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Objetivos

e Dar un panorama general sobre la visiébn actual del metabolismo
secundario del género Streptomyces por su enorme importancia en la
rama industrial.

e Resaltar la importancia sobre el estudio de éste género debido a su
estrecha relacion con tanto la sintesis de antibidticos ya conocidos como
el descubrimiento de nuevos compuestos.

e Generar interés en el tema al mostrar las distintas perspectivas
abordadas por otros profesionales en el mundo, para asi intentar abrir
nuevos campos de estudio tanto en la Facultad de Quimica de la UNAM

como en los centros de investigacion del pais en general.

Metodologia

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se consultaron primero
los trabajos relevantes sobre la naturaleza de los actinomicetos, asi como de las
generalidades del género Streptomyces. Se prosiguid a conseguir articulos
relacionados con las irregularidades genéticas dadas por el género, para después
proceder a buscar aquellos trabajos de secuenciacion de cada especie en
particular. Lo siguiente fue conseguir informacion acerca del metabolismo
secundario del género de microorganismos en cuestion, estando dada por
Streptomyces coelicolor de manera mayoritaria en casi todos los trabajos
encontrados. Por ultimo se buscaron articulos que intentaran ahondar en la
naturaleza regulatoria de varias proteinas relacionadas con el tema para lograr
concluir con el panorama general del trabajo. Todos los articulos fueron
encontrados en la base de datos del buscador del NCBI

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/).



Introduccion

La clase Actinobacteria.

Las bacterias Gram-positivas se dividen en 2 grandes ramas: los
organismos con bajo contenido de citosina y guanina, conteniendo géneros como
Bacillus, Clostridium, Staphylococcus y Streptococcus, basicamente del filum
Firmicutes; y los organismos de alto contenido de guanina y citosina, denominados
genéricamente como “actinomicetos”. Muchos de estos ultimos, aunque no todos,
habituan el desarrollo de micelios en algunas etapas de su vida, lo cual era
considerado en un principio como caracteristico de éstos (Dworkin et al., 2007) y
ademas hizo que por muchos afos se les considerara como “hongos”
precisamente por su similitud morfolégica. La clase Actinobacteria, pertenece a
este ultimo grupo y, en términos de numero y variedad de especies identificadas,
representa una de las mas grandes unidades taxondmicas dentro de los 18 linajes
actualmente reconocidos dentro del dominio Bacteria e incluye a 5 subclases y 14
subdrdenes. En agosto del afo 2008, esta clase comprendia 51 familias y 253
géneros (Fragoso, 2009). El alto contenido de guanina y citosina de
Actinobacteria, puede ir desde un 51% en algunas corinebacterias, hasta un 70%
en Streptomyces y Frankia (Ventura et al., 2007).

Estudios moleculares basados en el secuenciamiento del gen 16S rRNA de
distintos grupos dentro de la clase Actinobacteria ha llevado al reconocimiento de
varias familias y géneros, los cuales no solo incluyen organismos con crecimiento
micelial, sino también organismos con morfologia mas simple, como lo son las

bifidobacterias y los micrococos (Fig. 1).
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Fig. 1. Arbol filogenético de Actinobacteria basado en 1,500 nucleétidos del gen 16S rRNA.

Escala, 5 nucledtidos (Ventura et al., 2007).

La divergencia de las actinobacterias de otras bacterias es tan antigua que
no es posible identificar cual es el grupo mas cercano filogenéticamente a
Actinobacteria con certeza (Ventura et al., 2007) (Fig. 2). Actinobacteria exhibe
una variedad muy amplia de morfologias, desde cocoide, coco-bacilos, hasta
fragmentos de hifas y micelios altamente diferenciados. También exhiben diversas
propiedades metabdlicas vy fisioldgicas, generando todo tipo de metabolitos tanto
primarios como secundarios, desde enzimas como proteasas e hidrolasas, hasta
moléculas con capacidad antimicrobiana. Estos microorganismos se encuentran
ampliamente distribuidos tanto en ecosistemas terrestres como acuaticos lo que
incluye los ambientes marinos. Se puede encontrar variedad, a su vez, en sus
‘estilos de vida” pues los hay desde patdégenos, comensales de plantas,
simbiontes fijadores de nitrégeno, habitantes del tracto gastrointestinal hasta

comensales del suelo. Algunos poseen caracteristicas inusuales, como la



formacion de micelio aéreo esporulativo en el género Streptomyces, o el

persistente estado no replicativo exhibido de ciertas micobacterias.

La importancia en el estudio de Actinobacteria esta centrada en dos
géneros de alto impacto econémico para la salud publica: a) Mycobacterium, los
cuales incluyen al agente causal de la tuberculosis, una de las enfermedades mas
antiguas en la historia de la humanidad y b) Streptomyces, los cuales son el
modelo genético por excelencia en cuanto a la produccion de la gran mayoria de
los antibidticos empleados de manera comercial (Baltz, 2007; Ventura et al.,
2007).

Esta capacidad ha convertido a las especies de Streptomyces en los
microorganismos primarios de produccién de antibiéticos, estudiados y explotados
en la industria farmacéutica. Por su importancia para esta area industrial, el
presente trabajo se centré6 en el género Streptomyces y en lo que hasta el
momento se ha reportado para la regulacién de la sintesis de metabolitos

secundarios, entre los que destacan precisamente, los antibiéticos.

Generalidades del género Streptomyces.

El género Streptomyces comprende un gran grupo de microorganismos con
algunos rasgos muy caracteristicos comparados con muchas otras bacterias por
su complejo ciclo de vida parecido al fungico y su olor a tierra. Son
microorganismos ubicuos y muestran una gran diversidad en cuanto al color de
sus colonias, pigmentos secretados, etc., comparandolos con otras bacterias.
Pertenecen a la familia Streptomycetaceae dentro del orden de los
Actinomycetales, creada por Waksman y Henrici en 1943 (Waksman y Henrici,
1943). Originalmente, esta familia solo contenia a Streptomyces; varios afos
después, los géneros Kitasatospora y Streptacidiphilus se agregaron (Zhang et al.
1997; Kim et al. 2003). El género se encuentra definido por caracteristicas tanto

quimiotaxonémicas como fenotipicas y genéticas, dandose actualmente un mayor



énfasis a las homologias en el gen 16SrRNA, ademas del analisis de la pared

celular y los patrones de acidos grasos.

Las bacterias del género Streptomyces son consideradas como Gram-
positivas, y resistentes a la decoloraciéon de &acido-alcohol. Son organismos
aerobicos cuyo porcentaje de Gy C es de 66 a 78 mol%. El tamafio de su genoma
radica alrededor de 9 Mb (Bentley et al., 2002; lkeda et al., 2003). La hifa
vegetativa (0.5-2.0um de diametro) produce un micelio extensamente ramificado
que raramente se fragmenta. El micelio aéreo forma cadenas de 3 a mas esporas
cuando madura. Algunas especies pueden tener cadenas cortas de esporas en el
micelio vegetativo y las esporas son no moviles. En un medio de agar complejo se
forman colonias discretas, liquenoides y butirosas. La superficie de las colonias
inicialmente es relativamente suave, pero conforme se desarrolla micelio aéreo la

colonia se vuelve flocosa, granular, polvorienta o aterciopelada (Fig. 2).

Fig. 2. Fotografia de colonias de Streptomyces (Maldonado, sin publicar).

Los estreptomicetos tienen, comparandolos con otras bacterias, un ciclo de
vida atipico. El ciclo comienza con una espora, también llamada artrospora o
conidia. La germinacion comienza bajo condiciones ambientales favorables, las
cuales dependen de la temperatura, de la presencia de nutrientes exdégenos como
pedazos de zanahoria, micelio de hongos (Goodfellow y Williams, 1983),
condiciones aerbébicas y falta de componentes inhibitorios de otros
microorganismos (Kutzner, 1981) para generar una red extensamente ramificada
de hifas multinucleadas conocida como el micelio vegetativo, de sustrato o

primario. La diferenciacion comienza con la formacion de hifa aérea especializada
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(el micelio secundario), la cual crece hacia el exterior de la superficie de la colonia.

Mas tarde, esta hifa aérea es septada en compartimentos uninucleados y se

convierten en cadenas de esporas que rara vez se fragmentan. El nimero de

esporas en una cadena puede variar de 3 a mas (Fig. 3).

Fig 3. Microscopia electronica de colonias de Streptomyces mostrando la hifa y esporas

(Maldonado, sin publicar).

Para completar el ciclo, las esporas son liberadas al ambiente (Fig. 4). Por

la relevancia y vinculo con la sintesis de metabolitos secundarios este tema sera

abordado mas a fondo posteriormente.
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Fig. 4. Ciclo de vida de Streptomyces. Obtenido de

http://www.iitd.pan.wroc.pl/Dept/Mic/gb/projects.html
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Los estreptomicetos son organismos con respiracion oxidativa obligada
(excepto S. thermoautotrophicus, que crece bajo atmosferas micro-aerofilicas),
quimiorganotréficos (con excepcion de S. thermocarboxydovorans, S.
thermocarboxydus, S. thermospinisporus y S. thermoautotrophicus, los cuales
tienen respectivamente un metabolismo quimiolitétrofo y el ultimo, autétrofo) y
requieren niveles bajos de humedad. La reaccion de la catalasa es positiva.
Muchas especies representativas pueden degradar sustratos poliméricos como
caseina, gelatina, hipoxantina, almidon y celulosa. Ademas, utilizan como fuentes
de carbono para su crecimiento una amplia gama de compuestos organicos, la
cual es una de las caracteristicas utilizadas para clasificar al género. Es requerida,
a su vez, una fuente de nitrogeno inorganico para su crecimiento (Williams et al.,
1989). La temperatura de crecimiento se encuentra entre los 25°C y los 35°C,
siendo la 6ptima de 28°C para la mayor parte de los estreptomicetos; sin embargo,
se conocen algunas especies que son termofilicas y psicrofilicas. La mayoria de
los estreptomicetos son neutrofilos y pueden crecer en un rango de pH entre 5.0 y
9.0, aunque se ha establecido que el rango 6ptimo de crecimiento es entre 6.5 y
8.0. Se encuentran ampliamente distribuidos en los suelos terrestres, incluidas las
compostas. La primera especie caracterizada que se design6 como la

representativa del género es Streptomyces albus.

Muy pocas especies son patogénicas para animales y otras pocas
fitopatdgenas. Hasta ahora solamente 12 especies son consideradas virulentas
para las plantas, siendo las de mayor importancia las que generan costras en las
papas debido a las enormes pérdidas econémicas que esto ocasiona. Lo anterior
es notoriamente minusculo si consideramos que el género Streptomyces
actualmente incluye mas de 600 especies. De lo que se ha reportado en la
literatura, solo dos especies son patdgenas para el humano: S. somaliensis y S.
sudanensis (Fragoso, 2009). Ambas especies causan actinomicetoma, el cual es
una infeccidn localizada, crénica, progresiva y destructiva de la piel, tejido
subcutaneo y eventualmente del hueso (Fig. 5). Esta enfermedad es endémica de

climas tropicales y subtropicales y lleva frecuentemente a deformidades asi como
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a la amputacion de las extremidades infectadas. En México se han reportado 1844
casos de actinomicetoma desde 1901 hasta 2004, siendo el 85,5% de los casos
reportados en todo el continente americano. De todos estos casos en México, el
87% es causado por Nocardia brasiliensis, mientras que el 13% restante por
Actinomadura madurae, Actinomadura pelletieri, Nocardia asteroides, Nocardia
ottidiscavarum y Streptomyces somaliensis. En cuanto a la distribucion de los
casos recopilados en México, se han reportado casos en casi toda la Republica.
Predomina en los estados de Morelos, México, Jalisco, Veracruz, Oaxaca,

Michoacan, Guerrero, Hidalgo y Nuevo Ledn (Serrano, 2007).

Fig. 5. Imagen de actinomicetoma tomada por el Dr. Rubén Lépez Martinez de la pagina de
la Facultad de Medicina de la UNAM.

El género Streptomyces es muy diverso morfologicamente. EIl color del
micelio aéreo o vegetativo, la configuracion de las cadenas de esporas y la
ornamentacion de las esporas son utilizadas como marcadores taxonomicos.
Todas son determinadas utilizando tiempos de incubacion bien definidos y medios
de cultivo especificos (Shirling y Gottlieb, 1966), siendo algunos de los utilizados el
agar extracto de soya y tripticasa y el agar avena o medio de Bennett. En un

principio se desarroll6 una rueda de colores para la determinacién del color del
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micelio (Tresner y Backus, 1963), aunque su uso era algo problematico debido a
las grandes diferencias entre especies. Fue hasta afios después que Shirling y
Gottlieb (1966) realizaron un estudio mas a fondo de caracterizacion, en el que
ademas del color, se ayudaron con la configuracién de las cadenas de esporas, la
cual actualmente es determinada por microscopia de electrones y asignada a una
de las siguientes categorias: rectas, curvas, en forma de espiral y verticiladas.
Idealmente, s6lo una configuracion es encontrada en una cepa, aunque se han
reportado combinaciones de distintas configuraciones (Shirling y Gottlieb, 1968).

La ornamentacion de las esporas puede ser suave, espinosa, rugosa o peluda
(Fig. 6).

Fig. 6. Micrografias de electrones de 4 tipos de artrosporas de estreptomicetos: suave,

rugosa, peluda y espinosa (Dworkin, et al., 2007).

La produccion de pigmentos depende en gran parte de la composicion del
medio y las condiciones de cultivo y son utilizados también como marcadores
taxonoémicos. Los pigmentos solubles son predictivos en muchos casos para la
produccion de componentes bioactivos. No se debe olvidar que las diferencias
entre especies de Streptomyces no solo radican en sus pigmentos, sino también

en la produccién de sus metabolitos secundarios entre los cuales los de mayor

14



interés en el area farmacéutica siguen siendo los antibiéticos por su impacto en

salud publica.

Una de las caracteristicas quimiotaxondmicas mas importantes para la
identificacion de cepas de éste género es la pared celular de peptidoglicano. Esta
contiene grandes cantidades de acido LL-diaminopimélico (LL-Aopm). La pared
celular de Streptomyces muestra la tipica ultraestructura y composicion quimica de
las bacterias Gram-positivas. Tienen una estructura de varias capas de cadenas
de peptidoglicano. EI peptidoglicano es un heteropolimero que consiste de
cadenas de heteropolisacaridos unidas entre si por pequefias unidades peptidicas.
La base del peptidoglicano es construida alternando unidades B-1,4 de N-
acetilglucosamina y &acido N-acetilmuramico. El grupo carboxilo del acido
muramico es sustituido por un oligopéptido alternando los aminoacidos D- y L
(Schleifer y Kandler, 1972). Streptomyces se caracteriza por el tetrapéptido L-Ala-
D-Glu-LL-Aspm-D-Ala (Fig. 7). Este tetrapéptido es unido por un puente de
pentaglicina, el cual se extiende desde el carbono terminal de la D-alanina de la
unidad peptidica, hasta el grupo amino localizado en el carbono D del LL-Apm,
resultando en una estructura macromolecular que forma la envoltura de la célula.
Este tipo de peptidoglicano, LL-A;pm-Glys o peptidoglicano tipo A3y (Schleifer y
Kandler, 1972), es diagnostico para los estreptomicetos. Se puede encontrar acido
acetilmuramico en el tipo glicolil de la pared celular de Streptomyces, asi como en
todos los demas actinomicetos. Residuos de fosfato del acido muramico son los
puntos de union al acido teicoico, el cual es diagndstico para las bacterias Gram-
positivas. Los acidos teicoicos de la pared celular (substancias poliméricas que
contienen grupos fosfodiester repetidos) consisten de polioles (como glicerol y
ribitol), azucares del tipo N-acetilamino o los dos. Los acidos teicoicos de los
estreptomicetos son del mismo tipo de estructura que los de las bacterias Gram-
positivas, pudiendo contener fosfato de ribitol o polimeros de glicerol fosfato.
Ademas de estas caracteristicas, el tipo de acil de los residuos de muramil en los

peptidoglicanos de la pared celular es de acetil (Uchida y Seino, 1997).
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Fig. 7. Variaciones de las subunidades del peptidoglicano. Los aminoacidos entre paréntesis
pueden reemplazar al aminoacido o sustituyente correspondientes. La composicién y estructura del
peptidoglicano varia enormemente en las bacterias gram-positivas. En el caso de Streptomyces,
los elementos circulados son los que componen a la molécula (Schleifer, 1972).

Ademas de la pared celular, existen otras caracteristicas fenotipicas que
pueden llegar a clasificar a los estreptomicetos, aunque no son particulares ni

concluyentes, pero dignas de mencion:

e Los lipidos de membrana de Streptomyces se componen principalmente de
difosfatidilglicerol (DPG), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (Pl), y
manosidos de fosfatidilinositol (PIMs). La composicién de los lipidos ha sido
extensivamente investigada y resumida por Lechevalier et al. (1977). Los
glicolipidos no son consistentes en los estreptomicetos, y su composicion
tanto cualitativa como cuantitativa depende en sobremanera de las
condiciones de cultivo. Bajo condiciones limitantes de fosfatos, la cantidad
de glicolipidos aumenta significativamente. Los marcadores lipidicos del
tipo Il (PIl) son fosfatidiletanolamina (PE), metil-PE, hidroxi-PE y liso-PE.
Ademas de otras familias, los miembros de la familia Streptomycetaceae
contienen los fosfolipidos tipo Il. Lipidos adicionales como fosfomonoester
(PME) y OH-PE, ademas de la presencia o ausencia de Pl y PG, ayudan a

una mejor diferenciacion.
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e Los estreptomicetos contienen menaquinonas (Collins y Jones, 1982), y
como la mayor parte de los actinomicetos, sintetizan quinonas que tienen
un lado de la cadena isoprenoide parcialmente saturada en la posicion 3 del
anillo de naftoquinona. Los estreptomicetos sintetizan menaquinonas con
una cadena isoprenoide altamente hidrogenada. De 3 a 4 unidades
isoprenoides (muy raras veces 5) se encuentran saturadas. Los
actinomicetos que pertenecen a este tipo sintetizan menaquinonas con la

misma longitud de cadena pero con diferente grado de saturacion.

e Por ultimo, los miembros del género carecen de acidos micolicos vy
contienen cantidades importantes de acidos grasos saturados iso y anteiso.
Los estreptomicetos sintetizan acidos grasos ramificados terminales. Los
acidos grasos anteiso son sintetizados desde 2-metilbutirato, llevando a un
numero non de carbones. Por otro lado, si los compuestos iniciales son
isovalerato e isobutirato, la formacion de acidos grasos iso se lleva a cabo

con un numero non de atomos de carbono (Dworkin et al., 2007).

Dentro de la quimiotaxonomia no se deben olvidar los analisis celulares en
los que se aplica la espectrometria de masa en combinacion con la pirdlisis al
punto de Curie (PyMS), los ensayos utilizando fagos especificos y los estudios de
protedmica de cada microorganismo (Anderson y Wellington, 2001). La PyMS
consiste en que las células de estudio son expuestas a altas temperaturas por
medio de una degradacion termal no oxidativa, y el pirolisado resultante es
analizado utilizando espectrometria de masas, generando un “fingerprint” unico del
microorganismo. Los ensayos de protedmica son perfiles de proteinas analizados
por electroforésis en geles de poliacrilamida para generar patrones de bandas que
pueden ser utilizados para delimitar especies y subespecies. Las proteinas
pueden ser analizadas tanto por electroforésis de 1 dimensién como de 2

dimensiones.
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Junto con la diferenciacion de las caracteristicas quimiotaxondmicas, la
aplicaciéon de técnicas moleculares al analisis de los genomas bacterianos es
ampliamente utilizada para la clasificacion y diferenciacion del género. Dentro de
las técnicas mas utilizadas se encuentra la hibridacion DNA-DNA de cromosomas
totales, los ensayos de restriccion, ensayos de RAPD (Amplificados al azar de
DNA polimérfico), secuenciamiento del cromosoma bacteriano o sélo de la regidn
16SrRNA, entre otras. La comparacién de las secuencias del rRNA es una
herramienta particularmente poderosa en la taxonomia de Streptomyces, debido a
que estos genes se encuentran muy conservados entre las bacterias. Existen 3
regiones dentro del gen 16SrRNA (Fig. 8) de Streptomyces que cuentan con la
suficiente variacion en su secuencia para poder generar sondas que clasifiquen al
género (regiones alfa y beta) y a la especie (regiones gamma). Los genes
23SrRNA, 5SrRNA vy las secuencias de otras proteinas ribosomales también han
sido utilizadas para investigar la relacidon entre especies dentro del género
Streptomyces (Anderson y Wellington, 2001) pero lo extenso del género ha
impedido generar una base de datos tan grande como la que existe para el gen
del 16S. No debe olvidarse que la clasificacién filogenética utilizando solamente
técnicas moleculares, como la secuenciacién del gen 16SrRNA, es incompleta
debido a la enorme complejidad del género, por lo que debe ser acompafada por
técnicas quimiotaxondmicas para llevar a cabo el correcto estudio de la especie.
Un arbol filogenético de Streptomyces puede ser revisado en el anexo 1. No se
incluyen los estreptomicetos no cultivables debido a que no se han realizado tales

analisis a la fecha.

