllular lipase with the nuclcotide (nt) sequencc of !he lip gene revcaled thc presence of a 48 aa long signa! peptidc. 
The nucleotide sequcnce also revealed thc prescnce oía motif, Gly-His-Ser-Met-Gly. similar to the onc found surrounding 
the active-site Ser in 01hcr lipases. The gene is most likcly monocistronic. Subcloning cxpcriments indicated that another 
gene might be required for high-lcvcl exprcssion, since subcloning of !he sJructural gene alone rcsulted in diminished 
extracellular lipase activity. The ti pase gene pro moler was idcntificd by S 1 mapping expcrimcnts. and found to be similar 
to othcr Screptom_rn•s vcgl!tati\c promotcrs. 

JNTRODUCTION 

Membcrs of the genus Strepromyces are saprophytic. 
Gram• bacteria thal exhibit a mycelial growth habit. 
Thcy rcly for their nutrition on the secretion of a widc 
variety of extracellular hydrolytic enzymes. While con­
siderable data on proteases. carbohydrascs und 01her en­
zymes of unusual properties have accumulated 
(Peczynska-Czoch and Mordarski. 1988) there is little in 
formalion rcgarding thc production of lipases by thcse 
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Abbrcviations: aa, amino acid(s); bp, base pair(s); fa:olll, E. cnli cxo­
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lip, gene cncoding extraccllular lipase; nt, nuclcotidc(s); ORF, open rcad­
ing framc; PAGE, polyacrylamidc gcl-clcctrophoresis; RBS, ribosomc­
binding site(s); S., Streptomyces; SDS, sodium dodccyl sulfate; Th, thio­
strcpton; tsp, transcription start point(s). 

micro-organism>. evcn though il has bccn rccently de­
monstratcd that sorne Streptom)WS specics can be highly 
lipolytic !Sztajcr et al.. 1988). 

Microbial lipascs ha ve a widc rangc ofbiotcchnological 
applications (Bjiirkling et al., 1991 ), and thosc produccd 
by thc strcptomycctcs might add enzymes with novel 
charactcristics; undcrstanding thc mechanisms that regu­
la te lipase synthcsis in thcse organisms might also hclp 
in improving the utilization of dilTerent oils and fals used 
as carbon sourccs in many industrial streptomycete fer­
mcnlations (Bader, 1986). In this papcr we describe thc 
cloning and characteriza!ion of an extraccllular lipasc­
encoding gene (/ip) from Streptomyces sp. M 11 and its 
cxprcssion in S. lividans 66. 

EXPERIMENTAL AND DISCUSSION 

(a) Cloning of an extracellular Iipase-encoding gene 
Severa! Streptomyces strains from our collection (Bio­

medical Research Instilute, National University of Mex-
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ko) wcrc tcstcd for cxtraccllular lipase production by 
assaying culture supcrnatants on platcs containing an 
cmulsion of tributyrin (Arima et al., 1972; Sztajcr et al., 
1988; data not shown). Strepto111.1'<'<'S sp. M 11 gave a clcar 
positivc rcsult. whcrcas S. lfriclcms 66. which has bccn 
described by othcrs (Daza et al.. 1990) as being lipolytic, 
always gavc a ncgativc rcsult for cxtracellular lipasc in 
our hanús. We thcrcfore dccidcd to use thc lattcr strain 
as a host for cloning thc lipasc-cncoding gene fnnn Strep­
tomrce.1 sp. M 11. Total DNA from this strain was par­
tially cut with Sau3AI, sizc fractionutcú. ligatcd to 
BamHl-cut p!J486 (Ward et al .. 1986). and the ligation 
mixture used to transform S. /iridans. Thrce lipolytic 
clones were identified using the lipase-specific plate assay 
of Kouker and Jaeger (1987) as dcscribcd in Fig. l. Their 
plasmids were analysed and named pB 13, pB 17 and 
pBl8, with inserts of 6.0, 7.0 and 10 kb. respectively. Ali 
thrcc plasmids carried the same region of the Streptolll)'· 
ces sp. M 11 chromosome, as indicatcd by Southcrn hy­
bridization (data not shown). The plasmid with thc 
smallest insert, pBI 3, wus ch osen far more detaileú analy­
sis. From the data in Fig. 1 and Table 1 it can be seen 
thut the lip gene must be containeú in the interna! 1.7-k b 
BamHI fragment and that the lcftmost Kpnl site in­
terrupts it. 

(b) ldentification and purilieation of the cloned gene 
product 

Total cxtracellular protein prcporations were analyzed 
by SDS-PAG E. which showcd largc amount> of a prntcin 
with a molecular size ofabout 28 kDa in culture superna-
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Fig. l. Physical mup of thc pBIJ inscrl and subcloncs. In pBIJ 1he 
rcgion shown is cloned in plJ486 (W;ird el al.. 19861 in un orientation 
such 1h111 the fd tcrmina1or is jusi ups1rc<1m from lip (i.e., lo thc lcít <Js 
shown hercJ. B, BamHI. K, Kp11l, S, St1fl. Thin lincs. fragmcnls prcsent 
in thc subcloncs; open bars, dcJe1ions of DNA prcscnt in lhc origin<Jf 
inscrt. Lip, lipasc production, assaycd qualitativcly by mcasuring rhe 
formation of fluorcscent halos around colonics on olive oil-rhodamine 
B agnr pi ates as dcscribed by Koukcr and Jacgcr (J 987) except that 
platc:s conlaining minimal medium (Hopwood et al., 1985) lacking glu­
cose and supplcmented with 0.2% Casamino ncids/1% emulsificd olive 
oil/1 µg per mi of rhodamine B werc used. 

