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RESUMEN

A pesar de la interesante biologia de las especies de Streplomyces, poco se sabe a
cerca de los mecanismos que regulan la expresién de o8 genes involucrados en el
metabolismo primario y secundario. La represidn catabélica por fuemte de carbono es un
importante mecanismo de regulacién metabdlica en este género, donde se ha sugerido que
ta enzima glucosa cinasa (Gik) juega un importante papel en dicho mecanismo de regulacién.
E! objetivo de este trabajo fue contribuir al estudio del mecanismo de regulacion catabdlica
por fuente de carbono en Streptomyces. Empleando un procedimiento de enriguecimiento
con armpicifina, a partir de una mutante resistente a 2-dog (2-dog™-21} e insensible a
represién catabdlica por carbono, se aislaron 8 mutantes de Streptomyces peucelius var,
caesius por su sensibilidad a un analogo no metabolizable de la glucosa, la 2-desoxiglucosa
{2-dog). Estas mutantes y la cepa padre fueron examinadas por su sensibilidad a 2-dog, su
actividad de glucosa cinasa (Gik), su capacidad para incorporar glucosa y su sensibilidad a
represion catabodlica (RC). Dos de las cepas sensibles a 2-dog (2-dog®) aisladas mostraron
insensibilidad a RC por carbono, mientras gue la produccidon de B-galactosidasa y de
anfraciclinas totales fue reprimida por glucosa en las 6 cepas restantes, Se encontrd una
correlacion entre la sensibilidad a 2-dog v la actividad de Glk en todas las cepas analizadas.
Sin embargo, nc se encontrd una relacién evidente entre la actividad enzimatica de Glk, la
sensibilidad a RC y el transporte de glucosa. Mo obstante, a pesar de! incremento en la
actividad de Glk, las dos cepas 2-dog® insensibles RC, practicamente no incorporaron
glucosa. Ademas, todas ias cepas 2-dog® aisladas, mostraron una sola banda de actividad
de Glk de iguai movifidad a la revelada en ia cepa original y &n la cepa padre 2-dog™-21. Los
resultados de este estudio sugieren que, en S, peuceliys var, caesiys, mas gue un papel
regulador independiente de su capacidad catalitica, la Glk parece participar en el mecanismo
de RC en conjunte con ofros factores, como el mecanismo de transporte de la fuente de
carbono represora, determinando el fiujo metabdlico y la acumulacion de metabolitos
efectores de la represion. Por otra ‘parte, se determind el efecto de glucosa scbre el
mecanisimo de transporte de galactosa tanto en la cepa original, como en la mutante 2—dogR-
21. Ef transporte de galactosa se encontré aun reprimide en la mutante 2-dogR-21, vy la
glucosa por si misma reprimié e inhibid fa incorporacion de galactosa en la cepa original de
este microorganismo, lo que sugiere que varios mecanismos de represion catabdlica por
carbono podrian exisfir en una sola especie de Strepfomyces.




1. INTRODUCCION

Todos los organismos vivientes poseen gran capacidad para generar la energia
requerida en los procesos celulares, Sin embargo, existen mecanismos de regulacidn que
previenen el gasto superfluo de energia y que confrolan todos los aspectos del
metabolismo celular. Asi, tanto el metabolismo primario como el metabolismo secundario
estan regulados per Ya disponibilidad de nutrimentos. La presencia de fuentes de carbono
rapidamente metabolizables, como la glucosa, controla la actividad de diversas enzimas e
impide la expresion de un daran nimero de genes involucrados en el mefabolismo de
fuentes de carbono alternativas, y en la biosintesis de metabolitos secundarios, como los
antibidticos (Demain, 1989; Segura ef al., 1996). Este mecanismo de control metabdlico se
conoce como represion catabdlica por fuente de carbono y se ha estudiado en diferentes
microorganismos, encontrandose gran complejidad y diversidad en los procesos de
regulacién por este fendémeno (Trumbly, 1992; Hueck and Hillen, 1995; Saier et al, 1995,
Paulsen, 1998).

Strepfomyces peucetius var. caesius €s un microorganismo de gran importancia
médica e industrial, ya que es el productor de doxorrubicina, un aniibidtico que posee
actividad antineoplasica (Arcamone ef al, 1969; Arcamone, 1981; Hershberger, 1989;
Vandamme, 1984). La produccidon de este antibidtico y el metabolismo de fuentes de
carbono alternativas se ven afectados negativamente en presencia de altas
concentraciones de glucosa (Segura ef al., 1996). El mecanismo por el cual se lleva a
cabo la represion catabdlica por fuente de carbono en el género Streptomyces aun no se
entiende completamente, sih embargo, se sabe gue es considerablemente diferente al que
existe en Escherichia coli y en bacterias Gram-positivas de bajo contenido en GC como
Bacillus subtilis (Postma ef af, 1993; Postma ef al, 1996). La actividad de la enzima
glucosa cinasa {GW), la capacidad de incorporar la fuente de carbono y olros factores o
proteinas represoras, parecen mediar el proceso global de regulacién por fuente de
carbono en este género (Hodgson, 1982; Angell ef al,, 1994; Kwakman and Postma, 1994;
Ingram ef al., 1995).

[




2.MARCO TEORICO




2. Marco TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS DEL GENERQ STREPTOMYCES

Los actinomicetos son un grupo numeroso de bacterias miceliales o
filamentosas, frecuentemente ramificadas, dentro del cual se encuentra
clasificado el género Streptomyces. Se han descubierto y clasificado mas de
500 especies de Strepfomyces se han descubierto y clasificado. Este género
estd constituido por bacterias Gram-positivas, generalmente aerobias
estrictas, ampliamente distribuidas en suelos, sin embargo, algunas de ellas
se han encontrado en ambientes acudticos, donde participan en la
descomposicion de maleria organica. Estas bacterias multicelulares forman
micelio filamentoso (fig. 2.1 A) que experimenta un ciclo complejo de
diferenciacion morfologica (Hirsch et af., 1985; Madigan et al., 1997). Las
esporas producidas por estos microorganismos germinan para formar un
micelio vegetativo ramificado que coloniza el substrato y, cuando los
nutrimentos escasean, desarrollan hifas aéreas que eventualmente se
diferenciaran hacia esporas (fig. 2.1 B). La formacién de las hifas aéreas
cominmente coincide con la produccién de metabolitos secundarios (Hirsch
et al, 1985, Hopwood, 1988). E! micelio de los Streptomyces es
multinucleado, cada compartimento de las hifas contiene numerosas copias
del cromosoma. En contraste, las esporas contienen solo un cromosoma. El
ADN de estos microorganismos es rico en GC (72% en promedio) y son uno
de los pocos ejemplos de bacterias con cromosoma lineal (fig. 2.2) (Chen,
1996; Kolsto, 1997). Los extremos terminales del cromosoma, o teldbmeros,
consisten en secuencias repetidas invertidas de diversos tamarios, vy
proteinas covalentemente unidas al extremo 5” (Lin et al., 1993; Lezhava et
al., 1995; Leblond et al., 1996; Pandza et al., 1987). Su cromosoma es muy




inestable y puede experimentar deleciones espontaneas, donde los telémeros
son frecuentemente eliminados, con una frecuencia mayor al 0.1% de las
esporas cultivadas {Leblond and Decaris, 1594).