18



P .
e B region
a—c
o=c
G- ~
.;Glolu o Uo-ooc - c;._} - = =
f S o9 AO
Mruac AncagoagIhah 000, a, u Aearae cevun ucccavnVu%ec can acevy
a 1l P=Blllh=n =] L 5 ey a [NANEE] Bless DLDENLEL I|||II'||§
+ g UacUSaE
qna:nlvuununnnuu;‘m’ot_on cog :-: 2 CLGDG%U iuqﬂﬂclcuelaﬂﬂ GUU _Uaag
v=3 58 R
=_ A 0 v—a e
= o o=c &
L=U ADA c—qa % L
a—c v v v n.~C
el @ [ ety | %2a
w2 Kool = %0
A # O g —g c=-0 ]
vea a=g u @ - ue e v
B-c 3= e o a=cd Ayt©
c—a % c—a AT—RA
U=a A o TR cg-y
=AU 8 ulunuun:cc u v-a
o =o€ a M=1n ‘4% a=C
al @ ACURE 3RpRD, 48 o=z
LY 3 % /0 "a—c
¥ it
ehg WA g " @ 2, sy a=c
alcecococ tYocAaofoak Cooochdac o C TR Uy
o jren sl b=l R0 0=00=01 cnc a R
Veaa08cC OUAUUSGSY GCCUIUUCS g/, U0 L4 ge—al¥
e als 3 ©
R » . o A c e
Sk x o region = i=§
cH“‘:—*a
& C -
ac
a ¢ A
A o atrgey,
gty wE=9 g Tatgat
ac Sylp v o= El
EUNF A gmch sl 2
U=k g
KA a—g arughh b
¥ B ] [ ATy A
n—u x T
c=a Pl A
e «
e 2y A

a
a®
a a= N
vuaAca uuoccceclcln\\\ 0
TRpr==ninnnl e
ACUaD HCCaIGT v
) -] i

P
“pnan

& a u
e a c eV
a g P u Yo"
a A a
o c i 2 A [ e Y
€ 8 Lo
: 83g ¢ e o S Y
e o a L o "0 n
o © c 5 @ Una® oy 7 S c=%
% [ ) ot
a2, b S %
SR 5 S7E magreeuaisey CaTh: 3
Pl-- 1101 @ . i g s e
- A
Maeaaou acave, £ £=0, gucemcovaax %, 4 Aze
e T T c—agk § A e ]
Py Fy a=c g 7]
a u—a g oxR
i c—a &
Ao ©
Q=K c—a &
=t g+u B
ca a—rr o
Ag it | el
040 jcAd—c Y.L 8
e ta £ a—g u
U v.a U
%, A aa g—a: 8
A tegag sve acVarThrocncn -t |
o Sy 1= 00=0] salill 2 ISX 4.
,;:m:l Save TA0 UG, A ;08080 Pl
A _’e,:l s a Acra
S fiy o A A=u
o f Fa vl
e 0 oy x c—a
c“:’.‘q\u"aec i
e
I e a i
o o L s
T ll Q=
ax_ .M casac ama
g F = c=0
C - =
& @-u
:c Ty -ty
n'\.\c.‘ :u o
F ] et
~ g sy
Aage AC=2
) )
gl ]
LA c=g
g a* c=a
Aan s 2
u
ACK
chac *uc:cuoﬂl\
[ LN R
Sy ea =l:uanclm:';,,l
A -—
5

a i
‘ c=0a '
S .
= Y region
J izt
A=1
a—z
ez |
o=
=
cm
Ve
AT

I
\

Fig 8. Estructura secundaria del 16SrRNA de Streptomyces coelicolor. Las regiones
variables que son utilizadas como diagndsticas para el género Streptomyces estan marcadas (a, B,
y Y) y corresponden a los nucleétidos 982-998, 1102-1122 y 158-203 respectivamente (Anderson y
Wellington, 2001).
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Importancia de Streptomyces en la industria

El género Streptomyces usa una extraordinaria variedad de mecanismos
extracelulares para su crecimiento primario y para facilitar asociaciones intimas
con otros microorganismos, asi como para alcanzar los mencionados atributos
complejos de desarrollo y de metabolismo secundario. Esto lo vuelve un género
sumamente importante desde un punto de vista industrial. Desde el
descubrimiento de la estreptomicina por Waksman como el primer antibiético de
uso terapéutico en el tratamiento de la tuberculosis en 1942, se ha encontrado que
los estreptomicetos sintetizan una impresionante cantidad de inhibidores quimicos
para distintos procesos celulares, asi como proteinas de uso variado. Estos
incluyen antibidticos, fungicidas, citostaticos, moduladores de la respuesta inmune
y efectora del crecimiento de las plantas (Omura, 1992; Hopwood, 2007). Los
genes para la sintesis de tales metabolitos probablemente emergieron hace
millones de afios (Baltz, 2006). Esto es importante, si se quiere comenzar a
comprender el origen de las vias metabdlicas relacionadas con metabolitos

extracelulares o incluso para la identificacion de nuevas rutas metabdlicas.

El ancestro mas reciente de los estreptomicetos modernos parece haber
vivido hace 440 millones de anos, cuando probablemente se encontraba
intimamente relacionado con la colonizacion de la tierra por las plantas verdes
(Chater y Chandra, 2006). Este panorama ubica a estas bacterias en un papel
formativo en la evolucion del suelo. En este habitat, las esporas de Streptomyces
son muy abundantes, generando filamentos de hifas ramificadas bajo las
condiciones adecuadas. Esta adaptacion los ayuda a adherirse y a penetrar los
restos organicos insolubles de hongos, plantas y otros organismos, los cuales son
degradados por exoenzimas hidroliticas para proveer los nutrientes necesarios
para su crecimiento. Esto da una idea de que no solo los estreptomicetos se
encargan de generar metabolitos secundarios de importancia industrial, sino
también otros metabolitos como las enzimas mencionadas, y en gran cantidad.
Cuando estos microorganismos son cultivados por unos cuantos dias en el

laboratorio, ya sea en nutrientes solubles o en materiales insolubles, pero que
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asemejen mas sus condiciones naturales, desarrollan todos los componentes
caracteristicos explicados anteriormente (micelio vegetativo, hifa aérea y esporas).
Su crecimiento aéreo es logrado a expensas de la biomasa del micelio vegetativo,
el cual sufre una lisis extensiva para alimentar la fase reproductiva. De este modo,
los pocos miligramos de biomasa del micelio vegetativo de la colonia son
convertidos en millones de esporas. La produccion de antibidticos y otros
metabolitos secundarios se encuentra estrechamente relacionada con esta via de

desarrollo, de ahi su importancia (Chater et al., 2010).

En cuanto a la produccion de enzimas, las mas industrializadas son las
hidrolasas, principalmente utilizadas en detergentes, comidas y bebidas, textiles y
comida animal. Diferentes Streptomyces spp pueden sintetizarlas debido a su
metabolismo no fastidioso y a su desarrollado sistema de secreciéon. El analisis
completo del genoma de S. coelicolor ha revelado que, respectivamente el 7.8% vy
el 10.5% de las proteinas son transportadoras y proteinas secretadas (Weber et
al., 2003). Ademas, los estreptomicetos estan considerados como organismos
GRAS (del inglés, Generally Regarded As Safe o usualmente considerados
seguros), lo que significa que no son vistos como patdgenos importantes del
humano. Entre las hidrolasas mas importantes producidas para la industria, se
encuentran las proteasas, las lipasas, las alfa-amilasas, las fosfatasas, las xilosa-
isomerasas Yy las xilanasas (Tabla 1.). Son usadas, de manera respectiva, para la
degradacion de proteinas (textil; Aretz et al.,, 1989), para remover grasa
(detergentes; Sommer et al., 1997), para la hidrélisis del almidén en glucosa
(producciones de cerveza, bebidas, detergentes), para la liberacién de fosfatos
(alimentacién animal; Labeda et al., 1997), la interconversion de glucosa y fructosa
y la degradaciéon de polisacaridos (alimentacion de animales, textil, industria del
papel; Bandlish et al., 2002).
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Tabla 1. Enzimas importantes en la industria producidas por Streptomyces spp.

Enzima Actividad Biologica Producida por

. sp
. megasporus SO12

Alfa-amilasa | Produccién de glucosa-maltosa

. lividans

. griseus

. rimosus

. limosus

. venezulae

. hygroscopicus

. yunnanensis

. scopiformis

. thermogriseus

Lipasa Remocién de grasas . cinnamoneus

. rimosus

. seoulensis

Xilanasa Hidrdlisis de polisacaridos no . roseiscleroticus

celulésicos en pulpa de madera . galbus

. Albus

Biodecoloracion

. speibonae

. mexicanus

. thermocoprophilus

Proteasa Degradacion de proteinas . lividans TK 24
Fosfatasa Liberacién de fosfato . stramineus
Xilosa Interconversién de glucosa y . Marinus

fructosa . olivaceoviridis E-86

0N mw Ol O V O Ol O O] O O O] V] O O O] O] O O O] O] O] Ol Ol n

. thermovulgaris 127

S. fradiae
(Modificada de Lanoot, 2005).

Es importante mencionar que los estreptomicetos juegan un papel muy
importante en la biodegradacion de quitina, celulosa, lignina, pegnina y varios
compuestos organicos relacionados, los cuales son quimicamente casi inertes,
debido a varias de las proteinas antes mencionadas que secretan; un ejemplo de

esta importancia esta en que casi toda especie de Streptomyces usa la quitina no
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s6lo como fuente de carbono sino también como fuente de nitrégeno, de manera
contraria a otras bacterias quitinoliticas. Estas bacterias son de vital importancia
por la ayuda que prestan al ecosistema reciclando este tipo de moléculas. Ademas
de los estreptomicetos, solo un numero limitado de otras bacterias, tanto aerobias
(Cytophaga) como anaerobias (Clostridium), y hongos juegan un papel importante

en este proceso.

En cuanto a los metabolitos secundarios, la historia del descubrimiento de
compuestos bioactivos en estos microorganismos se remonta a 1940 cuando
Waksman y sus compaferos purificaron el antibidtico actinomicina de S.
antibioticus, seguido de estreptomicina en 1942; sin embargo, fue la
estreptomicina producida por S. griseus la que activo la busqueda sistematica de
antibiéticos en los estreptomicetos y otros microorganismos filamentosos por la
industria de los 50, 60 y 70s. Entre 1955 y 1962, aproximadamente el 80% de los
antibidticos se originaban, en su mayor parte, de Streptomyces (Berdy, 1974). El
climax de los descubrimientos llegd en 1970. Tan sélo en el 2000, 23000
metabolitos secundarios microbianos eran conocidos, de los cuales el 42% eran
producidos por actinobacterias, el 42% por hongos y el 16% restante por otras
bacterias (Lazzarini et al., 2000); dentro de estas actinobacterias, el género
Streptomyces era el mas grande productor de antibidticos (Watve et al., 2001). De
12000 metabolitos secundarios con actividad antibidtica conocidos en 1995, el
55% eran producidos por estreptomicetos y un 11% adicional por otros
actinomicetos. Se puede comprender la gran importancia de este género en la
industria farmaceéutica y su gran impacto en la historia de la medicina. Ademas del
campo de los antibidticos, una gran cantidad de compuestos naturales son

producidos a su vez por los estreptomicetos (Tabla 2).
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Tabla 2. Algunos compuestos naturales, ademas de los antibioticos, producidos por
Streptomyces spp (Modificada de Lanoot, 2005).

Compuesto Actividad Biologica Producido por
Antracilcina Antitumor S. galilaeus
Ciclipostina Inhibidor de la lipasa S. sp.
Higromicina Inmunosupresor S. hygroscopicus
Piperastatina A Inhibidor de la serin | S. lavendofoliae

carboxipeptidasa

Estreptozotocina | Diabetogénico S. achromogenes

Bafilomicina Inhibidor de ATP-asa de S. griseus
bacterias, plantas y animales S. halstedii

Valinomicina lonéforo, téxico para | S. griseus

procaryotes y eucaryotes.

Algunos de los grupos de antibidticos producidos por las especies de

Streptomyces son los siguientes:

Beta lactdmicos. Este grupo ocupa la mayor parte del mercado de
antibidticos (54%, Madigan et al., 2003). Han sido usados de manera
extensiva para el tratamiento de varias infecciones bacterianas por mas de
medio siglo. Los beta-lactamicos mas importantes son la penicilina, la
cefalosporina, la cefamicina y el acido clavulanico secretado por S.
clavuligerus. Otros productores son Penicillium chrysogenum, Acremonium
chrysogenum y Nocardia lactamdurans (Thykaer y Nielsen, 2003). El
mecanismo de accion de estos antibidticos es a nivel de la pared celular al
inhibir la sintesis de peptidoglicano. La produccion de penicilina es una de
las industrias biotecnoldgicas mas antiguas y grandes del mercado mundial
con mas de 60000 toneladas en el afio 2000. Es probable que sea el
medicamento mas efectivo que existe, en cuanto a costos se trata. La

estructura mas comun de los beta-lactamicos se puede ver en la figura 9.
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Fig. 9. Estructuras de antibiéticos B-lactamicos. Los nombres genéricos de las familias, los

nombres especificos de sus estructuras y los microorganismos productores (no necesariamente

Streptomyces) estan indicados (Modificado de Liras y Martin, 2006).

e Macrolidos. Estos antibidticos pertenecen al 11% de los antibidticos

clinicamente utilizados. Consisten de un largo grupo de miembros naturales

y derivados semisintéticos, todos compuestos de un anillo de aglicona (14 o

mas atomos de carbono) al cual estan unidos varios azucares (Fig. 10). La

mayoria de los antibidticos de esta familia son producidos por

estreptomicetos como S. ambofaciens (espiramicina) y S. halstedii

(carbomicina). Su mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la

sintesis de proteinas en los ribosomas. Su espectro de bioactividad es

similar al de los beta-lactamicos y por lo tanto, es usado para tratar

infecciones en pacientes que son alérgicos a los antibiéticos con anillos

beta-lactamicos (Lanoot, 2005).
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Carbomicina Espiramicina
S. halstedii S. ambofaciens

Fig. 10. Estructura de macrolidos. Nombres de sus estructuras y organismos productores.

Tetraciclinas. Con los B-lactamicos, las tetraciclinas pertenecen a uno de
los grupos mas importantes de antibiéticos utilizados en el campo médico
(Fig. 11). Ademas, tienen uso en la medicina veterinaria, y en algunos
paises son utilizados como suplementacién para el ganado. Fueron uno de
los primeros antibidticos de amplio espectro, inhibiendo casi todas las
bacterias Gram-positivas y negativas. Su mecanismo de accion consiste en
inhibir la sintesis de proteinas. Los principales estreptomicetos encargados
de producirlas son Streptomyces aureofaciens (clortetraciclina y
demeclociclina) y Streptomyces rimosus (oxitetraciclina). En la actualidad
su uso se ha visto significativamente reducido debido a la resistencia

generada por varios microorganismos alrededor del mundo (Lanoot, 2005).

Clortetraciclina Demeclociclina
Streptomyces aureofaciens Streptomyces aureofaciens

o o0 O OaH OH

Oxitetraciclina
Streptomyces rimosus

Fig. 11. Estructura de tetraciclinas. Nombres de sus estructuras y organismos productores.
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Estreptograminas. Representan una clase unica de antibidticos, debido a
su gran actividad antibacteriana y su mecanismo de accién unico. Estos
antibiéticos son producidos por varias especies de Streptomyces, como la
virginiamicina, la micamicina y la pristinamicina (Fig. 12), secretadas por S.
virginiae, S. mitakaensis y S. pristinaespiralis respectivamente, y han sido
clasificados en 2 grupos: las macrolactonas (grupo A) vy los
hexadepsipéptidos ciclicos (grupo B). Los dos grupos unen ribosomas
bacterianos e inhiben la sintesis de proteinas en el paso de la elongacion y
actuan sinérgicamente in vivo; la mezcla de los 2 grupos es mas potente
que los dos grupos individuales y su accion combinada es irreversible. Las
estreptograminas han demostrado tener actividad contra microorganismos
Gram-positivos incluyendo aquellos resistentes a varios medicamentos. Aun
mas, la ausencia de resistencia cruzada hacia macrolidos en cualquiera de
los microorganismos a los que se le aplican las estreptograminas, y la rara
resistencia cruzada entre los 2 grupos (A y B), son una de las
caracteristicas principales de estos antibioticos, ofreciendo la posibilidad de
tratamiento para un gran numero de infecciones causadas por bacterias

Gram-positivas multi-resistentes (Lanoot, 2005).
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Pristinamicina PlII Pristinamicina Pl
(Grupo A) (Grupo B)

Fig. 12. Estructura de pristinamicinas del grupo A y B producidas por S. pristinaespiralis.
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e Aminoglicosidos. Este grupo contiene amino azucares unidos por enlaces
glicosidicos a otros amino azucares inhibiendo la sintesis de proteinas en la
subunidad 30S del ribosoma (Fig. 13). Su espectro de actividad abarca a
las bacterias Gram-negativas. Sus productores son S. griseus (Mansouri y
Piepersberg, 1991) y S. kanamyceticus (Okami et al., 1959) secretando
respectivamente estreptomicina y kanamicina. Hoy en dia, este grupo de
antibidticos tiene un uso restringido y solo abarca un 3% del total de

antibiéticos producidos vy utilizados (Madigan et al., 2003).

H
HzN
o} H H
HO
HNG P OH H H OH
(o4 N
Ha or&o NYNHZ S “é NH;
OH CHg . N NHg
Estreptomicina Kanamicina
Streptomyces griseus Streptomyces kanamyceticus

Fig. 13. Estructura de aminoglicésidos. Nombre de estructuras y organismos productores.

Los pocos antibidticos encontrados actualmente, tienen estructuras
quimicas ya conocidas, aunque mejoran su espectro de actividad comparandolos
con su grupo de compuestos relacionados. Toda esta gran diversidad de
compuestos bioactivos producidos por Streptomyces se debe a las caracteristicas
intrinsecas del género mencionadas alrededor de toda esta introduccion, ademas
de caracteristicas genotipicas y de desarrollo como se indicara en secciones

posteriores.

En la figura 14 se puede encontrar el sitio de accion de algunos de los
antibiodticos mencionados anteriormente, asi como de otros grupos conocidos para
dar una idea del complejo mecanismo de acciéon que puede tener cada una de

estas moléculas por separado.

28



Sintesziz de pared celular DM& girasa Elongacion de R | FNA polimeraza dirigids a DA

Ciclosporing Quinolonas - '.é._cidn nalidl’_xiéo Actinomicing Rifampicina_ .

