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1.INTRODUCCION
1.1 CARACTERISTICAS DE STREFTOMYCES PEUCETIUS VAR. CAESIUS

El género Streptomyces estd constituido por una gran variedad de
organismos  procariontes  Gram-positivos. Estos  organismos  son
generalmente aerobios estrictos y aunque pocos de ellos pueden ser
encontrados en ambientes acuaticos, estan ampliamente distribuidos en
suelos. De hecho, el olor caracteristico de la tierra es a causa de la presencia
de una serie de metabolitos llamados geosminas producidos por de estos
microorganismos (Hirsch ef al, 1985, Madigan et al, 1997). Los
estreptomycetos son las bacterias mas complejas morfologicamente. Su ciclo
de vida involucra la formacién de hifas ramificadas que después de un
periodo de crecimiento vegetativo, responden a sefales especificas para la
produccion de cadenas de esporas por unas estructuras especializadas
llamadas hifas aéreas (fig.1.1). La formacién de las hifas aéreas comanmente
coincide con la produccién de metabolitos secundarios (Hirsch et al., 1985,
Hopwood, 1988). Los estreptomycetos poseen gran capacidad de sintetizar
numerosos antibidticos, moléculas farmacolégicamente activas y enzimas
extracelulares esenciales en la degradacién de biomasa y la asimilacion de
diversas fuentes de nutrientes (Crandall & Hamill, 1986; Frost et al. 1987,
Rose, 1979). Mas de 500 antibidticos diferentes son producidos por
organismos del género Streptomyces y una gran cantidad de ellos ha sido
estudiada quimicamente. Algunos de estos organismos son capaces de
pfoducir mas de un antibiético. Esta capacidad, aunada a su complejidad
morfologica, ha conferido a estos microorganismos gran importancia
industrial y cientifica.
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Fig. 1.1. Representacion esquematica del ciclo de vida de los microorganismos del
género Streptomyces.

S. peucetius es una de las especies mas importantes en la sintesis de
antraciclinas. En 1969 Federico Arcamone y colaboradores aislaron a partir
de este microorganismo, por tratamiento mutagénico, una nueva cepa a la
que llamaron Streptomyces peucetius var. caesius (Arcamone, et al,, 1969).
Esta cepa es |a productora de doxorrubicina (fig. 1.2), un antibidtico del grupo
de las antraciclinas que posee una importante actividad antitumoral. El
espectro bactericida de este antibidtico comprende principalmente bacterias
Gram-positivas y s6lo en algunos casos Gram-negativas (Vanek et al. 1977),
sin embargo, no se le ha dado uso como agente antimicrobiano. La
doxorrubicina posee una accién anticancerigena de mas amplio espectro
frente a tumores sélidos que la daunomicina, el antibiético producido por su
antecesor, asi como una menor toxicidad (Arcamone, 1981). Actualmente, la




doxorrubicina es el agente antitumoral de origen microbiano mas utilizado
clinicamente (Hershberger, 1989; Vandamme, 1984).

OCH,OH

Fig. 1.2. Estructura quimica de la doxorrubicina.

La disponibilidad de metabolitos primarios precursores del metabolismo
secundario puede ser un factor determinante en la produccién de antibidticos;
dentro de estos factores nutricionales podemos mencionar las fuentes de
carbono y nitrégeno, los fosfatos y algunos elementos traza como Fe?*, Mn?",
Cu®. Ademas, diversos factores ambientales como la disponibilidad de
oxigeno, la temperatura y el pH, repercuten directamente sobre la sintesis de
estos metabolitos (Grein, 1987).

La fuente de nitrégeno posee, en general, un efecto estimulador de la
produccion de antraciclinas en este género; sin embargo, el amonio ejerce un




efecto negativo sobre ia expresién del regulén de nitrégeno Ntr. Este regulon
se induce normalmente en presencia de bajas concentraciones de amonio, lo
que es detectado por la proteina NtrB, cuya actividad de cinasa es activada
para permitir la fosforilacién y activacion de un activador transcripcional
(NtrC) que controla la expresién de los genes del regulon Nir {(Baumberg et
al., 1991; Brana et al., 1986; Kolter & Siegele, 1992).

El fosfato afecta también negativamente la sintesis de antraciclinas.
Este nutriente tiene un efecto inhibitorio sobre la produccién de tilosina y
estreptomicina en S. kitasatoensis. Se tiene evidencia sobre el efecto
inhibidor que posee el fosfato sobre la sintesis de doxorrubicina por S.
coeruleorubidus. En S. peucetius niveles de fosfato inorganico superiores a
10 mg/mL afectan negativamente la produccién de antraciclinas, sin
embargo, aun no se conoce el mecanismo por el cual se lleva a cabo esta
regulacion por fosfatos (Dekieva et al,, 1985).

S. peucetius es capaz de crecer y producir antraciclinas en presencia
de diversas fuentes de carbono, como glucosa, manosa, celobiosa, lactosa,
fructosa, maltosa y almidén, sin embargo, la glucosa es la fuente de carbono
mas empleada para la produccion de antibidticos (Dekleva et al, 1985). La
sintesis de metabolitos secundarios es frecuentemente afectada por la
presencia de algunas fuentes de carbono (Demain, 1989; Hodgson, 1982).
Este mecanismo de regulacion llamado represion catabodlica por fuente de
carbono esta ampliamente distribuido entre los sistemas microbianos, donde
se pueden encontrar diversos y complejos sistemas en un mismo organismo
(Saier, 1995). El medio empleado para la produccién de antraciclinas por S.
peucetius var. caesius, contiene concentraciones de 60g/l de glucosa
(Arcamone ef al, 1968). Debido a que estas concentraciones son
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consideradas inhibitorias en otras especies de estreptomicetos al presentarse
el fenbmeno de represién catabdlica por fuente de carbono, se habia
sugerido que en la sintesis de antraciclinas este fendmeno no tenia lugar
(Dekleva et al., 1985). Sin embargo, la presencia de altas concentraciones de
glucosa favorece la acidificacion del medio por la produccion de piruvato y
diversos intermediarios del ciclo de los a&cidos tricarboxilicos como,
2-oxoglutarato y citrato, afectando negativamente la sintesis de antraciclinas
(Dekleva & Strohl, 1987). Ademaés, Segura y colaboradores demostraron que
la glucosa posee un efecto inhibidor adicional al efecto de pH, que afecta
tanto el metabolismo primario como el metabolismo secundario de S.
peucetius var. caesius (Segura et al. 1996).

1.2 REPRESION CATABOLICA POR FUENTE DE CARBONO

Todos los organismos estan dotados de gran capacidad para producir la
energia necesaria en sus procesos metabdlicos. Sin embargo, poseen
también estrategias que evitan la generaciéon de mayor cantidad de energia
de la que realmente necesitan. Estos mecanismos reguladores controlan
todos los aspectos del metabolismo celular. Asi, el metabolismo del carbono
se encuentra también regulado.

La presencia de fuentes de carbono rapidamente metabolizables, como
es el caso de la glucosa, puede resultar en la modificacién de las funciones
metabdlicas en diversas bacterias impidiendo la expresidn de un gran nimero
de genes requeridos en el metabolismo de fuentes de carbono alternativas,
asi como en la produccién de metabolitos secundarios. Este proceso de
regulacion del metabolismo es conocido como represidn catabodlica por fuente
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de carbono y se encuentra ampliamente distribuido entre los sistemas
microbianos, donde se han encontrado gran complejidad y diversidad en los
mecanismos de regulacién por este nutriente.

En los organismos procariontes, el estudio del fenémeno de represion
catabélica por fuente de carbono se ha realizado principalmente en dos
grandes grupos: bacterias entéricas Gram-negativas, como Escherichia coli, y
bacterias Gram-positivas con bajo contenido de GC, como Bacillus subtilis.
Poco se sabe acerca del proceso de regulacion por carbono en los
microorganismos Gram-positivos con alto contenido de GC, donde el mejor
caracterizado con respecto a este fenémeno es el género Streptomyces, en
particular S. coelicolor.

1.2.1 REPRESION CATABOLICA EN BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS.

E! organismo mejor caracterizado hasta ahora es, por mucho,
Escherichia coli y sobre &l se han realizado mas ampliamente los estudios
sobre regulacién del metabolismo de carbono. En este microorganismo el
metabolismo de carbono estd controlado por el sistema de transporte de
fosfotransferasa dependiente de fosfoenol piruvato (PTS de sus siglas en
inglés). El PTS es un sistema de transporte de carbohidratos que domina y
regula la actividad de ofros transportadores de azdcares presentes en la
célula (Saier, 1989; Saier ef al., 1985).

Los niveles intracelulares de AMP ciclico (AMPc) tienen un efecto
acelerador sobre la sintesis de muchas enzimas catabélicas sensibles a la
represién. El AMPc se une a su proteina receptora (CRP) y actda sobre los

7




promotores de cientos de genes estimulando su transcripcién (Botsford et af.,
1992, Ishiuka et al. 1993).