TABLE l 

Lipasc ac1h•i1y in culture supcrn<1tanls 

Strain [plasmiJ]• 

Mil 
1.1!6( p!J486] 
1 J!6(plll.1] 
13!6[ pD 17) 
1326(pB27] 
IJ!<•[pll.10] 

% acti\'ilyh 

DA 
<0.I 
100.0 
110.0 

.1.6 
16.8 

• M 1 l. Stn•ptomyas sp. M 11: 1326. S. lil'i1fl111s 66 strain 1326. Plasmids 
are dc!.cribcd in Fig. l. 
"Cuhurcs wcrc grown as dcscribcd in Fig. 2. Supcrnatunts wcrc uscd 
direc1ly in un esterase assa~ cssentially as dcscribed by Jsobc el ul. ( J 988) 
using p--nilrophenyl laura1c as substrale. Ac1ivi1ics referrcd to thal of 
S. /iridm1s carrying pB 13 ( 100'!-'o); lhesc varicd slighlly bctween diffcrcnl 
cxpcrimenls, und could be as high as .io2 nmol p-nitrophenol libcratcd/ 
minlml of supcrnat~mt. Rcsuhs for a rcprc~cnlaliYe c~pcrimcnt are 
shown. 

tan Is of S. lil'id1111s carrying pB 13, which was absent from 
supcrnatants of S. liridans carrying the vector (Fig. 2). 
This protein was purified from S. /it'idans carrying pB 13 
by a combination of gel tiltration and ion exchange chro­
matography and tested for lipase activity. lt can be clearly 
seen in Fig. 2 that this protein is indeed responsible for 
the lipolytic activity showed by S. /frida11s[pBl3]. 

(e) Nuclcotide scquence analysis of lip 
Thc ni sequencc of the 1.7-kb 811111HI fragment and of 

thc small fragmcnt from the beginning ofthc insert lo the 
first BamHI site was determined (Fig. 3). FRAME analy­
sis (Bibb et al.. 1984: not shown) revealed only one com­
plete ORF in the 1965 nt long sequence: the only possible 
start codon in the region identified by FRAME analysis 
as the start of this ORF would be the GTG codon at ni 
256. Scven bp upstream from this start codon there is a 
sequence with !he characteristics of an RBS (Bibb and 
Cohen, 1982) which in fact overlaps the first BamH 1 sitc. 
This explains the greatly rcduced lipase activity of S. lil'i­
dans carrying pBn (Fig. 1 and Table 1). since in this case 
exprcssion would rcquire transcription oríginating else­
where in the vector, and the RBS would be partially re­
moved (although an alterna ti ve RBS with sequence 5' -
GGGGA is generated). Immediately aftcr the start codon 
the sequencc revcals a region with ali the properties of a 
signal peptide, including a charged domain with severa! 
arginines, followed by a hydrophobic region rich in Ala 
and Leu residues, and severa! putative processing sites 
(which usually in Streptomyces conform to an Ala-Xaa­
Aln motif; Hütter and Eckhardt, 1988). That only one of 
these is used, and that this ORF is indeed the Jipase­
eneoding gene was shown by determining the N-terminal 
sequcnce of the purified extracellular lipase, which gave 
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Fig. :?. Analysis oíc.~1racellular prutcin!i producc<l hy S. /il"ic/1111.\[ pBI J]. 
and idcntifkalion of the doned gene rro<luct. s. liri1/1U1.\' 66 (Jnhn lnnc:-. 
Instiluc strnin IJ.261 c;mying: cithcr plJ4~6 ur pBIJ "'ªs ~mmn in LB 
supplcmcntcd with :q•i'u sucrnsc 25 m\1 Tn:-.+!CI pH 7 511 J•~ Th pcr 
mi. 25-ml cullurcs \\Crc grown at JO C \\Íth con:-.1a11t :-.haking 1:50 rpml 
for 72 h. aftcr whii:h time lhl.' m)cclia \H:rc :-.pun do\\ n and 1 mi oí 
culture !>upcrnal<lnl \\;t:-. pruccs:-.cJ a~ Jc,cnbcd h) \'irnllc and Bihh 
( 1988). Thc 28-kDu protcin wus purilicJ frum thc supcrnulanl of il 500-
ml culture of S. /id1/m1.~[pBl3] grtmn in thc ~umc mcdium ut JO C fur 
7.2 h. Thc protcin fr¡1m thc supcrnatani \\a:-. pm.:iri1a1cd \\llh ;unmn· 
nium sulíalc at 601~ o s.ituration, collccted hy ccntrifug.a1iun. rc!.U!.pcmlcd 
in 5 mi oí 50 mM Tris·HCI pH 7. and loadcd on a 150-ml Ultrcigcl 
AcA54 gel f!ltru1íon column (IBF¡ cquilibra1cd \\ilh thc samc buffer. 
Fraclions showing Jipasc activit} \.\L'rc ptlOlcd. dbly!.cd C.\lcn:-.i\cl} 
against IO mM K-pho!.philtc buffer. pH 6 ami loadei.J unto a 5-ml carh­
o,ymclhyt-ccllulosc column: thc column v.as \\.t!.hcd "ilh 20 mi oí thc 
samc buffer and thc bound protcin clutcd with a 0.1 M to 1 :i..1 NaCI 
grndicnt. Upase cluted al about O.:? M NaCI. (AJ 0.1º,Q SDS-1:? 1~0 