S ancomicing — Ciprofloxacing Estreptovaricinas

Bacitracina Mavabiacing

Pencilings T Sintesizs de proteinas

Cefalosporines . (inhikicidn del 505)

lonobactams : . L o

DA ﬂ?\\ Eritromicing (macralicdas)

Carbapensms WY | T Claramfenicol

Metabolizmo de acido folico | e .- et Clindamicing
Tritmetroprim _ ' RN T ! Lincomicing
Sulfonamidas Bl — oo,

e Sintesiz de proteinas

! D-I!IF (inhibicion del 30%)
.‘Gl‘l 4'1' Yy ’
5 l! g = -_g,. g Tetraciclinas
‘\ a0 3 o g Ezpectinomicing
b Estreptomicing
: Gertamicing

i
Estructura v funcion de la i
membrana ctopldsmica :aq:mlplna
—— = =——— mikacina
Paolimixinas ] Biosirtesiz
i

L Mitrafuranos
Daptormicing ke lividos
/ B Sintesis de proteinas
Plartesimicing [tRMAY
PaEA hembrana Pared P
S — Mupiracing
citoplasmica celular PuramicinG

Fig. 14. Sitio y mecanismo de accion de varios grupos de antibiéticos. Los sitios de accion

van desde la sintesis de la pared celular hasta la sintesis de proteinas y la elongacion del RNA.
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Desarrollo

Estudios Gendmicos de Streptomyces

El genoma de Streptomyces consiste de un cromosoma de 8 a 9 Mb. A
diferencia de otros cromosomas eubacterianos, el cromosoma de Streptomyces es
linear y contiene un punto de origen de replicacién central (oriC) y secuencias
terminales repetidas invertidas unicas (TIRs) con proteinas terminales (Tpgs)
covalentemente unidas a los extremos 5’ (Ohnishi, et al. 2008), lo cual también
aplica para sus plasmidos (Fig. 15). Los cromosomas lineares, que son de los
elementos predominantes en la genética de los eucariontes, también han sido
identificados en organismos como Borrelia burgdorferi, que causa la enfermedad
de Lyme y es transmitida por garrapatas y Agrobacterium tumefaciens, que causa
la corona de agallas, una enfermedad causante de tumores en mas de ochenta

familias de plantas herbaceas y forestales.
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Fig. 15. Representacioén circular del cromosoma de Streptomyces coelicolor. La escala exterior estad numerada en
contra de las agujas del reloj (para corresponder con el mapa previamente publicado) en megabases e indica las regiones
del nucleo (azul oscuro) y brazos (azul claro) del cromosoma. Circulos 1y 2 (de afuera hacia adentro), todos los genes
(cadena inversa y normal respectivamente) coloreados por funcién (negro, metabolismo de energia; rojo, informacién
transferida y metabolismo secundario; verde oscuro, asociado a la superficie; cian, degradaciéon de moléculas grandes;
magenta, degradacion de moléculas pequefias; amarillo, metabolismo central o intermediario; azul opaco, reguladores;
naranja, regiones hipotéticas conservadas; café, pseudogenes; verde opaco, desconocido; gris, miscelaneas); circulo 3,
genes “esenciales” seleccionados (para divisién celular, replicacion de DNA, transcripcion, traducciéon y sintesis de
aminodcidos, circulos de color aplican los mismo que 1 y 2); circulo 4, genes de contingencia seleccionados (rojo,
metabolismo secundario; azul opaco, exoenzimas; azul oscuro, conservon; verde, proteinas de vesiculas de gas); circulo 5,
elementos moviles (café, transposasas; naranja, genes putativos adquiridos lateralmente); circulo 6, contenido de G+C;
circulo 7, bias de GC ((G-C/G+C), caqui indica el valor mayor a 1, morado menor a 1). El origen de replicacion (ori) y las

proteinas terminales (circulos azules) también estan indicados (Bentley 2002).
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A la fecha, se han secuenciado 5 genomas de Streptomyces, siendo los de
principal importancia Streptomyces coelicolor A3 (2) publicado en el afio 2002 por
Bentley y colegas, Streptomyces avermitilis publicado en 2003 por lkeda y
colaboradores y Streptomyces griseus IFO 13350 publicado en 2008 por Ohnishi y
colaboradores. Son diversas las razones por las cuales solo estos han sido los
primeros, de muchos mas en un futuro. Streptomyces coelicolor A3 (2) es
genéticamente el representante mejor conocido del género, por lo que se le dio
vital importancia y fue el primero de todos secuenciado. Streptomyces avermitilis
produce principalmente ivermectina (Fig. 16), un grupo de agentes antiparasitarios
utilizados en la medicina humana y veterinaria, siendo un microorganismo con
gran importancia en la industria, por lo que se estuvo secuenciando en los mismos
afios que Streptomyces coelicolor. En cuanto a Streptomyces griseus produce
industrialmente estreptomicina (Fig. 17). Otra razén es que de manera indiscutible,
Streptomyces griseus ha proveido los primeros ejemplos bacterianos bien
estudiados de sefializacion extracelular por compuestos difusibles de bajo peso

molecular, lo que se mencionara en secciones posteriores (Ohnishi et al., 2008).
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Fig. 16. Representacion esquematica del cromosoma de S. avermitilis. 1. Distribucion de los genes de acuerdo a la
direccion de la transcripciéon (cadena + (superior), cadena — (inferior)). 2. Distribucién de clusters de genes de metabolitos
secundarios. 3. Distribuciéon de tRNAs. 4. Distribucion de operones de rRNA. 5. Distribucién de IS y genes de transposasas.
6. Distribuciéon de secuencias relacionadas con fagos o plasmidos integrales. 7. % de variacion de GC en los replicones. 8.
Bias de GC (Modificado de lkeda, 2003).
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Fig. 17. Representacion esquematica del cromosoma de S. griseus. i. Distribucion de ORFs de acuerdo a la direccién de
transcripcion, cadena positiva. ii. Igual que 1, pero cadena negativa. iii. Distribucion de clusters de genes de metabolitos
secundarios. Rojo, estreptomicina (str, sts); naranja, grixazona (gri); verde, PKS y/o NRPS; negro, otros. iv. Distribucion de
genes de tRNA. v. Distribuciéon de operones de rRNA. vi. % de variaciéon de GC. vii. Bias de GC (Modificado de Ohnishi,
2008).

Los 2 estreptomicetos restantes cuyos genomas ya estan secuenciados y
se tiene acceso al publico son los de Streptomyces bingchenggensis BCW-1 y
Streptomyces scabieis 87.22 (Informacion obtenida de
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi). Del primero no se han realizado
muchos estudios gendmicos debido a que la secuencia completa fue liberada el 28
de mayo de 2010, y por esta razon fue incluido pero no estudiado en este trabajo.
Se conoce, sin embargo, produce milbemicinas, una familia de lactonas
macrociclicas usadas ampliamente en la medicina humana, veterinaria, y en
agricultura para promover la proteccion de diversos sembradios
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomeprj/46847). El segundo estreptomiceto se
caracteriza por ser el agente causal de la “enfermedad de las costras” que afecta
una gran variedad de vegetales subterrdneos como las papas y los nabos. Es de
suma importancia en agricultura por los grandes dafios que causa en cosechas
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genomeprj/40749). Este dultimo no sera tampoco

incluido de manera extensa pues su estudio se encuentra mas relacionado con la
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patogenia de vegetales. Algunos estreptomicetos cuyo proyecto de secuenciacion

se encuentran en proceso se indican en la tabla 3:

Tabla 3. Proyectos de secuenciacion de genomas de estreptomicetos en progreso.

Streptomyces albus J1074 Streptomyces sp. AA4
Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 Streptomyces sp. ACT-1
Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 Streptomyces sp. ACTE
Streptomyces flavogriseus ATCC 33331 Streptomyces sp. C
Streptomyces ghanaensis ATCC 14672 Streptomyces sp. H668
Streptomyces griseoflavus Tu4000 Streptomyces sp. Mg1
Streptomyces hygroscopicus ATCC 53653 | Streptomyces sp. SA3_actF
Streptomyces ipomoeae 91-03 Streptomyces sp. SA3_actG
Streptomyces lividans TK24 Streptomyces sp. SPB74
Streptomyces peucetius ATCC 27952 Streptomyces sp. SPB78
Streptomyces pristinaespiralis ATCC 25486 | Streptomyces sp. e14

Streptomyces roseosporus NRRL 11379

Streptomyces sviceus ATCC29083

Streptomyces roseosporus NRRL 15998

Streptomyces turgidiscabies Car8

Streptomyces viridochromogenes DSM 40736

Informacion obtenida de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Iproks.cgi

Para poder dar una idea general de la informacion genética de los

estreptomicetos, se resumiran

las caracteristicas de

los tres genomas

secuenciados hasta ahora con mayor importancia, con mencion de su capacidad

de produccién de metabolitos secundarios (Tabla 4).
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Streptomyces coelicolor tiene un cromosoma linear con 8,667,507 pares de
bases, conteniendo el numero mas grande de genes descubierto hasta ahora en
una bacteria. Los 7,825 genes predichos incluyen mas de 20 clusters que
codifican para metabolitos secundarios conocidos o desconocidos. EI genoma
contiene una proporcidon sin precedentes de genes regulatorios, predominando
aquellos involucrados en respuestas a estimulos externos y estrés, y muchos
juegos de genes duplicados que pueden representar isoformas “especificas de
tejido” operando en las diferentes fases del desarrollo de las colonias, una

situacion unica de esta bacteria (Bentley, 2002).

En cuanto a los metabolitos secundarios de S. coelicolor, ya se habian
estudiado desde antes de la secuenciacion los clusters de genes especificos para
la biosintesis de un antibidético aromatico poliquétido Illamado actinorhodina,
clusters para los llamados complejos RED de antibi6ticos de prodignina roja de
oligopirrol, y para los péptidos no ribosomales CDA; asi como clusters del gen
whiE, el cual codifica una poliquétido sintasa tipo Il para pigmentos grises de
esporas. El genoma revel6 18 clusters mas que codificarian para enzimas que se
sabe son caracteristicas del metabolismo secundario. Estas incluyen poliquétido
sintasas modulares tanto de tipo | como de tipo Il (PKS), calcona sintasas,
sintetasas de péptidos no-ribosomales (NRPS), terpenos ciclasas, entre muchas
otras. La distribucion de los clusters en el cromosoma no parece ser al azar,
encontrandose cierta preponderancia en los brazos, pero especialmente en la
region cercana del limite del brazo derecho y la parte central. Aunque se conocen
las enzimas, se desconocen muchos de los antibiéticos y metabolitos secundarios
que se pueden generar, por lo que se aplican técnicas de comparacion con
clusters similares en otros organismos, asi como herramientas de analisis de
secuencias recientemente desarrolladas, para generar asi un panorama de las
probables estructuras de los productos terminales de estos genes. Es digno de
notarse que 3 de los clusters para metabolitos secundarios, codifiquen para la
sintesis de siderdéforos, lo que implica que S. coelicolor se encuentra bajo presion

selectiva para buscar fierro en situaciones de baja disponibilidad del mismo. Por lo
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mismo, algunos de los productos de estos clusters podrian ser calificados de
“‘metabolitos de estrés”, encargados de combatir situaciones de estrés fisico,
quimico o bioldgico (Bentley, 2002).

Region
glon
subtelomérica Region
0 brazo > subtelomérica
0 brazo
Region
céntrica o <
conservada

Fig. 18. Regiones del genoma de Streptomyces coelicolor.

Streptomyces avermitilis contiene un genoma de 9,025,608 bases y codifica
para, al menos 7,574 ORFs potenciales. 35% de los ORFs constituyen 721
familias de genes paralogos. Treinta clusters de genes relacionados con la sintesis
de metabolitos secundarios han sido identificados, correspondiendo al 6.6% del
genoma. La comparacion con S. coelicolor A3 (2) revelé que la regioén interna de
6.5Mb en el genoma de S. avermitilis estaba altamente conservado con respecto
al orden de genes, y contenia todos los genes esenciales conocidos pero mostro
una estructura perfectamente asimétrica en el centro oriC. Contrastando con esto,
las regiones terminales no estaban conservadas y contenian de manera

preferencial genes no esenciales (lkeda et al., 2003).

De los 30 clusters de genes que S. avermitilis posee relacionados al
metabolismo secundario, 17 estan localizados en las regiones subteloméricas. Los
clusters de genes especificos para las vias biosintéticas de avermectina y
pentaene, a su vez estaban localizados en la regién subtelomérica de 2 Mb del

brazo de la izquierda. Contrastando con esto, varios clusters de genes para
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metabolitos secundarios comunmente producidos por varias especies de
Streptomyces, como por ejemplo la geosmina, la pentalenolactona y la
oligomicina, se encontraban en la region conservada de 6.5Mb del genoma (lkeda
et al., 2003).

Por ultimo, Streptomyces griseus posee un genoma de 8,545,929 bp, con
7,138 ORFs predichos. Contiene secuencias repetidas invertidas terminales
extremadamente largas, de 123,910 bo cada una. La secuencia de los nucleétidos
de los teldbmeros, asi como su estructura secundaria, que consiste de varios
palindromos, son diferentes que los telémeros tipicos conservados en otras
especies de Streptomyces. De acuerdo con la diferencia, el cromosoma tiene
pseudogenes para una proteina terminal conservada (Tpg) y una proteina
asociada al telémero (Tap). Al realizar la comparacién con los otros 2 genomas ya
secuenciados, se descubri6 la existencia de al menos 24 proteinas especificas de
Streptomyces (Ohnishi et al., 2008).

El genoma de S. griseus contiene al menos 34 clusters de genes o
simplemente genes para la biosintesis de metabolitos secundarios conocidos o
desconocidos. El cluster para la biosintesis de estreptomicina se encuentra casi al
final de la zona conservada del cromosoma, cerca del brazo derecho. Otros
clusters para metabolitos secundarios también fueron analizados, especificamente
grixazona, un carotenoide y melanina HPQ. De los 34 totales encontrados, 18 se
encuentran fuera de la regién conservada del cromosoma, reforzando la idea de
que las regiones variables subteloméricas del cromosoma linear contribuyen a la
diversidad metabdlica del género. Streptomyces griseus provee un claro ejemplo
de lo criptico que es el metabolismo secundario. Ademas del cluster para
carotenoides descrito anteriormente, se pueden encontrar otros 2 clusters en la
secuencia TIR. Este microorganismo tiene 3 copias del cluster para carotenoides
en el cromosoma y sin embargo, es incapaz de producirlos bajo ninguna condicién
hasta ahora examinada. Falta mas investigacion con respecto al tema para lograr
comprender el metabolismo secundario y sus consecuencias en su totalidad
(Ohnishi et al., 2008).
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Con toda la informacion recién planteada, se puede observar que la mayor
parte de los genes esenciales se encuentran en la region céntrica o “nuclear” del
cromosoma de Streptomyces, mientras que varios de los genes utilizados para el
metabolismo secundario, asi como genes “accesorios”, se encuentran repartidos
en los brazos del cromosoma teniendo enormes consecuencias de biodiversidad.
Como dato adicional, la cantidad de informacion correspondiente a compuestos
bioactivos excede a la de genomas que no sean de estreptomicetos: 3 en Bacillus
subtilis (Kuns et al., 1997) y 4 en Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Stover et al.,
2000). La mayoria de los genomas, sin embargo, carecen de cualquier cluster de

genes de productos naturales (Bentley et al., 2002).

Lo que vuelve unico al cromosoma de Streptomyces, ademas de algunas
de las caracteristicas mencionadas anteriormente, son los TIRs y las proteinas
terminales identificadas en sus cromosomas (lkeda et al., 2003). Es por esta razon
que su cromosoma tiene un modo especial de replicacién. Mientras que otros
genomas lineares inician su replicacion desde las proteinas terminales, como una
sola cadena desde cualquier extremo de la molécula, el cromosoma de
Streptomyces se replica bidireccionalmente desde el tipico oriC ubicado al centro
del mismo. En los cromosomas circulares, las 2 bandas generadas en la
replicacion se encuentran eventualmente para completar a la molécula nueva,
pero los replicones lineares encaran un problema terminal: la banda lider
sintetizada llega hasta el final del cromosoma, pero la remocién del primer de RNA
en el ultimo fragmento de Okazaki de la banda retrasada deja un hueco en el lado
3’ (donde la cadena ya no es doble, solo sencilla), el cual es “parchado” por la
sintesis de DNA generada por la proteina terminal (TP). La TP esta codificada por
un gen en el cromosoma de Streptomyces y en algunos plasmidos lineares
(Hopwood, 2006).

Las TIRs de Streptomyces varian de menos de 1kb a mas de 550kb. Estas

secuencias terminales contienen alrededor de 7 secuencias palindromicas
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estrechamente empaquetadas, las cuales se piensa que se encuentran en la
region donde la cadena de DNA es sencilla, y se cree que esto podria lograr que
la cadena se pliegue sobre si misma para generar sitios estructurales de
reconocimiento para las proteinas terminales (TP). Aunque esto es solo una
posibilidad, estudios recientes en Streptomyces griseus muestran que las zonas
palindrémicas son blanco de proteinas asociadas a telémeros (Tap), las cuales se
encuentran codificadas por un ORF rio arriba del gen de la TP, y se encargan de
reclutar a la TP al término del cromosoma. Tap y Tp, a su vez, son proteinas
candidatas para la union de los extremos del cromosoma, aunque se necesitan

identificar mas proteinas (Hopwood, 2006).

El cromosoma de Streptomyces es inherentemente inestable, y
frecuentemente sufre de rearreglos cromosomicos, tanto espontaneos como
generados por tratamientos mutagénicos, bastante fuertes, particularmente en las
regiones terminales donde casi no residen genes esenciales. Estos cambios
incluyen deleciones, amplificaciones, reemplazamiento de brazos y circularizacion.
Se pueden llevar a cabo deleciones de hasta el 25% del genoma (2Mb en un
genoma de 8Mb) en un 0.5% de esporas germinativas (Volff y Altenbuchner,
2000). Ademas, las sustancias toxicas originadas del metabolismo de la misma
bacteria, asi como dafio por luz UV, entre otros factores, pueden danar el DNA,
llevandose a cabo, por ejemplo, mutaciones puntuales en los genes. De aqui que
toda una gama de genes alterados o recombinados puedan expresarse, llevando a
configuraciones de proteinas nuevas. La amplia gama de plasmidos tanto lineares
(caracteristicos del género) como circulares que puedan ser transferidos entre
bacterias y los eventos de recombinacién que puedan llevar a cabo, da una idea
de la gran cantidad de metabolitos que pueden o no ser generados. La
inestabilidad cromosomal lleva a inestabilidad genética, la cual es ubicua entre las
diversas especies de Streptomyces, y afecta casi todas las funciones de vida;
como por ejemplo, la diferenciaciéon del metabolismo secundario y la respuesta a
cambios ambientales. Hace tiempo se creia que la inestabilidad se debia a la

estructura linear; sin embargo, se ha demostrado que no es atribuible a este
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hecho, ya que algunos mutantes con cromosomas circulares muestran una
frecuencia aun mayor de inestabilidad genética. Tedricamente, estos rearreglos
cromosomales pueden darse por vias de recombinacion homaologa o no-homaloga;
sin embargo, los mecanismos involucrados en este tipo de rearreglos de

Streptomyces no han sido estudiados de manera satisfactoria (Chen et al., 2010).

Metabolismo secundario de Streptomyces

Formacioén del micelio aéreo

Cuando una espora de Streptomyces encuentra las condiciones favorables
y los nutrientes necesarios, germina y uno o dos tubos germinativos emergen y
crecen para formar hifas. Estos tubos germinativos crecen al extenderse sus
puntas y al ramificarse para formar el micelio vegetativo, el cual usualmente se
abre camino a lo mas profundo del sustrato que lo rodea. Al terminarse los
nutrientes y gracias a otras sefales, la produccion de metabolitos secundarios y la
diferenciacién morfolégica comienza. Se comienzan a crear las hifas aéreas, las
cuales rompen la tension superficial al escapar del ambiente acuoso del micelio
vegetativo y crecen en el aire, como su nombre lo indica. La hifa aérea se divide
por un tipo muy especial de division celular en cadenas largas de compartimientos
de preesporas, las cuales desarrollan paredes gruesas, sintetizan pigmentos
grises y adquieren otras caracteristicas de esporas maduras. Comparando a las
esporas de Streptomyces con las endosporas formadas por las diversas especies
de Bacillus, las esporas de los estreptomicetos son menos resistentes a
condiciones adversas, aunque pueden sobrevivir por largos periodos de tiempo en
estado disecado, por lo que se puede concluir que estas esporas estan
especializadas para ser repartidas dentro de su propio ambiente (Flardh y Buttner,
2009).