Los estreptomicetos poseen gran capacidad para sintetizar numerosos
metabolitos secundarios y proteinas extracelulares. La produccién de
enzimas extracelulares por los microorganismos de este género, esencial en
la degradacién de biomasa y la asimilacion de diversas fuentes de
nutrimentos, cemprende gran variedad de enzimas hidroliticas como
quitinasas, celulasas, amilasas, xilanasas y proteasas {Crandall and Hamill,
1986, Frost and Moss, 1987, Rose, 1979). Mas del 60 % de los antibidticos
naturales conocidos son producidos por organismos del género
Streptomyces. La versatilidad biosintética y la complejidad morfologica del
género, confieren a estos microorganismos gran importancia industrial y
cientifica (Hirsch ef af., 1985, Hopwood, 1988).

B Esnora
0
Germinacion
f 8
% § Crecimiento
Esporulacién

Fig. 2.1 {a) Micelio aéreo y esporas de Streptomyces coelficolor {Microscopia
electronica de barrido, Mark Buttner, Kim Findlay, John Innes Centre); (b) Ciclo de vida de
los microorganismos del género Streptomyces.
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Fig 2.2 Mapa fisico del cromosoma de S. coelicolor.

2.2 STREPTOMYCES PEUCETIUS VAR. CAESIUS

S. peucelius variedad caesius, obtenido por tratamienta mutagénico a
partir de Sireptomyces peucelius, el microorganismo producior de
daunorrubicina, es la cepa productora de doxorrubicina (fig. 2.3}, un
antibiético del grupo de {as antraciclinas que posee una importante actividad
antitumoral (Arcamone, et al, 19689). El espectro bactericida de este
antibidtico comprende principaimente bacterias Gram-positivas y sélo en
algunos casos Gram-negafivas (Vanek ef al 1977). Sin embargo, la
importancia de este compuesto no radica en sy usc como agente

antimicrobiano, sino en la capacidad antineoplasica de amplio espectro que




posee (Arcamone, 1981). Actuaimente, la doxorrubicina, también conocida
como adriamicing, @s un agente antitumoral de origen microbiano que ha sido
ampliamente utilizado en la clinica (Hershberger, 1989; Vandamme, 1984;
Myers et al, 1988, Arcamone ef al, 1998). Las antraciclinas pueden
enlazarse especificamente con el ADN de doble cadena de las células
cancerosas, intercalandose entre pares de bases adyacentes en la estructura !
de la doble hélice. Esto trae como consecuencia una inhibicién de la sintesis
de ADN y ARN (Di Marco et al., 1975), y por to tanto inhibicién de la mitosis |
{Simpkins et al., 1984; White and Stroshane, 1984; Tritton and Yee, 1982). |
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Fig. 2.3 Estructura de la doxorrubicina y otras antraciclinas importantes.

S. peucetius var. caesius crece y produce antraciclinas en presencia de
varias fuentes de carbono como glucosa, manosa, celobiosa, (actosa,
fructosa, maltosa y almidén, siendo la glucosa la fuente de carbono mas
empleada en la produccion de antibidticos (Dekleva et al., 1985). Al igual que
en otros microorganismos, en S. peucelius var. caesius el metabolismo
primaric ¥ la sintesis de metabolitos secundarios estan regulados por la
presencia de algunas fuentes de carbono (Demain, 1989; Hodgson, 1982;
Segura ef al., 1996), nitrogeno y fosfato (Dekleva ef al., 1985; Snell, 1997),




asi como por diversos factores ambientales como la disponibilidad de
oxigeno, la temperatura y el pH (Grein, 1987).

2.3 MeCANISMOS DE REGULACION METABOLICA

El crecimiento, o simplemente la supervivencia, de un organismo
requiere un complejo grado de coordinacién en sus actividades, que
responda a los cambios en el medio ambiente. Todos los procesos
fisiologicos estan sujetos a alguna forma de regulacién para asegurar niveles
adecuados de cada metabolito y evitar gastos de energia innecesarios.

Los microorganismos pueden asimilar una amplia variedad de
substratos organicos e inorganicos, muchos de ellos de gran complgjidad. Sin
embargo, en presencia de substratos mas facilmente asimilables, se evita el
gasto de la energia empleada en sintetizar enzimas necesarias para el
metabolismo de estos complejos nutrimentos.

Ademas del control de la incorporacion de substratos y de las vias del
catabolismo celular, se requiere controlar {a biosintesis de macromoléculas y
metabolitos secundarios.

La disponibilidad de metabolitos primarios precursores del metabolismo
secundario puede ser un factor determinante en la produccion de metabolitos
secundarios. La fuente de carbono, nitrégeno y fosfato, asi como algunos
glementos traza como Fe®, Mn®, Cu® repercuten directamente sobre la
sintesis de estos metabolitos (Grein, 1987).

Las bacterias pueden utilizar una amplia variedad de compuestos como
fuentes uUnicas de nifrdgeno celular, que comprende desde compuestos
inorganicos como N; y nitratos, hasta aminoacidos como histidina y arginina,
0 nucledsidos como la citidina. La fuente de nitrégeno mas comunmente
usada por las bacterias entéricas es e! amonio, siendo ei glutamato el
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principat producto de su asimilacion y el precursor de glutamina, de diversos
aminoacidos y de purinas y pirimidinas. En el género Streptomyces, 1a fuente
de nitrdgeno posee, en general, un efecto estimulador de la produccidn de
antibidticos y metabolitos secundarios; sin embargo, se ha observado que ios
compuestos nitrogenados afectan la sintesis de antibidticos al nivel de
metabolismo secundario mediante su disponibilidad como substrato para las
sintetasas de antibiolicos, o a través de la modulacién de la biosintesis,

actividad o estabilidad de las enzimas involucradas {Shapiro, 1989).