PAGE oí culture supcrnatants oí S. /il'ii/1111~ carrying cithcr p1J4H6 (la ne 
a) or pB 13 ( hmc b), and oí:? 11g oí purilicd c.w.trncclluhlr lip;1sc 1 lanc el. 
Lancs markcd with un m show molccular sizc markcr!. (in kDaJ. {B) 
Lipasc assay carricd out b) allowing :?O 1d oí culture supcrnatanl!. oí 
S. liridans carrying plJ486 (a), or pBIJ (hJ IO diffu!.c on t % agar pintes 
contuining an cmulsion of 1 % trihutyrin in 50 mM Tris·H.CJ, pH 8. 
Purified lipasc ( 1 ¡ig) was allowcd to diffusc in !he samc platc (e). 

the sequence AANPYERGPA; therefore, the signa! pcp­
tide is 48 aa long. Cloned lip genes of dilTerent origins 
show little overall similarity, except for a conserved motif 
surrounding a Ser residue that has been shown to be par! 
of the catalytic site (Brady et al., 1990; Winkler el al., 
1990). This motif is Gly-Xaa 1-Ser-Xaa,-Gly where Xaa 
can be any aa, although sorne prefercnce far His at the 
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Xaa 1 position has bcen obscrved (Bocl el al., 1988; Shi­
mada el al .. 1989). Such a scquencc is indccd prcscnl in 
this ORF, as indicaled in Fig. 3. The prcdiclcd molecular 
sizc of thc protcin. uccording to thc scqucncc. \\.'ould be 
32.6 kDa. and thal ofthc cxtraccllular cnzymc 27.9 kDa. 
which is in closc agrccmcnt to thc sizc of thc protcin 
dclcrmincd from SDS-PAGE (Fig. 2). 

A scarch for sccondary structurcs was carricd out using 
the PCFOLD program of Zuckcr (1989). An invcrtcd 
rcpcat is prcdictcd to be prcscnt upstrca m from thc gene 
In! 68· 109). wilh a AG of -33.2 kcal.mol; downslrcam 
from lip is anolhcr iíl\crlcd rcpcal (nt 1272-1309), with 
a prcdictcd AG of -27.6 kcaLmol. Thc mosl likely func­
tion of this downstrcam structurc would be to act as u 
lranscriptional lcnninalor. which would imply thal the 
lip gene is monocistronic. A 6-bp dircct repeal is prescnt 
starting at nt 148 and 156. FRAM E analysis also revcalcd 
thc prcscncc of an inlcrruptcd ORF in thc BamHI frag­
menl, which would rcad in !he samc oricn1a1ion as /ip. 
Tl1e most likely starl codon for this ORF would be a 
GTG codon al ni 1584. preceded by a sequenee with the 
characteristics of an RBS (nt 1576-1580); upstream from 
il is a scqucnce that shows an almos! perfcct match with 
a typical conscnsus -35 rcgion for a vcgctativc prometer 
(starling al ni 1471). which would makc !he hcxanuclco­
lide 5' -GGCGGT al ni 1495- 1500 a likcly. albcit un u­
sual. -10 promotcr rcgion. Givcn thc distancc bctwccn 
thc two genes. thc prcscncc of a pututive tcrminator 
downstrcam from lip :rnd of a putativc promotcr up­
strcam írom the sccond ORF it ... .;;ccms unlikcly tlrnt thcse 
two genes are cotranscribcd. 

An unc.xpcctcd rcsult was obtaincd with µ830 and 
pB31 (Fig. I); lhcsc two plasmids harbor the samc insert 
in oppositc oricn1a1ions in p!J7021Katz et al.. 19831. With 
eithcr plasmid. lipasc ac1ivities wcrc always 6 to 10-fold 
lowcr than with pB 13 !Table IJ. Thc same fragmenl was 
also cloncd in p!J486 in both oricnlations and the samc 
low activitics wcrc obscrved. Thc most likcly explanation 
would be lhal anolher gene in thc original pBl3 inscrt is 
rcquired for thc high-lcvel cxprcssion of lip. This clfecl 
could be al eilhcr thc transcriplional or translational 
leve!, or it might rcflect a rcquircmcnt far thc proccssing 
or sccretion of the cnzymc in to the mcdium. In Pse11domo­
nas cepacia lip expression rcquircs not only thc structural 
gene but a sccond gene whose function is not Cl'mplctely 
clcar, although it appcars lo be involved in sccrelion of 
the malure enzyme (Jorgcnscn et al., 1991 ); in this case, 
however, both genes are closely linkcd and in facl may 
be cotranscribcd. lf there is a another gene requircd for 
high Jevcl expression of lip, thcn i1 is either interrupted 
by thc Sall site shown on Fig. 1 ar is to its right. Further 
subcloning and sequencing are under way to identify the 
responsible gene(s). 
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54U3A 
1 CATCTCCCACCTCAACCCCCCCCTOCGCCACCCGGCCCACCCCCTCC!:C'TCAGCACCCCG 

61 ATCCCTT'J'CCGCGCT>.TCCCCCCTCCGTCAAc;>.cccc;TCATACCGCCCA~TCCAC 
----------- -----> <----- ----------- -35 ........ 

121 CCCCCGCACCC~GCCACCCCCCACCAAACCACC<\CGCCACCCACGCCCCGCCC 
-10 -----~ _____ ,. 

181 CCCGACCCCCCCCCCACCACGCGCCCCTCCCCCTCCCCTCCTGTCCTTCCCCCCCACC(<A 
811•111 

24 1 QAQQATCCCCCGTCCCCCAGCACCTCCTCCCCCCACCCCGACACCCCCCCCOCCCCACCC 
lRBS HPQHLLPARROAARPSR 

Satlt 
301 cccccccTACCCTCACGGCTCTCCTCGCCCCCCCGGCCCCCACCCCCGCCCTCCTCCTC.\ 

18 P R T L T G L L A A A A A T A C L L L S 
SstJt 

Notl /'i'Otl 
361 cccccCTCGCCCCTGCCCCCCAGCCGGCCGCCGCCCCCCCCMCCCCTACCACCGCGCTC 

38 o L ... p e A Q A A A A A A N p y E R e p ... 
SstlI 

4 ::? 1 cccccccc>.ccAAccccrccA TCCACCCGACCCGCCCCCCCT ACGCC.\CCTCCCAGACCT 
58 A P T H A S l E A S R C P Y A T S 0 T S 

