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INTRODUCCION

Streptomyces

El género Streptomyces es un miembro de la familia Streptomycetaceas,
el cual pertenece al orden bacteriano Actinomycetales. Las especies de este
género son aerobias, Gram positivas y generalmente colonizan habitats de
suelo. La mayoria son quimicorganotrofas. Dado que son inmodviles, su
nutriciérj depende de la secrecién de enzimas hidroliticas. (Goodfellow, M. y
Cross, T., 1984)

Tienen un crecimiento miceliar, con hifas de 0.5 a 2 ym de espesor
{Dietz, A., 1986). Su crecimiento en medio sélido es caracteristico: presentan
diferenciacion morfolégica similar a la de hongos filamentosos, en donde, a
partir de una espora se forma inicialmente micelio vegetativo o sustrato, que
pdsteriormente se diferenciara para formar micelio aereo, el cual finalmente se

septa para formar cadenas de esporas (Chater, K.F., 1984). (verfig. 1)

El ciclo de diferenciacién de Streptormnyces es un area de estudio de gran
interés, dado que también influye en la produccién de metabolitos secundarios,
como -los - antibioticos; tomande como modelo a S. coelicolor A3(2), se han
mapeado en el cromosoma una gran cantidad de mutantes en diferenciacion, v,
utifizando técnicas de ingenieria 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 108 Da, aproximadamente

1.5 a 2 veces el tamario del genoma de E. coli. Tiene un alto contenido de G+C
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Fig. 1.— CICLO DE VIDA DE S. coelicolor
{ Chater y Merrick, 1979).



que va del 69 al 74%. Este porcentaje probablemente es lo mas alto que puede
aceptar el cddigo genético. Se ha comprobado que en secuencias de genes de
este género se maximiza el contenido de G+C en la tercera posicién de codones
(alrededor de 91%), mientras que en Ia primera y segunda posicion se tienen 70

y 47% respectivamente (Baltz, R.H., 1986; Bibb ef al., 1984).

Se han planteado hipétesis respecto a la presion selectiva que hace que
Streptornyces tenga un alto contenido de G+C en su genoma. Algunos autores
(Singer y Ames, 1970) sugieren que las bacterias que habitan en suelo estan
expuestas a una gran cantidad de radiacion uitravioleta proveniente de la luz
solar, por lo que, para minimizar la frecuencia de timinas adyacentes, objeto de
mutacion o dafo por UV, se tiende a tener mayor contenido de G+C en el

genoma. Esta hipétesis no ha sido comprobada.
interés biotecnolégico de Streptomyces

E! principal interés que se ha tenido en torno al estudio de Strepfomyces
se da por su capacidad de producir una gran variedad de antibidticos de
diferentes estructuras: aminociclitoles, ansamicinas, antraciclinas, -lactamicos,
macrolidos, glutarimidos, nucledsidos, péptidos, etc. (Crandall, L. W. y Hamiil,
R.L., 1988)(ver fig. 2)

Se han caracteriiado aproximadamente 6000 antibibticos de origen
microbiano; de éstos, aproximadamente el 60% son producidos por
actinomicetos. Dentro de estos antibidticos aproximadamente 70 se aplican en

medicina humana, veterinaria, y en agricuitura. En estos antibidticos de uso



] s 5M
RN Py
oo N = ~coon
L}

PENICILLIN TYPL
B-LACTAM ANTIBIOTIC

NH
. ]
L NHENHZ

3 %

JETINA

DAUNOWYCIN

e
K

CHy

o
RIFANTCIN SV

NHCOCHCIR

-z

—EemgHaOH

ou
T

CHLORAMPHENICOL TCIICAMYCIN

Fig. 2 Estructuras de algunos antibiéticos producidos por Streptomyces
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comercial el 80% son producidos por microorganismos del género Strepfomyces
(Omura, S., 1986).

Ademas de Ia produccién de antibidticos, se ha tenido gran interés en los
Streptomyces por la produccién de una gran cantidad de enzimas hidroliticas

extracelulares (Piret, J.M. y Demain, A.L., 1986),

Existe una gran cantidad de enzimas de interés biotecnolégico
producidas por microorganismos de este género. La mas conocida es fa
glucosa isomerasa que se utiliza en la produccion de jarabes de maiz
fructosados (Piret, JM. y Demain, A.L., 1986). Otras enzimas de interés
comercial son glicosidasas tales como amilasas, celulasas, xilanasas y
quitinasas para degradacion de biomasa; proteasas para el encurtido de cuero y
para uso en detergentes; enzimas liticas (mutanoclisina) para clarificacién de

vino y pectinasas para el procesamiento de jugo de frutas.

Streptomyces como sistema de clonacion

La produccion comercial de enzimas y antibidticos por Strepfomyces, y la
idea de mejorar estos procesos ha estimulado el interés en el desarrolio de
algunas técnicas de mejoramiento genético. En la investigacién industrial el
mejoramiento genético se lleva a cabo generaimente por la obtencién de
mutantes sobreproductoras del metabolito de interés; en este tipo de estudios el
objetivo no es conocer la fisiologia del microorganismo, sino simplemente Ia
sobreproduccién de algan producto. En la investigacién académica el objetivo

es saber como se llevan a cabo diferentes procesos bioquimicos en el



microorganismo, la estructura de sus proteinas, la relacidon evolutiva que
pudiera encontrarse entre organismos dada la similitud entre vias metabélicas o

entre sus proteinas, etc.

A la fecha se ha desarrollado ampliamente a Streptomyces como un
sistema genético. Se encuentran los primeros reportes en los afios cincuentas,
con estudios sobre recombinacion genética en S. coelicolor (Sermonti, G. et al,
1956, Bibb, M.J.,, 1978). La compleja diferenciacion morfolégica de
Streptomyces, asi como su capacidad de sintesis de antibidticos y pigmentos ha
estimulado grandemente e! progreso en analisis genético, utilizando efementos
como plasmidos y actinofagos para la manipulacion genética de estos

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

Los Streptomyces poseen una gran variedad de elementos
extracromosomales: tienen plasmidos circulares o lineales, secuencias de
insercién, profagos y minicirculos. Los plasmidos son de tamafio muy diverso,
desde menos de 4 kb hasta mas de 200 kb, y tienen un ndmero de copias desde
uno hasta varios cientos por célula. El contenido de G+C en su DNA es similar

al de! cromosomal, de aproximadamente 70 a 75% (Hopwood, D.A. et al. 1986).