Saier (1989) ha propuesto un mecanismo de regulacién mediada por el
PTS (fig. 1.3). Segin este modelo, una pequefia enzima glucosa-especifica
1A (I1A%°) constituyente de este sistema de transporte es el efector alostérico
que controla dicho mecanismo. Esta enzima se fosforila reversiblemente en
un residuo de histidina por la enzima | y por la HPr del sistema de
fosfotransferasa, a partir del fosfoenolpiruvato (PEP). La enzima lIA¥ puede
donar su grupo fosfato a la glucosa en presencia de una enzima membranal
especifica para el carbohidrato (la enzima lIBC), dando glucosa-6-fosfato
como producto que se incorpora a la célula. Una vez desfosforilada la enzima
HA%® su forma libre puede unirse a algunas permeasas de carbohidratos
(permeasas simportadoras de lactosa-H") o a la glicerol cinasa, enzimas que
existen normaimente en su forma activa. Esta unién inhibe alostéricamente la
actividad de estas proteinas y como consecuencia la incorporacién y
utilizacion de fuentes de carbono como lactosa y glicerol pueden verse
afectadas.

La adenilato ciclasa, enzima que se encarga de sintetizar AMP¢ a partir
de ATP y que se encuentra normalmente en una forma de baja actividad, al
parecer se activa al unirse a la forma fosforilada de la lIA®° y se desactiva
cuando esta (ltima enzima es desfosforilada. La disminucién de la actividad
de la adenilato ciclasa resulta en una baja en [os niveles intracelulares de
AMPc y en la prevencién de la transcripcion de genes que codifican para
enzimas catabdlicas.
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Fig. 1.3. Mecanismo propuesta para la regulacién del metabolismo de carbono en E. cofi.
PEP: fosfoenc! piruvato. | y HPr: enzimas constituyentes del sistema de transporte de
azucares dependiente de PEP. IIA%: enzima glucosa especifica. |IBC: enzima membranal
de transporte especifica para el carbohidrato. P: grupo fosfato. CRP: proteina receptora de

AMPc.




1.2.2 REGULACION DEL METABOLISMO DE CARBONO EN BACTERIAS GRAM-
POSITIVAS.

Dentro de las bacterias Gram-positivas se pueden considerar dos
grandes grupos. las de bajo y las de alto contenido de GC. Dentro del primer
grupo, Bacillus subtilis ha servido como organismo modelo en el estudio de la
regulacion del metabolismo de carbono, mecanismo en el cual se han
identificado tres elementos importantes: 1)un factor de transcripcién llamado
proteina CcpA homdlogo a varias proteinas represoras, 2)secuencias
consenso presentes en el ADN, llamadas elementos de represién catabdlica
(CRE de sus siglas en inglés) y 3)la proteina HPr del sistema
fosfoenolpiruvato fosfotransferasa para el transporte de aziucares (Hueck &
Hillen, 1995; Saier et al., 1995).

Para ilustrar el mecanismo de represion catabdlica en B. subifiis, existe
un modelc en el que se propone que la produccidon de intermediarios
metabdlicos como fructosa 1,6-bisfosfato (FBP) o 6-fosfogluconato, resultado
del metabolismo de las fuentes de carbono represoras, inducen la activacion
de una proteina-cinasa que fosforila a la HPr en la serina 46, La HPr
fosforilada se une y activa a la proteina CcpA produciendo un aumento en su
afinidad por los CRE presentes en las regiones reguladoras de los operones
sensibles a represién. Este complejo formado entre la CcpA activada y el
ADN, en conjunto con otras moléculas efectoras podria retardar o bloguear la
transcripcion (fig. 1.4) (Hueck & Hillen, 1995; Saier et al., 1995).
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Fig. 1.4. Modelo del mecanismo de represion catabdlica propuesto para B.subtifis. HPr:
proteina constiluyente del sistema de transporte de aztcares dependiente de fosfoenol
piruvato (PTS). FBP: fructosa 1,6-bisfosfato. CcpA: factor de transcripcién homélogo a
proteinas represoras.

Los microorganismos del género Streptomyces son bacterias Gram-
positivas que poseen un contenido alto de GC, entre 68 y 72%. Streptomyces
coelicolor es el organismo mejor caracterizado de este génerc y se ha
utilizado ampliamente en el estudio del fenémeno de represion catabdlica por
fuente de carbono. Sin embargo, poco es conocido acerca de este
mecanismo regulatorio en los estreptomycetos. El fenémeno de represion
catabdlica presentado en Streptomyces es fundamentaimente diferente al
que encontramos en E. coli, donde los niveles de AMPc juegan un papel
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importante en la regulacion de la expresion de enzimas inducibles. En el
género Streptomyces los niveles de AMPc no se ven afectados en el proceso
de represién catabdlica (Gersh, 1980; Chaterjec & Vining, 1982; Hodgson,
1982). Mientras que en los organismos Gram-positivos de bajo contenido de
GC la enzima HPr fosforilada en un residuo de serina parece jugar un
importante papel en el fendomeno de represién catabdlica, en Streptomyces,
aunque se ha reportado la identificacion de las enzimas | y HPr del sistema
de fosfotranfersa, asi como del complejo enzimatico especifico para fructosa
en tres especies de este género (Titgemeyer et al., 1995), hasta ahora no se
ha encontrado evidencia de que algun factor constituyente de este sistema de
transporte intervenga en el mecanismo de represion catabdlica. Ademas,
estos organismos al parecer no poseen la serina-cinasa ni la serina-fosfatasa

de la enzima HPr presentes en B. subtifis (Titgemeyer et al., 1995).

En Streptomyces diversas fuentes de carbono afectan la expresion de
genes involucrados en el transporte (Hodgson, 1982) y utilizacion de fuentes
de carbono alternativas (Hodgson, 1982; Mattern ef al.,, 1993; Smith & Chater,
1988), asi como en la sintesis de enzimas extracelulares y metabolitos
secundarios (Delic ef al, 1992; Segura et al, 1996; Servin-Gonzalez et
al. 1994).

Diversos genes sensibles a represion catabdlica por fuente de carbono
han sido clonados con el objeto de estudiar el mecanismo que reguia su
expresién. De esta manera se han identificado secuencias reguladoras
presentes en los operones de los genes chi63 de S. plicatus (Delic et al.
1992), am! de S. limosus (Virolle & Gagnat, 1994) y gal de S. coelicolor
(Mattern et al,, 1993), donde la presencia de deleciones o modificaciones
afecta la regulacién negativa por carbono. Probablemente se trate de
secuencias reguladoras que actian en ¢is uniéndose a proteinas o complejos
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represores. Sin embargo, estas regiones no muestran estructuras similares o
secuencias consenso, como sucede en las bacterias Gram-positivas con bajo
contenido de GC.

A partir de S. coelicolor se obtuvieron mutantes resistentes a represion
catabdlica por fuente de carbono, capaces de crecer en lactosa y en
presencia de un andlogo de la glucosa, la 2-deoxiglucosa (2-DOG), y se
aistaron para el estudio de este mecanismo de regulacion (Hodgson, 1982).
Estas mutantes, que mostraron pérdida de actividad de la enzima glucosa
cinasa ATP-dependiente (Glk), fueron incapaces de utilizar glucosa sin que el
transporte de este carbohidrato se encontrara afectado (Hodgson, 1982).
Esto ha sugerido un importante papel de la enzima Glk en el mecanismo de
represién catabdlica en el género Strepfomyces. Se ha clonado el gen que
codifica para esta enzima, gikA (lkeda ef al. 1984), mostrando el
restablecimiento de la sensibilidad a represion catabdlica en las mutantes
resistentes a 2-DOG.

La secuenciacioén del g/ikA ha mostrado que dicho gen es transcrito por
dos promotores, uno de ellos se encuentra inmediatamente después dei gen
hacia el extremo 3' y el otro se encuentra mas alejado hacia esta misma
direccion (Angeil et al. 1992). El fragmento secuenciado contiene un marco
abierto de lectura parcial (orff) y dos marcos abiertos de lectura completos
que codifican para proteinas de aproximadamente 30 kDa (orf2 y 0rf3). Se ha
encontrado que el glkA-orf3 por si solo restablece la actividad de glucosa
cinasa y la utilizacibn de glucosa, asi como la sensibilidad a 2-DOG y la
represion catabdlica de diversos genes como el dagA, en las mutantes de
Streptomyces coelicolor resistentes a .2-DOG (Angell et al., 1992}. Sin
embargo, para alcanzar los niveles de la actividad de glucosa cinasa
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encontrados en la cepa silvestre, es necesaria la expresion tanto del g/kA-
orf3 como del glkA-orf2.

No se ha enconfrado ninguna funcién o similitud del producto del glkA-
orf2 con otras proteinas conocidas. Esta secuencia es transcrita junto con el
resto del gen gikA, por lo que se ha pensado que posee un papel en el
metabolismo de glucosa, o en el mecanismo de represion catabélica.

El producto del gen glkA-orf3 muestra extensas secuencias de
aminoacidos similares a las encontradas en una familia de proteinas que
incluye diversas glucocinasas y proteinas represoras como la NagC de E.
coli y la XylR de B. subtilis (Titgermeyer et al, 1994). Sin embargo, esta
proteina carece de una extensién N-terminal que posee dominios de unién a

ADN y que esta presente en dichas proteinas represoras.