4 81 CCGTCTCCTCCCTCCTCGCCACCCCC'M'CCCCGCCCCCACCATCTACTACCCOACCTCCA 
78 V s s L V A s e f' e e e T I V 'I p T s T 

/:pnl 
541 ccccccA CCCTACCTTCGCCGCCCTCCTCA TCTCCCCCCCCTTCACCCCCT ACCACTCCT 

98 AOCTFCAVVlSPCFTA'tQSS 

6 O l CCA TCCCCTCGCTCCCCCCCCCTCTCCCCTCCCACCCC'TTCCTCCTC1'TCACCA TCCACA 
1]8 ] ... w L e p R L A s o e f' V V r T I o T 

6 61 CCMCACCACACTCC ... CCACCCCC ... CACCCCCCCCCCCCAACTCCTCTCCCCCC'TGCACT 
138 H T T L O Q P D S R e R O L L S A L D V 

SaaI 
7 21 ACCTCACCCACCGCACtTCCCT ACGGACCCCCCTCCACGCCACCCCGCTCCCCCTGA TCC 
158 L T O R s s V R T R V O A T R L e V H E, 
781 CCCACTCCATCCCCCGCCGTCCCTCCCTCCAACCCCCCAACACCCCTACCTCCCTCMCC 
178 ~ e e e s L E h ... J( s R T s L J( ... 

841 CGC:CG ... TCCCCCTO ... CCGCCTCC:MCACCCACMCACCTCCCCCCMCTCCCC ... CC:CCCA 
198 A l P L T C W H T O J( T W P E L R T P T 

901 CCCTGCTCCTCCCACC'CCACCCCCACA~CCCCCCTCC:CCACCCACTCGMACCCT 
218 L V V e " u e o T \' " p V " T H s J( p r 

961 TCT"CCACTCCc.-rocccocc-rcGCTGCACMCCCCTACC'l"GCMCTCCCCCCCCCCTCCC 
238 y E s L p e 5 L o J( ... y L E L R e A s H 

Pvul 
1021 AC'TTCACCCCCMCACCTCCCACACCACCATCCCCMCTACACCATCTCC'I'CCCTCMCC 

258 F T P H T S O T T l A K V S l s W L J( R 
5$CIJ 

1 081 CCTl'CA TCOACAC'I'CACACCCCC. TACCACCACTTCCTCTCCCCCA TCCCCCCCCCCACCC 
278 F : o 5 O T R V E Q F L e P I P ~ P S L 

1141 TCACCA TCCCCCACT ACCCGCCC ACCTCCCCCCACACGTCCT ACM ccccccGTCCGGCC 
298 T I ... E y R e T e p 11 T s • 

1201 CCCTCGCCTCCCCCTCTCCCTTCACCCTCGGCTCCCCGCCCCCCCCCCCCTTCTCCCTTC 

l 2 61 cccccccTTccccGCTCCCC CACTCTCCCCGCCCACACCCCC'CCACCCCTCCCGCTCCCA 

llstEII 
1321 GTCCCCACCCCTCCCGCCCCCTCACCCCACCTCCCCCTTCCACCCTCCCCCCCCCCACCG 

l J 81 TACCC'I'CCCCACCTCACCTCA TCCACCACCGTCCCCAGTCCCCACCCCCTC:T .ACC:CCCCT 

14 4 l CGCCGTGMCTCCCCA TCA TCCACCCCC'TC'I'TGACCCCCCTCCGCCACCCCOACC:CCCCT 

1501 CCCCTCGTCCTCCCCCCACCCCCGC CCTCCCCCCTACCGCCCTCCTCCCCCACC:COCCCT 

15 6 l ccccccA TCCCTCOTCGCCGCCCCTCCTCTACGCCACCGCC'l'CCCCTCCCCGCACCGCCC 
l HLVOTASAAGTAA 

16 21 CCACTOCCTCCOCCGACTCCGCCCGC1TCCCCC.ACCCTCT'I'CCCCCCCCCCCCTACACAC 
H TASADSACLPDPVCPAA'ITG 

Pvul 
1681 CCCCGCCCCCCCCCGCCCCCTCCCCCCCCCOTGCCGOOTCCGCCCATCCCOCCCGOCCCC 

34 p A A R " A s ... e R " e s .... o R e e R " 

1741 CCACCCACGCCCCACCCCCCCACCCCGCCGCCCCCCTCCCCGCOCCCCACCCC'M'CACCC 
54 THAAPAORAGPVPAPE:Pf'TP 

1801 CCCMCCCCTCACCCCCGAGCMCTOCTCCCCCGGCTCACCCACCGGACCACCCACCCCC 
74 E P L T P E f; L L A R L R O C S T D R P 

1861 CGCTOCTCG'J'CTCCGCCOACGACCCGCACGCCTCCCACCCCGCCTCCCGCACCCCCC'Tct:: 
94 L L V e ... o o " H ... w o p ... e R T ... L ... 