Haciendo rapidamente una mencion de la formacién del micelio vegetativo
debido a su peculiaridad, su crecimiento ocurre gracias a la extension de las
puntas de los tubos germinativos y a la formacion de ramas, por lo que el material

de la pared celular sélo es sintetizado en las puntas, lo cual ha sido demostrado
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experimentalmente (Flardh, 2003) (Fig. 19). Este patron de crecimiento es
completamente diferente al de casi todas las bacterias. En Escherichia coli,
Bacillus subtillis y otros microorganismos con forma de bacilo, la elongacién es
orquestada por un citoesqueleto helical formado por el homologo bacteriano de
actina MreB (Carbadillo-Lopez, 2006). Este citoesqueleto dirige la insercion de
nuevos peptidoglicanos en las paredes laterales, resultando en la extension de la
célula y en la adquisicién de la forma bacilar, mientras que los polos celulares se
mantienen inertes al haberse formado gracias a la divisién celular. Contrario a
esto, la extensién de las puntas de Streptomyces no depende de mreB, y como ya
se menciond, la sintesis solo ocurre en las puntas de la hifa. Aunque todos los
genomas de Streptomyces secuenciados a la fecha contienen al menos 2 genes
de mreB, diversos estudios en Streptomyces coelicolor muestran que estos genes
tienen un bajo impacto en la extensién del micelio vegetativo, y mas bien se
encuentran involucrados de manera mas estrecha con la esporulacién de la hifa

aérea (Mazza et al., 2006).

Fig. 19. Crecimiento polarizado del micelio vegetativo. Zonas apicales
marcadas con conjugado de vancomicina fluorescente (rojo) debido a que
tine los sitios donde el precursor lipidico de peptidoglicanos Il es
exportado y expuesto en la superficie de la pared; localizaciéon de la
proteina determinante de la polaridad DivIVA marcada con proteina verde
fluorescente (EGFP, verde) (Flardh y Buttner, 2009).

Este crecimiento apical independiente de mreB parece depender de la
proteina DivIVA. A la fecha no se sabe mucho de esta proteina, mas que se
enfoca en las puntas (Flardh, 2003) y que la deplecion de ésta lleva a una pérdida
del ensamblaje de la pared celular (Letek et al., 2008). Por otro lado, la sobre
expresion de DivIVA lleva al ensamblaje de muchos focos alrededor de las
paredes laterales donde se establece el crecimiento de la pared celular, llevando a

ramas multiples aberrantes. Esta informacion sugiere que DivIVA se encarga de
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reclutar a la maquinaria biosintética necesaria para la formaciéon de la pared
celular en nuevos sitios. La punta de la hifa es probablemente un lugar donde se
encuentran concentradas muchas funciones importantes. El peptidoglicano, asi
como otros componentes de la envoltura celular como acidos teicoicos, proteinas
de superficie y lipidos de membrana, pueden ser secretados y armados
especificamente en las zonas de crecimiento apical, aunque todo esto debe ser
comprobado experimentalmente. Como ejemplo de esto, la maquinaria que
produce el péptido surfactante, del cual se hablara mas adelante, SapB (proteina
B asociada a esporas) parece encontrarse localizada en estas puntas. DivIVA
claramente es uno de los marcadores moleculares que identifican este sitio
subcelular tan ocupado en Streptomyces, aunque no se debe descartar la

participacion de mas moléculas (Flardh y Buttner, 2009).

Para romper la tension superficial del medio y crecer en el aire, S. coelicolor
tiene que cubrir su hifa aérea de una capa hidrofébica, la cual no se encuentra en
la hifa vegetativa en el medio acuoso, y también de péptido surfactante SapB, al
menos en medios enriquecidos. Aunque la capa hidrofébica fue identificada por
primera vez por microscopia de electrones en los inicios de 1960 y SapB fue
identificada cerca del ano de 1990, ambos componentes eludieron la
caracterizacion genética y bioquimica por varios afios, incluso aun después de que
se completo la secuenciacién del genoma de S. coelicolor. Es por esta razén que
la reciente elucidacion de la estructura de SapB, la identificacion de los genes que
especifican su produccion, asi como la caracterizacion de los componentes
principales de la capa hidrofébica son importantes avances en el entendimiento de
la morfogénesis del metabolismo secundario de los estreptomicetos (Flardh vy
Buttner, 2009). Ademas de SapB, se conocen otras moléculas involucradas en el
proceso fisico del crecimiento aéreo como lo son las proteinas “chaplinas” y
‘rodlinas”, que componen el material fibroso de la capa hidrofébica. La alta
actividad de superficie que tienen estos 3 tipos de proteinas ha llevado a la idea
generalizada de que su papel principal es permitir que la hifa aérea rompa la

tension superficial del ambiente acuoso que rodea a la hifa vegetativa. Tomando
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esto en cuenta y sabiendo que aun después de que la hifa emergio, las proteinas
continuan cubriéndola, se cree que deben guardar un compartimiento hidratado
que incluye a la pared celular. Es dificil evitar inferir que este compartimento
cilindrico forma un canal por el que los nutrientes y otros metabolitos se pueden

difundir del sustrato a las puntas crecientes de la hifa aérea (Chater et al., 2010).

En medios enriquecidos de cultivo, S.coelicolor produce SapB para permitir
la formacion eficiente de la hifa aérea; es importante recalcar esto por razones que
se veran mas adelante. Se sabe que SapB se encuentra codificado por un cluster
de genes de formacion rapida del micelio aéreo (ram), el cual contiene ramR, un
gen que codifica para un regulador que directamente activa el operon ramCSAB.
Se sabe que el gen ramS codifica para un prepéptido de SapB de 42 aminoacidos,
el cual sufre una extensa modificacion post-traduccional catalizada por la SapB-
sintetasa RamC. Se cree que el dominio amino terminal de RamC funciona como
una deshidratasa de serina que convierte 4 residuos de serina de RamS en
dehidroalaninas (Dha), de las cuales 2 reaccionan subsecuentemente con tioles
de cisteina para formar anillos intramoleculares de lantioninas. Esta reaccion se
cree que es catalizada por el dominio carboxi-terminal de ciclasa de RamC. Por
ultimo, el péptido lider es removido por una proteasa desconocida para generar el
residuo maduro de 21 aminoacidos de SapB, el cual probablemente sea exportado
de la hifa por el transportador de cassete de union de ATP (ABC) codificado por
ramA y ramB (Kodani et al., 2004) (Fig. 20).
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Fig. 20. Modelo de la biosintesis del péptido surfactante parecido a lantibiéticos SapB (Modificado
de Flardh y Buttner, 2009).

Se sabe que copias extra de los genes ram inducen una formacién del
micelio aéreo muy rapida, mientras que la delecién del cluster ram, o del cluster
ortdlogo amf en S. griseus, causa la pérdida de la hifa aérea (O’Connor et al.,
2002). La funcion bioquimica de las proteinas Ram no fue aclarada hasta que se
comprendiéo que el término carboxilo de RamC era similar a las sintetasas de
lantibidticos. Los lantibidticos son antibidticos oligopeptidicos sintetizados
ribosomalmente producidos por bacterias Gram positivas. Son traducidos como
prepéptidos inactivos que sufren una modificacion post-traduccional muy extensiva

antes de ser rotos para generar el péptido maduro. La similitud de RamC a las
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sintetasas de lantibidticos generé6 la duda de que SapB se encontrara
estructuralmente relacionada con los lantibidticos; fue gracias a esta idea que en
2004 SapB fue caracterizada estructuralmente y se vislumbré su modificacion
postraduccional. Aunque SapB se encuentre estructuralmente y biosintéticamente
relacionada a los lantibidticos, una clase muy grande de productos naturales de
los estreptomicetos, parece no tener actividad antimicrobiana aparente y parece
haber desarrollado una funcién muy distinta como péptido surfactante (Flardh y
Buttner, 2009). Esto da una idea de que, bioldgicamente hablando, no se conoce
mucho sobre el papel que juegan los antibiéticos en el medio ambiente, ademas
de su conocida actividad antimicrobiana, y de que pueden estar involucrados de
manera muy distinta a lo que se cree en el metabolismo secundario de estos

microorganismos.

En medios enriquecidos de cultivo, Streptomyces genera SapB, y por lo
tanto genera el micelio aéreo; sin embargo, en medios minimos de cultivo, SapB
no es producida y aun asi Streptomyces genera al micelio aéreo. Esto indica que
existe una via independiente de SapB para la formacién del micelio aéreo, y ésta
es mediada por las otras proteinas de la capa hidrofébica, las chaplinas. Cuando
se cuantifican in vitro, tanto la proteina SapB como las chaplinas tienen una
poderosa actividad surfactante en las interfaces agua-aire, son capaces de
disminuir la tension superficial en sobremanera (Claessen et al., 2003). Esta
habilidad es central a la funcion de tales proteinas en permitir a la hifa aérea
reproductiva escapar del ambiente acuoso del micelio vegetativo. El numero de
chaplinas varia entre especies, pero S. coelicolor tiene ocho. Tres de estas
chaplinas (las chaplinas largas A, B y C) tienen, junto con dos dominios de
chaplina hidrofébicos de 50 aminoacidos cada uno (Flardh y Buttner, 2009),
extensiones en la parte carboxilo terminal que contienen sitios de reconocimiento
para enzimas sortasas. Al menos dos sortasas, y tal vez hasta siete, son
codificadas en el genoma de S. coelicolor. Las chaplinas cortas consisten de un
dominio de chaplina, precedido por una péptido-sefial de secreciéon Sec. A través

de sus sitios de reconocimiento de sortasas, las chaplinas largas son unidas
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covalentemente a la pared celular, proveyendo una clase de andamio en el cual se
pueden unir las chaplinas “pequefias” (las cuales evidentemente carecen de tales
dominios de union a la pared celular y viajan al exterior de la pared celular gracias
a su péptido sefal); aunque incluso en la ausencia de las chaplinas largas, las
pequenas tienen la capacidad de agruparse y generar el crecimiento aéreo y la
esporulacion. Todas las chaplinas se unen en forma de filamentos amiloideos. De
la investigacion realizada se sabe que una cepa que contenga solo los genes de
chaplinas conservados en todos los genomas de Streptomyces, los genes chpC, E
y H, muestra un desarrollo de micelio aéreo casi de tipo silvestre. Esto fue
consistente con uno de los modelos propuestos para el funcionamiento de tales
chaplinas: ChpC brinda un ancla por medio de su sortasa a la pared celular en la
cual ChpH se une, mientras que ChpE, la unica chaplina que carece de cisteinas
conservadas, juega un papel de soporte en la unién de ChpH (DiBerardo et al.,
2008).

La produccién de las chaplinas de SapB es clave en la iniciacion de la
diferenciacién celular de S. coelicolor; sin embargo, las vias de sefalizacién que
llevan a su expresion son poco comprendidas. El regulador de respuesta RamR
directamente activa los genes para la produccion y exportacién de SapB, pero
ramR no posee ningun gen sensor genéticamente ligado y no se sabe nada a la
fecha de mecanismos reguladores que gobiernen directamente su transcripcion, lo
cual sucede al nivel de la formacion del micelio aéreo. De manera similar, poco se

sabe de la regulacion de las chaplinas (Flardh y Buttner, 2009).

El otro componente de la capa hidrofébica de S. coelicolor lo componen las
proteinas rodlinas, RdIA y RdIB. Los mutantes carentes de los genes rdIA y rdIB
aun pueden formar una capa hidrofobica y un micelio aéreo normal; sin embargo,
se ha demostrado que estas proteinas pueden ser extraidas junto con las
chaplinas en las esporas. Las rodlinas interactuan con las fibras de los polimeros
de chaplinas para organizarlos en pares de bastones, los cuales dan una

apariencia de cesto de mimbre a la superficie de las esporas de S. coelicolor (Fig.
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21). No se pueden encontrar tales bastones formadores de esporas suaves en S.
avermitilis, lo cual es consistente con la falta de los genes de rodlinas en su
genoma. El hecho de que otros estreptomicetos tengan esporas decoradas de
manera muy elaborada hace dudar de un propdésito biolégico de estas proteinas.
El uso casi accesorio de estas rodlinas no ha sido estudiado con detenimiento y tal
vez se encuentre involucrado mas a fondo, no tanto en el desarrollo del micelio
aéreo, sino mas bien en la esporulacién, aunque esto es solo especulacion
(Chater et al., 2010; Flardh y Buttner, 2009).

Fig. 21. Filamentos de chaplinas organizados en estructuras de alto orden gracias a las rodlinas,
generando la ultraestructura de “cesto de mimbre” observada en las esporas e hifas aéreas de

Streptomyces coelicolor (Flardh y Buttner, 2009).

Cabe mencionar que ademas de estas proteinas, se ha encontrado una celulosa
sintasa (CslA) en las puntas de las hifas. Esto se ha demostrado al tefiir las hifas
de S. coelicolor con calcofluor blanco, el cual es usado para la deteccion citoldgica
de B-glucanos como celulosa y quitina, encontrandolo preferentemente en las
puntas, las cuales son los sitios activos de la extension de la pared celular como
se explico anteriormente. Predicciones estructurales indican que un dominio
carboxilo terminal extracitoplasmico esta conectado via siete dominios

transmembranales a un dominio amino terminal, el cual parece interactuar con el
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determinante DivIVA descrito también anteriormente. La delecion del determinante
CslA provoca la pérdida de B-glucanos en las puntas de las hifas, lo cual también
genera un fenotipo que no produce hifas aéreas; sin embargo, al adicionar un
extracto enriquecido de chaplinas y rodlinas, se corrige parcialmente el fenotipo.
Esto llevé a la teoria de que los B-glucanos sintetizados por CslA funcionan como
una clase de vendaje para estabilizar el material de la capa naciente mientras que
las chaplinas y rodlinas son liberadas para el crecimiento aéreo; sin embargo,
recientes estudios proponen un modelo algo distinto. La unién de la hifa de S.
coelicolor a la superficie hidrofobica de un medio de cultivo en un liquido estatico
es considerablemente reducida en un mutante sin chaplinas, la union siendo
mediada por fimbrias extracelulares que se encuentran compuestas
principalmente por chaplinas. Las fimbrias emergen de pequefos picos en las
paredes laterales de la hifa y aunque no se encuentran en una mutante sin
chaplinas, los picos quedan. Cabe resaltar que estas estructuras de picos también
son los sitios de union de fibras mas pequefias y mas finas, vistas mas faciimente
en el mutante sin chaplinas. La produccion de estas fibras depende de cslA y son
eliminadas con un tratamiento de celulasa. Al aplicar un tratamiento similar en las
cepas silvestres se desprenden las fimbrias de la hifa, lo que provoca la pérdida
de su habilidad de unirse a superficies. In vitro, las chaplinas purificadas pueden
juntarse en paquetes de fibras amiloideas para formar estructuras parecidas a las
fimbrias. Se ha propuesto que in vivo las chaplinas se unen en estructuras
amiloideas para asi poder ensamblarse con las fibras de celulosa para formar las
fimbrias (Chater et al., 2010).
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Fig. 22. Papel de las proteinas activas de superficie en la adherencia de la hifa vegetativa y el
crecimiento de la hifa aérea. En los puntos de contacto entre la hifa vegetativa y una superficie
hidrofébica, las fibras de celulosa (naranja) son empujadas fuera y actian como nucleos de los
complejos amiloideos de las chaplinas (puntos negros) para formar fimbrias, las cuales sirven de
organelos de union. Fibras de celulosa también salen en las puntas de las hifas, donde se
encuentra un complejo de celulosa sintasa (CslA, azul) con el determinante de polaridad DivIVA
(rojo). EI modelo asume tentativamente que, por el motivo de que la celulosa en las puntas parece
ayudar a las chaplinas a formar la capa hidrofébica de la hifa aérea, esto sucede por la formacion
de estructuras relacionadas con fimbrias. Una vez formada la hifa, se predice que la cara interna
hidrofilica de la capa contenga una columna de agua en una clase de compartimiento periplasmico.
En el supuesto de que la capa se encuentre abierta en la punta creciente, se especula que la
evaporacién de agua en ésta genera transpiracion y gracias a esto puede elevar nutrientes de la
base a las partes superiores de la hifa aérea, manteniendo la hidratacion del micelio aéreo.
(Modificado de Chater et al., 2010).
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Esporulacién

Después de que la hifa aérea se forma, puede entrar en una nueva etapa
de desarrollo que involucra la reorganizacion de varios procesos fundamentales
como el crecimiento y el ciclo celular, o que lleva a la diferenciacion de la célula
apical en una cadena de esporas. Algunos de los genes requeridos para la
esporulacion de la hifa aérea han sido identificados utilizando mutantes de S.
coelicolor que fallan al producir un pigmento gris particular asociado con las
ultimas etapas de maduracion de las esporas llamados mutantes blancos (whi)
(McCormick, 2009). Estas cepas mutantes producen colonias blancas amarillentas
o de color gris claro con hifas aéreas cuyo desarrollo se encuentra arrestado en
distintas etapas. A continuacién se podra ver un resumen de los genes mas

asociados con el fenotipo Whi tomado de Flardh y Buttner, 2009:

e whiG — Codifica para un factor sigma de la RNA polimerasa. Los mutantes de
este gen arrestan el desarrollo en etapas tempranas de la esporulaciéon de la hifa 'y
puede ser un regulador clave en el cambio de la hifa aérea a su modo de

esporulacion. Solo se conocen 2 genes diana de este factor: whil y whiH.

e whiH — Codifica para un miembro de una familia de represores. Aunque los
mutantes de este gen tienen pigmentacion reducida de esporas y hacen en su
mayor parte hifas aéreas no diferenciadas, algunos fragmentos de hifa
pobremente septados parecidos a esporas son generados con nucleoides
condensados pero irregularmente particionados. WhiH parece ser autorregulatorio,

aunque no se conocen otros blancos de esta proteina.

e whil — Codifica para un regulador de respuesta. Es curioso como Whil carece
de residuos de aspartato y lisina que son altamente conservados en paquetes de
fosforilacion de reguladores de respuesta convencionales. Los mutantes carentes
del gen no crean septos de esporulacion y a comparacion de los mutantes whiH,
no muestran condensacion de nucleoides. A la fecha no se han identificado

blancos de su proteina.
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e whiA — Constituye junto con whiB, una via convergente que controla la
esporulacion en la hifa aérea independiente de whiG. Los ortélogos de whiA son
ubicuos entre las bacterias Gram positivas. Se ha predicho que WhiA se dobla y
une DNA en una manera similar a las endonucleasas, aunque carece de actividad
de endonucleasa, sugiriendo que puede ser un factor de transcripcion. Los
mutantes de whiA y whiB tienen fenotipos muy parecidos: ambos fallan en detener
la extension de la hifa aérea y por lo mismo producen filamentos estrechos vy

largos que nunca inician la septacién de la esporulacion.

e whiB y whiD — Codifican para miembros de la familia de proteinas especificas
de actinobacterias Wb, de las cuales WhiB es la fundadora. Tales proteinas tienen
diversos papeles en la biologia de Streptomyces y las mycobacterias en general.
Son pequenas (de 81 a 122 residuos) y tienen cuatro cisteinas no variantes que
unen un cluster sensible al oxigeno de [4Fe-4S]. El papel bioquimico de estas
proteinas es controversial: pueden funcionar como factores de transcripcién o

pueden servir de reductasas de disulfuro.

e sigF — Codifica para uno de los nueve factores o® sigma de respuesta a estrés
en S. coelicolor (estos factores se encuentran filogenéticamente y funcionalmente
relacionados con o®, el cual controla la respuesta general ante el estrés en
Bacillus subtilis). Las mutaciones en sigF parecen afectar especificamente la
maduracién de las preesporas, llevando a esporas irregulares y de paredes
delgadas con nucleoides no condensados. No se conocen blancos directos, pero
la expresion de un promotor en el cluster whiE depende de sigF. Dentro de los
otros factores sigma, el H y el B también afectan la respuesta ante el estrés y al

desarrollo.
e whiE — Es un locus complejo de ocho genes que son transcritos en la

esporulacion tardia. whiE especifica la sintesis del pigmento poliquétido gris de la

espora.
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e ssgA y los genes salp — Estos codifican para pequenas proteinas acidicas
encontradas soélo en los estreptomicetos y algunos otros actinomicetos. Los
genomas de Streptomyces usualmente codifican 6 o 7 paralogos de SALP
(proteinas parecidas a SsgA). Su funcion bioquimica sigue siendo desconocida,
aunque se sabe que algunas de estas proteinas afectan la division celular o

etapas especificas del desarrollo de las esporas.