Se han clonado y secuenciado una gran cantidad de genes, como los de
parte de las vias biosintéticas de los antibifticos actinorrodina y
undecilprodigiosina (de S. coelicolor A3(2)) (Malpartida, F. y Hopwood, D.A.,
1984; Malpartida ef al., 1990), granaticina (de S. violaceoruber Tu22) (Sherman,
D.H. et al., 1989). asi como algunos genes de la biosintesis de cafalosporina en

S. clavuligerus (Piret, J. et al., 1990), entre muchos otros. También se han



clonado, como ya se menciond anteriormente, genes relacionados con la
diferenciacién de estos microorganismos (b/dA, bidB, whiB, whiG y sapB) (Piret,
J. y Chater, KF., 1985; Soliveri, J. et al., 1992; Mendez, C. y Chater, KF., 1987

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

Las ventajas de los Strepfomyces como hospederos potenciales de la
expresion de genes incluyen su carencia de patogenicidad (excepto la especie
S. scabies, patdégeno de plantas), la capacidad de secrecién de proteinas y el

largo tiempo de utilizarse en fermentaciones a nivel industrial.

Vectores de clonacién derivados del plasmido piJ101

plJ101 es un plasmido circular de 8.9 kb, de alto nimero de copias, que
se encontrd originalmente en S. fividans 1SP5434 (Kieser, T. ef al., 1982).
Puede replicarse en un rango amplio de cepas de Streptomyces. Es un
plasmido capaz de transferirse a si mismo por conjugacion, y de conferir
fertilidad cromos6mica, promoviendo la recombinacidn entre cepas. A la fecha

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

Se han desarrollado varios vectores de clonacién a partir del plJ101 (ver
tabla 1) (Hopwood, D.A. 1986). E! plasmido plJ486, de 6.2 kb, una de estas
construcciones, posee las siguientes caracteristicas: Tiene el origen de
replicacion del plJ101, el gen de resistencia al antibiotico tioestreptona, tsr, (de
S. azureus), el gen de resistencia a neomicina sin regidén promotora, localizado
hacia abajo de un polilenlazador con sitios Unicos para clonar. Hacia arriba de

la secuencia de! polienlazador hay un terminador, ésto con el-fin-de asegurar



VECTOR TAMANO MARCADORES SITIOS UNICOS REFERENCIAS

plJ303

plJ361

plJ364

piJ385

plJ425

piJ702

plJBE0

pPZ12

10.8kb

11.6kb

5.3kb

6.0kb

6.7kb

5.7kb

10.3kb

6.2kb

tsr, Ltz

tsr,vph

tsr,vph

aph,tsr

tsr

tsr, mel

tsr, aphil

tsr

Sstl, Kpnl

EcoRi, Hindlll,
Kpnl

Pstl, Kpnl, Sstl
Sphl, EcoRV,
Pvull, Clal

Pstl, Xbal, Clal,

Sstl, EcoRl, Pvull

Kpnl

Balll

Bgtil, Sphi, Ssti
Pstl, Kpni

Bgtil, Hindlll
EcoRl

Bglil, Kpnl
Hindlil, Sphl

Kieser ef al. 1982

Kieser ef al. 1982

Kieser ef al. 1982

Hopwood et al. 1985

M.J. Bibb et al. (no
publicado)

Katz et al. 1983;
Birch y Cullum, 1985

Martin y Gil, 1984

Chambers y Hunter,
1984

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



que sdlo se transcribira el gen de resistencia a neomicina por la presencia de un
promotor clonado (ver fig. 3) (Ward, J.M. ef al,, 1986). Dado e! alto nimero de
copias por célula de este plasmido (aproximadamente 200), se puede conseguir
la sobreexpresion de los genes que sean clonados en él. La eficiencia de
transformacién en S. lividans 66 es de mas de 5 x 108 transformantes por

microgramo de DNA.
Streptomyces lividans €6 como hospedero

S. lividans tiene varias ventajas como hospedero sobre E. coli, para la
clonacion y expresion de genes de Streptomyces. Entre éstas pueden incluirse
su habilidad para la secrecion de proteinas y el que reconocen un gran ndmero
de promotores. La diferencia entre promotores utilizados en Strepfomyces,
impiden la expresién eficiente de genes pravenientes de éstos al clonarlos en £,

cofi {Hopwood, D.A. et al., 1988).

Una caracteristica que aumenta la importancia de esta cepa para su uso
como hospedero, es el que secreta sélo cantidades muy pequeias de enzimas
proteoliticas (Henderson, G. ef al., 1987), por lo que el producto clonado no
serd hidrolizado al ser secretado. Ademas, el hecho de carecer de un sistema
de restriccién-modificacidn, asegura una eficiente transformacion de plasmidos

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

Se ha demostrado (Bibb y Cohen, 1982, y Jaurin y Cohen, 1984) que la
RNA polimerasa de S. lividans reconoce las sefales de control transcripcional

de bacterias Gram negativas como Escherichia coli y Serrafia marcescens, asi
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como de la bacteria Gram positiva Bacillus licheniformis. S. lividans también
utiliza los promotores de Mycobacterium bovis (orden Actinomycetales) tan
eficientemente como sus propios promotores, evitando asi que se deba

desarrallar un sistema de clonacion para estas bacterias relacionadas.

Lipasas
Las lipasas {(gliceral éster hidrolasas) son un grupo de enzimas que
catalizan la hidrdlisis de enlaces éster de ftriacilgliceroles en la interfase aceite -
agua, siendo productos de estas reacciones acidos grasos libres, di y mono

aciigliceroles y glicerol. (fig. 4, Macrae y Hammond, 1985).

TRIACILGLICEROLES —tpasa___5, DIACILGLICEROLES + ACIDOS
MONOACILGLICEROLES GRASOS

Fig. 4. Reacciones catalizadas por lipasas.