S••H BaaHI 
1921 ccccccc>.cccccccc:cCTCCGCCCCCGCAOCCCGGTCCGCATCC 

114 ... " A R R L e p o s e V e I 

Fig. J. Thc nt scqucncc oí lhc Stri·pwm.1n-s sp. M 11 struc1ural !?ene and íl:inkín¡; rcgions was dclcrmincd usin¡?. thc Scqucm1sc :?.O and TAQucm:c kils 
írom USB (Clc\'cland, OH). accordinf! to thc manufoi.:1urcr·s instruclion!>. Fragmcnts \\ere doncd in ~113mpl8 in both oricntarions and u series oí 
ovcrlapping Exolll-gcneralcd dclction~ v.crc ohtained according to Samhrnok el al. f 1989). Thc -10 and -35 rcgions oí the Ji pase gene promotcr 
11rc undcrlíncd, a!> i!> thc RDS Arrov.' hcl~1w lhc !<>C4ucncc inúicatc in\'crlcd or dircc1 rcpcal scquenccs. A thid upward arrow indicarr.s the pror.:cssing 
sirc for signal pcplidasc: rhi:- v.;h delcrmincd hy carr_ving otll N-lcrmín;il !'>cqucncing oí thc ¡iurifü•d c\trm:e/Jular ¡irntein by binding 500 pmol to a 
PVDF Immobi/on mcmbranc ;111d runr.ing len sc4ucncing qclc!<. on a M1/liGcn Bimcarch PrnScqucnccr with ;111 inlcgratcd phcn)lil11ohyduntoin 
analyzcr 1:'\.tilliporc). Thc t~p Í!> in<licatcd hy circlcs folllmcd by an arro\\ in 1hc direclion oí transcriptitm. Thc conscncd rcgion surrounding thc 
aeti\'c·si1e Ser¡, doutilc-undcrlincd. Tlw~ !tcqucni..:c ha!t ~cn subnuttcd 10 E~IUL GcnDank DDBJ daiaha!tCS undcr accc~sion No. M8fi351. 

(d) ldentification oí the lip promolcr 
Sincc the pB 13 insert starts only 255 bp upstrcam from 

thc start of /íp, and sincc it is cloncd downstrcam from thc 
íd tcrminator oíp1J486. thcn all transcription should orig­
ina te in this rcgion. Thc csp was idcntificd by S 1 mapping 
(Fig. 4), leaving thc hexanuclcotidc 5'-GAGAGT (start­
ing at nt 133) as thc -10 region. scparatcd by 17 nt from 
thc most likcly -35 region, TGCGCG. at nt 110. Thc 
-10 region is similar to that of othcr Srreptvmyces vegeta~ 
tivc promoters (compare with thcgy/, erm and plJ 101 pro­
motcrs, Hüttcr and Eckhardt, 1988); on thc other hand, 
thc -35 rcgion has a poor match with thc Strepcomyces 
conscnsus (Hopwood et al., 1986) but the most conscrved 
base (thc first T) is prcscnt. Dcspite this, thc gene can be 
expresscd at high lcvcls during vegeta ti ve growth, as indi­
cated by the large amounts oí lipase secreted by cells car­
rying pBl3. As was previously mcntioned an invcrtcd 
repcat is presentjust upstream from thc -35 region oíthe 
promoter; one might speculate that it íunctions in the pos­
itive rcgulation oí lip, given thc finding that another gene 

appcars to be rcquired íor high-lcvel exprcssion. Furthcr 
transcriptional nnalysis. and idcntification of any regula~ 
tory gcnc(s) will be required to confirm this. Such work is 
in progrcss in our Jaboratory. 

(e) Conclusions 
(/) A lip gene from Strepcomyces sp. M 11 can be effi­

cicntly exprcssed whcn cloned in a high-copy-numbcr 
vector in S. lividans, leading to ovcrproduction oí the 
cxtracellular enzyme. 

(2) Thc lip gene from Strepcomyces sp. M 11 is most 
likcly monocistronic, and is cxprcsscd írom a promoter 
rcscmbling other Streptomyces vcgctative promotcrs. 

(J) Thc nt sequcnce oí lip rcveals the prescnce oí a 48-
aa signa! pcptidc, and oí a motií surrounding thc active­
site Ser which is similar to that oí other lipases of different 
prokaryotic and eukaryotic origins. The enzymc has a 
molecular sizc oí about 28 kDa. 

(4) Expression of the lip gene seems to be positively 
regulated by another, as yet unidentified, gene. 

16 



e ., 
~e 

e 

e º--· T 

t80 ni 

)~_ 
l<pnl 

e 

G A T C a b 

probe 1 

113 

e 

~\ G_.A T ~-e ::= 
G - .,_. 

e --
~ 

a b 

= -
-.::;;;-.~ -

e -•e ..,. 
•' e 

-G ... ~. 