Angell et al. {(1994) reportaron el aislamiento de mutantes de S
coelicolor que tenian una delecion en el gen glkA, capaces de utilizar glucosa
y con niveles de Glk similares a los de la cepa original. Al parecer estas
mutantes presentaron una segunda actividad de glucosa cinasa (Glk-Il), que
restablece la sensibilidad a 2-DOG vy la utilizacién de glucosa, pero no asi la
sensibilidad del gen dagA a la represion catabdlica (Angell et al, 1994).
Ademas, la expresion del gen andlogo de Glk de Zymomonas mobilis en
mutantes g/kA de S. coelicolor restablece la actividad de esta enzima pero no
la sensibilidad a represidn por glucosa (Angell et al., 1994).

Kwakman & Postma (1994) estudiaron el efecto represor de diversas
fuentes de carbono como glucosa, arabinosa, galactosa, citrato y glutamato,
sobre la expresién de la glicerol cinasa y la agarasa en mutantes de S.
coelicolor con deleciones en el gen gikA. Encontraron que la sensibilidad a
represion catabgélica ejercida por dichas fuentes de carbono se pierde aun
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cuando estas fuentes no sean metabolizadas via glucosa cinasa. La
presencia de deleciones en el gen gikA y la sobre-expresién de este gen en
S. coelicolor, muestran un efecto derregulador en el mecanismo de represion
catabdlica ejercido por varias fuentes de carbono (Angell et al, 1994
Kwakman & Postma, 1994). Aunque el papel de la Gik en el fendmeno de
represién por fuente de carbono aun no es claro, existen evidencias que
indican que este posible pape! es independiente de su actividad catalitica y
que la fosforilacién de la glucosa no es suficiente para llevar a cabo la
represién catabdlica.

En contraste con las evidencias encontradas que sugieren un papel
determinante de la Glk en el mecanismo de represién catabdlica, se han
obtenido resultados que involucran otros factores diferentes a esta enzima y
que pudieran estar participando de manera importante en el fenomeno de
represién por carbono. De acuerdo a estos antecedentes se ha propuesto
que el mecanismo de represion catablica pudiera llevarse a cabo por la
union directa de la Glk a las regiones promotoras de los operones sensibles a
regulacién por carbono, impidiendo su transcripcion. O bien, que la Glk se
una a élgt’m otro factor proteico de unién a ADN para formar un complejo
represor que actie al nivel de transcripcion de los genes sensibles a la
represion catabélica (Kwakman & Postma, 1994). La presencia de la fuente
de carbono represora en el medio podria generar una sefal que resulte en un
cambio conformacional de la Gik favoreciendo su actividad represora debido
a la union o interaccion de esta enzima con alguna moiecula cuya
concentracién intracelular varie considerablemente dependiendo de la fuente
de carbono. Estas moléculas podrian ser intermediarios del metabolismo de
la fuente de carbono, como por gjemplo, los intermediarios de la glucélisis
como la glucosa, la glucosa-6-fosfato, la fructosa-1,6-difosfato, o bien,
nucledtidos de importancia en e! mantenimiento y balance de los niveles de
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energia celular, como ATP, ADP, etc. Esto se apoya en el hecho de que uno
de los papeles de la represién por glucosa es mantener los niveles de
energia en la célula.

Ingram y colaboradores (1995) reportaron la identificacion vy
caracterizacién de una mutacién en S. coelicolor, ccrA1, que afecta la
expresion de diversos promotores regulados catabdlicamente. Estas
mutantes muestran una transcripcion alterada de los promotores ga/P1, gyl y
chi63 sensibles a glucosa. Sin embargo, esta mutacion no tiene efecto sobre
la expresién de promotores galP2 que dirige la transcripcién constitutiva de
los genes galE y ga/K. La mutacion ccrA1 parece tener un efecto especifico
sobre la transcripcion de promotores sensibles a represion catabdlica, sin
embargo, estos promotores permanecen sensibles a dicha regulacion. El
mapeo de esta mutacion indicd que se encuentra localizada cercana al locus
argA y es distinta de otras mutaciones que se sabe que estan involucradas
en el control catabdlico, como la glkA. Las mutantes ccrA 1, a diferencia de las
g/kA, pueden utilizar glucosa como Unica fuente de carbono y no son
resistentes a 2-DOG (Ingram ef af., 1995). De acuerdo a estos resultados,
Ingram y colaboradores sugieren que la mutacién ccrA7 afecta un gen cuyo
producto puede estar involucrado en el mecanismo general de regulacién por
represion catabdlica en Streptornyces.

El mecanismo de regulacién del metabolismo de carbono en el género
Streptomyces aun se encuentra poco entendido. Existen diversas preguntas
por contestar para determinar el papel de los factores hasta ahora
relacionados con este fendémeno, asi como para encontrar nuevos elementos

que participen en esta regulacién adn no conocidos.
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Fig. 1.5 Posible mecanismo de represion catabdlica en Streptomyces.




1.2.3 ANTECEDENTES

Streptomyces peucetius var. caesits es un microorganisma de gran
importancia industrial y médica ya que es el productor de doxorrubicina, el
agente antineoplasico de origen microbiano mas utilizado actualmente en el
tratamiento de tumores cancerosos. Sin embargo, al igual que en otros
microorganismos, en el género Streptomyces el metabolismo de carbono y la
sintesis de metabolitos secundarios, se encuentran sujetos a represion
catabdlica (Hodgson, 1982; Demain, 1989). Este mecanismo regulador
asegura la utilizacidn organizada y secuencial de las fuentes de carbono
cuando mas de un tipo se encuentra presente en el medio. Los mecanismos
responsables de la represion catabdlica en los sistemas microbianos son
diversos y complejos y posiblemente existan diferentes sistemas en un solo
microorganismo (Saier, 1995). Poco se sabe acerca del proceso que regula el
metabolismo de carbono en este género y aun existen una serie de
incognitas por resolver. En Streptomyces peucetius var. caesius ia utilizacién
de diversas fuentes de carbono asi como la sintesis de metabolitos
secundarios se ve reprimida por glucosa {Segura et al., 1996). Mutantes de
este microorganismo, aisladas por su habilidad para crecer en lactosa en
presencia de un analogo de glucosa, la 2-desoxiglucosa (2-DOG]), resultaron
insensibles a represion por carbono y presentaron bajos niveles de la enzima
glucosa cinasa (GIk); entre el 19 y 30% de la actividad encontrada en |a cepa
original (Segura ef al, 1996). En dichas mutantes la sintesis de
B-galactosidasa, D-xilosa isomerasa y la produccién de antraciclinas totales
resultaron ser insensibles al efecto negativo de la glucosa.

Las mutantes 2-Dog® perdieron también su sensibilidad al efecto
negativo ejercido por fuentes de carbono diferentes a ia glucosa, tales como
galactosa, arabinosa y glutamato, que no son metabolizadas via Glk. Esto




sugiere algun tipo de relacién entre la actividad de Glk y la sensibilidad a la
represion por carbono (Segura et al., 1996).

Para explicar la pérdida de la sensibilidad a la represion catabdlica por
fuente de carbono en estas mutantes 2-DOGR y determinar el papel de la Glk
an este mecanismo, hemos tomado en cuenta las siguientes posibilidades:

* Que la enzima Glk esté involucrada en la incorporacién de fas fuentes de
carbono represoras, de manera que al disminuir su actividad el transporte
se vea afectado.

« Que la Glk intervenga directamente en el metabolismo de las diferentes
fuentes de carbono represoras y no soélo de glucosa, lo que se podria
determinar de manera indirecta midiendo la capacidad de esta enzima para
fosforilar otros carbohidratos diferentes a su substrato natural.

* Que el papel regulador de la Glk en la represién catabdlica, no dependa de
su actividad catalitica, sino de una actividad represora de la misma que le
permita actuar directamente sobre los genes regulados catabdlicamente
impidiendo su transcripcion.

« Que la Gk no participe en el fenémeno de represién catabélica y que éste

se lleve a cabo por un mecanismo diferente.

El determinar la incorporacién en las diferentes cepas de S. peucetius
var. caesius, asi como la medicion de la capacidad de la Gik para fosforilar
las diferentes fuentes de carbono represoras, podria ayudar a establecer el
papel de esta enzima en el mecanismo de regulacion catabdlica.




2. OBJETIVOS

+ Medir el transporte de las fuentes de carbono represoras: glucosa,

galactosa, arabinosa y glutamato en la cepa original de Streptomyces

peucetius var. caesius y en una mutante 2-Dog" (2-DogR-21).

e Medir la capacidad de la enzima Glk de Streptomyces peucelius var.

caesius para fosforilar carbohidratos diferentes a glucosa, como arabinosa

y galactosa.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 MICROORGANISMOS.