Ei fosforo es un elemento esencial en la célula. Esta presente en acidos
nucléicos, fosfolipidos, nucledtidos, etc. El metabolismo del fosfato y de los
compuestos fosforilados controta un sistema global que comprende diversos
genes. Los niveles de nucledtidos reguladores como ATP, ADP, AMP, AMP
ciclico, ppGpp, etc., estan controlados por varios sistemas ligados al
metabolismo energético, transporte de carhohidratos, metabolismo de fosfato,
metabolismo de nitrdgeno, efc. El fosfato afecta, también negativamente, la
sintesis de antraciclinas. Se ha encontrado un efecto inhibidor del fosfato
sobre la sintesis de tilosina y estreptomicina en Streptomyces kitasatoensis
(Tanaka ef al., 1984). En Streptomyces coeruleorubidus el fosfato inhibe 1a
sintesis de doxorrubicina y en S. peucetius los niveles de fosfato inorganico
supericres a 10 mg/m! afectan negativamente la produccion de antraciclinas
(Dekleva et al.,, 1985). Sin embargo, el mecanismo por el cual se lleva a cabo

esta regulacion por fosfatos aun no se conoce del todo.

Tanto en bacterias como en micreorganismos eucariotes, 1os genes que
codifican vias metabdficas alternas para fuentes de carbono como lactosa,
glicerol o maltosa, son inducidos especificamente por sus respectivos
substratos. Sin embargo, s una fuente de carbono rapidamente




metabolizable, generalmente la glucosa, esta presente en _el medio, se
reprime la sintesis de las enzimas catabdlicas alternafivas. Este mecanismo
de regulacion es llamado represion catabolica por fuente de carbono y su
objetivo es evitar una produccién superflua de metabolitos intermediarios
comunes (Magasanik, 1961; Postma ef af., 1993, Saier et al., 1996).

En la produccion de antraciclinas por S. peucefius var. caesius, se
emplea un medio que contiene glucosa como principal fuente de carbono
(Arcamone et al, 1969). Sin embargo, la glucosa en aitas concentraciones
afecta negativamente 1a sintesis de antraciclinas (incluida ia doxorrubicina).
Dekieva y Strohl (1987) han observado resultados similares en S. peucetius.
Ellos sugieren que este efecto se debe, no a un fendémeno de represion
catabglica por glucosa, sine a un efecto inhibidor favorecido por la
acidificacién del medic como resultado de la produccién de piruvato y
diversos intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (Dekleva and
Strohl, 1987). Mé&s recientemente, se ha demostrado en Streptomyces
lividans que la excrecion de acidos organicos producida por el metabolismo
de glucosa es dependiente de la fuente de nitrégeno (Madden et al., 1996).
Las fuentes de nitrégeno como nitrato 0 aminoécidos favarecen la excrecion
de niveles elevados de piruvato y 2-oxoglutarato, respectivamente. Sin
embargo, la adicibn de sales de amonio previene completamente la
formacion de Acidos organicos. En S peucetius var. caesius, usando un
medio quimicamente definido con (NH,),50, como fuente de nitrégenc y
CaCO; como amortiguador, el efecto negativo de la glucosa sobre la sintesis
de antraciclinas fue aun evidente, sin detectar cambios significativos en el pH
(Escalante ef al, 1999). Esto sugiere un efecto directo de la glucosa gue

afecta negativamente la biosintesis de antibitticos.




2.3.1 REPRESION CATABOLICA POR FUENTE DE CARBONO

La represidn catabdlica (RC) puede definirse como la inhibicion de la
expresion genética yfo la actividad enzimatica causada por la presencia, en el
medio de cultivo, de fuentes de carbono que se metabolizan rapidamente
(Wanner et al, 1978, Postma et al, 1993, Saier ef al., 1998). Este
mecanismo de regulacidén se encuentra ampliamente distribuido entre los
sistemas microbianos, donde se han encontrado complejos y diversos niveles

de regulacion por carbono.

La represion catabodlica estd mejor estudiada y entendida en las
bacterias entéricas, donde el sistema de transporte de fosfotransferasa
dependiente de fosfoenol piruvato (PTS de sus sigias en inglés) reaiiza un
doble papel: 1} regula el transporte de substratos (o la generacién de
inductores citoplasmicos) para las vias sensibles a RC; 2) modula la sintesis
de AMP ciclico (AMPc) y 3) Inhibe alostéricamente la actividad de enzimas
catabdlicas {como la glicerol cinasa) (Postma ef al., 1993; Saier, 1989; Saier,
1993; Saier ef al., 1995). Los niveles intracelulares de AMPc activan la
sintesis de muchas enzimas catabdlicas sensibles a la represion. E! AMPc
se une a la proteina receptora de AMPc (CRP) y actia sobre los promotores
de cientos de genes sensibles a RC estimulando su transcripcion (Botsford
and Harman, 1992; Ishiuka ef al. 1993; Kolb et af, 1993). Una pequefia
enzima glucosa-especifica 1A (IIA%), constituyente del sistema PTS, parece
ser el efector alostérico que controla dicho mecanismo al unirse en su forma
desfosforilada a algunas permeasas de carbohidratos (por ejemplo
permeasas simportadoras de lactosa-H") o a la glicero! cinasa, enzimas que
existen normalmente en su forma activa, para inhibir alostéricamente la
actividad de estas proteinas. A su vez, la forma fosforilada de la enzima HA®®




regula positivamente la actividad de 'a adenilato ciclasa resultando en un
aumento de los niveles intracelulares de AMPc (Saier, 1989). Se han
encontrado, sin embargo mecanismos adicionales de RC existentes también
en bacterias entéricas (Ullmann and Danchin, 1983; Ulimann, 1985; Saier,
1991).

Dentro de las bacterias Gram-positivas, considerando especies de
Bacillus y Streptomyces, se ha observado que el AMPc no interviene en el
mecanismo de RC (Bostford and Harman, 1992; Hodgson, 1994; Hueck &
Hillen, 1995; Saier et al., 1995). En Baciflus subtillis se ha establecido Ia
participacion de al menos tres elementos importantes en dicho mecanismo de
reguiacion: 1) un factor de transcripcion llamado proteina CcpA homélogo a
varias proteinas represoras, 2) secuencias consenso presentes en el ADN,
llamadas elementos de represién catabdlica (CRE de sus siglas en ingiés) y
3) ta proteina HPr del sistema fosfoenoipiruvato fosfotransferasa para el
transporte de azucares (Hueck & Hillen, 1995; Saier ef af., 1995; Miwa et al.,
1997). Ademas, la produccion de intermediarios metabdlicos como fructosa
1,6-bisfosfato (FBP) o 6-fosfogiuconato, resultado del metabolismo de las
fuentes de carbono represoras, parecen inducir la activacion de proteina-
cinasas que regulan la actividad represora de fa HPr, que al ser fosforilada se
une y activa a la proteina CcpA formando un complejo represor (Reizer et al.,
1984). Este complejo formado por [a proteina CcpA activada, podria retardar
o bloguear la transcripcion de diversos genes al unirse a los CRE presentes
en las regiones reguladoras de los operones sensibies a represion y en
conjunto con otras moléculas efectoras (Hueck & Hillen, 1995; Saier ef af.,
1995).