La hifa aérea contiene inicialmente focos apicales de DivIVA, los cuales
crecen por extension de puntas como se explicd anteriormente, y ocasionalmente
generan paredes entre hifas las cuales son muy parecidas a las encontradas en la
hifa vegetativa (Flardh et al., 1999). Durante la etapa inicial del desarrollo de la hifa
aérea se desarrolla un compartimiento apical largo y no septado, el cual contendra
una gran cadena de esporas. A este compartimiento se le denomina la célula
esporogénica. En tales células se pueden encontrar altos niveles de replicaciéon de
DNA, encontrandose en cada una de éstas hasta 50 copias de cromosomas, a
veces incluso mas. La célula esporogénica entonces detendra su extension e
iniciara divisiones celulares multiples y sincronizadas (Fig. 23). Este cambio de
elongacion de la hifa a divisién celular requiere de los genes whiA y whiB, aunque
la naturaleza del cambio no se conoce (esto se sabe desde Flardh et al., 1999 y
en Flardh, 2009 sigue siendo comentando). La proteina integral pequefia de
membrana CrgA puede influenciar a su vez la coordinacion del cambio entre la
extension de la hifa aérea y la septacion al inhibir la division celular en el momento
correcto (Del Sol, 2006). EI gen crgA se encuentra cerca del origen de replicacion
en todos los genomas de actinomicetos, aunque el mecanismo exacto de accion
de CrgA y la funcion de todos sus ortdlogos en actinomicetos no esporulantes no

Se conoce.
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Fig. 23. Micrografia de la hifa aérea S. coelicolor tefiida para ver nucleoides; la hifa inferior muestra
un gradiente de madurez de izquierda a derecha, de largas lineas de DNA en regiones basales,
pasando por cuerpos de longitud intermedia (células esporangicas), a compartimientos uni-
genomicos de esporas cerca de la punta; mientras que la hifa superior muestra la segregacién

sincronizada del genoma (Hopwood, 2006).

El siguiente paso consiste en que la célula esporogénica es dividida por un
tipo muy especial de divisién celular controlada, la septacidon de la esporulacion.
Como la division celular en la parte vegetativa que lleva a cabo la creacién de las
paredes entre hifas, la septacién en la esporulacién es dirigida por el homdlogo
bacteriano de tubulina FtsZ (McCormick, 2009). En casi todas las bacterias FtsZ
se junta en un anillo citocinético, el anillo Z, el cual define los sitios de division y
recluta a otras proteinas encargadas de esto. De lo que se sabe del genoma de S.
coelicolor, estas proteinas incluyen a FtsW, Ftsl, FtsL, FtsQ y DivIC, las cuales en
E. coli y B. subtilis son recultadas en los sitios de division donde se encuentra un
anillo Z estable y parecen generar el mecanismo de unién entre el anillo Z y la
maquinaria biosintética del peptidoglicano. No esta claro cémo es que la formacion
de wuna escalera de multiples anillos Z distribuidos en intervalos de
aproximadamente 1.3 ym alrededor de toda la célula esporogénica se encuentre
regulado. Un requisito previo es que la expresion de ftsZ tiene que estar regulada
rio arriba por un promotor de desarrollo especifico de la hifa aérea. De este modo,

los mutantes que carecen de whiA, whiB, whiG, whiH o whil fallan al regular este
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promotor de p2ftsZ, lo cual puede explicar el porqué de la falla de estos mutantes
al generar septos de esporulacion. La transcripcidn de ftsZ probablemente lleva a
niveles celulares de FtsZ lo suficientemente altos como para alcanzar la
concentracion suficiente para la polimerizacion. Por lo tanto, FtsZ se polimeriza
para formar filamentos helicoidales alrededor de la célula esporangica, los cuales
son remodelados en anillos distribuidos de manera regular. Todavia no se sabe
qué es lo que provoque que los anillos se formen en intervalos regularmente
espaciados. Estudios recientes sugieren que hay requerimientos especiales para
que el anillo Z se forme en la esporulacion. Primero, crgA en S. coelicolor parece
inhibir la union de FtsZ en anillos regulares cuando es sobreexpresada. Segundo,
la delecién de whiD en S. coelicolor resulta no sélo en un menor numero de
cadenas de esporas, sino en irregularidades en el espaciamiento y en las formas
de los septos y en la formacion de mini compartimientos que no contienen
informacion genética. Por ultimo, la proteina citoplasmica SsgA ha sido implicada
en el control positivo de la divisidn celular tanto de S. griseus como de S.
coelicolor, pero no parece ser parte del divisoma per se. El gen ssgA es regulado
rio arriba y es requerido para la formacién de esporas. La sobreexpresion de ssgA
estimula la divisiéon celular y aumenta la fragmentacién del micelio del sustrato.
Hay otros seis paralogos de ssgA en S. coelicolor y al menos tres de éstos afectan
la formacion o el posicionamiento del septo de esporulacién; a pesar de todo esto,
no se conoce la funcién bioquimica de esta familia de proteinas (Flardh y Buttner,
2009).

Una célula esporangica puede contener mas de 50 copias del cromosoma
linear de Streptomyces, inicialmente como material nuclear continuo que corre a
través de toda la célula. El DNA luego se segrega en esporas unigenomicas, pero
la particion completa en nucleoides individuales no ocurre sino hasta las etapas
finales de la septacion (Flardh, 2003). El posicionamiento ordenado y la
segregacion de los cromosomas durante la esporulacién involucra al menos 2

sistemas: ParAB y FtsK.
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El cluster de los genes parAB de S. coelicolor es similar al locus de
particion del cromosoma de tantas otras bacterias asi como de plasmidos y
codifica para la “ATPasa citoesquelética de Walker A” ParA y para la proteina de
unién al DNA ParB, la que une especificamente a sitios de parS (Thanbichler y
Shapiro, 2008). Los mutantes que carecen de alguno de estos dos genes
producen alrededor del 15% de sus esporas con contenido irregular de DNA, pero
en general no tienen otros defectos. El operdon parAB tiene 2 promotores, uno de
los cuales se encuentra muy regulado por la hifa esporogénica, de tal modo que
depende de varios de los genes whi. Al unirse a cerca de 20 sitios parS centrados
alrededor del origen de replicacion, ParB se ensambla en un largo complejo de
nucleoproteinas. Estas nucleoproteinas se distribuyen de manera regular
alrededor de la célula esporogénica (considerando que en la célula esporangica
no sélo hay 1 cromosoma, sino varios y por lo tanto varios complejos de
nucleoproteinas), y la divisiéon celular se lleva a cabo entre éstas, de tal modo que
cada compartimiento de preesporas contiene solo una copia del cromosoma. ParA
asiste en la formacion de los complejos de ParB en el DNA y en la distribucion
regular de los focos de ParB. El ensamblaje de los focos de ParB coincide con la
formacion de filamentos helicoidales de ParA que se parecen originar en la punta y
a través de la célula esporangica. Estos filamentos pueden ayudar a generar la
fuerza necesaria para mover y posicionar los focos de ParB en intervalos
regulares por la célula, y por lo mismo las regiones cromosomales oriC de

replicacion (Jakimowicz et al., 2007).

Fig. 24. Micrografia de transmisién de electrones de la seccién delgada de una hifa aérea

esporulante con el septo de esporulacién cerrandose en posiciones ocupadas por nucleoides.
(Hopwood, 2006).
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Los septos de esporulacion constrifien los nucleoides no segregados (Fig.
24), lo que significa que se requiere un mecanismo para remover el DNA de los
septos que se encuentren cerrandose, dado por la translocasa de DNA FtsK. La
FtsK de S. coelicolor esta localizada en los septos de esporulaciéon, aunque no es
requerida para el ensamblaje de los anillos Z o para la septacion. Los mutantes
que carecen del gen ftsK muestran una mayor inestabilidad genética de la que se
tiene reportada asociada con grandes deleciones, ademas de que varias de sus
esporas poseen contenido bastante irregular de DNA. Esto llevé a la teoria de que
FtsK ayuda a mover al DNA a través de los septos, de manera que si falla esta
segregacion, el cromosoma es atrapado en el septo y se tienen que llevar a cabo
rearreglos cromosomicos, como las grandes deleciones reportadas. En E. coli
FtsK actua dandole direccion a la transferencia del DNA; el dominio y de FtsK
interactua con las secuencias cortas asimétricas de DNA llamadas KOPS (FtsK-
orienting polar sequences, secuencias polares orientadas a FtsK), las cuales se
encuentran posicionadas alrededor de la regién terminal del cromosoma vy
promueven la translocacion de FtsK hacia esa region. En S. coelicolor, el dominio
y esta conservado en FtsK y las secuencias KOPS se encuentran de manera
preferencial en las cadenas lider cerca del término de los cromosomas. Asi, FtsK
puede posicionar y transportar los brazos del cromosoma linear de manera
correcta en relacion al septo. Falta considerar aquellos cromosomas que se
circularizan en ésta teoria por lo que se requieren mas estudios (Flardh y Buttner,
2009).

La maduracién de esporas también involucra la produccion de una pared
celular gruesa y resistente a lisozimas, la cual es generada después de que la
septacion se llevo a cabo. La correcta formacion de la pared celular depende de
mreB, lo que puede explicar porque Streptomyces y otros actinomicetos
esporulantes contengan los genes para esta actina, mientras que otras
actinobacterias no. La delecibn de mreB en S. coelicolor genera esporas
hinchadas y defectivas con paredes celulares irregulares. La distribucion de mreB

ha sido estudiada en las distintas etapas del desarrollo de las esporas: primero
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como bandas que coinciden con los septos de esporulacion después de que el
septo se cerro, y después esparciéndose para rodear a la espora completamente,
delineando la membrana interna antes de desaparecer en las esporas maduras
(Hopwood, 2006, Flardh y Buttner, 2009).
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Fig. 25. Reorganizacion de los procesos bioldgicos celulares durante la diferenciacion de la hifa
aérea en esporas. a) Ensamblaje de la pared celular y division celular. b) Segregacién de

cromosomas (Flardh y Buttner, 2009).

Regqulaciéon del metabolismo secundario

La produccion de metabolitos secundarios de estos microorganismos
coincide generalmente con, o a veces precede, el desarrollo de la hifa aérea en
cultivos crecidos en superficies. En cultivos liquidos generalmente se confina a la
fase estacionaria, y frecuentemente se asume que resulta de la limitacién de los
nutrientes. La mayor parte de los genes para la produccién de metabolitos
secundarios individuales se encuentran en clusters que varian de tamafo hasta
100kb. Muchos de estos clusters contienen genes reguladores de vias especificas
cuya expresion frecuentemente depende de otros genes requeridos para la

produccion de varios metabolitos secundarios hechos por la cepa. Algunos de
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estos genes, y mas notablemente los genes bld, son a su vez necesarios para la

formacion de la hifa aérea y las esporas (Bibb, 2005).

Hopwood (1967) mostré una mutacion desconocida en Streptomyces
coelicolor llamada en ese entonces S48. Esta mutacion era extraordinaria porque
afectaba mas de una funcion: tanto el pigmento azul responsable de darle el
nombre coelicolor (azul cielo) al microorganismo como la habilidad de producir el
micelio aéreo se habian perdido. En la cruza genética que Hopwood describio, la
progenie era, o morfolégicamente normal y azul, o no pigmentada y falta de
cualquier tipo de micelio aéreo. La unién de estas dos caracteristicas mostrd
formalmente que la misma mutacion era responsable de ambos cambios. En 1976,
Merrick encontré6 mutaciones similares en el mismo lugar del mapa genético, y
nombré al gen correspondiente bldA (debido a la apariencia “calva” de las

colonias, o “bald” en inglés) (Chater y Chandra, 2006).

Fig. 26. El efecto de la mutacion en el gen bldA. La colonia de la izquierda es normal, con una
superficie polvorosa esporulante y areas coloreadas por antibiéticos pigmentados. La colonia de la
derecha carece del gen bldA, tiene una superficie brillante, arrugada, no esporulante, y no hace
pigmentos (Chater, 2006).
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De manera inusual, este gen codifica para un RNA de transferencia. No se
debe olvidar que los tRNAs son pequefias moléculas de RNA de menos de 100
bases de longitud las cuales sirven para traducir las tripletas de bases del codigo
genético en uno de los 20 aminoacidos. El trabajo especifico del tRNA de bldA es
el de agregar un residuo de leucina a proteinas en desarrollo en las posiciones
correspondientes al codon UUA, el cual en turno corresponde a TTA en el DNA del
cual el RNA mensajero fue transcrito. UUA es uno de los seis diferentes codones
para leucina y es importante debido a que, en primera, contrastandolo con otros
codones, ningun otro tRNA puede traducirlo de manera eficiente, asi que los
codones de UUA dependen enormemente del tRNA de bldA para la traduccién. En
segunda, el DNA de Streptomyces es inusualmente rico en G y C y, de manera
correspondiente, pobre en bases de T y A, asi que estos codones de TTA son
raros en los genes de este microorganismo. De hecho, de los 7825 genes
revelados en la secuencia de S. coelicolor, tan sélo 145 contienen un coddén de
TTA (Chater y Chandra, 2006).

Gracias a ensayos de protedmica se han podido estudiar las mutaciones del
gen bldA, ayudando a ligar la presencia de los codones de TTA en genes como
act y red (genes relevantes en la sintesis de actinorhodina y en el complejo RED
de antibidticos respectivamente). Hay evidencia circunstancial de que los genes
regulatorios actll-4 y redZ se encuentran involucrados en sistemas encargados de
retroalimentacidn positiva de un tipo desconocido, debido a que tan sélo una copia
extra de éstos genes causa un incremento fuera de proporciones del antibiético en
cuestion. De este modo, bldA interviene en un punto particularmente sensible en
éstos sistemas, de tal modo que algun cambio en la actividad de este gen es
fuertemente amplificado. Lo anterior ha sido ilustrado en el trabajo de la sintesis
de otros antibidticos en S. coelicolor. Sus genes, que son utilizados para la
sintesis de metilenomicina, se encuentran localizados en elementos
extracromosomales, y se sabe que también cuentan con codones de TTA (en el
cluster de genes para la produccion de metilenomicina se encuentra en genes

como mmfL y mmyB). Para estudiar la significancia de estos codones, cada uno
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fue cambiado a su codén alternativo de leucina. El cambio de codones en mmfL
permitid al mutante de bldA producir una sustancia extracelular no caracterizada
que actuara como sefal para la produccidén de metilenomicina. El otro cambio de
codones en el gen mmyB permitié al mutante responder a tal sefial prendiendo los
genes para la sintesis del antibiético. Cuando ambos cambios fueron realizados, la
produccion de metilenomicina se volvio independiente de bldA. Esto demuestra los
grandes cambios que genera la disponibilidad del tRNA de bIldA en los sistemas
de regulacién (Chater y Chandra, 2006).

Una de las tantas proteinas ausentes del mutante bldA de S. coelicolor es
un inhibidor de proteasas del tipo SSI codificado por SCO0762 (llamado inhibidor
de la tripsina de Streptomyces o STl por su especificidad a la tripsina). Los
inhibidores del tipo SSI son dimeros conservados de subunidades idénticas de
unos 100 aminoacidos y se sabe que actuan con varias serin proteasas como las
subtilisina, la quimiotripsina, la tripsina y las metaloproteasas contenedoras de
zinc, al menos de S. griseus (Chater et al., 2010). SCOQ076 no contiene un codon
de TTA, en vez de eso, depende transcripcionalmente de la proteina reguladora
AdpA, la cual si es codificada por un gen que contiene TTA. El gen adpA es
encontrado en S. griseus y es el analogo de bldH en S. coelicolor (Chater, 2006).
En S. griseus también se encuentra la produccion de un inhibidor de proteasas
(SgiA) dependiente de AdpA, el cual sirve de ruta por medio de la cual el factor A
regula sus efectos (explicado posteriormente). De los varios blancos sobre los que
actua AdpA en S. griseus, se incluyen 18 genes para proteasas. Dentro de estas
proteasas se puede encontrar una metaloproteasa, la cual ha sido implicada en la
diferenciacién morfolégica. Lo anterior sugiere que los defectos morfolégicos de
los mutantes bldA y adpA de S. griseus se deben, al menos de manera parcial, a
los cambios en la abundancia y actividad de las proteasas extracelulares. Esto ha
sido demostrado al agregar de manera exdgena inhibidores de proteasa SgiA, los

cuales inhiben la formacion del micelio aéreo en S. griseus (Hirano et al., 2006).
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Dentro de las proteinas estudiadas que interactian con STI, se han
encontrado 2 proteasas. Ambas tienen dominios P de proproteina convertasa en la
parte carboxilo terminal, lo cual es caracteristico de proproteina convertasas del
tipo de las subtilisinas eucaridticas, siendo esto responsable de la interaccion. Una
de ellas es codificada por SCO5447 y es una metaloproteasa neutral putativa
homologa a una proteasa de S. griseus, SgmA, la cual es dependiente de AdpA.
La otra es codificada por SCO1355 y es una serin proteasa putativa cuyos
dominios cataliticos, irbnicamente, no se encuentran relacionados a los de
SCO05447, a pesar del parecido de 55% de sus dominios P (Chater et al., 2010).

En la figura 27 se puede observar un modelo propuesto por Chater, el cual
liga los eventos regulatorios intracelulares con una cascada extracelular de
proteasas. Actualmente no hay informacién que indique cémo es que la
transcripcion de la mayoria de los genes presentados en el modelo sea
controlada. Willey et al. (1993) dedujo la existencia de una cascada de varias
sefales extracelulares no caracterizadas necesarias para el desarrollo micelial,
basandose en la observacién de la complementacién cruzada extracelular de
micelios aéreos deficientes dentro de una coleccion de mutantes bld de S.
coelicolor, incluyendo a bldA y adpA (=bldH). La iniciacién de tal cascada requiere
que una sehal dependiente de bldJ sea importada por el transportador
oligopeptidico codificado por el locus de bldK, lo que llevara a la produccion de
otra sefial dependiente de bldA y bldH. Esto a su vez llevara a la activacion
secuencial de mas genes que codifican para factores de transcripcion, en cada
caso seguidos por la produccion de otra sefial mas, en el orden de bldG, bldC,
bldD y bldN (Chater y Chandra, 2006). Si, como ha sido sugerido, esta cascada y
la cascada de proteasas se traslapan o incluso llegan a ser las mismas, muchos
de estos genes de proteasas, como lo son SCO1355 y SCO5447 podrian resultar

regulados por los genes bld.
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Fig. 27. Modelo general de
la cascada de proteasas
extracelulares que
contribuyen al desarrollo
de Streptomyces. a)
Cascada detenida en la
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crecimiento. Dentro de la
hifa varios genes como ssi,
aaa, kkk, y zzz son
activados, algunos por la
accion de AdpA (verde
oscuro), el cual depende
del tRNA cofidicado por
bldA y su autoactivacion.
La secrecion de los
productos génicos resulta
en la liberacién de sefiales
peptidicas (verde claro).
SSI (rojo) se dimeriza para
formar un inhibidor de
proteasas, el cual une los
dominios P (ocre) de
ciertas proteasas asi como
a otras proteasas (en gris)
para inactivarlas. Mientras
las proteasas estén
inactivas, las
prosecuencias (rosa) de
los zimégenos no se
rompen, y por lo tanto,
éstos se encuentran
inactivos. b) Liberacion de
la cascada en la fase
estacionaria, activando la
autolisis. Una enzima
inactivadota de inhibidores
(IIE, azul brillante) es
secretada (en S. coelicolor,
su produccion requiere la
traduccién de un codon de

UUA). Se especula que la

induccion de IIE puede depender de la toma de oligopéptidos especificos por el transportador BIdK, y que tal oligopéptidos

(verde claro) puede derivarse de la secuencia sefalizadora secretada por un componente de la cascada de proteasas. IIE

inactiva a SSI liberando las proteasas. Las proteasas no especificas participan en la autolisis, mientras que las proteasas de

dominio P activan a los zimégenos para generar enzimas (negras) que juegan papeles mas especificos en el desarrollo

micelial o en la autolisis (Chater et al., 2010).
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En comparacion con S. coelicolor, la via de senalizacion que lleva al inicio
de la formacion del micelio aéreo en S. griseus es bien conocida. La parte mas
importante de esta via es el factor autorregulador A, una molécula de sefalizacion
parecida a hormonas del grupo de las y-butirolactonas (estructuralmente similares
a las lactonas de homoserina involucradas en el quorum sensing de las bacterias
Gram-negativas). El factor A es producido por la condensacion de una proteina
acarreadora de 8-metil-3-oxononanonil-acil y el grupo hidroxilo de un fosfato de
dihidroxiacetona, catalizado por la proteina del gen afsA (Kato et al., 2007). La
pérdida de este gen lleva a la pérdida de la produccion de estreptomicina y otros
metabolitos secundarios, asi como a la pérdida de diferenciacion morfolégica; sin
embargo, esto puede ser restaurado al agregar factor A de manera externa
(Chater et al., 2010).