Las lipasas son producidas por animales, vegetales y diferentes tipos de
microorganismas. En animales se han identificado lipasas en tracto digestivo
(linguales, pancreaticas, hepdticas), en tejido de mamiferos (corazon, cerebro,
rifion) y también en leche. Se ha tenido interés por algunas de estas enzimas,
por o que se han purificado y comercializado. En plantas se han encontrado

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

La fuente mds importante de lipasas a nivel industrial, actuaimente, son
los microorganismos. Se han encontrado lipasas en bacterias, levaduras y

hongos filamentosos (tabla 2; Sztejer y Maliszewska, 1988)



BACTERIAS HONGOS

Chromobacter lipolyticum Aspergillus flavus
Alcaligenes faecalis A. lipolyticus

Bacillus cereus A. niger

B. mycoides Fusarium oxysporum
B. subtilis Geotrichum candidum
Corynebacterium acnes Humicola lanuginosa
Chromobacterium viscosus Mucor japonicus
Leptospira pomona M. lipolyticus
Moraxella sp. M. miehei
Mycobacterium freudenreichiti Penicitlum candidum
M. lipolyticus P. cycloprum

M. nacreaceust P. roqueforti

M. phiei Rhizopus arhizus
Pseudomonas aeruginosa R. delemar

P. fluorescens R. chinensis

P. fragii R. japonicum

P. gladioli " R. oligosporus

P. nitroreductans

Serratia sp.

Staphylococcus aureus
LEVADURAS

Candida cylindracea
C. paralipolytica
Pichia sp.
Sporobolomyces sp.
Torulopsis sp.
Trichosponon sp.

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



Las lipasas tienen diferentes aplicaciones en industrias como la
farmacéutica, quimica y de alimentos: Se utilizan en la formulacién de
detergentes, encurtido de pieles, para la transesterificacion de grasas y aceites,
en andlisis clinicos para determinacidon de lipidos, y para la creacién de

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

Caracteristicas de genes de lipasa ya clonados

Se han cicnado, a la fecha varios genes de lipasa, los cuales provienen
de diversos origenes: bacterianos, de hongos filamentosos y de mamiferos
(Feller, G. et al., 1990; Jorgensen, S. et al., 1991; lhara, F. et al., 1991; lizumi,
T. et al, 1991; Chung, G.H. ef al., 1991, Aoyama, S. et al., 1988; Kugimiya, W.
et al., 1986; Gotz, F. et al,, 1985; Yamaguchi, S., et al., 1991; Shimada, Y. et a/.,
1989; Kawaguchi, Y. et al., 1989; Haas, M.J. ef al., 1991; Enerback, S. ef al,
1987; Lowe, M.E. et a/., 1989; Komaromy, M.C. 1987).

Existe una gran heterogeneidad entre las lipasas a nivel de secuencia de
aminoacidos. Existe, sin embargo, una region altamente conservada (Gly-Xi-
Ser-X2-Gly) la cual ha sido identificada en todas las lipasas secuenciadas. Esta
regién se ha implicado en la unién de las lipasas a sustratos micelares (Guidoni
ef al. 1981), o como el sitio de la serina activa. En estudios sobre la estructura
tridimensional de dos lipasas, de tejido pancreatico humano (Winkler, 1990} y
de Rhizomucor miehei (Brady, 1990), se encontrd una triada catalitica
(Ser...His...Asp) similar a la de serin-proteasas, en que la serina implicada es la

de la regién conservada mencionada anteriormente. Ademas, Davis (1990) hizo



estudios de mutagénesis dirigida en una lipasa hepatica, en que demostré que

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

Se han encontrado ciertas similitudes entre lipasas cuyo origen sea
similar. Komaromy (1987) encontré en secuencias de lipasas lipoprotéicas
provenientes de mamiferos, fragmentos que se encuentran altamente
conservados entre si. Por ofro lado, Feller (1991) encontré homologia 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, sdlo conservando la

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

lizumi (1991) estudid secuencias de genes de lipasas provenientes de
Pseudomonas y Staphylococcus y encontrd que cinco regiones de la secuencia
de aminoacidos estan muy conservadas, aln cuando la homologia general entre
todas las secuencias es muy baja. Ademas, el orden de las cinco regiones
conservadas en estas lipasas también es idéntico (fig.5). En este trabajo, lizumi
concluye que estas regiones conservadas podrian ser esenciales para la
expresion de la actividad enzimatica. De hecho, la segunda regién conservada
incluye el motivo conservado con la serina activa, y, ademas, en las otras
regiones existen residuos de histidina y acido aspartico, los cuales podrian ser

parte de la triada del sitio activo mencionada anteriormente (Brady, 1990).



Genes necesarios para la expresion de genes de lipasa

En algunos reportes de clonacién de genes de lipasa provenientes de
Pseudomonas (lizumi, 1991; Jergensen, 1991 y Wohlfarth, 1992) se ha
encontrado que, para la expresion de los genes de lipasa por ellos clonados, se
requiere de la presencia de otro gen (modulador o activador) el cual de alguna
forma interactia a nivel de transcripcion o traduccién. Sin la expresion de

estos genes, las clonas no presentan actividad lipolitica,

Ei gen limA de P. cepacia (Jorgensen, 1991), que se encuentra hacia
abajo del gen /ipA y es expresado por el mismo promotor de éste dltimo gen,
codifica para una proteina de 344 aminoacidos. Al analizar esta secuencia se
encontré que el amino terminal parece un peptido sefal; ademas, se cree que
pueda ser una proteina 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. KWI-56 (lizumi, 1991). se encuentra
hacia abajo del gen fip, expresandose con ei promotor de éste, y codifica para
una proteina de 344 aminodcidos, con una homologia muy significativa respecto

a limA.

A diferencia de los dos genes activadores descritos anteriormente, el gen
lipH, necesario para la expresion del gen lpA de P. aeruginosa PAO1, se
transcribe independientemente del gen estructural de la lipasa, ya que tiene su
propio promotor y sitio de unién a ribosomas, ademas de que existe una
secuencia repetida invertida entre ambos genes. La proteina codificada por /ipH

tiene 383 aminodcidos y muestra una homologia de 40% respecto a la proteina

10



codificada por /imA de P. cepacia. Por otra parte, lipH no muestra homologia
con genes involucrados en la secrecion de proteinas, y tampoco posee ninguna

regién comun a proteinas activadoras. (Wohifarth, 1991).