2.3.2 REPRESION CATABOLICA EN STREPTOMYCES

En Streptomyces, ta regulacion de la utilizacion de la fuente de carbono
es uno de los aspectos mas importantes e interesantes de su biologia. Del
estudio de mutantes btoqueadés en el proceso de diferenciacion, ha quedado
claro que hay una conexion directa entre la represion catabdlica por fuente de
carbono, la activacion de la biosintesis de antibidticos y ia diferenciacion
morfologica (Pope et al, 1996). Diversas fuentes de carbono afectan la
expresion de genes involucrados en el transporte (Hodgson, 1982) y en la
utilizacion de fuentes de carbono alternativas (Hodgson, 1882; Mattern ef af.,
1993; Smith & Chater, 1988), asi como en la sintesis de enzimas
extracelulares y metabolitos secundarios (Delic et al, 1992; Segura et al.,
1996; Servin-Gonzalez et al.,1994).

Sin embargo, el mecanismo de represion catabdlica por fuente de
carbono en Streptomyces aun no se entiende completamente. Mientras que
las proteinas | y HPr del sistema de transporte de fosfotransferasa
dependiente de fosfoenol piruvato (PTS), asi como el complejo enzimatico
especifico para fructosa (enzima H), se han encontrado en algunos
estreptomicetos (Titgemeyer ef al,, 1995), los intentos para identificar dicho
sistema de transporte en muchas otras especies de Streptomyces han sido
en vano (Sabater ef a/., 1972; Novotnd and Hostalek, 1985). Esto, aunado a
la ausencia de fluctuaciones en ios niveles de AMPc con el cambio de fuente
de carbono en Streptomyces coelicolor (Hodgson, 1994) y Streptomyces
venezuelae, asi como Ja ausencia de una cinasa que se encuentra presente
en B. subtillis, capaz de fosforilar a la enzima HPr (Gersh et al, 1980:
Chatterjee and Vining, 1982), sugiere que el mecanismo de represién

catabdlica por fuente de carbono es considerablemente diferente al que




existe en Escherichia coli y en ofras bacterias Gram-positivas de bajo
contenido en GC coma B. subtilis (Postma ef af., 1993; Postma ef al., 1998).

En S. coelicolor, el organismo mejor caracterizado de este género, la
inactivacién de la enzima glucosa cinasa dependiente de ATP {(Glk),
codificada por el gen gikA, resulta en la incapacidad para utilizar glucosa y en
una pérdida pleiotropica de la sensibilidad a represion catabolica (Hodgson,
1982; Seno and Chater, 1983; Kwakman and Postma, 1994}. Este tipo de
mutantes resistentes a RC son cap'aces de crecer en presencia de lactosa y
un analogo no metabolizable de la glucosa, la 2-desoxiglucosa (2-dog),
ademas, son incapaces de utifizar glucosa como (nica fuente de carbono sin
que el transporie de este carbohidrato parezca estar afectado (Hodgson,
1982).

lLa complementacion de este tipo de mutantes con el gen que codifica
para esta enzima, glkA (lkeda et al, 1984), restablece la sensibilidad a
represion catabodlica en las mutantes resistentes a 2-dog. Sin embargo, la
complementacion de mutantes glkA de S, coelficolor con un gen analogo de
Glk de Zymomonas mobilis, restablece la actividad de esta enzima pero no la
sensibilidad a RC por glucosa (Angell et af, 1984). Esto ha sugerido un
importante papel de la enzima Glk en el mecanismo de represién catabdlica
en el género Strepfomyces. Por ofro lado, la sobre-expresion del gen gfkA en
mutantes afectadas en dicho gen, no restablece la sensibilidad a represion
catabélica por glucosa, y en cepas glkA” causa pérdida de ia sensibilidad a
este mecanismo de represion, lo cual sugiere que la fosforilacion de glucosa
por si misma no es suficiente para que se lleve a cabo la represion catabdlica
por glucosa y que el gen glkA juega un papel reguiador especifico en este

mecanismo de regulacion metabdlica en S. coeficolor (Angell et al., 1994).




El gen g/kA ha sido secuenciado y se ha demostrado que es transcrito
por dos promotores, uno de ellos se encuentra adyacente al. gen hacia el
extremo 3' y el otro se encuentra mas alejado hacia esta misma direccion
(Angell ef al. 1992}, El fragmento secuenciado contiene un marco abierto de
lectura parcial (orf1) y dos marcos abiertos de lectura completos que
codifican para proteinas de 20.1 kDa (0r72) y 33.1 kDa (0rf3). El gikA-orf3 por
st solo restablece la actividad de glucosa cinasa y la utilizacion de glucosa,
asi como la sensibilidad a 2-dog vy la represion catabdlica de diversos genes
como el dagA, en las mutantes de S. coelicolor resisientes a 2-dog. Ademas,
para alcanzar los niveles de actividad de glucosa cinasa encontrades en la
cepa silvestre, es necesaria la transcripcién desde ambos promotores. Sin
embargo, no se ha encontrado ninguna funcion o similitud del producto del
orf2 con otras proteinas conocidas. Esta secuencia es transcrita junto con el
resto del gen gfkA, por lo que se ha pensado que posee un papel en el
metabolismo de giucosa, o en el mecanismo de represién catabdlica (Angeli
et al., 1992).

Angell y colaboradores (1994) aislaron a partir de mutantes de S.
coelicolor con una delecion en el gen glkA, cepas capaces de utilizar glucosa
y con niveles de Glk similares a 105 de la cepa original. E! analisis de estas
nuevas mutantes mostré que {a recuperacion de la actividad de Glk se debla
a una segunda actividad de glucosa cinasa (Glk-li) gue restablecia la
sensibilidad a 2-dog vy la utilizacidon de glucosa, pero na asi la sensibilidad del
gen dagA a la represion catabdlica (Angell et af, 1994). La movilidad
electroforética de esta nueva actividad de Glk encontrada, fue diferente a ia
presentada por la actividad de la cepa original, en un gel de actividad in situ.