La cepa original utilizada en este trabajo fue Streptomyces peucetius
variedad caesius ATCC 27952 perteneciente a la coleccion de cultivos del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Se utilizd6 una cepa
insensible al efecto negativo de glucosa, llamada 2-Dogf-21, aislada
anteriormente en el laboratorio por Daniel Segura de acuerdo con lo
reportado para Strepfomyces coelicofor (Hodgson, 1982} por su capacidad
para crecer en lactosa en presencia de un analogo no metabolizable de
glucosa, la 2-desoxiglucosa (2-DOG). Se emplearon tres cepas aisladas en el
laboratorio por Rosalba Gonzalez a partir de la mutante 2-DogR-21, por la
pérdida de su capacidad para crecer en lactosa en presencia de 2-DOG, a las
que se llamaron 2-Dog®-2, 2-Dog®-11 y 2-Dog®-53. Las cepas 2-Dog®-2 y
2-Dog®-11 conservaron su resistencia al efecto negativo de glucosa sobre fa
produccién de antraciclinas, mientras que la cepa 2-Dog®-53 perdi6 esta
caracteristica.

3.2 MEeDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

3.2.1 PREPARACION DE INOCULOS, Los cultivos de las cepas se realizarcn
a partir de inéculos obtenidos en matraces Erenmeyer de 125 ml con 5
perlas de vidrio de 5§ mm para dispersar el micelio y 25 ml de medio YMG,
gue contenia extracto de levadura 0.4%, extracto de malta 1.0%, glucosa
0.4% y agua destilada, pH ajustado a 7.2 (Dekleva et al., 19856). L.os matraces
se inocularon con una asada del micelio crecido en cajas Petri con medio
YMG sélido y se incubaron durante 72 h a 29°C con agitaciéon de 180 rpm. El
micelio obtenido se 1avd tres veces con solucién salina isoténica estéril (NaCl
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0.85%) y se resuspendid en 5 ml de la misma solucién, volumen con el que
se inoculd cada matraz de cultivo.

3.2.2 CuLTIvOs. Los cultivos para la determinacion del transporte de las
fuentes de carbono, se obtuvieron en matraces Fernbach con 10 perlas de
vidrio de 5§ mm y 500 ml de medio minimo suplementado con extracto de
levadura (0.3%) y la fuente de carbono correspondiente: glucosa 100 mM,
galactosa 100 mM, arabinosa 100 mM o glutamato de sodio 30 mM. La
composicion del medio minimo (MM) fue la siguiente: NaCl 0.5%, K ;HPO,
0.03 %, (NH4)2S0,s 0.133%, MgS0O47H20 0.05%, FeSO47H,O 0.002%,
ZnS047H,0 0.005%, MnCl,-4H,0 0.0001%, CoCly'6H.0 0.0001%, MOPS
100 mM, agua destilada, pH ajustado a 7.2. Los cultivos se incubaron durante
36 h a 29°C, con agitacién de 180 rpm.

3.2.3 OBTENCION DE EXTRACTO ENZIMATICO LIBRE DE CELULAS. Para la
obtencién del exitracto enzimatico, tanto de la cepa original como de la
mutante 2-Dog®-21, se prepararon inéculos en matraces Erenmeyer de
125 ml como se indica en la preparacién de indculos. Cada matraz Fernbach
con 10 perlas de vidrio de 5 mm y 500 ml de medio YM, que contenia
extracto de levadura 0.3% y extracto de malta 0.3%, adicionado con la fuente
de carbono (glucosa, galactosa o arabinosa) al 6%, se inoculé con el micelio
obtenido por cada dos matraces Erlenmeyer de 125 ml. Se incubaron durante
48 h a 29°C y 180 rpm. El micelio contenido en 25 ml de los 500 ml totales,
se lavo dos veces con solucién salina isotonica (NaC! 0.85%), el botén
resultante se transfirié a tubos de ultracentrifuga y se resuspendié en 3 ml de
amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7, frio. A partir de este paso todo se realizé
en frio. Las células se rompieron con sonicador de punta chica aplicando 6
ciclos de 10 segundos continuos, con intervalos de enfriamiento de 1 a 1.5
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minutos. Una vez roto el micelio, los tubos se llevaron hasta el borde con
amortiguador  Tris-HClI 50 mM pH 7 para evitar que se colapsaran. Se
centrifugaron a 45,000 rpm y 5 °C durante 1 h. El sobrenadante (extracto

enzimético) se separd con pipeta Pasteur y se guardé a -20°C.

3.3 METODOS ANALITICOS.

3.3.1 TRANSPORTE DE LAS FUENTES DE CARBONO REPRESORAS. El
transporte de glucosa, galactosa, arabinosa y glutamato, se determiné tanto
en la cepa original de S. peucetius var. caesius ATCC 27952 como en la
mutante 2-Dog®-21 resistente a 2-DOG. La determinacion de la incorporacion
de las fuentes de carbono se realizd bajo dos condiciones. En la primera
condicién (A) se crecid al microorganismo en medio minimo adicionado de
extracto de levadura 0.3% y en presencia de la fuente de carbono a probar
(glucosa 100 mM, galactosa 100 mM, arabinosa 100 mM o glutamato de
sodio 30 mM segun fuera el caso). Para |a segunda condicion (B) se crecio el
microorganismo en presencia de una fuente de carbono diferente a la que se
le determinaria el transporte; glucosa 100 mM para la determinacion del
transporte de galactosa, arabinosa y glutamato, y en presencia de galactosa
100 mM para la determinacién dei transporte de glucosa.

Fuente de carbono incorporada
Glucosa Galactosa Arabinosa Glutamato
Sistema crecimiento en | crecimiento en | crecimiento en crecimiento en
A glucosa galactosa arabinosa glutamato
100 mM 100 mM 100 mM 30 mM
Sistema crecimiento en | crecimientoen | crecimientoen crecimiento en
B galactosa glucosa glucosa glucosa
100 mM 100 mM 100 mM 100 mM

Tabla 3.1 Condiciones de cultivo para la determinacion del transporte de las fuentes

de carbono represoras en |la cepa original y en la mutante 2-Dog®-21 de S. peucetius var.

caesius.
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De cada cepa se colect6 por filtracion el micelio obtenido después de
incubar a 29°C con agitacién de 180 rpm, durante 36 h y se lavé dos veces
con solucién salina isotonica (NaCl 0.85 %). Posteriormente se seco sobre un
papel filtro quitando el exceso de liquido. Se pesaron y resuspendieron
250 mg de micelio de cada cepa (peso humedo) en 4.5 mi de medio Y
(extracto de levadura 0.075%, agua destilada, pH ajustado a 7.2). Después
de incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y con agitacion
constante, se afadieron 0.5 mi de una solucion de la fuente de carbono
correspondiente que contenia 25 pl de la misma marcada radioactivamente
con C y 475 ul de la fuente de carbono fria 10mM como acarreador. Las
actividades especificas de las fuentes de carbono marcadas se muestran en
la Tabla 3.2. Después de agregar la marca se tomaron muestras de 1 ml alos
10, 30 y 60 segundos sin dejar de agitar. Cada muestra se filtr6
inmediatamente en membranas de 0.45 mm en un aparato multifiltrador
conectado a una bomba de vacio y después de lavar dos veces con agua
destilada se dejaron secar las membranas. La marca incorporada se
determiné introduciendo las membranas en viales con 4 ml de solucién de
PPO 0.4 %, POPOP 0.04 % en tolueno, para medir las cuentas por minuto en
un contador de centelleo Beckman modeio LS 1500.

Actividad especifica Actividad
Fuente de carbono {mCifmmol) ajustada (uCi/mol)
D-[U-"*C]glucosa 297 1.049
D-[1-"C]galactosa 56.50 521.458
D-[1-*C]arabinosa 4 465.116
acido L{1-'*C] glutamico 262 525.260

Tabla 3.2 Actividad

especifica y actividad ajustada de las fuentes de carbono

marcadas radioactivamente, empleadas en la determinacién del transporte.
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3.3.2 DETERMINACION DE PESO SEco., Del micelio obtenido para la
determinacion del transporte de las fuentes de carbono, se pesaron
adicionalmente 250 mg de cada cepa (peso humedo) y se colocaron en
charolas de aluminio secas y previamente pesadas. El micelio se secé enla
estufa a una temperatura de 50 a 60°C, durante 14 h hasta obtener peso
constante,