Ei mecanismo de activacién por parte de los genes act, fimA y lipH
todavia no es conocido. Se han propuesto algunos mecanismos (sin poder
comprobar alguno): (1) Activacion a nivel de transcripcion, (2) estabilizacién del
RNA mensajero del gen de lipasa, (3) activacion a nivel de traduccion, (4) ayuda
en el procesamiento o 'doblado’ del precursor de la lipasa, y (5) activacion como

cofactor. (lizumi, 1991)

1.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar lipasas extracelulares producidas por cepas de Strepfomyces.

Clonar los genes estructurales de lipasa para un estudio posterior de
regulacion 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. Seleccion de cepas productoras.

2. Preparacién de bancos gendmicos de la cepa seleccionada.

3. Seleccion y analisis de clonas productoras de lipasa.

4. Purificacion de la lipasa clonada y caracterizacién de su gen

estructural.

12
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SUMMARY

A gene encoding an extraceliular lipase from Streptomyces sp. M 11 was cloned in the high-copy-number vector plJ486,
using S. lividans 66 as host. A 28-kDa protein was secreted by S. lividans carrying pBU3, which harbors a 6-kb insert,
and identified as the product of the cloned gene. Comparison of the N-terminal amino acid {aa) sequence of the purified
extracellular lipase with the nucleotide (nt) sequence of the lip genc revealed the presence of a 48 aa long signal peptide.
The nucleotide sequence also revealed the presence of a motif, Gly-His-Ser-Met-Gly. similar to the one found surrounding
the active-site Ser in other lipases. The gene is most likely monocistronic. Subcloning experiments indicated that another
gene might be required for high-level expression, since subcloning of the structural gene alone resulted in diminished
extracellular lipase activity. The lipase gene promoter was identified by St mapping experiments. and found to be similar

to other Streptomyces vegelative promoters.

INTRODUCTION

Members of the genus Strepromyces are saprophytic,
Gram” bacteria that exhibit a mycelial growth habit.
They rely for their nutrition on the secretion of a wide
variety of extracellular hydrolytic enzymes. While con-
siderable data on proteases. carbohydrases and other en-
zymes of unusual properties have accumulated
(Peczynska-Czoch and Mordarski, 1988) there is little in
formation regarding the production of lipases by these

Currespondence to: Dr., L. Servin-Gonzilez, Depar de Biol
Molecular, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UN.AM.
Apurtado Postal 70228, Ciudad Universitaria, D.F. 04510, México, Tel.
(52-5) 550-3893; Fax (52-5} 550-0048.

Abbreviations: aa, amino acid(s); bp, base pair(s); Exolll, E. cali ¢xo-
nuclease 11; kb, kilobase(s) or 1000 bp; LB, Luria-Bertani (medium);
lip, gene ding extraceltular lipase; nt, nuclcotide(s); ORF, open read-
ing frame; PAGE, polyacrylamide gel-clectrophoresis; RBS, ribosome-
binding site(s); S.. Streptomyces; SDS, sodium dodecyl sulfate; Th, thio-
strepton; tsp, transcription start point(s).

micro-organisms. cven though it has been recently de-
monstrated that some Strepromyces specics can be highly
lipolytic (Sztajer et al.. 1988).

Microbial lipases have a wide range of biotechnological
applications {Bjorkling ¢t al., 1991), and those produced
by the streptomycetes might add enzymes with novel
characteristics; understanding the mechanisms that regu-
lute lipase synthesis in these organisms might also help
in improving the utilization of different oils and lats used
as carbon sources in many industrial streptomycete fer-
mentations (Bader, 1986). In this paper we describe the
cloning and characterization of an extracellular lipase-
encoding gene (lip) from Streptomyces sp. M11 and its
expression in S. lividans 66.

EXPERIMENTAL AND DISCUSSION

(a) Cloning of an extracellular lipase-encoding gene
Several Streptomyces strains from our collection (Bio-
medical Research Institute, National University of Mex-
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ico) were tested for extracellular lipase production by
assuying culture supernatants on plates containing an
emulsion of tributyrin (Arima et al,, 1972; Sztajer et al.,
1988; data not shown). Strepromyces sp. M1 gave a cleur
positive result, whereas §. lividans 66. which has been
described by others (Daza et al.. 1990) as being lipolytic,
always gave a negative result for extracellular lipase in
our hands. We therefore decided to use the latter strain
as a host for cloning the lipase-encoding gene from Strep-
tomyces sp. Ml 1. Total DNA from this strain was par-
tially cut with Sau3Al, size [fractionated, ligated to
BamHIl-cut plJ486 (Ward et al. 1986). and the ligation
mixture used to transform S. lividans. Three lipelytic
clones were identified using the lipase-specific plate assay
of Kouker and Jaeger (1987) as described in Fig, 1. Their
plasmids were analysed and named pBI13, pBl7 and
pB18, with inscrts of 6.0, 7.0 and 10 kb, respectively. All
three plasmids carried the same region of the Strepromy-
ces sp. M1 chromosome, as indicated by Southern hy-
bridization (data not shown). The plasmid with the
smallest insert, pB13, was chosen for more detailed analy-
sis. From the data in Fig. 1 and Table I it can be seen
that the lip gene must be contained in the internal 1.7-kb
BamHI fragment and that the leftmost Kpnl site in-
terrupls it.