Se ha pensado que el papel de 1a Glk en el mecanismo de represion
catabolica por fuente de carbono es independiente de su actividad catalitica

{capacidad para fosforilar glucosa a glucosa-6-fosfato), y que depende de
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una propiedad represora adicional que le permita actuar sobre los operones
sensibles a represian, afectando su franscripcion. El analisis de la secuencia
del producto del gen glkA-orf3 muestra la existencia de extensas secuencias
de aminoacidos similares a las encontradas en una familia de proteinas que

"incluye diversas glucosa-cinasas y proteinas represoras como la NagC de E.
coli y la XylR de B. subfilis (Titgemeyer et al, 1994). Sin embargo, a
diferencia de estas protejnas represoras, la Glk carece de una extension
N-terminal que posee dominios de unién a ADN y que estd presente en
dichas proteinas represoras (Titgemeyer ef al., 1994).

Se han identificado secuencias reguladoras presentes en los operones
de los genes chi63 de Strepfomyces plicatus (Delic et al, 1992), am{ de
Streptomyces limosus (Virolle & Gagnat, 1994) y gal de S. coelicofor (Mattern
ef al., 1993), donde la presencia de deleciones o modificaciones afecta la
reguiacion negativa por carbono. Dichas secuencias podrian representar
secuencias reguladoras que actiten en cis uniéndose a proteinas o complejos
represores. Sin embargo, estas regiones no muestran estructuras similares o
secuencias consenso, coma sucede en las bacterias Gram-positivas con bajo
contenido de GC,

Otro dato que apoya la participacion de ia Glk en la RC consiste en que

-

la sensibilidad a la RC ejercida por diversas fuentes de carbono como
arabinosa, galactosa, citrato y glutamato, sobre la expresion de la glicero!
cinasa y la agarasa se pierde en mutantes de S. coeficolor con deleciones en
el gen glkA, aun cuando estas fuentes no sean metabolizadas via glucosa
cinasa (Kwakman & Postma, 1994). Ademas no sdlo la presencia de
deleciones en el gen g/kA, sino también la sobre-expresion de este genen S
coelicolor, muestran un efecto derregulador sobre el mecanismo de represion
gjercido por varias fuentes de carbono (Angell ef af, 1994, Kwakman &
Postma, 1994).




Como hemos visto hasta aqui, se tienen evidencias gue sugieren un
papel determinante de la Glk en el mecanismo de represién catabolica,
independiente de su actividad catalitica. Sin embargo, se han obienido
resultados que involucran otros factores diferentes a esta enzima y que
pudieran estar paricipando de manera importante en el fenémeno de
represion por carbono.

Ingram y colaboradores (1995) aisfaron y caracterizaron una mutante de
S. coelicofor, ccrA1, afectada en la expresién de diversos promotores
regulados catabdlicamente. Estas mutantes se caracterizan por una
alteracidn en la transcripcion de ios promotores galP1, gyl y chi63 sensibles a
glucosa. Sin embargo, esta mutacién no tiene efecto sobre la expresion del
promotor galP2 que dirige la transcripcion constitu;tiva de los genes galE vy
galK. La mutacién ccrA1 parece tener un efecto especifico sobre la
transcripcion de promotores sensibles a represion catabdlica, Esta mutacion
se [ocaliza cercana al locus argA y es distinta de ofras mutaciones
involucradas en el control catabdlico, como la glkA. Las mutantes cerA?, a
diferencia de las g/kA, pueden utilizar glucosa como Unica fuente de carbono
y no son resistentes a 2-dog (Ingram ef al, 1995). Estos resultados sugieren
gue la mutacion ccrA1 afecta un gen cuyo producto puede estar involucrado
en el mecanismo general de regulacién por represion catabdlica en
Strepfomnyces.

En Streptomyces lividans se ha identificado un gen regulador, reg?, que
codifica para una proteina de 345 amincacidos (Reg1). Esta proteina
contiene motivos de hélice-vuelta-hélice de unién a ADN en la region
N-terminal y, al igual que la proteina MalR (el represor de malE, un gen
involucrado en el transporte y utilizacion de maltosa) de S. coelicolor A3(2),
pertenece a la familia de proteina reguiladoras Lacl/GalR {Nguyen ef al.,

1987; Wezel ef al, 1997). Las mutantes reg? de S. lividans estan afectadas

17




en la expresion de diversos genes. La produccion de oa-amilasas y la
produccion de quitinasa se encuentran liberadas de la represion catabdlica
por glucosa, sugiriendo que reg? pudiera ser un regulador pleiotropico en
este microorganismo (Nguyen et al., 1997). Por otro lado, las mutantes malR
de S. coelicolor se caracterizan por una transcripcion consfitutiva e insensible
a glucosa del gen malE a un nivel considerablemente superior al observado
en la cepa silvestre. La proteina MaiR parece ser un regulador de la
induccion por substrato y de la représién por glucosa en el metabolismo de
maltosa {(Wezel et al., 1997).

Aungue e! mecanismo por el cual se lleva a cabo la represidn catabolica
por fuente de carbono en el género Strepfomyces aun no es claro, se ha
propuesto que ia enzima Gik pudiera tener una actividad represora
independiente de su actividad catalitica, que ie permitiera regular la
franscripcion de los multiples operones sensibles a represién. Sin embargo,
es evidente que existen otros factores, como las proteinas reguladoras Reg1,
MalR y CcrA1, que interviene en este mecanismo. Adicionalmente, podrian
participar diversos intermediarios producto del metabolismo de las fuentes de
carbono represoras, como por ejemplo, los intermediarios de la glucadlisis:
glucosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato; o bien, nucledtidos de
importancia en el mantenimiento y balance de los niveles de energia celular,
como ATP, ADP, etc., ya que uno de los papeles de la represidn catabdlica

es mantener los niveles adecuados de energia en la célula,
2.4 TRANSPORTE DE CARBOHIDRATOS

El sistema de transporte de carbohidratos mas importante dentro de las
bacterias entéricas y algunas bacterias Gram-positivas, es el sistema de

transporte de fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS). Mas
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de 20 carbohidratos diferentes son transportados via PTS, sistema que usa
fosfoenolpiruvato (PEP) como donador del grupo fosfato en Qna cadena de
transferencia de fosfato que involucra dos proteinas principales, 1a enzima | y
la HPr, asi como un complejo proteico asociado a membrana especifico para
cada carbohidrato, el complejo {i. Dentro del complejo I, la permeasa [IC
cataliza la traslocacion del carbohidrato al citoplasma con una fosforilacion

concomitante (Saier and Reizer, 1992; Postrna ef al., 1993).

Se sabe que el PTS, ademas de participar en el transporte de
carbohidratos, interviene en la quimiotaxis y en diversos mecanismos de
regulacién del metabolismo bacteriano (Reizer et al,, 1988; Tigemeyer, 1993).
Este sistema de transporte reguia la actividad de otros tipos de permeasas
para carbohidratos como simportadores de azlcar-H', simportadores de
azlicar-Na® y transportadores activos dependientes de ATP. La regulacion
unidireccional permite a las bacterias utilizar a los carbohidratos substratos
del PTS preferentemente sobre los carbohidratos transportados por otros
sistemas (Saier et al., 1995).