;--

92 ni probe 2 

BomHI 

Fig . .i. SI nuclca!.C mapping of thc /Ir gcnt: rsp and promutcr. -'~S-h1hclcd prnbc!. "ere C!.!.Cntiall~ prcparcd "" <lc:.cribcd by Aldea el al. ( 1988) c:u:ept 
tlmt ScqucmN: :?.O tfrom USBI wa:. u:.cd m probc prcparalion. Thc :?.8-kb Safl fragmcnt from thc plJ41<(l polylinkcr 10 thc Sull sitc shown in Fig. 1 
wus cloncd in thc Sa/1 sitc of M !Jmp19 in :m oriC!01:11ion !luch thut thc lipasc tcmp\:1lc "trand wouh.J be gcncrntcd hy primer c:s;lcnsion of thc M IJ 
uni\·crsal primer. This clone was thcn cut with S.Hll. blunt-cndcd with Klcnow DNA pnl~mcrasc in thc abscncc of dNTPs. Smal digcstcd a!HI lígatcd. 
Thi!. cons1ruc1 wa~ uscd to gcncratc probc l. Prnhc 2 w11s gcncratcd from a ¡;omtruc1 ohtaincJ by 811111Hl digcstion oí thc samc Sall in!>crt in 
Ml3mp19. Cultures wcrc g.rown as dc:-.crihcd in Fig. :?. and 1utal RNA purilicd as dcscrihcd in Hopwood el al. (19851. Total RNA (~0 ~tgJ from culture!> 
of S. lil'id1111.~ carrying cilhcr pB13 (lanc al or p1J4H6 thmc bl wcrc lyophi\izcr..I \\llh the prohc. and rcsuspcndcd in :?O µI oí J ~1 N:t·trichloro:icctrttc 
buffer f~1urrn>·· 19861; hyhridiz.ition:-. and SI nudcasc trcalcmcnt wcrc as dcscribct.I hy Alt.lca et al. t 19SSI. SI protcctct.I fragmcnts \H.'r1: run toi;,.•thcr 
with scqucncing rc;tctiom J!Cncratcd from thc :-.umc ~1 D clunc U!.Cd to obtam thc prohc. thut 1,1.crc la ter prcdpit;llct.I and d1~c!.tcd v.ith cithcr J.:pul 
in thc case of pro he l. m BmnHI in lhc ca.<.c of prohc :?. Note that thc point oí !.Cqucncc di\"crgcncc bct\\ccn thc mRNA and 1hc probe tand thcrcforc 
thc 5' cnd of cach protcctcd fragmcnt) <loes not corrcspond 10 thc 5· cnd of thc d1gcstcd !.cqucncing laddcr!o (lt is 1 ni shortcr ín thc case of probc l. 
und J nt longcr in thc case oí prohc ~I; lhi!o difTcrcncc has beco corrcctcd for. and r1rrov. hcad!> poim to thc most likcly f$p. Also no1c that thc scqucndng 
rcactions could m11 he digcstcd to comph:tiun. cwn th1mgh un cxcc!.s of cnLymc "'l!. U!.cd. 11f> indiciltL'd by thc prcscncc oí ;1 fcw c:~1ra banJs tha1 
corrc!.pond to thc undigcstcd scqucncc: 1hi!. p; particularly C\'i<lent in thc A und T hmc~. in thc Cil!.C oí prohc l. rmd in 1hc G an<l C l:tncs in thc case 

oí probc 1. 
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ANALISIS DE SECUENCIAS DE GENES DE LIPASAS 

Dados los antecedentes respecto a la existencia de homología entre 

algunas regiones de secuencias de lipasas (Feller, G., 1991; lizumi, T., 1991), 

se realizó un análisis de la secuencia de aminoácidos del la lipasa clonada de 

Streptomyces sp. M11, con el fin de encontrar, si existieran, zonas de 

homología con otras lipasas. 

Inicialmente se realizó una búsqueda de secuencias similares a la lipasa 

clonada en la base de datos SWISSPROT20 (la cual contiene 22 654 

secuencias de proteínas) utilizando el programa FSTPSCAN de PC/Gene (v. 

6.6) de lntelliGenetics. En esta búsqueda se encontró que solamente una 

secuencia posee una homología significativa respecto a la secuencia de la 

lipasa de Streptomyces sp. M11; la secuencia pertenece a la lipasa 1 de 

Moraxella TA144 la cual fue aislada de agua marina de la Antártida. Este 

microorganismo tiene una temperatura de crecimiento cercana a los OºC y las 

lipasas clonadas y caracterizadas de éste tienen actividad a temperaturas 

menores a los 10ºC (Feller, G. et al., 1990). 

Feller (1991) analiza las secuencias de las tres lipasas clonadas de 

Moraxella TA144, y plantea la hipótesis de que la presencia de residuos de 

glicina cercanos al sitio activo permite la conformación de éste a bajas 

temperaturas, y por lo tanto se presenta actividad en estas condiciones. Al 

comparar las secuencias de la lipasa 1 de Moraxella con la lipasa clonada de 

Streptomyces, se pudo observar que esta última posee igual mayor número de 
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residuos de glicina cercanos al sitio activo. Cabe mencionar que la lipasa 

clonada tiene actividad a temperaturas entre 30 y 37ºC. 

Considerando que existe una gran heterogeneidad entre secuencias de 

lipasas y que se han encontrado pequeñas regiones conservadas entre lipasas 

provenientes de Pseudomonas y Staphylococcus (lizumi, T., 1991), se trataron 

de localizar estos fragmentos sobre la secuencia de la lipasa clonada. 

Como puede observarse en la figura 5, existe una cierta variación en los 

aminoácidos presentes en estas regiones conservadas, por lo que en la 

localización de estas regiones sobre la secuencia de la lipasa clonada, se 

consideró este problema, utilizando subsecuencias de búsqueda con ciertas 

ambigüedades como puede observarse en la fig. 5. Al no obtener ningún 

resultado positivo en esta búsqueda (excepto en el caso de la región 2, la cual 

contiene el motivo Gly-X1-Ser-X2-Gly), se redujo la extensión de las 

subsecuencias, a considerar solamente las regiones perfectamente 

conservadas y que contuvieran los residuos His y Asp, los cuales, de acuerdo a 

lizumi, podrían ser parte de la triada del sitio activo Ser ... His ... Asp. Tampoco en 

este caso se obtuvieron resultados positivos. Cabe mencionar que se realizó la 

misma búsqueda de regiones conservadas sobre la secuencia de la lipasa 1 de 

Moraxella, encontrándose los mismos resultados. 