(b) Identification and purification of the cloned gene
product

Total extracellular protein preparations were analyzed
by SDS-PAGE. which showed large amounts of a protein
with 2 molecular size of about 28 kDu in cuiture superna-

B K B SK K
oB13 |} 1 | ! J Lip®™
lip
pBEIS g Lip”
pB27 3 5 Lip’

pB2Y C}m— ) Lip’

830, pB3Y ~—————— — e L

1kb

Fig. 1. Physical map of the pBI3 insert and subclones. In pBI3 the
region shown is cloned in plJ486 (Ward et ul., 1986) in an orientation
such that the fd terminator is just upstream from fip (i.c., 1o the left as
shown here). B, BamHI, K, Kpnl. S, Safl. Thin lines, fragments presenl
in the subclones; open bars, deletions of DNA present in the original
insert. Lip, lipase production, assayed ively by measuring the
formation of fluorescent halos around colonies on olive oil-rhodamine
B agar plates as described by Kouker and Jacger (1987} except that
plates containing minimal medium (Hopwood et al,, 1985) lacking glu-
cose and supplemented with 0.2% Casamino acids/1% emulsified olive
oilfl pg per ml of rhodamine B werc used.

TABLE |
Lipase activity in culture supernatants

Strain ( plasmid]* % activity®

MII 0.4
1326[ plJ486) <01
1326[pBI3) 100.0
1326 pB17) 110.0
1326[ pB27] 36
1326[ pB30) 168

*MIL Strepromyces sp. M1 1326, 8. lividans 66 strain 1326, Plasmids
are described in Fi
"Cultures were grown as deseribed in Fig. 2. Supernatants were used
directly in an esterase assay essentially us described by Isobe et al. {1988)
using p-nitropheny! laurate as substrate. Activities referred to that of
S. lividans carrying pB13 (100%}), these varied slightly between different
experiments, iand couid be as high as 402 nmol p-nitrophenol liberated/
min/ml of supernatant. Results for a representative experiment are
shown.

tants of S. lividuns carrying pB13, which was absent from
supernatants of S. lividans carrying the vector (Fig. 2).
This protein was purified from S. lividans carrying pB13
by a combination of gel filtration and ion exchange chro-
matography and tested for lipase activity, It can be clearly
seen in Fig. 2 that this protein is indeed responsible for
the lipolytic activity showed by S. lividans[ pB13].

(c) Nucleotide sequence analysis of /ip

The nt sequence of the 1.7-kb BamHI fragment and of
the small fragment from the beginning of the insert to the
first BamH]I 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 coden in the region identified by FRAME analysis
as the start of this ORF would be the GTG codon at nt
256. Seven bp upstream from this start codon there is a
sequence with the characteristics of an RBS (Bibb and
Cohen, 1982) which in fact overlaps the first BamHI site.
This explains the greatly reduced lipase activity of S. livi-
dans carrying pB27 (Fig. | and Table 1), since in this case
expression would require transcription originating else-
where in the vector, and the RBS would be partially re-
moved (although an alternative RBS with sequence 5~
GGGGA is generated). Immediately after the start codon
the sequence reveals a region with all the properties of a
signal peptide, including a charged domain with several
arginines, followed by a hydrophobic region rich in Ala
and Leu residues, and several putative processing sites
(which usually in Strepromyces conform to an Ala-Xaa-
Ala molif; Hiitter and Eckhardt, 1988). That only one of
these is used, and that this ORF is indeed the lipase-
encoding gene was shown by determining the N-terminal
sequence of the purified extracellular lipase, which gave
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Fig. 2. Anulysis of extracellutar proteins produced by §. lividans[ pB13].
and identificution of the doned gene product. S. firidans 66 (John Innes
Institue strain [326) carrying either plJd&6 or pB13 was grown in LB
supplemented with 34°6 sucrose. 25 mM Triss HCL pH 7750 ug Th per
ml 25-ml cultures were grown at 30 C with constant shaking (250 rpm}
for 72 h, after which time the mycelia were spun down and [ ml of
culture supernatant wits processed us described by Virolle and Bibb
{1988). The 28-kDa protein was purified from the supernatant of o S00-
mi culture of S. lividans[pB13] grown in the sume medium at 30 C for
72 h, The protein from the supernatant was precipitated with ammo-
nium sulfate a1 60% saturation, collected by centrifugation, resuspended
in 5mil of 50 mM TrissHCl pH 7. and loaded on a 150-ml Ultrogel
AcASS gel filtration column (IBF} equilibrated with the same buffer.
Fractions showing lipase activity were pooled, dinlysed extensively
against 10 mM K-phosphate buffer. pH 6 and loaded onto u S-mi carb-
oxymethyl-cellulose column: the column was washed with 20 mi of the
same buffer and the bound protein eluted with a 0.1 M to 1 M NaCl
gradient. Lipase cluted al about 0.2 M NaCl. (4) 0.1% SDS~12%
PAGE of culture supernatants of S. lividans carrying either plJ486 {lane
a) or pB13 (lune b), and of 2 pg of purificd extracellular lipase {lane c).
Lanes marked with an m show molecular size markers {in kDa). {B)
Lipasc assay carried out by allowing 20 uf of culture supernatants of
S. lividans carrying plJ486 (a), or pBI13 (b) to diffusc on 1% agar plates
containing an emulsion of 1% tributyrin in 50 mM Tris'KCl, pH 8.
Purified lipasc (1 pg) was allowed to diffuse in the same plate (¢).

the sequence AANPYERGPA; thercfore, the signal pep-
tide is 48 aa long. Cloned lip genes of different origins
show little overall similarity, except for a conserved motif
surrounding a Ser residue that has been shown to be part
of the catalytic site (Brady et al,, 1990; Winkler et al,
1990). This motif is Gly-Xaa,-Ser-Xaa,-Gly where Xaa
can be any aa, although some preference for His at the
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Xaa, position has been observed (Boel et al., 1988; Shi-
mada et al., 1989). Such a sequence is indecd present in
this ORF, as indicated in Fig. 3. The predicted molecular
size of the protein. according to the sequence, would be
32.6 kDa. and that of the extracellulur enzyme 27.9 kDa.
which is in close agreement to the size of the protein
determined from SDS-PAGE (Fig. 2).