Varios tipos de regulacion como la represion catabdlica, la exclusion y
la expulsidén del inductor se han descrito y caracterizado tanto en bacterias
entéricas (Saier, 1989; 1993) como en bacterias Gram-positivas de bajo
contenido en GC (Reizer ef al., 1893; Ye et al, 1994). En las bacterias
entéricas Gram-negativas, la represién catabdlica y los niveles citoplasmicos
de los carbohidratos inductores estan regulados por el estado de fosforilacion
de la proteina IIA% del PTS (Saier, 1989; Saier and Reizer, 1992). A
diferencia de estos microorganismos, en las bacterias Gram-positivas de bajo

contenido en GC, una proteina-cinasa dependiente de ATP que fosforila la




enzima HPr del PTS, esta involucrada en ia regulacidn por fuente de carbono
(Ye et al, 1994).

Los microorganismos del género Streptomyces son capaces de utilizar
una gran variedad de carbohidratos como fuente de carbono, sin embargo, el
conocimiento acerca de las vias de asimilacion de carbohidratos y su
regulacion aun es limitado. Se ha documentado la existencia de sistemas de
transporte inducibles o constitutivos de diversos carbohidratos (Sabater ef al.,
1972; Sabater and Asensio, 1973; Hodgson, 1982; Ramos, 1998). En S.
coelicofor, S. lividans y Streptomyces griseofuscus se han identificado dos

proteinas del PTS, la enzima | y la HPr, asi como un complejo 11 especifico

| para fructosa (Titgemeyer et al., 1995). A pesar de ello, dicho sistema de
transporte de carbohidratos parece no estar presente en muchas otras
especies de Sfreptomyces (Sabater ef af, 1972; Novotna and Hostalek,
1985). Ademas, los Streptomyces capaces de utilizar glucosa, fructosa y
manosa, muestran actividades de glucocinasa, fructocinasa y manocinasa
{lkeda et al, 1984; Angell ef al, 1992), sugiriendo que los sistemas de
transporte para estos carbohidratos no son del tipo PTS. Por otra parte, la
incorporacion de celobiosa y xilobiosa en S. fividans parece estar mediada
por una proteina dependiente de ATP (Hurtubise et al., 1995).

El transporte de carbohidratos, a su vez, parece estar regulado por
represion catabdlica por fuente de carbono. Hodgson (1982) demostrd que en
S. coelicolor los sistemas de transporte para arabinosa, galactosa y fructosa
son reprimidos por glucosa a nivel transcripcional. Adicionalmente, 1a glucosa
e@s capaz de reprimir la sintesis de las enzimas involucradas en el
metabolismo de galactosa y fructosa en este microorganismo (Hodgson,

1982). El efecto represor de la glucosa sobre la incorporacién de
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carbohidratos, parece no llevarse a cabo en mutantes de S. coelicofor

resistentes a 2-dog.

Es importante mencionar que a diferencia de S. coficolor, donde se ha
informado que el sistema de transporte de glucosa es constitutivo, mientras
gue los sistemas para arabinosa, galactosa y fructosa son inducibles
{Hodgson, 1982), en S. peucefius var. caesius la presencia de glucosa en el
medio parece ser también necesaria para la expresidon del sistema de
transporte de este carbohidrato {Ramos, 1998).

2.5 ANTECEDENTES EN STREPTOMYCES PEUCETIUS VAR. CAESIUS

La produccién de doxorrubicina y la asimilaciéon de diversas fuentes de
carbono por S. peucetius var. caesius se encuentran sujetas a represién
catabdlica (Segura et al, 1996). Se han aislado mutantes de este
microorganisme, capaces de crecer en lactosa y en presencia de un analogo
de glucosa, la 2-desoxiglucosa (2-dog), que muestran insensibilidad &
represion por carbono. La sintesis de p-galactosidasa, D-xilosa isomerasa y
fa produccion de antraciclinas fotales resultaron ser insensibles al efecto
negativo de 1a glucosa en estas mutantes. Ademas, 1a actividad de la enzima
glucosa cinasa (Glk) se encuentra afectada, es de solo entre el 19y 30% de

la actividad encontrada en la cepa original (Segura et af., 1996}.

Las mutantes 2-dog® también se caracterizan por ser insensibles a la
represion catabolica ejercida por otras fuentes de carbono, tales como
galactosa, arabinosa y glutamato, fuentes de carbono no metabolizadas via
Glk. Esto ha sugerido, la existencia de algun tipo de relacién entre la

actividad de Glk y la sensibilidad a la represidén por carbono, como en otras
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especies de Strepfomyces (Segura et al., 1996). Sin embargo, a diferencia de
los resultados obtenidos por Hodgson (1282), fa incorporacion de diversos
carbohidratos se encuentra afectada negativamente en al menos una de

estas mutantes (la 2-dog®-21) (Ramos, 1998).

Ya que la sensibilidad a 2-dog se ha visto directamente relacionada con
la actividad de Glk (Angell et al., 1894), el aislamiento de cepas, a partir de
alguna mutante 2-dog®, que recupéren la sensibilidad a este analogo de la
glucosa, podria significar la obtencién de cepas que hayan restablecido, al
menos parcialmente, la actividad de dicha enzima. E! analisis del fenotipo de
sensibilidad a represion catabdlica presentado por estas nuevas mutantes,
podria contribuir a determinar si la Glk posee o no un papel determinante en
este mecanismo de control en esta especie de Streptomyces, y si el
restablecimiento de esta actividad permite la recuperacion de la capacidad
para incorporar glucosa en niveles similares a los observados en la cepa
original.




3. OBJETIVO

Contribuir al avance en el estudio de las
bases bioquimicas del mecanismo de represién
catabdlica por fuente de carbono en

Streptomyces peucetius var. caesius
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4. ESTRATEGIA

» A partir de la mutante 2-dog”-21 de Streptomyces peucetius var. caesius,

aislar cepas sensibles a 2-dog y caracterizar su fenotipo.
+ Medir la actividad de glucosa cinasa {Glk) en la cepas aisladas.
* Determinar la sensibilidad del metabolismo primario (utilizacién de
factosa) y secundario (sintesis de antraciclinas) a la represion
catabolica por glucosa y galactosa.

« Medir la incorporacion de glucosa en las cepas aisladas.

¢ Determinar el efecto de glucosa scbre el sistema de incorporacion de una

fuente de carbono alternativa (galactosa).