En los estreptomicetos las y-butirolactonas son producidas en gran manera,
aunque sus papeles varian de especie a especie. En S. coelicolor y en la mayor
parte de los estreptomicetos, por ejemplo, las y-butirolactonas juegan un papel
muy importante en el control de la biosintesis de antibidticos, aunque no parecen
estar involucradas en la diferenciacion morfolégica. De este modo, sus genes
codificantes controlan directamente la produccion de virginiamicina en
Streptomyces virginiae, controlan la biosintesis de los antibioticos nucledsidos
showdomicina y minimicina en Streptomyces lavendulae y evocan la produccion
precoz de los antibidticos pigmentados Act y Red en S. coelicolor (Bibb, 2005).
Poco se sabe de la biosintesis de las y-butirolactonas. Inicialmente se encontré
que AfsA estaba involucrada directamente con la sintesis del factor A; sin
embargo, estudios recientes sugirieron que la familia AfsA de proteinas mas bien
juega un complejo papel regulador, no tanto catalitico (Bibb, 2005). En S. griseus,
el factor A actua en la diferenciacion por medio de un regulador maestro llamado
AdpA, del que ya se hablé anteriormente. Durante el desarrollo vegetativo, la
proteina receptora del factor A, ArpA, bloquea la transcripcion de adpA. La lenta
acumulaciéon del factor A y su interacciéon acumulativa con ArpA lleva a la

liberacion de la expresion de adpA y la subsecuente activacion del regulon AdpA
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(Bibb, 2005; Chater et al., 2010; Flardh y Buttner, 2009). Los blancos directos de
AdpA incluyen genes que codifican para proteinas clave en la diferenciacion
morfolégica como el factor sigma AdsA, que es un factor sigma de funcién
extracelular requerido para la formacion del micelio aéreo (Yamazaki et al., 2000),
SsgA, una proteina que influencia fuertemente la formacion del septo, y AmfR, que
es el regulador de respuesta que controla la expresion del operdn biosintético
adyacente de SapB, amfTSBA (Fig. 28). Otro blanco conocido es stR, el cual
activa la sintesis de estreptomicina; ademas, se sabe que afecta la produccion de
antibiéticos como la grixazona y los poliquétidos de hexahidroxiperilenequinona,
aunque la activacién de su cascada de sefializacion por medio de este factor sigue
siendo incierta Es de este modo que la acumulacién del factor A lleva
directamente a la activacion de funciones clave del desarrollo, incluyendo la

sintesis del surfactante peptidico SapB (Flardh y Buttner, 2009).
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Fig. 28. La cascada de sefalizacion del factor A activa la diferenciacion morfologica y el

metabolismo secundario en S. griseus (Modificada de Flardh y Buttner, 2009).
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Aunque el papel de diferenciacién del factor A no esté conservado en S.
coelicolor, muchos elementos de la via de sefializacién si lo estan y son iguales de
importantes para la diferenciacion: EI gen amfRTSBA es equivalente al
ramRCSAB de S. coelicolor y ssgA es vital para la formacién del septo en ambas
especies; el ortélogo de adpA es bldH en S. coelicolor; el ortélogo del gen del
factor sigma adS es bldN y cada uno es requerido para la formacion del micelio
aéreo en ambas especies. Por otro lado, bldH no esta bajo el control de las y-
butirolactonas en S. coelicolor, y BldH no parece regular a bldN. De manera
similar, el promotor amfTSBA es reprimido por BldD en S. griseus, pero BldD no
regula a su promotor equivalente ramCSAB en S. coelicolor, enfatizando que las
‘conexiones” en ambas especies no son necesariamente las mismas (Flardh y
Buttner, 2009).

Se sabe que otro tipo de factores autorreguladores estan emergiendo con el
avance de la investigacion, por ejemplo: se encontré que un factor extracelular
involucrado en la regulacion de biosintesis de metilenomicina era resistente a
medios basicos (no caracteristico de las vy-butirolactonas), llevando al
descubrimiento de una nueva clase de autorreguladores de furano, estrechamente
relacionados con las y-butirolactonas. Otro tipo de autorregulador, el factor Pl [2,
3-diamino-2, 3-bis (hidroximetil)-1, 4-butanediol], el cual todavia no ha sido
caracterizado biosintéticamente ni genéticamente, puede activar la biosintesis de
pimaricina en un mutante de Streptomyces natalensis (es incluso intercambiable

con el factor A en este sistema) (Chater et al., 2010).

La nocién de que una reduccién en la tasa de crecimiento, si no el cese del
crecimiento, es una sefal importante para activar el metabolismo secundario, es
consistente con muchos trabajos publicados. Dada su probable participacion en la
expresion de los genes relacionados con el control del crecimiento en bacterias
unicelulares, el papel del nucleétido de guanosina altamente fosforilado (p) ppGpp
en la produccién de antibi6ticos en los estreptomicetos ha recibido mucha atencion

en los ultimos afios (Bibb, 2005). Su sintetasa asociada a ribosomas (RelA) es
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requerida para la produccion de antibidticos bajo condiciones limitadas de
nitrdgeno en Streptomyces coelicolor A3 (2) y para produccion de cefamicina C en
Streptomyces clavuligerus. Este nucleétido, también conocido como factor
astringente, esta involucrado en un importante sistema para censar el nivel de
nutrientes y generar respuestas adaptativas en las bacterias. Se sabe que esto
efectua una respuesta rapida cuando se terminan los aminoacidos en Escherichia
coli, regulando tanto la biosintesis de rRNA como la produccioén de ribosomas. El
mecanismo de accion de ppGpp ha sido estudiado de manera extensiva en E. coli,
e involucra la reorientacion de la transcripcidon de genes via unién a la RNA
polimerasa. En S. coelicolor, RelA parece ser la uUnica fuente de sintesis de
ppGpp. Aun mas, cuando es sembrado en condiciones limitantes de nitrégeno, un
mutante de relA falla en la produccion de 2 antibidticos: el poliquétido pigmentado
de azul actinorhodina mencionado ya varias veces en este trabajo (Act), y los
antibiéticos rojos de ftripirrol undecilprodigiosina (Red); a su vez, los mutantes
retrasaron su diferenciacidon morfologica. Hesketh et al. Us6 un derivado truncado
en el lado carboxilo de relA expresado de un promotor para lograr niveles
controlables de la produccion de ppGpp en S. coelicolor, independientemente de
la falta de aminoacidos, y demostré un nexo entre la induccién de la sintesis de
ppGpp y la transcripcion incrementada del gen activador y controlador de la
biosintesis de Act, actll-ORF4. Esto apoyo bastantes estudios previos en los que
se habia mostrado que ppGpp influenciaba la sintesis de antibidticos en
Streptomyces. La sugerencia de que ppGpp sirve para regular otras funciones
celulares distintas a la biogénesis de ribosomas concuerda con los resultados de
los estudios en otras especies bacterianas, donde juega un rol importante en
diversos procesos, incluyendo el comportamiento social (quorum sensing y
formacion de biofilm), patogénesis, simbiosis, estrés y desarrollo morfolégico. En
E. coli ya se considera a ppGpp como un regulador global mas que un simple
regulador en la produccion de ribosomas, redirigiendo la transcripcidén para que asi
genes importantes para la sobrevivencia y la virulencia sean favorecidos a
expensas de aquellos requeridos para el crecimiento y la proliferacion (Hesketh et
al., 2007).
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En cuanto a las proteinas reguladoras, muchas de las que se encuentran
relacionadas con las vias especificas del control de metabolismo secundario en
los estreptomicetos pertenecen a la familia SARP. No se discutiran a fondo estas
proteinas debido a que su naturaleza dependera en gran parte de la via especifica
del antibidtico que se esté tratando y este trabajo intenta dar un panorama mas
general de las moléculas involucradas en la regulacion. Se ha encontrado relacion
de estos activadores transcripcionales con clusters del metabolismo secundario
que codifican para poliquétidos aromaticos, péptidos sintetizados por ribosomas y
no sintetizados por ribosomas, undecilprodigininas, poliquétidos tipo |, PB-
lactamicos, entre otros. Mientras estos genes, los cuales codifican para diversas
clases filogenéticamente diversas de proteinas reguladoras en bacterias, se
encuentran en muchos de los clusters de genes para metabolitos secundarios, la
familia de proteinas SARP so6lo se ha encontrado en los actinomicetos, y muchas
dentro del género de los estreptomicetos (otros géneros incluyen Mycobacterium,
Nocardia, Thermobifida y Lechevalieria). Un miembro de la familia SARP, CcaR,
regula la biosintesis tanto de cefamicina C como de acido clavulanico en
Streptomyces clavuligerus. CcaR une varias regiones promotoras dentro del
cluster de cefamicina C, probablemente activando su transcripcion, asi como
regulando positivamente su propia sintesis. La disrupcién de ccaR elimina la
expresion de claR, la cual codifica para proteinas reguladoras requeridas

especificamente para la produccion de acido clavulanico (Bibb, 2005).

Mientras que la familia de proteinas SARP ha recibido bastante
reconocimiento en virtud de su rol como reguladores especificos de vias para la
produccion de antibidticos, al menos 13 clusters de genes para poliquétidos tipo | y
dos clusters para glicopéptidos se han encontrado que codifican para miembros de
la familia LAL (reguladores largos unidores de ATP de la familia LuxR) de
reguladores transcripcionales. Como la familia SARP, los homélogos similares
parecen estar confinados a los actinomicetos. Aunque se entiende relativamente

poco del papel general de estas proteinas en la regulacion de la produccién de
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antibioticos, su delecién, o generaciéon de mutaciones en sus sitios unidores de
ATP, provoca la pérdida de la produccion de pikromicina en Streptomyces
venezuelae. 3 homdlogos de LAL son codificados en el cluster de genes de la
nistatina de Streptomyces noursei, donde varios estudios sugieren una compleja
cascada reguladora para la produccion de los macrolidos de polienos. También se
pueden encontrar multiples homdlogos de LAL en los clusters de la anfotericina,
candicidina y la geldanamicina (Bibb, 2005).

Por ultimo, dentro de las mutantes de S. coelicolor, una de las que vale la
pena mencionar es la de absB identificada por Champness y sus colegas en 1992.
La mutante de S. coelicolor forma hifas aéreas y esporas, pero es incapaz de
producir actinorhodina, el complejo RED vy los antibiéticos dependientes de calcio
(Huang et al., 2005). Se encontrd que tenia una mutacién que generaba la pérdida
de su funcién en un gen que codificaba para un ortélogo de la RNasa Il (rnc) de
Escherichia coli, una endorribonucleasa especifica de RNA de doble cadena (Sello
y Buttner, 2008). Ademas de su papel general en el procesamiento de RNA, la
RNasa Il esta involucrada en la regulacién de la expresion de genes en
Escherichia coli y en otras bacterias. En E. coli, la RNasa Ill autoregula su propia
expresion al romper una cadena lider no traducida de su propio mRNA. Esta
ruptura lleva a un incremento en el decaimiento del mRNA de RNasa lll, regulando
la expresidon de su gen rnc. De los estudios realizados en S. coelicolor, no se sabe
aun cuales son los blancos de esta proteina para lograr regular la produccion de
antibidticos Se cree que la RNasa lll sea requerida para el procesamiento de los
transcritos de genes reguladores ya identificados, como actlll-orf4 y redD . No
debe olvidarse la posibilidad a su vez, de que los transcritos de otros genes no
identificados sean los verdaderos blancos de la RNasa lll. De este modo se puede
tener la certeza de que la RNasa Ill procesa, en general, transcritos para
activadores de la produccion de antibiéticos. En el mutante de absB, tales
activadores no serian producidos, al menos no en sus formas activas, y ningun
antibidtico se podria realizar. De manera alternativa, la RNasa Il podria ser

requerida para degradar los transcritos de represores de la sintesis de antibioticos;
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del mismo modo, en el mutante absB estos transcritos y sus productos persistirian.
Se requieren mas estudios para conocer los verdaderos mecanismos que esta

proteina posee (Gravenbeek y Jones, 2008).

Alrededor de todo el trabajo se pudo notar como Streptomyces es un
género muy peculiar con caracteristicas unicas, lo que lo vuelve un
microorganismo relativamente desconocido para el microbidlogo en general y por
lo tanto, de dificil estudio; de ahi que radique la importancia de intentar establecer
un panorama general sobre el mismo. La necesidad de establecer tal panorama
queda bastante clara considerando el gran impacto que tienen los estreptomicetos
en la industria gracias a la produccion de sus cientos de metabolitos, no sélo de

origen secundario, sino primario a su vez.

Por otro lado, el estudio de las caracteristicas comentadas en este trabajo
incluso podria llegar a ayudar en la busqueda de nuevos antibidticos como parte
de la problematica actual. La resistencia hacia los antibiéticos ya conocidos esta
aumentando, y de manera mas preocupante se observa la emergencia de
organismos multi-resistentes en los hospitales. Debido a esto, por muchos afios la
investigacion de antibidticos se enfoco casi totalmente en crear nuevos derivados
de las clases ya establecidas de antibidticos, o que se fue dificultando
considerando que los mecanismos de resistencia ya existentes hacia estas clases
los abordaban facilmente (Payne, 2004). Es por esta razén que se necesitan
nuevas clases de antibioticos. Se sabe, de acuerdo a algunas cifras estimadas,
que los 10 cm superiores de la superficie terrestre contienen de 10%° a 10%
actinomicetos, pero solamente un aproximado de 107 ha sido analizado para la
produccion de antibidticos en los ultimos 50 anos, abriendo lugar para mas
estudios; sin embargo se debe tomar en cuenta un factor crucial: la distribucion de
las vias biosintéticas de antibidticos en los actinomicetos. Las vias para la
eritromicina y la estreptomicina, por ejemplo, tienen una antigiedad de 500
millones de afos, mientras que la de la vancomicina, incluyendo su mecanismo de

resistencia, tiene al menos 200 millones de afios. Otras vias biosintéticas parecen

70



no ser tan antiguas, y por lo mismo, su frecuencia de distribucion es menor en las
muestras de suelo. Considerando la distribucion de vias biosintéticas y su
antigledad en los actinomicetos terrestres, algunos investigadores encontraron
estreptotricina en cerca del 10% de actinomicetos de una muestra de suelo
recolectada al azar, principalmente de Streptomyces. La estreptomicina fue
encontrada en cerca del 1% de esa muestra, mientras que la tetraciclina y la
actinomicina se encontraban presentes en cerca del 0.1%. No hay duda sobre la
razon por la cual estos antibioticos fueron de los primeros en ser descubiertos. Las
vias para la eritromicina y la vancomicina son poco abundantes, presentandose
con frecuencias de cerca de 5x10° y 1.5x10° respectivamente, y sin embargo
fueron lo suficientemente abundantes para ser aisladas con los métodos de los
afios cincuentas. Muchos otros antibioticos, tal vez cerca de 2000, fueron aislados
con frecuencias cercanas a 1-2x10”. Por lo tanto, se ha estimado que todos los
antibiéticos que quedan por ser descubiertos, se encontraran en una frecuencia
menor a 107 por actinomiceto analizado. El reto de encontrar tales antibidticos es
que otros muchisimo mas comunes y ya conocidos aparecen también en estas
busquedas con mayor frecuencia, y necesitan ser descartados (Baltz, 2007). En
otras palabras, entre todos los antibiéticos conocidos actualmente, la frecuencia
de distribucion de los mas comunes sobrepasa ampliamente la de los menos
comunes, por lo que no es de extrafar que algunos estudios reporten que el
porcentaje de redescubrimiento de moléculas antimicrobianas ya conocidas se
acerque al 99.9% (Keller y Zengler, 2004). Es por esta razén que los esfuerzos
para la busqueda de nuevos antibiéticos deben ser derivados en encontrar nuevos
métodos de analisis de busqueda o en encontrar nuevos medios de cultivo y de
muestreo que permitan el enriquecimiento para especies todavia no examinadas
de actinomicetos. De cualquier modo, la importancia del estudio de los
actinomicetos y de Streptomyces en este sentido queda aclarada, ya que el
conocer mas a fondo las distintas especies y géneros y sus caracteristicas unicas

y verdaderos requerimientos pueden facilitar estos descubrimientos.
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Conclusiones

Comenzando desde su inusual cromosoma, su alta produccion de
metabolitos secundarios en comparacion con otras bacterias, hasta su formacion
de hifas y esporas, Streptomyces es un género con un gigantesco campo de
estudio del cual falta mucho por investigar como se pudo observar en este trabajo.
En la seccién de genética se notd la dificultad que se tiene para explicar la
inestabilidad del genoma, asi como la relativa oscuridad del tema en cuanto a la
razon de ser del gran potencial que tiene el microorganismo, en cuanto a numero
de genes se trata, para la produccion de metabolitos secundarios. En la formacion
de hifas y esporas se observd que estos procesos apenas y han logrado ser
explicados, aunque se tengan muchas teorias al respecto. Por ultimo, en la parte
de regulacion, se logro resaltar lo mucho que falta de investigacién en cuanto al

tema.

Es menester reiterar la necesidad de profundizar en estos temas si se
planea comprender sobre la produccion de los metabolitos generados por
Streptomyces, e incluso por otras bacterias u hongos en general; esto porque
muchas de las moléculas encontradas en el género tienen un gran parentesco con
moléculas de otros microorganismos. Lo anterior puede dar luz a nuevas teorias
sobre el funcionamiento de moléculas ya conocidas, por lo que se comprende que
el adentrarse en el estudio de los estreptomicetos puede ser incluso un ejercicio
de retrospectiva sobre temas ya dados por visto y de los que se puede obtener

mas informacion.
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Recomendaciones

Se debe ahondar en el estudio de la genética del microorganismo

para clarificar su inestabilidad.

Se debe analizar el numero de estreptomicetos no cultivables y
compararlo filogenéticamente con las especies ya conocidas para

tener una idea del potencial del campo en el que se puede trabajar.