HOMOLOGIA ENTRE ALGUNAS SECUENCIAS DE LIPASAS 

Utilizando algunas secuencias de lipasas (Tabla 3), se trató de encontrar 

si existía alguna secuencia de lipasa (además de la lipasa 1 de Moraxel/a 
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REGION 1 

P.sp.KWI-56 
P. f.ragi 
S.aureus 
S.hyicus 

subsec. 1 
subsec. 1 1 

REGION 2 

P.sp.KWI-56 
P. f.ragi 
S.au.reus 
S.hyicus 

subsec. 2 

REGION 3 

P.sp.KWI-56 
P.fragi 
s.au.reus 
S.hyicus 

subsec. 3 
subsec. 3. 

REGION 4 

P.sp.KWI-56 
P.f.ragi 
s.aureus 
S. hyicus 

subsec. 4 
subsec. 4 

REGION 5 

P.sp.J<WI-56 
P. fragi 
s.aureus 
s.hyicus 

subsec. 5 
subsec. 5' 

6 A T R Y P I I L V B G L S G T 
6 N T R Y P I L L V B G L F G F 

302 L N K Y P V V F V B G F L G L 
260 K N K D P F V F V B G F T G F 

P # # # V H G # X G 
V H G 

79 T K V N L V G B S Q G G L T S R Y 
75 Q R V N L I G B S Q G A L T A R Y 

404 K K V H L V G B S M G G Q T I R L 
361 H P V H F I G B S M G G Q T I R L 

# # G H S X G o 

102 D LV AS V T T I G T P B R G S EFAD 
98 EL I A s VTSVSG P N H G S EL AD 

453 NMVA s I TTLAT P B N G S QAAD 

F 
R 
K 

410 N M V T S I T T I A T P B N G T HAS D D 

V X S # T X X X T P H X G X X X X D 
s # T 

262 QND G LV 5 K C s AL 
236 EN D GMVGR F s S H 
601 KND GVVP V I s s L 
557 P N D G L V S E I S S Q 

N G D # V 3 X X S 
D =X # X X X 5 

283 KWNHLD E I N Q 
257 PLDHLD T I N H 
642 GWDHVD F I G V 
597 GWDH S D F I G N 

H X D X # 
H X D 

Fig. 5. Regiones conservadas entre secuencias de lipasas (lizumi et al., 1991 ), y 
las subsecuencias utilizadas en este trabajo. Símbolos: X: cualquier amino­
ácido, #: aa. hidrofóbicos neutros, =: aa. hidrofílicos neutros, O: aa. pequeños, 
3: aa. formadores de doblez beta. (Programa PESEARCH de PC/Gene v. 6.6) 



CLAVE FUENTE REFERENCIA 

LIP$STRM11 Streptomyces sp. M11 Pérez, C. et al. 1993 

LIP$MORAX1 Moraxella TA144(lip1) Feller, G. et al, 1990 

LIP$MORAX2 Moraxella TA144 (lip 2) Feller, G. eta/, 1991a 

LIP$MORAX3 Moraxella TA144 (lip 3) Feller, G. et al, 1991 b 

LIP$PSEUD1 Pseudomonas cepacia 
DSM3959 Jorgensen, S. et al, 1991 

LIP$PSEUD2 Pseudomonas nov sp. 109 lhara, F. et al, 1991 

LIP$PSEUD3 Pseudomonas sp. KWl-56 lizurni, T. et al, 1991 

LIP$PSEUD4 P. fluorescens SIK W1 Chung, G.H. eta/, 1991 

LIP$PFRAG1 P. fragi IF0-12049 Aoyama.,s. et al, 1988 

LIP$PFRAG2 P. fragi IF0-3458 Kugimiya, W. et al, 1986 

LIP$STAPHY Staph. hycus DSM 20459 Gotz, F. et al, 1985 

LIP$PENICI Penicillium camembertii U150 Yamaguchi, S. et al, 1991 

LIP$GEOTR1 Geotrichum candidum Shimada, Y. eta/, 1989a 
ATCC 34614(lip1) 

LIP$GEOTR2 Geotrichum candidum Shimada, Y. et al, 1989b 
ATCC 34614 (lip 11) 

LIP$RHIZOP Rhizopus delemar ATCC 34612 Haas, M.J. et al, 1991 

LIP$CANDID Gandida cy/indracea MS-5 Kawaguchi, Y. et al, 1989 

LIP$GUINEA Conejillo de indias. Enerback, S. et al, 1987 
Lipasa lipoprotéica 

LIP$HUMANP Lipasa pancreática humana Lowe, M.E., eta/, 1989 

LIP$RATHEP Lipasa hepática de rata Komarorny, M.C. eta/, 1987 

Tabla 3. Secuencias de lipasas utilizadas en este estudio. 



TA144), que resultara significativamente homóloga con la lipasa de 

Streptomyces sp. M11. Esto se hizo utilizando los programas PALIGN y 

PCOMPARE de PC/Gene (v. 6.6). En este estudio no se encontró ninguna 

secuencia que resultara similar a la lipasa clonada, con excepción de la lipasa 1 

de Moraxel/a, corno puede observarse en la figura 6. 

Finalmente, se construyó un dendrograma con las secuencias de lipasas 

utilizadas en la comparación anteriormente mencionada. Esto se hizo utilizando 

el programa CLUSTAL, de PC/Gene, el cual agrupa secuencias de proteínas de 

acuerdo a su similitud. (ver fig. 7). 