5.MATERIAL Y
METODOS




5. MATERIAL Y METODOS
5.1 MICROORGANISMOS

La cepa original utilizada en este trabajo fue S. peucefius variedad
caesius ATCC 27952 perteneciente a la coleccidn de cultives del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Para el aislamiento de las cepas
sensibles a 2-dog se utilizo una cepa resistente a represion catabolica por
glucosa, llamada 2-dogR-21, aislada anteriormente en el laboratorio por
Daniel Segura de acuerdo con lo informado para S. coelicofor (Hodgson,
1982) por su capacidad para crecer en lactosa en presencia de un analogo
no metabolizable de glucosa, ia 2-desoxigiucosa (2-dog). Las cepas se
mantuvieron viables como micelio fragmentado, en una suspensidon en
glicerol al 40% a —20°C.

5.2 ESTRATEGIA PARA LA OBTENCION DE CEPAS 2-DOG" A PARTIR DE LA MUTANTE
2-poGF-21.

Para la obtencion de las cepas sensibles a 2-desoxiglucosa (2-dog), se-
utilizd una mutante (2-dogR-21) resistente a este analogo de la glucosa
insensible a represién catabdlica por fuente de carbono, cuya actividad de
glucosa cinasa se encuentra afectada (presenta 15% de la actividad

encontrada en la cepa original).

El aislamiento de colonias 2-dog® se realizé por un método de
enriquecimiento con ampicilina, para fo cual se cultivd a la mutante 2~dogR—21
en medio minimo adicionado con lactosa 20 mM durante 36 h a 29°C y 180

rpm. La composicion del medio minimo (MM} fue la siguiente: NaCl 0.5%,
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KaHPO, 0.03%, (NH4).80, 0.133%, CaCO; 0.3%, MgSO.7H20 0.05%,
FeSO,7H,O  0.002%, 2ZnS0.7H,O0 0.005%, MnCl,4H,C 0.0001%,
CoCl,6H,0 0.0001%, agua destilada, pH ajustado a 7.2. Después de lavar
las células 2 veces por centrifugacion con solucidn salina isotdnica, se
incubaron a 29°C y 180 rpm, 24 h mas, en medio minimo sin fuente de
nitrégeno, adicionado con lactosa 20 mM, para agotar sus reservas. Las
células asi tratadas se lavaron y se cultivaron en medio minimo completo
{con fuente de nitrdgeno) en presencia de lactosa 20 mM y 2-dog 10 mM a
29°C y 180 rpm. Después de 8 h de incubacion se adiciond una solucion de
ampicilina (500 ug/ml) y se incubd durante 8 h mas, de manera que solo
aquellas células incapaces de crecer en presencia del andlogo de la giucesa
no serian afectadas por el antibitico. Este procedimiento se repitié dos veces
desde el inicio y finalmente las células se lavaron y se cultivaron en placas de
agar de medio YMG que contenia extracto de levadura 0.4%, extracto de
mailta 1.0%, glucosa 0.4%, agar 1.5% y agua destilada, pH ajustado a 7.2. Se
confirmé {a sensivilidad a 2-dog de las mutantes obtenidas, utilizando placas
de agar de medio minimo adicionado con lactosa 20 mM y 2-dog 10 mM.
Madiante este procedimiento se aislaron 8 mutantes espontaneas que

recuperaron la sensibilidad ai analogo de la glucosa.

Se probd, de manera cualitativa, la sensibilidad de las cepas aisiadas a
represién catabdlica por glucosa sobre la produccian de antraciclinas totales.
Con este fin se cullivaron las cepas en placas de agar YM (extracto de
tevadura 0.3%, extracto de maita 0.3%) adicionado con glucosa 100 mM vy
300 mM. Las antraciclinas producidas por el microorganismo poseen una
coloracién anaranjada rojiza, de manera que aquellas colonias insensibles a
represion catabdlica por glucosa, mostrarian este color al crecer tanto en

concentraciones bajas de glucosa (100 mM), como en concentraciones
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represoras (330 mM), mientras que aquellas que hubieran perdido su
insensibilidad a represidén catabdlica, solo serian capaces de producir
antraciclinas y, por tanto, de desarroltar una coloracion roja intensa, en
concentraciones no represoras del carbohidrato. Asi, de manera preliminar se
encontrd que 2 de las 8 cepas aisladas conservaron la insensibilidad a
represion por glucosa (cepas 2-dog®-2 y 2-dog®-11), mientras que las 6
restantes recuperaron dicha sensibilidad. Estos resultados fueron
comprobados cuantitativamente. Las 2 cepas insensibles y una de las 6
cepas sensibles a represién catabolica, elegida al azar (2-dog™-53), se
emplearon en las determinaciones siguientes, usando como controles a la

cepa original de S. peucetius var. caesius y a la cepa padre 2-dog™-21.
5.3 MIEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

5.3.1 PREPARACION DE INOCULOS. Los cultivos de las cepas se realizaron
a partir de inoculos obtenidos en matraces Erlenmeyer de 125 m! con 5
perlas de vidrio de 5 mm para dispersar el micelio y 25 ml de medio YMG,
que contenia extracto de levadura 0.4%, extracto de maita 1.0%, glucosa
0.4% y agua destilada, pH ajustado a 7.2 (Dekleva et al., 1985). Los matraces
se inocularon con una asada del micelio crecido en cajas Petri con medio
YMG solido o con 0.5 m! de una suspension de micelio en glicerol al 40%, y
se incubaron durante 72 h a 29°C con agitacidon de 200 rpm. El miceiio
obtenido se iavd tres veces con solucion salina isoténica estéril (NaCl 0.85%)
y se resuspendid en 5 ml de la misma solucién, volumen con el que se

inoculd cada matraz de cultivo.




5.3.2 CuLmivos. Para determinar (2 sensibilidad a represion catabdlica
por glucosa y galactosa de las cepas analizadas, se cultivd cada cepa en
matraces Erlenmeyer de 250 ml con 5 perias de vidrio de 5 mm y 50 ml de
medio YM (extracto de levadura 0.3%, extracto de malta 0.3%) adicionado
con lactosa 20 mM y [a fuente de carbono represora (giucosa o galactosaj en
concentracion baja (100 mM) y concentracion represora (330 mM). Se
tomaron muestras de 4 ml a las 24 y 48 horas después de incubar a 29°C y
200 rpm, para determinar actividad de (B-galactosidasa y produccion de

antraciclinas totales,

Los cultivos para la determinacién del transporte de las fuentes de
carbono, se obtuvieron en matraces Fermbach con 10 perlas de vidrio de 5
mm y 500 ml de UM (uptake medium) (Escalante et al., 1999) suplementado
con extracto de levadura (0.3%) y la fuente de carbono correspondiente:
glucosa 100 mM, galactosa 100 mM o galactosa 100 mM més glucosa 330
mM. La composicion del UM fue la siguiente: NaCl 0.5%, K,HPO, 0.03%,
(NH,),80,4 0.133%, MgSO47H20 0.05%, FeSO4 7H,0 0.002%, ZnSO, 7H,0
0.005%, MnCly-4H;0O 0.0001%, CoCl,6H,C 0.0001%, MOPS 100 mM, agua
destilada, pH ajustado a 7.2. Los cultivos se incubaron durante 36 h a 29°C,
con agitacion de 200 rpm.