A scarch Jor secondary structures was carried out using
the PCFOLD program of Zucker {1989). An inverted
repeat is predicted to be present upstream from the gene
(nt 68--109). with a AG of - 32.2 keul:mol: downstream
from lip is another inverted repeat (nt 1272-1309), with
a predicted AG of —27.6 kealsmol. The most likely func-
tion of this downstream structure would be to act as
transcriptional terminator, which would imply that the
lip gene is monocistronic, A 6-bp direct repeat is present
starting at nt 148 and 156. FRAME unalysis also revealed
the presence of an interrupted ORF in the BamHt frag-
ment, which would read in the same orientation as lip.
The most likely start codon for this ORF would be a
GTG codon at nt 1584, preceded by a sequence with the
characteristics of an RBS (nt 1576-1580); upstrcam from
it is a sequence that shows an ulmost perfect match with
a typical consensus — 33 region for a vegetative promoter
(starting at nt 1471), which would make the hexanucleo-
tide 5'-GGCGGT at nt [495-1500 a likely. albeit unu-
sual. —10 promoter region. Given the distance between
the two genes. the presence of a putative terminator
downstream [rom lip and of a putative promoter up-
stream from the second ORF itseems unlikely that these
two genes are cotranscribed.

An unexpected result was obtained with pB30 and
pB31 (Fig. 1) these two plasmids harbor the same insert
in opposite orientations in plJ702 (Katz et al. 1983). With
either plasmid. lipase activities were always 6 to 10-fold
lower thun with pBI3 (Table 1). The same fragment was
also cloned in plJ486 in both orientations and the same
low activities were observed. The most likely explanation
would be that another gene in the original pBI13 insert is
required for the high-level expression of lip. This effect
could be at either the transcriptional or translational
level, or it might reflect a requirement for the processing
or secretion of the enzyme into the medium. In Psewdomo-
nas cepacia lip expression requires not only the structural
gene but a second gene whose function is not completely
clear, although it appears to be involved in secretion of
the mature enzyme (Jorgensen et al, 1991); in this case,
however, both genes are closely linked and in fact may
be cotranscribed. If there is a another gene required for
high level expression of lip, then it is cither interrupted
by the Sall site shown on Fig. } or is to its right. Further
subcloning and sequencing are under way to identify the
responsible gene(s).
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Fig. 3. The nt sequence of the Streptomyces sp. M1 structura) gene and flanking regions was determined using the Sequenase 2.0
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and TAQuence Kits

from USB (Cleveland, OH). according to the manufacturer’s instructions. Fragments were cloned in M13mpl8 in both orientations and a series of

overlapping Exolil-generated deletions were obtained
are underlined, as is the RBS. Arrows below the sequen
site for signal peptidase: this

ceording to Siambrook et al. (1989). The —10 and — 35 regions of the
indicate inverted or direel repeat sequences. A thick upwitrd arrow indicates the proce
as determined by carrying out N-terminal scquencing of the purified extracelluliar protein by binding 500 pmol to a
PVDF Immobilon membranc and runsing tent sequencing cycles on a MilliGen. Biose i

gene promolter
ing

rch Pro$

with an integrated phenylthiohy

analyzer {Millipore). The tsp is indicated by circles followed by an arrow in the direction of transcription. The conserved region surrounding the

active-site Ser s double-underlined. This sequence has been submitted to EMBL GenBank DDBJ databases under

(d) Identification of the /ip promoter

Since the pB13 insert starts only 255 bp upstream from
the start of lip, and since it is cloned downstream from the
fd terminator of p1J486. then all transcription should orig-
inate in this region. The tsp was identified by S1 mapping
(Fig. 4), leaving the hexanucleotide 5'-GAGAGT (start-
ing at nt 133) as the —10 region, separated by 17 nt from
the most likely —35 region, TGCGCG. at nt 110. The
—10 region is similar to that of other Srrepromyces vegeta-
tive promoters (compare with the gyl, erm and plJ101 pro-
moters, Hiitter and Eckhardt, 1988); on the other hand,
the —35 region has a poor match with the Streptomyces
consensus (Hopwood et al.,, 1986) but the most conserved
base (the first T) is present. Despite this, the gene can be
expressed at high levels during vegetative growth, as indi-
cated by the large amounts of lipase secreted by cells car-
rying pB13. As was previously mentioned an inverted
repeat is present just upstream from the — 35 region of the
promoter; one might speculate that it functions in the pos-
itive regulation of lip, given the finding that another gene

sion No. M&63S{,

appeirs to be required for high-level expression. Further
transcriptional analysis, and identification of uny regula-
tory gene(s) will be required to confirm this. Such work is
in progress in our laboratory.

(e) Conclusions

(1) A lip gene from Strepromyces sp. M11 can be effi-
ciently expressed when cloned in a high-copy-number
vector in 8. lividans, leading to overproduction of the
extracellular enzyme.

(2) The lip gene from Strepromyces sp. M11 is most
likely monocistronic, and is expressed from a promoter
resembling other Strepromyces vegetative promoters,

(3) The nt sequence of lip reveals the presence of a 48-
aa signal peptide, and of a motif surrounding the active-
site Ser which is similar to that of other lipases of different
prokaryotic and eukaryotic origins. The enzyme has a
molecular size of about 28 kDa.

(4) Expression of the lip gene seems to be positively
regulated by another, as yet unidentified, gene.
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Fig. 4. S1 nuclease mapping of the fip gene tsp and promoter. **S-labeled probes were essentially prepared as described by Aldea et al. (1988) except
that Sequenase 2.0 (from USB) was used in probe preparation, The 2.8-kb Safl Tragment from the plJ486 polylinker to the Sull site shown in Fig. 1
was cloned in the Sell site of M13mpl9 in an orientation such that the lipase template strand would be generated by primer extension of the Mi3
universal primer. This clone was then cut with Ssili, blunt-ended with Klenow DNA polymerase in the absence of dNTPs, Smal digested and ligated.
This construct was used to generate probe 1. Probe 2 was generated from a construct obtuined by BamH1 digestion of the same Sall insert in
MI3mp19. Cultures were grown as described in Fig. 2, and total RINA puriticd as described in Hopwood et al. (1983). Total RNA (20 pg) from cultures
of 8. tividuns carrying cither pB13 (lane @) or plJ486 (lune b) were lyophilized with the probe. and resuspended in 20 1l of 3 M Nuetrichloropeetae
buffer (Murray, 1986} hybridizations and S1 nuclease trealement were as described by Aldea et al. (19881, ST protected fragments were run together
with sequencing reactions gencrated from the sume M 13 clone used to obtain the probe, that were later precipituted and digested with either Kpal
in the case of probe 1. or BamH1 in the case of probe 2. Note that the point of sequence divergence between the mRNA :und the probe (and therefore
the 5" end of euch protected fragment) does not correspond 1o the §° end of the digested sequencing ladders (it is | nt shorter in the case of probe |,
and 3 nt longer in the case of probe 2x: this difference has been corrected for, and arrow heads point to the most likely tsp. Also nole that the sequencing
reactions could not be digesied to completion, even though an excess of cnzyme was used, as indicated by the presence of a few extra bands that
correspond to the undigested scquenve: this is particularly evident in the A and T lanes. in the case of probe 1 and in the G and C lanes in the case
of probe 2,
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ESTA TESIS N8 DEBE
SALIR DE 1A BIBLIOTECA