3.3.3 FOSFORILACION IN VITRO DE CARBOHIDRATOS. Se determiné la
capacidad para fosforilar glucosa, galactosa y arabinosa por parte de los
extractos enzimaticos libres de células obtenidos del micelio crecido en
glucosa, de la cepa original de S. peucetius var. caesius y de la mutante
2-DogR-21. Ademas, se midié la fosforilacion in vitro de galactosa vy
arabinosa, empleando para cada uno de estos carbohidratos el extracto
enzimatico libre de células obtenido de cada cepa, al crecer en |a fuente de
carbono a probar. La fosforilacion se llevé a cabo en tubos de 20 ml que
contenia 1.746 ml del sistema de reaccién (7.0 mi de amortiguador Tris-HCI
100 mM pH 7, 1.4 ml MgCl; 250 mM, 1.4 mi ATP 10 mM y 2.422 ml de agua
destilada para preparar 12.222 ml del sistema de reaccién), 50 ul del extracto
enzimatico, 200 ul de una solucién de la fuente de carbono (150 i de la
fuente de carbono fria 50 mM y 50 w de la fuente de carbono marcada
radioactivamente) y 4 pl de agua destilada. La reaccién se detuvo a los 120
segundos afadiendo a cada tubo 6 ml de una mezcla de acetonafagua
destilada 3:1. Posteriormente se centrifugé cada muestra durante 15 minutos
a 8000 rpm para separar las proteinas precipitadas. Se evaporé la acetona
del sobrenadante burbujeando nitrégeno y se liofilizaron las muestras hasta
quedar completamente deshidratadas. El liofilizado se resuspendi6é en 200 pl
de agua destilada y se guardd en congelacion. Simultaneamente, se llevd a
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cabo para ambas cepas otra reaccidon bajo las mismas condiciones pero en
un sistema de reaccién sin ATP, considerando esta determinacién como
control negativo de la fosforilacion. Para descartar la interferencia de diversos
metabolitos o proteinas presentes en los extractos enzimaticos, se realizé un
blanco para cada cepa tratandolo de la misma forma que las muestras pero
sin afadir la solucién de la fuente de carbono, cuyo liofilizado resuspendido
se aplicd junto con los estandares del carbohidrato y del carbohidrato
fosforilado (tabla 3.3).

Sistema de Extracto Solucién de la Agua
Tubo Reaccién | enzimético libre fuente de destilada

{ml) de células {ul) carbono () {ul)
1.Blanco (original) 1.746 50° - 204
2.Blanco (2-Dog®-21) 1.746 50% - 204
3.0riginal 1.746 50 200 4
4.Mutante 2-Dog"-21 1.746 50° 200 4
5.0riginal sin ATP 1.746* 50° 200 4
6.Mutante 2-Dog"-21 1.746* 50° 200 4
sin ATP

Tabla 3.3 Condiciones para la determinacion de la fosforilacidn in vitro de
carbohidratos. *Sistema de reaccién sin ATP. 'Extracto enzimdtico libre de células
obtenido del micelio de la cepa original. “Extracto enzimatico libre de células obtenido del
micelio de la mutante 2-Dog-21.

Los productos de la reaccion de fosforilacion, para todos los casos, se
detectaron por cromatografia en capa fina. La cromatografia se realizé en
placas de aluminio Kieselgel 60 de 0.2 mm de espesor. Se eluy6 en camaras
cromatograficas con doble pozo utlizando una mezcla de
n-butanol/piridina/agua destilada (1:1:1), durante 2 h. Las placas se revelaron
rociando con una solucibn de metanol absolutofacido sulfurico (1:4) y
calentando posteriormente sobre una parrilla eléctrica de 100 a 150°C
durante 5 a 10 minutos hasta la aparicién de las manchas. Las muestras se
corrieron junto con un estandar del carbohidrato (glucosa, galactosa o
arabinosa) y un estandar del carbohidrato fosforilado (glucosa-6-fosfato,
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galactosa-6-fosfato o arabinosa-5-fosfato} ambos con una concentracion de
0.5 mg/100 ul. Se aplicaron 5 pl de la muestra por carril, o bien 5 ul del
estandar mas 5 pl del blanco de extracto enzimatico tratado de la misma

manera que las muestras pero sin anadir la solucién del carbohidrato frio y
marcado radioactivamente.

Una vez revelada la cromatografia, se localizé el comrimiento de los
estandares y las muestras. Se recorté cuidadosamente sobre el carril de cada
muestra, un cuadro a la altura de lo que correspondia al corrimiento del
carbohidrato no fosforilado y un cuadro a la altura de 1o que correspondia al
carbohidrato fosforilado. Cada recorte se colocd dentro de un vial con 4 mi de
solucidn de centelleo (PPO 0.4%, POPOP 0.04% en tolueno) y se determiné
la marca contenida en cada vial, en un contador de centelleo Beckman
modelo LS 1500 contra un blanco de 4 ml de solucién de centelleo y un
cuadro de Aluminio Kieselgel 60 sin muestra y del mismo tamario que el de

las muestras.

3.3.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GLUCOSA CINASA. La actividad
se determiné por la formacién de glucosa-6-fosfato (GEP), la cual se detecto
en una reaccién acoplada con glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)
midiendo espectrofotométricamente la reduccién de NADP a 340 nm (Angell
et al.,1992). Los extractos enzimaticos se obtuvieron a partir del micelio
crecido en medio YM (extracto de levadura 0.3%, extracto de malta 0.3%, pH
7.2) adicionado con glucosa al 6% e incubado a 29°C y 180 rpm, durante 48
h. El micelio contenido en 25 ml de cultivo se centrifugé a 8000 rpm y se lavd
dos veces con SSI. Las células se resuspendieron en 3 mi de Tris-HCI 50 mM
pH 7.2 y se rompieron con sonicador de punta chica aplicando 6 ciclos de 10
segundos continuos, con intervalos de enfriamiento de 1 a 1.5 minutos. Una
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vez roto el micelio, el volumen se llevé hasta el borde de los tubos con
amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7. Se centrifugaron a 45,000 rpm y 5 °C
durante 1 h. El extracto enzimatico se guardd a -20 °C.

La reaccion para la determinacion de la actividad de glucosa cinasa se
realizé a temperatura ambiente en tubos de 5 ml que contenfan los reactivos
en las cantidades que se muestra en la tabla 3.4. La reaccién se inici6 con el
extracto enzimatico y se ley6 la absorbancia a 340 nm a los 20, 40, 60, 80,
100 y 120 segundos.

Sistema de Agua Glucosa | G6PDH | Extracto
Tubo reaccion | Destilada| 200 mM {ul) enzimatico

{mi) (1) (1) (1)
1. Blanco * - 1950 - - 50'
2. Blanco de reactivo* 1.746 200 - 4 50*
3. Cepa original 1.746 - 200 4 50!
4. Mutante 2-Dog"-21 1.7486 - 200 4 50°
5. Mutante 2-Dog®-2 1.746 - 200 4 50"
6. Mutante 2-Dog®-11 1.746 - 200 4 50
7. Mutante 2-Dog®-53 1.746 - 200 4 50'

Tabla 3.4 Determinacion de la actividad de glucosa cinasa en extractos enzimaticos
libres de células. *Se hizo un blanco para cada cepa, empleando el extracto enziméatico
respectiva. *Extracto enzimatico de la cepa correspondiente.

2.3.5 DETERMINACION DE PROTEINA POR EL METODO DE LOWRY. La
cantidad de proteina contenida en los extractos libres de células se cuantifico
por el método desarrollado por Oliver H. Lowry (Lowry, 1951), para lo cual se
tomaron 100 pl del extracto enzimatico, se colocaron en un tubo Eppendorf y
se afiadieron 100 pl de 4cido tricloroacético al 10 %. Se agito vigorosamente
y se congeld a -20 °C durante por lo menos 24 h. Después de descongelar, la
muestra se centrifugd durante 10 minutos a 5000 rpm. Se deseché el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 100 yl de NaOH 0.4 N. Se
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incubd durante 2 h a 37°C para acelerar la hidrélisis de la proteina y se
realizé la cuantificacién de la misma. Todas las determinaciones se hicieron
por duplicado como se indica a continuacion.

Los 100 pl de cada muestra se llevaron a 1 mi con agua destilada y se
afadieron 5 m! del reactivo de Lowry, mezclando perfectamente y dejando
reposar durante 10 minutos. Posteriormente se afadieron 0.5 ml del reactivo
fendlico de Folin-Ciocalteu diluido 1:2, se agité perfectamente y se dej
reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de que la
muestra reactiva desarrolld una coloracién azul, su absorbancia fue leida a
595 nm contra un blanco de 1 ml de agua tratado de la misma manera que
las muestras. Para calcular la concentracion de proteina contenida en las
muestras, se interpold la lectura obtenida para cada una de ellas en una
curva estandar de albiimina sérica bovina {ASB), de concentraciones de 50,
100, 150, 200 y 250 pg/mi.

Reactivo de Lowry:
1} Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 N (98% viv)
2) Tartrato de sodio y potasio al 2% (1% v/v)
3) Sulfato de cobre pentahidratado al 1% (1% viv)
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 TRANSPCORTE DE FUENTES DE CARBONC REPRESORAS EN LA CEPA ORIGINAL DE

STREPTOMYCES PEUCETIUS VAR. CAESIUS Y EN UNA MUTANTE 2-DOGR.

La glucosa, la galactosa, la arabinosa y el glutamato son algunas
fuentes de carbono capaces de ejercer un efecto negativo sobre la produccién
de metabolitos secundarios y sobre la sintesis de diversas enzimas
necesarias en el metabolismo de otras fuentes de carbono, en el genero
Streptomyces (Kwakman & Postma, 1994; Segura ef al., 1996). Las mutantes
de Streptomyces peucetius var. caesius resistentes a 2-desoxiglucosa
(2-DOG), cuya actividad de glucosa cinasa se encuentra disminuida, carecen
de sensibilidad al efecto negativo de estas fuentes de carbono (Segura et al.,
1996).