Se debe continuar con el secuenciamiento de mas cepas para tener

toda la informacion posible sobre el género Streptomyces.
Se deberia obtener no solo los genomas, sino también de ser

posible, los proteomas de los microorganismos para mayor

comprension de los temas vistos en este trabajo.
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Anexos
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Anexo 1

Arbol filogenético de Streptomyces utilizando secuencias representativas de subunidades
del rRNA.
(Goodfellow et. al, 2011)
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Strepromyvees galbus, DSM40039 , X79852
Streptomyces longwoodensis, NBRC 14251 , ABI134580
Streptomyces bungoensis, NBRC 15711, AB1546%96
Strepromyees corchorusii, NBRC 13032, ABIS4267
Sirepfomyces canarins, NBRC 13431, AB1343%
Sirepromyees elivaccoviridis, NBRC 13066 , ABI34233
Streptomyces capoamus, JCM 4734, ABOS5377
Streptomyces regensis, NRRL B—11479 . DOG2664%
Strepromyces griscochromaogenes, NBRC 13413 , ABIS4357
Strepromyees cellosiaticus, NBRC 12349, ABI 534192
Strepromyces yokosukanensis, NERL B-3353 , DO026652
Sireptomyces anfibioficus, NRRL B—1701 , AY999778
Strepromyees griscoruber, NBRC 12873, AB134209
Sirepromyces cinnabarinus, NBRC 13028, AB184266
Srreptomyees acidizcabies, ATCCS9003 | D63565
Strepromyees alanosinicus, NBRC 13493 , ABI134442

r 5. costaricanus (4)
|Sfrqw:mr_1'frs griseofuscus, NBRC 12370, ABI34206
Sirepromyces murinus, NBRC 12799, ABISI55
:SircpJOirr_l'ces costaricanus, NBRC 100773, AB249939

_Streptomyces phacogriseichromatogenes. NRRL 2834, AJ391813

Streptomyces lanafus, NERC 12787 , ABI1SS345
Strepromyces durhamensis, NERL B-3309 , AT999753
Streptomyces filipinensiz, NBRC 12360, ABI3H1938
Strepromyces puniciscabiei, 577 , AF361785
Streptomyees niveiscabied, 578, AF3617586
Strepiomyees echinarus, ISP 3013 | AJ399465
Streptomyees longisporus, ISP 5166 , AJ399475
Sireptomyees avermiilis . MA—4650 . BAOOOO30
Strepromyees kunmingensis, NERL B—16240T , DO442513
Streptomyees mirabilis, NBRC 13450, ABIS4412
Streptomyces olivechromogenes, DSM 40451 |, AV094370
Strepromiyees licensis, NRRL B—-5626T . DO442522
Strepromyces niveoruber, NERL B-2724 , DOH45796
Strepromyees achromogenes subsp. achromogenes, NBRC 12735, ABI134109
Streptomiyees griscorubiginosus, LMG 19941 , AJ731339
Streptomyces phacopurpurens, NRRL B-2260 , DO02 6666
Streptomyces curacoi, NRRL B-2901, EF626595
Strepromiyces lincoinensiz, NBRC 13054 , ABI184279
Streptomyces cyaneus, NRRL B-2296 , AF346475

Sirepromyces cyanoalbus, NERC 12857, ABI343582
Strepiomyces Trsufus, NBRC 127586, AB184344
|~ Streptomyces prasinns, NRRL B-2712 , DO026658
Strepromyces bambergiensis, NBRC 13479, AB154569
Sfreptomyces emeiensis, 4776 = CGMCC 4.3504 , DOH62649

L _—Sireptgmyces prasinopilosus, NRRL B-2711, EF626397__ __ __

Streptomyces flavovariabilis, NRRL B—ie3e7, EF1756%1
Streptornyees aurcocireulatus, NBRC 13018, ABIS4260
Streptomyces novaccaesareae, NBRC 13368 , AB134357
Streptomyces prunicolor, NRRL B—12281 . DO026659
Strepromyces phacoluteigriscus, NRRL 5152, AJ391313
Srreptomyees bobili, NERC 16166 , AB249925
Streptomyces galilaeus, JCM 4757 , ABO45578
Strepromyees chartrensis, NBRC 12753, ABI134539
Streptomyces resistomycificus, NERC 12314, ABI54366

| Streptomyces griscolutens, JOM 4765, AY999751
Streptomyees recifensis, NBRC 12813 , AB134160
Streptomyces canus, NRRI B—1989, AV999775
Streptomyees ciscaucasicns, DSM 40275 |, AYS08512
Streproniyees piendovencinelae, NBRC 12904, AB134233
Strepromyees alboniger, DSM 40043; ATCC 1246, AYS45349

r 5. scabiei (9)

Streptomyees bottropensis, ATCC 25435, AB0262
| 5 I 5, ATCC 25435 , AB026217

Gtrepromyces stelliscabied, CFBP4321 , AT007429
| Streptomyees curopaciscabiel, RACC 20136 , AV207593
Strepromyces scabiei, ATCCH9173 |, Doa35a2
| Sirepromyces diastatechromogenes, ATCCI2309 | De33s7?
| Streptomyces hygroscopicus subsp. ossamyceficus, NBRC 13933 , ABI134560
Sireptomyces ipomocae, NBRC 13050, ABI34557

| Strepromnyees rorwlosus, LMG 20305, AT731367
—  _ Grrepromyees nevagawacnsis, ATCC2 7449, D63F6

Streptomyees reficuliscabici, CFBP4531 , AJ00742%8
Srreptomyces turgidiscabies, ATCC 700243 , ABD26221
Streptomyces cacaot subsp. asoensis, NRRL B—16592 , DO06644
Streptomyces humidus, NRRL B-3172T , DO+42503
Streptomyces rishiriensis, NRRL B—323% , EFI75632
Strepromyces cincreoruber subsp. frucrafermentans, JCM 4956 . AV999753
Strepiomyces phacafaciens, NBRC 13372, ABI134360
Streptomyces punicens, NRRL B-2595T , DQH42342

- 7= R
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Streptomyces reficuliscabici, CFBP4331 , AJO0T423
Streptomyces turgidiscabies, ATCC 7002458, AB026221
Strepiomyces cacaod subsp. asoensis, NRRI B-16592 , DO026644
Sereptomyces humidus, NRRL B-3172T, DO442508
Strepfomyces rishiriensis, NRRL B-323% , EF175652
Streptomyces cinereoruber subsp. fructofermentans, JCM 4956 . AY999758
Girepromyces phacafaciens, NBRC 13372, AB154360
Streptomyces punicens, NRRL B-2395T . DOH42542

| Streptomyces aurantiocus, LMG 19358, AJ781383
Strepromyces glomeroaurantiacis, NBRC 15415 , AB249953
promyces tauricns, JC . 7
| Sire; ciis, JCM 4337 , AB045379
Streptomyces ederensis, | 3414, - 63
5i il i5, NBRC 15410, AB134633
I Streptomyees phacochromogenes, NBRC 3180, AB1847358
frepromyces umbrinus, " 13091, AB1
| 5 bri NBRC' 13091, AB134305

- S__.'!r.rr;.s {3_,1 -
| Streptomyces kanamycericus, NRRL B-2335T , DOH42511
Strepromyces durmitorensis, M34035, DQ067287

r 5. cinerens (3)
| Sireptomyces cinercus, NBRC 12247 , AB184072

Streptomyces flaveus, NRRL B-16074, DQ026643
[ Streptomyces vastus. NRRL B—12232T, DO442552

Streptomyees laceyi, NBRC 100733 , AB249944

’_5. argenteolus (7}
Streptomyces griseolus, NBRC 3415, AB1347468
Streptomyees halstedii, NRRL B—1235, EFI173695
| Streptomyeces argenteolns, JOM 4623 , AB045872
. Slrepiomyce: cinerevrecins, NBRC 15395 , ABISHo40
L Sireptomyees flavovirens, NRRL B—2685 . DO026635
Streptomyees flavogriseus, CBS 101.34 = DSM 40, AJ494564

Streptomyces luridiscabicl, 563 , AF361754
Strepromyces acrimycint, A3 41673, AY999359
Strepromyces griseoplanus, A5 41365, AY999394

Streptomyces baarnensis, NRRL B—1902, EF173653
Streptomyces flavafuscus, NBRC 100768, AB249935
Streptomyees praceox, NBRC 13073 , AB1§4293
Streptomyces fimicarins, ISP 5322, AV999754
Strepromyces anulams, NRRL B-2000 , DQ026637

r 5. afroolivaceus i5)
Strepromyces mutoniycini, NERC 100999, AB249931
Streptomyees olivoviridis, NBRC 12397, AB184227
|Sn'epmm_\'rcs atreolivacens, LMG 19306, AF731320
Streptomyees elavifer, NRRL B-2557, DO026670
Sifrepromyees griseus subsp. griscus, KACC 200534 , AT207604
Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae, NBRC 12343 AB134030
Sirepromyces cavourensis subsp. washingtonensis, NRRL B-5030, DO026671
Streptomyces cyancofuscatus, NBRC 13190, AB134560
Strepfomyces mediolani, NBRC 15427, ABI54674
Srrepromyces rubiginosohelvolus, NBRC 12912, AB184240
Streptomyccs parvus, NRRL B—1455T , DOQH42537
Sireptomyces albovinaceus, NBRC 12739, AB249938
Streptomyces bacillaris, NBRC 13487 , ABI§4439
Sfrepfomyees griseinus, NBRC 12869 , AB1534205
Srrepfomyces sindenensis, NBRC 3399, ABI1§4739
Strepromyces pluricolorescens, NRRL B-2121T , DO442340
Strepfomyces globisporus subsp. globisporus, NRRL B-2872, EF178636
Srrepromyces badius, NRRL B-2367 , AY999753
Streptomyces califernicus, NERC 3336 , AB184735
Streptomyees flovidae, NBRC 13403 , AB154656
Streptomyces alboviridis, NBRC 13013 , ABI34256
Strepromyees microflavus, NRERL B-2156 , DOH445795
Strepromyces fulvorebens, NBRC 15397 , AB134711
Strepromyees lipmanii, NBRC 12791 , ABISHI43

r 5. aviding (11)

| Sireptomyces spororavens, LMG 20313, AJ731370
Streptomyces xanthophaeus, NRRL B—5414T , DO42560

| Sireptomyces nojiriensis, LMG 20094, AJ731355
Streptomyees cirratus, NRRL B—-3250, AY999794

| Streptomyees vinacens, NBRC 13425, ABI54394

| Strepfomyces colombiensiz, NRRL B—1990 , DQ026646

Streptomyces lavendulae subsp. grasserius, DM 40385 . AY999541

| Streptomyces goshikiensis, NRRL B-5423, EF1753693
Strepfomyces sporoverricoins, NRRI B-16379T . DOHH2544

| Strepromyees avidinii, NBRC 13429, ABI54305

| Strepromyees globosus, LMG 198%6 , AJ731330
Streptomiyees foxytricing, NRRL B-5426T , DO4425458
| Strepromyces flavoiricing, NBRC 12770, AB154132
Sireptomyces polychromogenes, NBRC 13072, AB134292
Streptomyces racemochromogenes, NRRL B-5430 , DO026656
1 Streptomyees kafrae, NBRC 13447 , ABI§4409
‘Streprowyces cinnamonensis, NBRC 15873 , AB1§+4707
|=“Strepfomyces virginiae, IFO 3729 . D85119 ~ _ _  _ _  _  __
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| 5. cinnamenensis (3)
| Strepromyees globosus, LMG 19596 , AJ731330
Strepiomyees foxytricini, NREL B-3426T . DOJ42545

| Sirepromyces flavotricing, NERC 12770, ABIS4132

Streptomyces polychromogenes, NBRC 13072 , AB184292
I sireptomyces racemochromeogencs, NRRL B—5430 , DQ02o656
1 Strepromyces kairac, NBRC 13447 , AB184409
‘Strepromyces cinnamonensis, NERC 15373 , AB1534707
| Sreptomyees virgingoe, IFO 3729, Ds511% .

1 E. albolongus (4)
Streplomyces cavenrensis subsp. caveurensis, NRRL 2740 , DQ445791
Strepromyecs eellulaflavus, NERC 13730, ABI134476
| Streptomyces albolongus, NBRC 13463, AB1§4425

| Streptomyees melanogenes, NBRC 12390, ABIS4222
Streptomyces noboritoeniis, NBRC 13063 , ABI§4287

r 5. mauveealor (3)
Strepromyces michiganensis, NBRC 12797, ABIS4153
Streptomyces xanthochiromogenes, NRRL B-5410T , DO442559

| Streptomyces mauvecolor, NBRC 13854, AB184332 _ _ _ _

Gireptomyees eremeus. NBRC 12760 . ABI1S4124
Streptontyces spivoverticillatus, NBRC 3931 , AB1§4514
Strepromyees candidns, NRRL ISP-5141, DOG26663

| Streptomyees lateritins, LMG 19372, AJ781326
Streptemyees venezitelae, JCM 4526 , AB0455%90

| Streptomyees omivaensis, NRRL B-1537 , EFI73697

Sircptomyces wedmuerenaiz, NRRL 34261 , DOF42557

| Streptomyees Nfmociding NBRC 12792 , ARIS4149

[ Sireptomyces yerevanensis, NRRL B—16943 , EF175654
Streptomyces zaomyceticus, NRRL B-2035, EF175635

| Strepromiyees exfoliatus, NBRC 13191 , ABISH324

Srreptomyces albidochromogenes, NBRC 101003 , AB249953
Streptomyces flavidovirens, NBRC 13039 , ABIS4270
Sfreptomyees enissocacsilis, NBRC 100763 , AB249930
Streptemyces albosporens subsp. labilomyceficns, NBRC 15357 , AB134635
Streptomyees chryseus, NRRL B—12347 , AY999737
Strepremyees helvaticus, NERC 13332, ABIS4367
Streptomyees beijiangensis, YIM6 | AF 355631
Sireptomyces drojdowicgii, NRRL B-24297, EF634097
Streptomyees yanii, IFO14669 . ABO06I59

’_ 5. gramingfaciens (4}
Streptomyces peuectins, JOM 9920 , ABO45357
Streptomyces xaniholiticus, NBRC 13354, AB154349
\ Streptomyces kurssanovii, NBRC 13192, AR184325

| Sfreptomyces amakusacnsis, NRRL B—-3351 , AY9997351
Streptomyces inusitaius, NBRC 13601 , ABIS4445
Streptomyces clavuiigerus, NKRL $355 , AYY9Y/I8
— B es clariliEer L, e i —_ —

Streptomyces afratus, NRRL B-16927 . DOG26635
Strepfomyees sangliert, NBRC 100734, AB249945
| “Strepromyces gelaticus, NRRL B-2923 , DOG26636

Streptomyces sannancnsis, NBRC 14239, AB134579
Streptomyees showdeensis, NBRC 13417 , AB154389
Strepromyees viridobrunneus, LMG 20317, AJ751372
Sfreptomyees roseoviridis, NBRC 12911, ABI134239
Gireptomyces vietnamensis, GIMV4.0001, DE311051
Streptomyees nashvillensis, NBRC 13064, ABIS4236
Streptomyces tanashiensis, LMG 20274, AJ781362
Streptomyces roseolus, NBRC 12816 , AB154168
Strepromyees bikiniensis, DSM40551 , X79331
Streptomyees violaceorectus, NBRC 13102 , ABI134314
Strepfomyces cinercoeruber subsp. cincreoruber, NBRC 12756, ABI134121

r 5. laurentii (3}
Strepromyces Inurenidil, LMG 19959, AJ731342
Streptomyces fermitum, NBRC 13037 , ABI134302

|~ =Strepromyces roseafulvus, NBRC 13194, ABIS4327
Sirepromyees filamentosus, NBRC 12767 , ABI34130

| s gobitricini ()

| Streptomyces gobitvicini, NBRC 15419, ABIS4666

Strepromyces lavendofoliae, LMG 19935, AJ731336

| Strepromyecs Iuridus, NRRL B-5409T . DOH42523

_Gireptomyces roscolilacinus, NBRC 12815, ABISHIe7 _

Streptomyces biverficillatus, LMG 20433, AJ781351
Streprtomyees werraensis, NRRL B-5317T , DO442558
Streptomyces globisporus subsp. caucasicus, NRRL B-2593 , EF178676
Strepiomyces albireficuli, NBRC 12737 , AB154381
Streptomyees eurecidicus, NRRL B—1676 , AV999790
Streptomyces stramineus, NBRC 16131, ABIS4720

Térantamvess alivaverteillatue VRBO 15172 ARTIISIA
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DITEPIONTYCES MAVENACTONAE, LM 19930 , AX /51350
| Gfrepromyees Iuridus, NRRL B-3409T , DO442523
- Grrepiomyces roseolilacinus, NBRC 12815, ABI184167

Strepfomyces biverficillatus, LMG 20433, AJ781351
Streptomyces werraensis, NRRL B-5317T , DO442553
Sireptomyces globisporus subsp. caucasicus, NERL B-2593 ,EF173676
Strepromyces albiveticuli, NBRC 12737, AB134331
Sireptomyces curecidicus, NRRL B-1676 , AY999790
Streptomyees straminens, NBRC 16131, AB134720
Strepfomyces oliveverficillatus, NBRC 15273 . ABI34636
Sireplomyces netropsis, NBRC 12593, AB184348

r Kitasatospora — Strepatacidiphilus — Streptomyces (40)
| ~ Kitasatospora — Streptomyees (32)
| | Kitasatospora ganswensis, HKT 0314 , ATH422635
Streptomyces arroaurantiacus, NRRL B-24232 , DO026645
| | Kitasatespora mediocidica, f[FQ 14759 , 1793324
Srrepromyces purpeofusens, LMG 20283, AJ781364
| | Gtrepromyces clivysomaiius subsp. fumigatus, NBRC 15394 , ABIH645
Streptomyecs purpurens, LMG 19368, AJ781324
Strepremyces xanthocidicus, IFO 13469, AY999353
Strepfomyces aburaviensis, NRRL B-22158, AY999779
Streptomyces herbaricolor, NERC 3335, ABI§4501
Strepromyees indigoferus, NBRC 125758, AB134214
Streptomyces avellanens, NBRC 13451 , ABISH413
Sireptomyces psammotieus, IFO 13971, AY999862
Strgptomyces aurcofacicns, KACC 20150 , AY207603
Kitasafospora samplicnsis, VI-36, AY260167
Kitasarespora puitcrlickiae, F13-93 , AYVI39976
Kitasatospora Kifunensis, IFO 15206T , AB022374
Kitasatospora azafica, IFOI13303 , 793312
| I Kitasafespora nipponensis, HEI 0315 | AY42263
Kitasatospora cineracea, SK-3255 , AB022375
| | Kitasarospora miigatensis, SK-3406 , AB022576
Kitasatospora cheerisanensis, YO75 | AF050493
| Kirasatespera phosalacinea, KA-335T , AB022569
I Kitasatospora paracochleata, 14769 | U93328
Kitasarospora cochicaia, IFO 147658 |, U93316

|
|
| | Kifazatospora griseola, AM-9660T , ABO22370
Kirtasatospora sefae, KM—-6034 , AB022565
| | Kitasatospora paranensis, HKT 0190 , AY4422658
Kitasatespora cystarginea, JCM 7356 , U933158
| | Kitasatospora terrestris, HET 0136 , AY442266
| Kitasatospera viridis, 32105%a , AY61399¢
|

I Kitasatospora arboriphila, HKI 0139 , AY442387

| Streptacidiphilus oryzae, TH4%, DO205700

| I3 Sa. albus (3]
| Srrepracidiphilus albus, JL 53; DSM 41753 , AF074215

| Streptacidiphilus carbonis, JL 415; DEM 41754 , AF074412
I L Strepracidiphilus nentrinimicus, JL 206; DSM 41753 , AF074410
| r Ea. anmyonensis (4)

| Streptacidiphilus jlangyiensis, NBRC 100920 , AB249943
| Strepracidiphilus anmyonensis, AM-11, DQ904546
| : Gtrepracidiphilus melanogenes, SB—B34, DO994659

Streptomyces blastmyceticus, NRRL B—5450 , AY999302
Streptomyces caeruleus, NRERL B-2194, EF178675
Streptomyce: hiroshimensis, NBRC 3720 , AB134739
Sireptomyces cinnamoneus, NBRC 12852, ABI1S4850
Streptomyces psendocchinosporeus, NBRC 12518, ABI34100
Streptomyce: Hlacinus, NERC 3944, ABI154519
Streptomyces sapporonensis, NBRC 13523, AB154508
Srrepiomyees varsoviensis, NERL B-355%9, DO026653
Streptomyees abivoensis, NBRC 13360 , ABI134537
Strepremyees lavenduligriseus, NRRL B-3173T, DQ442515
Streptomyces morookacnse, LMG 20074, AT781349
Streptomnyees hiolutcus, NBRC 3364, ABIS4733
Streptomyces luteireticuli, NBRC 13422 | AB249969
Sireptomyces ehimensis, RCTC 9727, AY999334
Strepromyces hygroscopicus subsp. angustmyceticus, NRRL B-2347T , DQ442509

’_S. ochraceiscleraticus (a)
| Streptomyces echraceiscleroticus, NBRC 12394, AB13409%4
Streptomiyces purpuragenciscleroficus, DSM 43156 | AJ621604
| Streptomyces violens, DSM 40597 |, AJe21605
Streptomyces monomycini, NRRL B-24309 , DOHH57%0
| Streptomyces niger, DSM 43049 | AT621607

Streptomyees aurafus, NRRT 2097, AT397374

r 5. albofaciens (3)
Etreptomyces chrestomyeetficns, DSM 40345 , AT621609
Strepromyces rimosus subsp. paromomycinus, DSM 41429 |, AJ62i610
| =Sireptomyees ¢ albofaciens, JOM 4342 |, ABO43850

Streptemyces erumpens, DSM 40941, AJe21603
Streplamyces rimasies subsp. rimosus, JOM 4667 , ABO45333
Streptomyces selerotinlus, DSM 43032 |, AJs21608

’_5. afbulus (3)
Streptomyces albulus, IMC 5-0302 | ABO24440
- Streptomyces noursei, NBRC 15452, AB134678