ANALISIS DE SECUENCIAS DE GENES DE LIPASAS

Dados ios antecedentes respecto a la existencia de homologia entre
algunas regiones de secuencias de lipasas (Feller, G., 1991; lizumi, T., 1991),
se realizé un andlisis de la secuencia de aminoacidos del Ia lipasa clonada de
Streptomyces sp. M11, con el fin de encontrar, si existieran, zonas de

homologia con otras lipasas.

Inicialmente se realizd una blsqueda de secuencias similares a la lipasa
clonada en la base de datos SWISSPROT20 (la cual contiene 22 654
secuencias de proteinas) utilizando el programa FSTPSCAN de PC/Gene (v.
6.6) de IntelliGenetics. En esta busqueda se encontré que solamente una
secuencia posee una homologia 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 Antartida. Este
microorganismo tiene una temperatura de crecimiento cercana a los 0°C y las
lipasas clonadas y caracterizadas de éste tienen actividad a temperaturas

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

Feller (1991) analiza las secuencias de las tres lipasas clonadas de
Moraxella TA144, y plantea la hipdtesis de que la presencia de residuos de
glicina cercanos al sitio activo permite la conformacién 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 tltima posee igual mayor nimero 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 37°C.

Considerando que existe una gran heterogeneidad entre secuencias de
lipasas y que se han encontrado pequerias 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 variacién en los
aminodcidos presentes en estas regiones conservadas, por 1o que en la
localizacidn de estas regiones sobre la secuencia de la lipasa clonada, se
considerd este problema, utilizando subsecuencias de blsqueda con ciertas
ambiglledades como puede observarse en la fig. 5. Al no obtener ningtin
resultado positivo en esta bisqueda (excepto en el caso de la region 2, la cual
contiene el motivo Gly-X{-Ser-X;-Gly), se redujo la extensidon de las
subsecuencias, a considerar solamente las regiones perfectamente
conservadas y que contuvieran los residuos His y Asp, los cuales, de acuerdo a
lizumi, podrian ser parte de la triada del sitio activo Ser...His...Asp. Tampoco en
este caso se obtuvieron resultados positivos. Cabe mencionar que se realizé la
misma busqueda de regiones conservadas sobre la secuencia de |a lipasa 1 de

Moraxella, encontrandose los mismos resultados.
HOMOLOGIA ENTRE ALGUNAS SECUENCIAS DE LIPASAS

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

si existia alguna secuencia de lipasa (ademas de la lipasa 1 de Moraxella

20 .



REGION 1

P.sp.KWI-56 6ATRYPIILVEGLSGT

P.fragi 6NTRYPILLVHEHGLTFGTF

S.aureus 302 LNKYPVVFVHEHGFLGL

S.hyicus 260 KN KDPFVFVEHEGFTGTF

subsec. 1 PH##HVHGH#XG

subsec. 1° VHG

REGION 2

P.sp.KWI-56 79 TKVNLVGHSQGGLTSRY
P.fragi 75 Q RVNLIGHSQGALTARY
S.aureus 40 KK VHLVGHSMGGQTIRL
S.hyicus 36l HPVHFIGRSMGGQTIRL
subsec. 2 H##GHSXGO

REGION 3

P.sp.KWI-56 162 DLVASVTTIGTPHRGSEFADTF
P.fragi 98 ELI A SVTSVSGPNHGSELADR
S.aureus 453 NMVASITTLATPHNGS QAADIK
S.hyicus Q10 NMVT SITTIATPHNGTHASDTD
subsec. 3 VESHTXRXEXTPHXGXYXXXXD
subsec. 3' S #T

REGION 4

P.sp.KWI-56 262 Q NDGLVS5SKCSAL

P.fragi 236 ENDEGEMVGRFSSH

S.aureus 601l KNDGVVPVISSL

S.hyicus 557 PNDGLVSETISS?Q

subsec. 4 NGD#V3IXXS o
subsec. 4 D=X #XXXS

REGION 5

P.sp.KWI-56 283 KWNEHLDETINZQ

P.fragi 257 PLDHLDTINH

S.aureus 642 GWDEVDFIGYV

S.hyicus 597 GWNDHSDFIGN

subsec. 5 HXDXH¥#

subsec. 5' HXD

Fig. 5. Regiones conservadas entre secuencias de lipasas (lizumi ef al., 1991), y
" las subsecuencias utilizadas en este trabajo. Simbolos: X: cualquier amino-
4cido, #: aa. hidrofébicos neutros, =: aa. hidrofilicos neutros, 0. aa. pequefios,
3. aa. formadores de doblez beta. (Programa PESEARCH de PC/Gene v. 6.6)