Segtn estudios realizados en Streptomyces coelicolor, las mutantes de
este microorganismo resistentes a 2-DOG e insensibles a la represién por
carbono, no presentan cambios en e! transporte de glucosa con respecto a la
cepa silvestre (Hodgson, 1982). Sin embargo, en S. peucelius var. caesius se
ha reportado que la incorporacion de 2-DOG se encuentra disminuida en este
tipo de mutantes (Segura, 1996).

Con el fin de determinar si el transporte de diferentes fuentes de
carbono represoras se encontraba afectado en estas mutantes resistentes a
2-DOG, se cuantificé la incorporacion de glucosa, galactosa, arabinosa y
glutamato marcados con C14. tanto en la mutante 2-Dog®-21 como en la cepa
original de S. peucetius var. caesius. Esta determinacion se realiz en dos
condiciones: a) en un sistema al que llamamos inducido y b} en un sistema no
inducido. En el sistema inducido, los microorganismos fueron crecidos en
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presencia de la fuente de carbono de la que se determinaria el transporte,
mientras que para el sistema no inducido las cepas se crecieron en una fuente
de carbono diferente. En la figura 4.1 se muestran los resultados de esta
determinacion.

20

Glucosa transportada
{nmol/mg de peso seco)

0 30 60
Tiempo {seg)

Fig. 4.1 Transporte de glucosa en ia cepa original en un sistema inducido (B) y no
inducido (®), y en la mutante 2-Dog”-21 en un sistema inducido (O) y no inducido (Q).

La mutante 2-DogR-21 transporté sélo un 52% de la glucosa incorporada
por la cepa original en el sistema inducido. Como podemos observar en las
figuras 4.2 y 4.3, sucede algo similar en el caso de! transporte de galactosa y
arabinosa, donde la incorporacion de estos carbohidratos se vio afectada

considerablemente en la mutante 2-Dog-21.
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Fig. 4.2 Transporte de galactosa en la cepa Fig. 4.3 Transporte de arabinosa en la

original en un sistema inducido (M} y no cepa originat en un sistema inducido (W)

inducido (®), y en la mutante 2-Dog"-21 en y no inducido (®), y en la mutante

un sistema inducido ((3) y no inducide {Q). 2-Dog"-21 en un sistema inducido (00) y
no inducido (O).

En los sistemas inducidos, la incorporacién de galactosa y de arabinosa
por la mutante 2-Dog®-21 fue del 38% y 18.6% respectivamente, comparada

con el transporte de dichos carbohidratos en la cepa original.
A diferencia de lo obtenido para los carbohidratos, el transporte de
glutamato (figura 4.4) no se vio afectado con la disminucion de la actividad de

glucosa cinasa en la mutante 2-Dog"-21.
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Glutamato transportado
{nmol/mg de peso seco)

Tiempo (seg)

Fig. 4.4 Transporie de glutamato en la cepa original en sistema inducido {®) y no
inducido (®), y en la mutante 2-Dog®-21 en sistema inducido (0) y no inducido (Q).

Al crecer las cepas en ausencia de la fuente de carbono inductora, es
decir, en una fuente de carbono diferente a la que se le determinaria el
transporte (sistema no inducido), la incorporacion de las fuentes de carbono
se vio abatida lo cual, a diferencia de lo reportado por Hodgson para S.
coeficolor, nos indica que los sistemas de transporte de glucosa, galactosa,
arabinosa y glutamato en S. peucetius var. caesius fueron estimulados

especificamente por la fuente de carbono. Esta estimulacién podria deberse
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ya sea a una induccidn de la sintesis de proteinas constituyentes de los
sistemas de transporte, o bien, a la activacién de las enzimas ya existentes en
la célula. Los estudios hasta ahora realizados no nos permiten definir el
mecanismo por el cual es estimulado el sistema de transporte, sin embargo,
es importante destacar que la incorporacidén de las diferentes fuentes de
carbono responde a una estimulacién ejercida especificamente por su
substrato. A

La baja incorporacién de los carbohidratos por parte de la mutante
2-Dog®-21 con respecto a la cepa original podria llevamos a pensar en la
existencia de una relacién entre la actividad de la glucosa cinasa (Glk) y el
transporte de 'glucosa, galactosa y arabinosa en este microorganismo, de
manera que al disminuir dicha actividad, fa incorporacion de los carbohidratos
se viera afectada. Esto explicaria la escasa incorporacién de glucosa en el
sistema no inducido, ya que ademas, como puede ser observado en la figura
4.5, la actividad de la glucosa cinasa fue estimulada al crecer en presencia de
glucosa y en ausencia de este carbohidrato dicha actividad resulto menor. Sin
embargo, el escaso transporte de galactosa y arabinosa en los sistemas no
inducidos, donde el microorganismo se crecidé en presencia de glucosa, nos
sugiere que la Glk no es la responsable de la incorporacion de dichos
carbohidratos a la célula, aunque cabe la posibilidad de que de alguna forma
regule su entrada a la misma de manera independiente a su actividad de
cinasa. La Glk podria asi interaccionar con las proteinas que forman parte del
sistema de transporte general o especifico de cada carbohidrato, regulando su
actividad.

En diversas bacterias se tiene caracterizado un sistema de transporte de
carbohidratos, dependiente de fosfoenolpiruvato, llamado sistema de
fosfotransferasa (PTS de sus siglas en inglés). Las proteinas de este sistema

se han visto involucradas en el control del metabolismo de carbono en
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bacterias entéricas Gram-negativas, como Escherichia coli, y en bacterias
Gram-positivas con bajo contenido de GC, como es el caso de Bacillus subtilis
(Saier, et al. 1995; Saier,1989). En el género Sfrepfomyces no se han
identificado, hasta ahora, todas las proteinas que constituyen el sistema de
transporte de fosfotransferasa, sin embargo, Titgemeyer y colaboradores
(1995) reportaron la presencia de las enzimas | y Hpr, asi como del complejo
enzimatico especifico para el transporte de fructosa en tres especies de
Streptomyces. La posible existencia de un sistema de transporte de
carbohidratos similar al PTS de otras bactenas, puede llevarnos a pensar en
un mecanismo de regulacion del metabolismo de carbono en Streptomyces,

que involucre diversas enzimas ademas de la GIk.

Actividad especifica de Glk
{nmol/img de proteina)

Glucosa Galactosa Arabinosa Control
negativo

Fig. 4.5 Actividad especifica de Glk en exiractos enziméticos de la cepa original de
S. peucetius var. caesius crecida en glucosa (B), galactosa (£3) y arabinosa (33). Control
negativo: actividad especifica de Glk en la mutante 2-Dog®-21 crecida en glucosa ().
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Otra posibilidad, que explica los resultados obtenidos, es que la
2-DogR-21 tenga una mutacién que afecte directamente el transporte de
glucosa y que la baja actividad de Glk detectada, sea debida no a una
mutacién en el gen que codifica para esta enzima, sin0o a una menor
concentracion intracelular de glucosa incapaz de activarla. Sin embargo, la
actividad detectada en esta mutante es demasiado baja como para justificar
esta hipétesis, ya que la incorporacion de glucosa en la cepa 2-Dog”-21 fue
un poco mas de la mitad del transporte de dicho carbohidrato detectado en la
cepa original crecidas ambas en presencia de glucosa.

Por dltimo, otra posible explicacion a los resultados obtenidos es que al
producirse la mutacién que afecto la actividad de la Glk, se hubiera afectado
también algtin gen o genes involucrados en el transporte de los carbohidratos.
En este caso, la insensibilidad al efecto negativo de estas fuentes de carbono
presentada por la mutante 2-DogR-21, no estaria directamente relacionada
con la actividad de la glucosa cinasa, sino con la escasa incorporacion de los
carbohidratos represores. Una baja concentracién intracelular de las fuentes
de carbono represoras, resultaria probablemente en una concentracion
insuficiente de los efectores responsables de la represion catabdlica
provenientes del metabolismo de las fuentes de carbono represoras, como
podria ser la glucosa-6-fosfato, fructosa-6-fosfato, galactosa-6-fosfato,
arabinosa-5-fosfato y otros metabolitos. De esta manera, las fuentes de
carbono no podrian ejercer su efecto represor sobre la utilizacién de otras
fuentes, la produccion de enzimas y la sintesis de metabolitos secundarios.