Strepiomyces rimosus subsp. paromomycinu

DSM 41429 |, AJ621610

Streptomyces ermmpens, DSM 40941, AF621603
Strepfemyces rimesus subsp. iimosus, JCM 4667 , ABO43353
Streptomyees selerofialus, DSM 43032 |, ATJe21603

r 5. albulus (3)
Streptomyces albulus, IMC 5-0802 |, AB024440
Strepomyces noursoi, NBRC 154152 , ABI§1678

| Streptomyces yunnanensis, YIM 41004 . AF346515_

Streptomyces kasugaensis, M333-M1  AB024441
Streptomyces chattanoogensis, DSM 40002 , Afs2i6li
Strepfomyees Ivdicus, ATCC 25470 , Y15507
Strepfomyees albospinus, NBRC 13546 , ABI84327
Strepromyces sioyaensiz, NRERL B-5403 , DQ026654
Strepromyces hygroscopicus subsp. decoyicus, AS 41561, AT999553
Streptomyces cafenulae, DSM 40258 , AJ621613
Sfreptomyces misakiensis, IFQ 12391 , AB2IT6035
Streptomyces ramulosus, NRRL B-2714, DQ026662

r 3. caniferus (4)

|Sn'cpram_\'res hygroscopicus subsp. glebosus, NBRC 13786 , AB184479
Strepromyces libani subsp. rufus, LMG 20057, AJ731351

: Streptomyees platensis, FOM 4662 | ABD45882

Streptomyees libani subsp. libami, NBRC 13452, ABIS4I4
Strepromyces tubercidicns, DEM 40261 |, AT621612
Strepiomyces nigrescens, NRRL B-1217aT, DOH42530

| Streptomyees antimycoticus, NBRC 12339, ABI34185
Strepromyees geldanamycininus, NRRL B—3602, DO334731
| Streptomyees melanosporofaciens, NRRL B—-12234T |, AJ271857
Sirepivmyces spervcliviius, NBRC 100767 , AB249934
| Streptomyces yatensis, NBRC 101000 , AB249952
| Strepfomyces rutgersensis subsp. castelarensis, DSM 40830 , AY305511
Strepromyces indonesiensis, DSM 41759; A4R? | DO334753
| Strepfomyces griseiniger, NERL B—138635, AJ391318
Streptemyces rhizosphacricus, NBRC 100775, AB249941
| Streptomyces asiaficus, NERC 100774, AB249947
| Streptemyces cangkringensis, DIIP3 | AJ3915831
Streptomyces malaysiensis, NBRC 16446 . AB249918
| Streptomyces javensis, B22P3 |, AJ391533
Streptomyces endus, NRRL 2339, AY999971
| Sfreptomyces sporocinercus, NBRC 100766 , AB249933
Streptomyees Rygroscopicus subsp. hvgroscopicus, NBRC 13472, ABIS4423
I Strepromyces demainii, NRRL B-1475, DO334752
| Streptomyces violaceusmiger, NRRL-ISP 55631, A7391523
Streptomyces yogyakartensis, NBRC 100779, AB249942

Streptomiyees orinoci, NBRC 13466 , AB134366
Sireptomyces mashuensis, DSM40221 |, X79323
Streptomyces mobaraensis, NRRL B-3729T , DQ442525
Girepromyces futeosporens, NRRL 2401T , DO442525
Sireptornyees aurcoversilis, NBRC 13021 , AB134855
Streptomyces griscocarnens, DSMA0004 |, X99943

’_5. albus (5}

| Streptomyees almguistii, NBRC 13015, AB13425%
Sireptomyces rangoonensis, NBRC 13078, ABIR4295

| Streptemyces gibsonii, NBRC 15415, AB154663
Streptomyees albus subsp. albus, DSM 40313 | ATs21602

|§re@mﬁrs flocculns, NERC 13041 . ABIS4272

Streptomyces cacaoi subsp. cacaoi, NBRC 12745, AB1S4115
Streptomyces sulphureus, NRRL B—1627T , DO442546
Streptomyees rubidus, 13C135, AY876941
Streptomiyees yeochonensis, CN 732 , AF101415
Sireptomyces albus subsp. pathocidicus, NBRC 13512, ABIS4501
Streptomyces glanciniger, NBRC 100913, AB249964
Sireptomyces guanduensiz, 701, AVI76942
Streptomyces ferralitis, SFOpe8 , AV262326
Streptomyces vitaminophilus, NBRC 14294, AB154359
Streptomyces thermolinearus, DEM 41451, 263097
Streptomyces yanglingnsis, 1307 , AYS76940
Sfreptomyces pancisporcus, 1413 , AYS76943

Streptomiyees megasporus, NERC 14749, ABI1SH617

| Streptomyces macresporus, DSM 41449 |, Z63099
: Srrepiomyces glawcosporus, NBRC 15416, AB134664

Streptomyees albiaxialis, NRRL B-24327 , AY999901
Sfreptomyces armeniacns, JCM 3070 . ABOIZ092
Strepfomyces cuspidosporns, NBRC 12375, AB154090
Streptomyces sparsogenes, NBERC 13036 , ABIS4301
Strepromyces janthinus, NBRC 12879 , AB1384351
Streptomyces roseovielacens, ISP 5277 | AT399434
Streptomyces violaceus, NBRC 13103, ABIS4313
Streptomyces albosporens subsp. albosporens, LMG 19403, AT781327
Streptomyces arenac, NBRC 13016 . AB249977
Streptomyces luteogrisens, NBRC 13402, AB134379
Streptomyces hawaiiensis, NBRC 12754 . ABIS4143
Streptomyces cellulosae, VNRRL B-2339T , DO442495
Strepromyces pieudogriseolus, NRRL B—3238T , DO442541
Streptomyees gancidicus, NBRC 15412, AB134660
<
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Ermreptomyces roseoviolaceus, ISP 3377 , AJ399434
Streptomyees viofacens, NBRC 13163 , AB1S4315
Streptomyees albosporeus subsp. albosporeus, LMG 19403 , AJ781327
Streptodnyecs arenae, NBRC 13016 , AB249977
. Streptomyces luteogriseus, NBRC 13402, AB154379
Sereptomyces hawaiiensis, NBRC 12754, AB134143
‘Gtreptomyees eclinlosae, NRRL B-2339T , DO442495
Gireptomyees psewudogrizeolus, NRRL B-3238T , DQH42541
Gtrepromyees gancidicus, NBRC 15412, ABIS4660
Gireptomyces rubigimosus, KCTC 9042, AY999510
Streptomyces capillispiralis, NBRC 14222 , AB1534577
‘Streptomyces lavendulocolor, NRRL B-3367T , DQ442516
‘Streptomyces azurens, NRRL B-2635, EF175674
Streptomyees flavoviridis, NBRC 12772 , AB154342
Streptomyces pilosws, NBRC 12307 , AB134161
Strepromyees djakartensis, NBRC 15409 . AB154657

r 5. gevsiriensis (7)
] Strepiomyees ghanaensis, KCTC 9332, AY99055]
Gireptomyces minufiscleroticus, NRRL B-12202 , EF 17369

| ‘Streptomyees gevsiriensiz, NRRL B-12102T , DQ442501

| Streptomyees plicatiis, NERC 13071, AB15429]

I Streptomyces rochei, NBRC 12908 , AB134237

| Streptomyees vinaceusdrappus, NRRL 2363, AY999929

Streplomycey mutabilis, NRRE ISP-5169 , EF173679__ __ __ _ __

Streptomyecs fuirus, NERC 15617 . AB184690
Gereptomyees afghaniensis, ISP 5228 | AJ399453
Streptomyees africanus, CPIVR-H , AY208912

| " ‘Sireptomyces roseiscleroticus, NBRC 13002 , AB134251
E Streptomyees ruber, NBRC 14600 , ABI154604
| “Streptomyces spiralis, NRRL B-16922, EF 175653
3 Streptomyees fumigatiseleroticus, NRRL B-33856T , DQ442499
" Streptomyces poonensiz, NRRL B-2319, DQ445792

| “Streptomyces atrovirens, NRRI B-16357 , DO026872
Sereptomyces caclestis, NRRL 24158 |, X30524
< Strepromyces fumanus, NBRC 13042 , AB184273

| Streptomyces griscostramineus, NBRC 12751 , ABIS4140
Streptomyces griscomyeini, NBRC 12778, AB134137
| Streptomyces graminearus, LMG 19904, AJ731333
‘Streptomyces viridiviolaceus, IFO 13359, AT999854
\sireptomyees glawcus. NBRE 15417, AB184865

| Streptomyees aurcorcctus, NBRC 15589 , AB184710
Strepiomyces virens, NRRL B-24331T , DQ442554
! Srrepromyees asterosporus, NBRC 15872, ARIS4706

“Smreptomyees naganishii, NRRI B—1316T , DQH42529
Strepiomyees prasinesporus, NBRC 13419 , ABIS43%0
“Serepromyces anandii. NERC 13433, AB134402
| [Streptomyeds earpinensis, NBRC 14214, ABI134574
Strepromyces levis, NBRC 15423, AB134670
Streptomyees cincrechromogenes, NBRC 13822, AB1§4507
‘Serepromyces koyangensis, VE—A60 . ATO79156
Streptomyees violarns, NBRC 13104, AB134316
(Strepiomyccs daghestanicus, NRRL B—5418T , DO442497
Streptomyces limasus, NBRC 12790, ABI1S4147
| Gireptomiyees eancscens, NBRC 12751, ABI1§4117
| Streptomyees felleus, NBRC 12766 , AB1§4129
Streptomyees griseus subsp. solvifaciens, NBRC 13639, AB249015
- Strepromyces violaseens, ISP 5133, AY999737
Streptomyces hydrogenans, NBRC 13475, AB154565
Strepromyecs edorifer, DSM 40347T , Z76652
Strepomyees albidoflavus, NBRC 13010, ABIS4255
Streptomyces champavatii, VRRL B-3632 , DQ026642
Strepromyces sampsonid, ATCC25495 , D63571
Streptomyees diastaticns subsp. dastaticus, NERC 3714, ABI34755
Strepiomyces gougeroni, NBRC 3193, ABI34742
Streptomyees rufgersensis subsp. rutgersensis, NBRC 12519, AB154170
“Strepromyces infermedius, NBRC 13049, AB154277
Strepromyees indiaensis, NBRC 13964, ABI34553
Etreptomyces thermocarboxydus, DSM 44293 |, U94490
Strepromyces massasporeus, NBRC 12796 , ABIS4152
Sirepromyces misionensis, NRRL B-3230, EF173673
Srrepromyces phacoluteichromatogenes, NRRL 5799, AJ391814
Sireptamyces spectabilis, NBRC 13424, AB134393
Streptomyces cinereospinus, NBRC 15397 , AB134645
“Grreptomyees coeruleofusens, NRRL B-5417 , DOD26665
“Sfreptomyces chromofuscus, NBRC 12851 , AB184194
Strepromyees seopiformis, NBRC 100244 , AB249927
Streptomyces grnoverrucosus, NBRC 14223, ABIS4578
Streptomyces thermospinosisporus, ATI0 | AF333113
Strepromyces thermodiastaticns, JCM 4340 , ABO15095
Strepromyce: thermocarboxydovorans, DSM 44296 , 94459
“Sereptomyces thermoviolaceus subsp. apingens, DEM 41392 | Z63095
Streptomyees thermoviolacews subsp. thermoviolacens, DSM 40443 |, 265096
Strepromyces nodosus, ATCCI4599, AF114033
“Streptomyees viridosporus, NRRL 2414T . DQ442556
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DITEPTOMYEes CATOMOTUSCUS, NERU 425310 , ADISHIYE
Strepromyees scopiformis, NBRC 100244, AB249927
Srreptomyces spinoverricosus, NBRC 14228, ABI84578
Streptomyces thermospinosisporus, ATI0 , AF333113
Sfrepromyces ermodiastaticus, JOM 4540 | ABO13095
Streptomyces thermocarboxydovorans, DSM 44296 |, U94489
Streptomyces thermoviolaceus subsp. apingens, DSM 41392 | Z65095
Streptomyces thermovioloceus subsp. thermoviolaceus, DSM 40443 |, Z630%6
Strepromyecs nodests, ATCCI4399 , AF114033
Streptomryces viridesporus, NRRL 2414T . DQ442556

r 5. mexieanus (3)

| Streptomyces thermogriseus, NBRC 100772 , AB24993(0

Streptemyees thermeovulgaris, DSM 40444 | Z68094

[ Streptomyces thermoalcalifolerans, NBRC 16322, AB249909
Streptomyces mexicanus, NBRC 100915, AB24%66

| _ Sireptomyces thermiocoprophifus, Bi19  AJ007402_

Streptomyces banglades hensis, AAB—4, AY750038
Streptomyces ramens, KCTC 9767, AY999321
Efrepfomyces griscosporeits, NBRC 13458, AB134419
Sireptomyces achromogencs subsp. rubradirts. KCTC 9742 , AT999346
Streptomyces glomeratus, NBRC 15893 , AB249917
Strepromyces eurythermus, ATCCI4975 |, D63370
Strepromyces nogalater, JCM 4799, ABO45536
Streptomyces fragilis, NRRL 2424, AY999917

l_.S. arythrogrisens (4)
|Sf‘n’.‘pfom'}'£85 erythrogrisens, LMG 19406 , AF781328
Streptomyces labedae, NBRC 15864, AB134704
\Streptomyces griseoincarnatus, LMG 19316 , AF781321
Streptomyees variabilis, NERI B-3984T , DO442351

Streptomyces althioficus, KCTC 9752, AY999305
Sireptomyces matensis, NBRC 12539, AB134221
Streptomyees griscorubens, NBRC 12730, AB154139
Sireptomyces viridechromuogenes, NRRL B—1311T , DO#42355
Streptomyces fakyrus, NBRC 13401 , ABIS4E77
Etreptomyces violaccochromogenes, IFOQ 13100, AY999367
Streptomyces collinus, NBRC 12759, ABI84123
Strepiomyces malachitofuscus, NBRC 1305% , ABI154232
Srrepromyces paradoxus, NBRC 14337 , ABI134623
Strepromyces griseoflavus, LMG 19344, AJ731322
Strepromyees flaveolns, NERC 3408 , ABI184764
Strepromyces glaucescens, NBRC 12774, ABIR4343
Streptomyces pharetrae, CZA14, AY699792
Streptomyces malachitospinus, NBRC 101004 , AB249954
Strepromyces parvilus, NBRC 13193, AB154326
Streptomyces rendae, ATCCI®812 | Dsds73
Strepromyees violaccorubidus, LMG 20319 | AJ751374
Streptomyces albaduncus, JCM 4715 , A¥Y999757
Streptomyces griscoloalbus, NBRC 13046 , ABI154275
Streptomyces heliomyeini, NBRC 15399, ABI184712
Strepromyees ambofaciens, ATCC 23577 , M27245
Streptomyces rubrogriseus, NBRC 15455, AB184631
Streptomyees iricolor, NBRC 15461 , AB154657
Streptomyees Henomyeini, LMG 20091 , AJ731353
Streptomyces antliocyanicus, NBRC 14392, AB134631
Sfrepfamyces olivacceus, NBRC 3200, ABIS4743
Streptamyces paciuin, NBRC 13433, ABIS4393

[ 5. eoclescens ()
Strepromyces coelescens, ICISE 1021 , AF503496
Strepiomyces humiferus, DSM 43030 , AF503491
\Streptomyces violaceolatus, ICSSB 1022 , AF503497
Streptomyees violaegoruber, JICSSB 1016 . AF503492

Sireptomyees caclicaflavus, NBRC 15399, AB134650
Strepiomyces digstaficus subsp. ardesiacus, NRRL B—1773 , DO026631
Strepfomycees lomondensis, NBRC 15426 , AB134673
Strepfomyees Tusitanus, NBRC 13464, AB154424
Streptomyces purpurascens, ISP 5310, AT399435
Sivepromyees bellus, NBRC 12544, AB154349
Streptomyees coerulescens, ISP 5146 , AY999720
Streptomnyces speibonae, PE—Blue | AF432714
Strepiomyees longispororuber, NBRC 13438 , ABIS4440

5. cocruleorubidus (3)
Streptomyces albogriscolus, NRRL B—1305 = DSM 4. AJI9365
Streptomnyces viridodiastaricus, IFO 13106 , AT999352
| “Streptomyees cocrulcorubidus, ISP 5145 . AY999719_

[ 5. aurantiegriscus (3)
| Streptomyees coclicolor, NRRL B-2512T , DOH42496
Strepromyces grisceviridis, KCTC 9730, AY999507
|Streptomyces anrantiogrisens, NRRL B-3416 , AY999793
Streptomyces griseoanrantiacus, NBRC 15440, AB154676
GITEPIOmYces JIetmisiensis, FXS46 , AYII4/535

r 5. coeruleaprunus (3)
| Streptomyces coeruleoprunus, NBRC 15400, AB154651
Strepromyces somaliensis, DSM 40738 , AT007403
| Sireptomyees fradiac, NRRL B—11%5 . DO026630__
Streptomyces bluensis, ISP5564 |, X79324
Streptomyces variegatus, LMG 20315, AJ781371
Streptomyces fulvissimus, NERC 13432, ABI 34434
Streptomyees anreoverticillams, NRRL B-3326 , AY99977.

Strepromyces flavofunging, NERC 13371, AB154359

Streptomyces alboflavies, NRRL B-2373 , EFI75699



| Streptomyces coeruleoprunus, NBRC 15400 , AB134651
Streptomyces somalicnsis, DSM 40738 , AJO07403
| strepromyees fradiac, NRRL B—1193, DO026630

Streptomyces bluensis, ISP3564 , X79324
Srreprowyces variegates, LMG 20315 , AJ781371
Strepromyces fulvissimus, NERC 13482 , ABI1 34434
Sirepromyees aureoverticillarus, NRRL B-3326 . AY999774
Strepromyees flavofungini, NERC 13371, AB184339
Streptomyces albaflavus, NRRL B-2373 , EF175699
Strepromyees aculeolafis, NBRC 14324, ABISH624
Gtreproniyees synnematoformans, 5155, EF121313
Strepromyces hebeiensis, YIM 001 , AY277529

,_ 5. carpaticus (4)

| Strepromyces hainanensis, YIM 47672, AM3923645
Strepromyces specialis, GW 41-1364, AM934703

| Streptomyees carpaticus, NRRL B-16339T , DOH42494

Streptomyces sulfonafaciens, NBRC 14260, AB249974
Strepromnyces sodiiphilus, ¥TM 30305, AY236339
Strepremyces scabrisporus, KM—-4927 , ABO30585
Streptomyees gardneri,. NBRC 3355, ABISI754
Streptomyees flavidafuscus, NRRL B-16366 , AY999914
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Anexo 2

Tabla de categorias funcionales de los genomas de S. coelicolor y S. avermitilis armada de
la pagina http://cmr.jcvi.org en 2011.
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Categorias

funcionales

Streptomyces
coelicolor

Streptomyces

avermitilis

Biosintesis de amino

acidos

155 (1.96%)

147 (1.92%)

Biosintesis de
cofactores, grupos
prostéticos y

transportadores

146 (1.85%)

159 (2.07%)

Envoltura celular

506 (6.41%)

674 (8.79%)

Procesos celulares

427 (5.41%)

336 (4.38%)

Metabolismo

intermediario central

462 (5.85%)

388 (5.06%)

Metabolismo de DNA

454 (5.75%)

233 (3.04%)

Metabolismo de

energia

1547 (19.59%)

798 (10.40%)

Metabolismo de acidos

grasos Y fosfolipidos

209 (2.65%)

221 (2.88%)

Motilidad y elementos

extracromosomales

77 (0.98%)

122 (1.59%)

Manejo de proteinas

501 (6.34%)

304 (3.96%)

Sintesis de proteinas

361 (4.57%)

191 (2.49%)

Purinas, pirimidinas,
nucledsidos y

nucledtidos

89 (1.12%)

89 (1.16%)

Funciones regulatorias

958 (12.13%)

744 (9.70%)

Transduccion de

sefales

41 (0.52%)

27 (0.35%)

Transcripcién

154 (1.95%)

134 (1.75%)

Proteinas de

transporte y de unién

777 (9.84%)

736 (9.59%)

Sin clasificar

777 (9.84%)

1725 (22.88%)

Funcion desconocida

256 (3.24%)

613 (7.99%)

Total

7897 (100%)

7671 (100%)

No olvidar que muchas de estas categorias estdn compuestas por genes hipotéticos.
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