En el dendrograma construido se pueden observar diferentes grupos de 

secuencias; prácticamente todas las secuencias provenientes de Pseudomonas 

se encuentran juntas, así como las de mamíferos y hongos filamentosos. 

También se puede observar que la lipasa 1 de Moraxella TA144 queda 

formando un grupo con la lipasa de Streptomyces sp. M11. 
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ALINEAMIENTO ENTRE SECUENCIAS DE LIPASA 

Secuencias a alinear: 
LIP$STRM11. 
ORIGEN: Streptomyces sp. Mll 
Número total de residuos: 310. 

LI P$MORAX1. 
ORIGEN: Moraxella TA144 (lip 1) 
Número total de residuos: 319. 

Matriz de comparación: Dayhoff MDM-78 

Aminoácidos idénticos: 
Aminoácidos similares: 

'1' .. 
Aminoácidos 'similares': A,S,T; D,E; N,Q; R,K; I,L,M,V; F,Y,W 

LIP$STRM11- MPQHLLPARRQAARPSRPRTLTGLLAAAAATAGLLLSGLAPGAQAAAAAA -50 
1 1 • • • 1 • 1 •• 

LIP$MORAX1- M---FIMIKKSELAKAIIVTGALVFSIPTLAEVTLSETTVSSIKSEATVS -47 

LIP$STRM11- NPYERGPAPTNASIEASR------------GPYATSQTSVSSLVASGFGG -88 
11 1 1. 11.. .1 1 1111 

LIP$MORAXl- STKKALPATPSDCIADSKITAVALSOTRDNGPFSIRTKRISRQSAKGFGG -97 

LIP$STRM11- GTIYYPTSTAD-GTFGAVVISPGFTAYQSSIAWLGPRLASQGFVVFTIDT -137 
111 111 • • 1 11 •• 11 •• 1 11 1 111111 1111 11 1 

LIP$MORAX1- GTIHYPTNASGCGLLGAIAVVPGYVSYENSIKWWGPRLASWGFVVITINT -147 

LIP$STRM11- NTTLDQPDSRGRQLLSALDYLTQRSSVRTRVDATRLGVMGHSMGGGGSLE -187 
1. 1 1111 11 .111 • .1 •• 1 111 .1 111111.1 

LIP$MORAX1- NSIYDDPDSR.l\AQLNAALDNMIADDTVGSMIDPKRLGAIGWSMGGGGALK -197 

LIP$STRM11- AAKSRTSLKAAIPLTGWNTDKTWPELRTPTLVVGADGDTVAPVATHSKPF -237 
1 1 •••• 1 .11 •• 11 •• 1 •• 11111 •• 1 .1 1 

LIP$MORAX1- LATERSTVRAIMPLAPYH-DKSYGEVKTPTLVIACEDDRIAETKKYANAF -246 

LIP$STRM11- YESLPGSLDKAYLELRGASHFTPNT--SDTTIAKYSISWLKRFIDSDTRY -285 
1 1 1 .1. 111 1 •• 1 1.1. 1.1 111. 

LIP$MORAX1- YKNAIGP--KMKVEVNNGSHFCPSYRFNEILLSKPGIAWMQRYINNDTRF -294 

LIP$STRM11- EQFLCPIPRPSLTIAEYRGTCPHTS -310 
• 111 1 • 

LIP$MORAX1- DKFLCANENYSKSPRISAYDYKDCP -319 

Aminoácidos idénticos:104 ( 33.5%) 
Aminoácidos similares: 56 ( 18.1%) 
Número de gaps insertados en LIP$STRM11: 3 
Número de gaps insertados en LIP$MORAX1: 3 

Fig. 6. Alineación entre la secuencia de la lipasa de Streptomyces sp. M11 y la 
proveniente de Moraxella TA144. 



~----------------------- Streptomyces sp. Mtl 
.__ ______________________ Mo111xell11 sp. [llp 1) 

------------------------- Mon1xell11 sp. Pip 2) 
1~-------------------------P. fluorcscens 

S.hycus 

~ L G. e11ndidum Pip 1) --i G. e11ndldum pip 21 
C. cylindrace11 

___ _;------------------Conejillo de Indias 

'--------------------Hepática de rata 
'-----------------------Pancreática humana 

-------------------------P. c11mcmbertii 

'-------------------------- Rhlzopus delemar 

1 Mor11xel111 sp. Plp 3) 

LcS 1 :~=~:::nas sp. KWl-56 
~----------------------Pseudamonasnov.sp.109 

--------------------P. fragi IF0-120119 

L-------------------- P. fragl IF0-31158 

Fig. 7. Dendrograma con secuencias de lipasas de diferentes orígenes. 



CONCLUSIONES 

1. El gen de lipasa de Streptomyces sp. M11 pudo ser clonado y expresado 
eficientemente en S. /ividans 66, utilizando el vector de alto número de copias 
p1J486. 

2. El gen de lipasa de Streptomyces sp. M11 debe ser monocistrónico, y se 
expresa por un promotor similar a otros promotores vegetativos de 

Streptomyces. 

3. En la secuencia del gen de lipasa se puede ver un péptido señal de 48 

aminoácidos, y un motivo (Gly-X-Ser-X-Gly}, perteneciente al sitio activo y que 
es característico de todas las lipasas. 

4. La expresión del gen de lipasa parece ser regulada positivamente por el 

producto de otro gen, todavía no identificado. 

5. La secuencia de este gen de lipasa es significativamente parecida a la 
secuencia del gen de lipasa 1 de Moraxel/a sp. TA144, por lo que puede 

pensarse en la existencia de al menos dos grupos de lipasas en procariontes. 
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