33




4.2 FOSFORILACION /N VITRO DE CARBOHIDRATOS

La glucosa cinasa podria estar involucrada en el metabolismo no sélo de
glucosa, sino también de otras fuentes de carbono represoras y de esta
manera regular su efecto represor sobre el metabolismo primario y
secundario. La participacion de la Glk en el metabolismo de galactosa y
arabinosa, tanto en la cepa original como en la mutante 2-Dog®-21 de S.
peucetius var. caesius, se determind de manera indirecta. Esta determinacién
se llevd a cabo midiendo la capacidad de exiractos enzimaticos libres de
células obtenidos del micelio de la cepa original y de la mutante 2-Dog®-21,
para fosforilar galactosa y arabinosa. Las cepas fueron crecidas previamente
en glucosa. Como control positivo se realizé |a fosforilacion in vitro de glucosa
empleando un extracto enzimatico obtenido de la cepa original crecida en &l
mismo carbohidrato. La cantidad de glucosa-6-fosfato obtenida en este
ensayo fue considerada como el 100% de fosforilacién. La fosforilacion de
glucosa por parte del extracto enzimatico proveniente del micelic de la
mutante 2-Dog®-21 crecida en glucosa, se empled como control negativo, ya
que como se vera en la seccion 4.3, esta mutante presentd una actividad de
Glk 75% menor a la cepa original (fig. 4.8). Después de llevar a cabo la
fosforilacién in vitro los productos fosforilados se detectaron por cromatografia
en capa fina.

En la figura 4.6 se muestran los resultados de la fosforilacién relativa de
glucosa, galactosa y arabinosa por el extracto enzimatico de la mutante
2-Dog®™-21 con respecto al de la cepa original.

El extracto enzimatico obtenido de la cepa original fue capaz de
fosforilar giucosa en presencia de ATP (control positivo), mientras que la
cantidad de galactosa-6-fosfato y arabinosa-5-fosfato obtenida, fue solo

alrededor de un 8% de la glucosa-6-fostato detectada en el control positivo. El
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extracto de la mutante 2-DogR-21 fosforilé s6lo un 17.6% de la glucosa, con
respecto a lo obtenido con el extracto de la cepa original, y no se detect6
fosforilacion de galactosa ni arabinosa.

Los extractos enzimaticos libres de células se obtuvieron del micelio de
las cepas crecidas en presencia de glucosa como fuente de carbono, con o
que se aseguro la activacién de la glucosa cinasa.

Los resultados sugieren que la actividad catalitica de la Glk es
especifica para glucosa y dependiente de ATP, ya que en ausencia de este
nucledtido se observd muy baja fosforilacién de los carbohidratos.
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Fig. 4.6 Fosforilacién relativa in vitro de glucosa, galactesa y arabinosa en un
extracto enzimatico libre de células de la cepa original () y en un exiracto enzimatice de
la mutante 2-Dog®-21 (M). Reaccién en presencia de ATP,
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La fosforilacion residual de galactosa y arabinosa por el extracto
enzimatico de la cepa original podria deberse a la actividad de una hexocinasa
inespecifica, o bien, a la presencia de actividades basales de las cinasas
especificas para dichos carbohidratos.

Con el fin de confirmar estos resultados se realizé un experimento de
competencia donde se cuantifico la actividad de Glk en el extracto enzimatico
de la cepa original en presencia de su substrato natural (la glucosa) y otras
fuentes de carbono represoras que hipotéticamente podrian servir también
como substratos (galactosa, arabinosa, glutamato o glutamina). Esta
determinacién se realizo en presencia de tres diferentes concentraciones de
cada uno de estos posibles substratos alternativos de la Glk. Los resultados
de este experimento se muestran en la figura 4.7.
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Fig. 4.7 Actividad de Glk en presencia de glucosa 200 mM mas galactosa o
arabinosa 150 mM (H}, 200 mM {O) y 250 mM (@), o0 glutamato o glutamina 2.5 mM
(W), 5mM(3) y 7.5 mM {@). Control positivo con glucosa 200 mM ().
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Como se puede observar, la presencia de otras fuentes de carbono en el
medio de reaccién no afecté de manera significativa los niveles de actividad
de la enzima glucosa cinasa sobre su substrato natural. Al parecer, la afinidad
de la Glk hacia la glucosa no sufri®é ningun cambio. Lo anterior sugiere
fuertemente que la actividad catalitica de esta enzima es especifica hacia
glucosa.

Dado que la Glk no mostré actividad catalitica sobre ofras fuentes de
carbono diferentes a glucosa, podemos pensar que muy probablemente no
participe, al menos directamente, en el metabolismo de estas fuentes de
carbono represoras.

4.3 TRANSPORTE DE GLUCOSA EN LA CEPA ORIGINAL DE STREPTOMYCES PEUCETIUS
VAR. CAESIUS Y EN TRES CEPAS OBTENIDAS A PARTIR DE LA MUTANTE 2-DOGR-21,
SENSIBLES A 2-D0G.

Para determinar el papel de la Glk en el fenémeno de represion
catabdlica por fuente de carbono en S. peucelius var. caesius, se aislaron en
el laboratorio nuevas cepas a partir de la mutante 2-Dog®-21, que hubieran
recuperado su sensibilidad a la 2-DOG (Gonzalez, R., resultados sin publicar).
Dos de las cepas aisladas a partir de la mutante 2-Dog®-21 por la pérdida de
su capacidad para crecer en medio minimo suplementado con lactosa 20 mM
en presencia de 2-DOG 10 mM, a las que se llamaron 2-Dog®-2 y 2-Dog®-11,
conservaron su insensibilidad al efecto negativo ejercido por la glucosa, la
galactosa y |a arabinosa sobre fa produccién de antraciclinas totales. El resto
de las cepas obtenidas, ademas de recuperar su sensibilidad a 2-DOG,
perdieron su resistencia a la represion por glucosa, galactosa y arabinosa

(resultados no mostrados).
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Con el objeto de explicar las diferencias en la sensibilidad a represién
por fuente de carbono observadas en las cepas 2-Dog® aisladas, se buscé
una posible relacion entre el fenotipo observado y los niveles de Glk presentes
en cada cepa. En diversos trabajos se ha sugerido la posibilidad de que esta
enzima este involucrada en el mecanismo de regulacion por fuente de
carbono en el género Strepfomyces y con su sensibilidad a 2-DOG (Hodgson,
1982, Seno & Chater, 1983, Angell ef al., 1992, Angell et al,, 1994, Kwakman
& Postma, 1994, Segura ef al., 1996), por lo que se midio la actividad de esta
enzima en las dos cepas resistentes a represién por glucosa, la 2-Dog®-2 y la
2-Dog®-11, y en una cepa que mostrd un fenotipo parcialmente sensible a
represion por fuente de carbono: la 2-Dog®-53.
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Fig. 4.8 Actividad especifica de la enzima glucosa cinasa en la cepa original, en ia
mutante 2-Dog®-21 y en las cepas 2-Dog®-2, 2-Dog™-11 y 2-Dog®-53.
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Los resultados de esta determinacion pueden ser apreciados en la figura
4.8, donde se compara la actividad de Glk detectada en las cepas 2-Dog® con
la actividad de esta enzima presente en la cepa orginal y en la mutante
2-Dog®-21.

Las mutantes 2-Dog” e insensibles a la represion catabélica presentan
del 19% al 30% de la actividad mostrada por la Glk en la cepa original
(Segura, 1996). En el caso de fa mutante 2-Dog®-21 Iz actividad de Glk fue de
solo el 15%, mientras que todas las cepas 2-Dog® presentaron un aumento en
la actividad de esta enzima con respecto a la mutante 2-DogR-21. La actividad
de Glk detectada en las cepas 2-Dog®-2, 2-Dog®-11 y 2-Dog®-53 fue del 35%,
84% y 28% respectivamente, comparada con la actividad de la cepa original.
Estos son valores intermedios entre los encontrados en la mutante 2-DogR-21
y en la cepa original.

La baja actividad de Glk en la cepa 2-Dog™-21 y el aumento de esta
actividad en las cepas 2-DOG sensibles, sugiere una correlacion entre los
niveles de la enzima y fa sensibilidad a 2-DOG. Al restablecerse parcialmente
la actividad de Glk los microorganismos recuperaron su sensibilidad al
analogo no metabolizable de la glucosa. Aunade a esto, en estudios
realizados previamente en el laboratorio, se observd que la 2-DOG
incorporada por la cepa original se encuentra totaimente como 2-DOG-6-
fosfato en el interior de la célula, lo que sugiere que este compuesto
fosforilado pudiera ser el responsable del efecto téxico sobre el crecimiento
del microorganismo.

A pesar de a correlacion que se observa entre la actividad de la Glk y la
sensibilidad a 2-DOG mostrada, no se puede establecer una conexion directa
entre los niveles de esta enzima y la sensibilidad a la represidén por glucosa.
La actividad de Glk mostrada por la cepa original fue considerada como el
100% de actividad de esta enzima, ademas esta cepa presenta sensibilidad a
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represion por glucosa. La mutante 2-DogR-21 ha perdido el 75% de esa
actividad y es ahora resistente al efecto negativo de la glucosa. Por esto, se
ha pensado en un papel fundamental de la Glk en el mecanismo de reguiacién
por fuente de carbono. Sin embargo, lejos de lo que se esperaria segun esta
hipétesis, de las cepas aisladas a partir de esta mutante resistente a represion
catabdlica, ias que conservaron esta caracteristica mostraron actividades de
Glk de dos a cuatro veces mayores que la actividad encontrada en la mutante
2-DogR-21. Ademas, en la cepa 2-Dog®-53 que revirtié el fenotipo de
resistencia a represidon por glucosa, estos valores no aumentaron
considerablemente a pesar de que mostré una actividad de Glk mayor que la
mutante 2-DogR-21.

