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Introduccion. Los actinomicetos son bacterias de gran
importancia biotecnoldgica debido a que de ellos se obtiene el
70% de los antibidticos usados en la clinica para combatir
enfermedades, asi como muchas enzimas hidroliticas usadas en
la industria (1). Muchos de estos antibi6ticos se producen a
partir de intermediarios del ciclo de Krebs, a pesar de esto, a la
fecha, se conoce muy poco sobre la regulacion y propiedades de
las enzimas que lo integran. La malato deshidrogenasa (MDH)
es la Gltima enzima de este ciclo y cataliza la interconversion de
malato a oxaloacetato utilizando NADH como cofactor.

El objetivo de este trabajo es determinar como se regula la
sintesis de la malato deshidrogenasa en dos actinomicetos
(Streptomyces coelicolor y Saccharopolyspora erythraea) al
crecerlos en diferentes fuentes de carbono y a lo largo del
tiempo de cultivo para disefiar estrategias para su mejoramiento.
Metodologia. Ambas bacterias se precrecieron en medio
completo, a partir de ahi se inoculé en el medio minimo
correspondiente en presencia de diferentes fuentes de carbono,
se tomaron muestras a las diferentes horas de cultivo para
obtener el extracto libre de células y para medir crecimiento
como cantidad de proteina por el método de Lowry en el caso
de Sac. erythraea y como As para S. coelicolor.
Posteriormente se cuantificd la actividad volumétrica y
especifica por disminucién de Asgg.

Resultados y discusion. La MDH de S. coelicolor mostré
valores de K., aparentes de 0.014 y 0.013mM para oxaloacetato
y NADH respectivamente; mostré inhibicién por oxaloacetato a
concentraciones mayores a 0.3 mM y su temperatura 6ptima fue
de 75°C aunque fue poco estable a esta temperatura. La MDH
de Sac. erythraea presenté valores de K, aparentes de 0.015 y
0.056 mM, respectivamente y también mostré inhibicion por
oxaloacetato a concentraciones mayores a 0.3 mM.

A lo largo del tiempo de cultivo de Sac. erythraea se observo
que la sintesis de la enzima es constitutiva, ya que los perfiles
de actividad especifica, al crecer a la bacteria en glucosa,
galactosa, sacarosa y lactosa como fuentes de carbono muestran
que se mantuvo constante dentro de cierto rango a lo largo del
tiempo de cultivo; en cambio, al utilizar fructosa como Unica
fuente de carbono la actividad aumenta a lo largo del tiempo de
crecimiento mostrando un maximo a las 96 h (Fig.1), la
diferencia observada en fructosa se debié a un aumento en la
sintesis de la enzima y no a una disminucion en su degradacion,
ésto se demostré al comparar los perfiles de actividad en
glucosa y fructosa en presencia del cloranfenicol, un inhibidor
de sintesis de proteinas. Estos resultados se corroboraron por
medio de zimogramas en geles de acrilamida ND.

En S. coelicolor se observo un perfil de actividad asociado a
crecimiento. En presencia de glucosa, fructosa, maltosa,

acetato y malato, la sintesis de la enzima se indujo durante la
fase de crecimiento exponencial (Fig.2).

"
5

Cre@miento (mg/ml)

°
2

96 120 0 24 9 120

48 1
horas de CU|%V0 Ho:is de CLI|[I2V0

Fig.1. Perfiles de actividad (A) y crecimiento (B) de Sac. erythraea a lo
largo del tiempo de cultivo en diferentes fuentes de carbono. Naranja:
fructosa, azul: glucosa, rosa: sacarosa, café: galactosa, morado:
lactosa.
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Fig.2. Perfiles de actividad (A) y crecimiento (B) de S. coelicolor a lo
largo del tiempo de cultivo en diferentes fuentes de carbono. Azul
fuerte: glucosa, rosa: fructosa, amarillo: maltosa, azul claro: acetato,
morado: malico.

Estos perfiles son diferentes a los reportados para otros
organismos como E. coli, T. thermophilus y C. glutamicum (2)
donde se observd que la expresion del gen mdh se regula por la
fuente de carbono mostrando menor expresién al crecer en
azucares facilmente asimilables como la glucosa; en T.
emersonii la expresion fue mayor al crecer en monosacaridos y

disacaridos que en polisacéridos (3).

Conclusiones. La sintesis de MDH de Sac. erythraea es
constitutiva a lo largo del tiempo de cultivo en presencia de
glucosa, sacarosa, galactosa y lactosa como fuentes de carbono.
En presencia de fructosa la sintesis se induce mostrando un pico
de actividad a las 96 horas de crecimiento.

La sintesis de MDH de S. coelicolor se induce durante el
crecimiento exponencial en presencia de las diferentes fuentes
de carbono (glucosa, fructosa, maltosa, acetato y malico).
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