CLAVE

FUENTE

REFERENCIA

LIPESTRM11 Streptomyces sp. M11 Pérez, C. ef al. 1993
LIPSMORAX1 Moraxella TA144 (lip 1) Feller, G. et al, 1990
LIPSMORAX2 Moraxella TA144 (lip 2) Feller, G. et al, 1991a
LIPSMORAX3 Moraxella TA144 (lip 3) Feller, G. et al, 1991b
LIP$PSEUDA Pseudomonas cepacia
DSM3959 Jorgensen, S. et a/, 1991
LIP$PSEUD2 Pseudomonas nov sp. 109 lhara, F. et al, 1991
LIP$PSEUD3 Pseudomonas sp. KWI-56 lizumi, T. et al, 1991
LIP$PSEUD4 P. fluorescens SIK W1 Chung, G.H. et al, 1991
LIP$PFRAG1 P. fragi IFO-12049 Aoyama,.s. et al, 1988
LIPSPFRAG2 P. fragi IFO-3458 Kugimiya, W. et al, 1986
LIP$STAPHY Staph. hycus DSM 20459 Gotz, F. et al, 1985
LIPSPENIC! Penicillium camembertii U150  Yamaguchi, S. et a/, 1991
LIPSGEOTR1 Geotrichum candidum Shimada, Y. et a/, 1989a
ATCC 34614 (lip I)
LIPSGEOTR2 Geotrichum candidum Shimada, Y. ef al, 1989b
ATCC 34614 (lip )
LIP$RHIZOP Rhizopus delemar ATCC 34612 Haas, M.J. ef af, 1991
LIP$CANDID Candida cylindracea MS-5 Kawaguchi, Y. et a/, 1989
LIPSGUINEA Conejillo de indias. Enerbéck, S. ef al, 1987
Lipasa lipoprotéica )
LIPSHUMANP Lipasa pancreética humana Lowe, M.E., et al/, 1989
LIPSRATHEP Lipasa hepatica de rata Komaromy, M.C. et a/, 1987

Tabla 3. Secuencias de lipasas utilizadas en este estudio.



TA144), que resultara significativamente hombloga 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 encontré ninguna
secuencia que resultara similar a ta lipasa clonada, con excepcion de la lipasa 1

de Moraxella, como puede observarse en la figura 6.

Finalmente, se construyé un dendrograma con las secuencias de lipasas
utilizadas en la comparacién anteriormente mencionada. Esto se hizo utilizando
el programa CLUSTAL, de PC/Gene, el cual agrupa secuencias de proteinas de

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

En el dendrograma construido se pueden observar diferentes grupos de
secuencias; practicamente todas las secuencias provenientes de Pseudomonas
se encuentran juntas, asi como las de mamiferos 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$STRMIL.

ORIGEN: Streptomyces sp. M1l
Numero total de residuos: 310.

LIP$SMORAX1.
ORIGEN: Moraxella TAl44 (lip 1)
Numero total de residuos: 319,

Matriz de comparacién: Dayhoff MDM-78

Aminoacidos idénticos: ‘|
Amincdécidos similares: '.' .
Amineoacidos 'similares': A,S8,T; D,E; N,Q; R,K; I,L,M,V; F, Y, W

LIP$STRM11- MPQHLLPARRQAARPSRPRTLTGLLAAAAATAGLLLSGLAPGAQAARARA -~50
| | | P
LIP$MORAX1- M"——FIMIKKSEL}\KAIIVTGALVFSIPTLAEVTLSETTVSSIKSEATVS -47

LIP$STRM11- NPYERGPAPTNASIEASR————w~~me——— GPYATSQTSVSSLVASGFGG -88
11 . .. - [BNNER
LIP$SMORAX1- STKKALPATPSDCIADSKITAVALSDTRDNGPFSIRTKRISROSAKGFGG =97

LIP$STRM11- GTIYYPTSTAD-GTFGAVVISPGFTAYQSSIAWLGPRLASQGFVVETIDT -137

R N e e N NN N R
LIP$MORAX1~ GTIHYPTNASGCGLLGAIAVVPGYVSYENSIKWWGPRLASWGFVVITINT -147

LIP$STRM11- NTTLDQPDSRGRQLLSALDYLTQRSSVRTRVDATRLGVMGHSMGGGGSLE -187
Lo b 1L 1t . A R R R
LIPSMORAX1- NSIYDDPDSRAAQLNAALDNMIADDTVGSMIDPKRLGAIGWSMGGGGALK -197

LIP$STRM11- AAKSRTSLKAAIPLTGWNTDKTWPELRTPTLVVGADGDTVAPVATHSKPE -237
R I R T IS R I I B | -
LIP$MORAX1- LATERSTVRAIMPLAPYH DKSYGEVKTPTLVIACEDDRIAETKKYANAF ~-246

LIP$STRM11- YESLPGSLDKAYLELRGASHFTPNT--SDTTIAKYqISWLKﬁFIDSDTRY -285

| | 1. LR Sbodele et 1
LIPSMORAX1- YKNAIGP--KMKVEVNNGSHECPSYRFNEILLSKPGIAWMORYINNDTRF -294

LIP$STRM11- EQFLCPIPRPSLTIAEYRGTCPHTS -310
- |
LIPSMORAX1- DKE‘LCANENYSKSPRISAYDYKDCP ~-318

Aminodcidos idénticos:104 ( 33.5%)
Aminodcidos similares: 56 ( 18.1%)
Numero de gaps insertados en. LIP$STRM1l: 3
Numero de gaps insertados en LIPSMORAX1l: 3

Fig. 6. Alineacion entre la secuencia de lalipasa de Streptomyoes sp.M11yla
proveniente de Moraxella TA144.



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

Streptomyces sp. M11
Moraxetla sp. [lip 1)
Moraxella sp. flip 2)
P. fluorescens

S. hycus

r— G. candidum [iip 1}
( L——— G. candidum (iip 2)

C. cylindracea

Conejillo de indfas
Hepética de rata
Pancreatica humana

P. camembertii

Rhizopus delemar
Moraxeila sp. {lip 3}

P. cepacia

Pseudomenas sp. KWI-56
Pseudomenas nov. sp. 109
P. fragi IFO-12049

P. fragi IFO-3458



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 nimero de copias
plJ486.

2. El gen de lipasa de Strepfomyces sp. M11 debe ser monocistronico, 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 sefial de 48
aminoacidos, y un motivo (Gly-X-Ser-X-Gly), perteneciente al sitio activo y que
es caracteristico de todas las lipasas.

4, La expresion del gen de lipasa parece ser regulada positivamente por el
producto de otro gen, todavia no identificado.

5, La secuencia de este gen de lipasa es significativamente parecida a la
secuencia del gen de lipasa 1 de Moraxella sp. TA144, por lo que puede
pensarse en la existencia de al menos dos grupos de lipasas en procariontes.
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