Ya que una de las hipétesis se referia a la posible relacion de la Gik con
el transporte de las fuentes de carbono represoras, se determind la
incorporacién de glucosa en estas cepas 2-Dog® con el objeto de determinar
si al haber un cambio en la actividad de la enzima, el transporte se
modificaba; asi como para determinar la relacién entre los niveles de
transporte y los valores de actividad de GIk.

En la figura 4.9 se pueden observar los resultados de la determinacion
del transporte de glucosa en las cepas 2-Dog®-2 y 2-Dog®-11. Comparadas
con la cepa original, estas cepas presentaron una incorporacion de glucosa de
s6lo 5% y 12%, respectivamente, es decir, una incorporacién todavia menor a
la presentada por la mutante 2-Dog®-21.

Estos resultados indican que el restablecimiento parcial de la actividad
de Glk en las mutantes 2-Dog®, no incrementa los niveles de incorporacion de
glucosa, aun cuando en el caso de la cepa 2-Dog®-11 se recuperd hasta el
B4% de esta actividad con respecto a la cepa original.

La cepa 2-Dog®-53 incorporé una cantidad de glucosa ligeramente
mayor que la cepa 2-Dog"-21, sin embargo esta diferencia no fue significativa.
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Podemos observar que a pesar de que la actividad de Glk no aumento
considerablemente en esta cepa (s6lo hasta un 28% con respecto a la cepa
original), el transporte de glucosa no disminuy6, como en el caso de las cepas
2-Dog® 2y 11.

30

Glucosa transportada {(nmol/mg de peso seco)
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Fig. 4.9 Transporte de glucosa en la cepa original de S. peucetius var. caesms (H)
y en tres cepas 2- Dog obtemdas a partir de la mutante 2-Dog R.21: ta cepa 2- Dog -2 (@),
la 2- Dog -11(#) y la 2-Dog 5.53 (A).

Para tener un panorama mas claro de los que estaba sucediendo, se
buscé una posible relacién entre la actividad de la GIk, la sensibilidad a
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2-DOG, el transporte de glucosa y la sensibilidad a represion por fuente de
carbono en estas cepas 2-Dog®.

En la tabla 4.1 se puede apreciar que los valores de actividad de Glk y
de transporte de glucosa para todas las cepas fueron menores que los
mostrados por la cepa original.

Sensibilidad | Transporte de | Actividad | Relacién | Sensibilidad

Cepa a glucosa (%) | de Gilk (%) A/B a represion

2-DOG A B catabélica
Original S 100 100 1.0 S
{2-Dog"-21 R 52 15 37 R
2.Dog®-2 S 5 35 0.14 R
2-Dog°-11 S 12 84 0.14 R
2.Dog"-53 S 57 28 2.0 S

Tabla 4.1 Fenotipo presentado por las diferentes cepas de S. peucetius var.
caesius estudiadas. S sensible, R: resistente.

Como se vid anteriormente, a pesar de que se encontrdé una correlacion
directa entre la sensibilidad a 2-DOG y la actividad de Gik, no fue posible
determinar una relacién entre esta sensibilidad, los niveles de transporte y 1a
susceptibilidad a la represién por glucosa mostrados por cada cepa. Ademas,
los valores de transporte y actividad de la enzima, tampoco mostraron
dependencia hacia el fenotipo de resistencia o sensibilidad a represion
catabdlica por fuente de carbono.

Con el fin de encontrar una explicacién a estos resultados, se calculd la
relacion transporte de glucosa/actividad de Glk. Estos valores se muestran en
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la tabla 4.1 (relacién A/B), donde se puede observar que existe una
correlacion entre este cociente y la resistencia a represion catabélica por la
fuente de carbono. De las cepas 2-Dog®, las dos resistentes a represion
catabodlica (cepas 2 y 11) mostraron una baja incorporacién de glucosa, pero
su concentracion de Glk fue mucho mayor que la de la mutante 2-Dog®-21,
resultando en una relacién A/B igual para ambas. En estas condiciones se
podria esperar que la formacion de glucosa-6-fosfato en el interior de las
células estuviera disminuida debido a la escasa incorporacién de glucosa. La
glucosa-6-fosfato o sus derivados podrian ser importantes efectores en el
mecanismo de regulacion catabdlica, de manera que al verse diminuida su
concentracién el efecto negativo de la glucosa no podria manifestarse. A
diferencia de las cepas 2-Dog® 2 y 11, la cepa 2-Dog®-53 con una
concentracion menor de Glk pero con un transporte de glucosa varias veces
superior al de estas dos cepas, presentd un valor de la razén A/B mucho
mayor y resultd ser sensible a represion catabdlica. Los valores de transporte
y actividad de Glk de esta cepa mostraron una tendencia similar a la de la
cepa padre 2-Dog®-21, sin embargo estos valores podrian ser lo
suficientemente altos como para pensar en la obtencién de una concentracién
intracelular de glucosa-6-fosfato mayor, capaz de desencadenar el efecto
negativo sobre el aprovechamiento de otfras fuentes de carbono y sobre la
produccién de metabolitos secundarios.

Adicionalmente, la sensibilidad a represién catabélica por fuente de
carbono, en las cepas 2-Dog® parece no estar relacionada con los niveles de
actividad de la enzima Glk presentes en ellas. En este sentido, Angel et al.
(1994) reportaron el aisiamiento de una mutante g/kA-orf3 supresora de S.
coelicolor cuyo gen dagA mostraba insensibilidad a represion por glucosa,
pero expresaba niveles de Glk similares a los de la cepa silvestre. Ademas,
Ingram & Westpheling (1995) demostraron que en una mutante de S.
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coelicolor que carecia de Glk, 1a regulacién transcripcional por glucosa del
promotor chi63 se llevaba a cabo normalmente como en la cepa silvestre.

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que la Glk por si misma
no posee un papel determinante en el proceso de regulacion por fuente de
carbono. Dado que la sensibilidad a 2-DOG mostré una relacion directa con
los niveles de Glk en las cepas estudiadas y recordando que en estudios
previos se encontrd que toda la 2-DOG transportada por la cepa original se
encontraba en el interior de la célula en su forma fosforilada, estos factores en
combinacién con los niveles de incorporacién de las fuentes de carbono
represoras, podrian determinar la resistencia o insensibilidad a represion
catabdlica presentada por las cepas.

La glucosa-6-fosfato podria ser el efector metabdlico en la regulacién
por glucosa, interaccionando con otras moléculas para formar finaimente un
complejo represor que actie sobre los operadores de los genes sensibles a
represion. Estas otras moléculas podrian ser proteinas represoras, 0 bien,
componentes de los sistemas responsables del transporte o metabolismo de
las fuentes de carbono represoras.
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5.CONCLUSIONES

El transporte de glucosa, galactosa, arabinosa y glutamato mostré ser
estimulado especificamente por la fuente de carbono, tanto en la cepa
original como en la mutante 2-Dog®-21 de Streptomyces peucetius var.
caesius.

La enzima glucosa cinasa (Glk) no es la responsable de la incorporacién de
los carbohidratos (glucosa, galactosa y arabinosa} en estas cepas.

La Glk no participa en la fosforilacidén de galactosa ni arabinosa. Esta
enzima es especifica para glucosa y dependiente de ATP.

Se encontrd una corretacién directa entre los niveles de Glk y la sensibilidad
a la 2-desoxiglucosa (2-DOG) presentada por las cepas de S. peucetius var.
caesius.

No existe relacién entre la actividad de Glk, los niveles de transporte y la
sensibilidad a represion catabdlica por fuente de carbono en las cepas
estudiadas.

La GIk por si sola no es capaz de regular el mecanismo de represion
catabélica por fuente de carbono en S. peucelius var. caesius.

La relacion entre el transporte de las fuentes de carbono represoras y la
actividad de Glk, podria determinar la produccion de un efector metabdlico
involucrado en la regulaciéon por carbono, y asi establecer el fenotipo de
resistencia o sensibilidad a este mecanismo en las diferentes cepas de S.
peucetlius var. caesius.

La glucosa-6-fosfato podria ser un efector metabdlico del mecanismo de
regulacién por carbono capaz de interactuar con otras moléculas, proteinas
represoras 0 componentes de los sistemas de transporte o metabolismo de
las fuentes de carbono represoras, y regular la expresion de los genes
sensibles a represion.
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APENDICE

Cepas

CEPAS DESCRIPCION

QOriginal Cepa original de Strepfomyces peucetius var. caesius
ATCC27952

2-Dog™-21  {Mutante resistente a 2-DOG, resistente a represion por
carbono

2-Dog™>-2  [Cepa aislada a partir de la mutante 2-Dog~-21, sensible a
2-DOG y resistente a represion por carbono

2-Dog®-11  |Cepa aislada a partir de la mutante 2-Dog"-21, sensible a
2-DOG y resistente a represion por carbono

2-Dog™-53 |Cepa aislada a partir de la mutante 2-Dog™-21, sensible a

2-DOG y sensible a represién por carbono
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