5.3.3 OBTENCION DE EXTRACTO ENZIMATICO LIBRE DE CELULAS. Para la
obtencion del extracto enzimatico de cada una de las cepas analizadas, se
prepararon inéculoé en matraces Erienmeyer de 125 ml como se indica en |a
preparacion de indculos. Cada matraz Fernbach con 10 perlas de vidrio de 5
mm y 500 mi de medio YM, que contenia extracto de levadura 0.3% vy
extracto de malta 0.3%, adicionado con glucosa 100 mM, se inoculo con el

micelio obtenido por cada dos matraces Erlenmeyer de 125 mi. Se incubaron
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durante 48 h a 29°C y 180 rpm. Con el micelio contenido en cada 50 ml de
tos 500 ml totales, se prepararon polvos de acetona filtrando el micelio al
vacio y agregando 25 mi de acetona. Los filtros con el micelio desecado con
acetona se consefvaron a —20°C. Para ta obtencion del extracto enzimatico,
los polvos de acetona contenidos en un filtro se trituraron en un mortero con
hielo seco para romper las células. Se resuspendi¢ el micelio triturado en 3
ml de amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7, frio. Se colocod en tubos de
ultracentrifuga y se llevaron hasta el borde con amortiguador Tris-HC! 50 mM
pH 7 para evitar que se colapsaran. Se centrifugaron a 45,000 rpmy 5 °C
durante 1 h. El sobrenadante {extracto enzimatico) se separd con pipeta
Pasteur y se guardé a -20°C.

5.4 METODOS ANALITICOS

5.4.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GLUCQSA CINASA. La actividad
se determiné por la formacion de glucosa-6-fosfato (G6P), la cual se detectd
en una reaccién acoplada con glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GEPDH)
midiendo espectrofotométricamente la reduccion de NADP a 340 nm (Angeil
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 200 rpm, durante
48 h.

La reaccidn para la determinacion de la actividad de glucosa cinasa se
realizé a temperatura ambiente en tubos de 5 ml que contenian los reactivos
en las cantidades que se muestra en la tabla 5.1. La reaccion se inicié con el
extracto enzimatico y se leyo la absorbencia a 340 nm a los 20, 40, 60, 80,
100 vy 120 segundos.
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Sistema de Agua Glucosa | G6PDH Extracto
Tubo reaccion | Destilada | 200 mM () enzimatico
{ml) () (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-dogR-21 1.746 - 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 5.1. Determinacion de la actividad de glucosa cinasa en extractos enzimaticos
libres de células. *Se hizo un blanco para cada cepa, empleando el extracto enzimatico
respectivo. Extracto enzimatico de la cepa correspondiente.

5.4.2 ZIMOGRAMA DE LA ACTIVIDAD DE GLUCOSA CINASA. Los extractos
enzimaticos de las cepas analizadas (cepa original, mutantes 2-dog"-21,
2-dog®-2, 2-dog®-11 y 2-dog>-53) se sometieron a electroforesis a 4°C en un
gel de poliacrilamida al 10% (wfv), usando un buffer Tris-glicina (pH 9.3).
Para evitar la inactivacion de las enzimas por TEMED o persuifato de amonio,
et gel se corrid 1 h antes de que fas muestras se cargaran. La glucosa cinasa
se localizé en el gel usando un sistema de revelado basado en la formacion
de formazan por fa reduccion de metil-tiazoil-tetrazolium (MTT) (Harris and
Hopkinson, 1976). El gel se lavd con amortiguador Tris 50 mM pH 7.2 antes
de revelar la actividad para evitar inhibir la mezcla de revelado por el buffer
alcalino de corrimiento. La mezcla de reaccién (10 mi) se aplico al gel de
electroforesis, como un gel de agarosa al 0.8%, que contenia Tris 100 mM pH
7.5, glucosa 20 mM, MgCl, 25 mM, NADP 0.5 mM, ATP 1 mM, MTT 0.17
mg/ml, fenozin meto-sulfato 0.08 mg/ml y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
0.5 U/ml. Las bandas fueron visibles después de 10 a 20 minutos de

incubacion a 42°C en la oscuridad.
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5.4.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA. La actividad
de fa enzima B-galactosidasa se determind espectrofotométricamente usando
o-nitrofenil- B-galactopiranosido (ONPG) como substrato (Eckardt ef al.,
1987), correspondiendo cada unidad de actividad enzimatica a 1 nmol de
ONPG hidrolizado a 37°C por minuto por mg de proteina del cuitivo. Las
muestras de 1 ml se centrifugaron a 7,000 rpm durante 10 min para separar
el micelio, el cual se lavé con 1 ml de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M
pH 7.5 y se resuspendid en 1 ml de este mismo amortiguador. Se afiadieron
20 pl de MgCl,6H,0 0.1 M en B-mercaptoetanc! 4.5 M vy 40 pl de tolueno. La
mezcla se agitd y se preincubé durante 5 minutos a 37°C con agitacién
periddica. La reaccion se inicio afiadiendo 400 pl de ONPG 4 mg/ml y se
tomaron muesfras de 0.5 ml a distintos tiempos. La reaccion se detuvo
afiadiendo 0.5 ml de Na,C0Q, 1 M al sistema de reaccién. El producto
generado de {a hidrélisis del ONPG se cuantifico a 420 nm, ajustando el

aparato con amortiguador de fosfatos.

5.4.4 METODOS DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ANTRACICLINAS
TOTALES. Para la cuantificacion de la concentracion de antraciclinas
intracelulares se tomaron muestras de 1 ml, se centrifugaron a 5000 rpm
durante 10 min. Y se realizaron extracciones afiadiendo al micelio 1 ml de
una mezcla de acetona: Hy30, 0.1 N (4:1), agitando 20 a 30 segundos y
centrifugando. Este procedimiento de extraccion se repitid hasta que en la
acetona acidulada resuitante no se detectd color. Las antraciclinas extraidas
se cuantificaron espectrofotométricamente midiendo la absorbencia a 485 nm
y calculando su concentracion con la ecuacion de Lambert-Beer usando un
coeficiente de extincion de 220 (1%, 1 cm) (Dekleva ef al., 1985).
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5.4.5 DETERMINACION oé PROTEINA POR EL METODO bE Lowry. La
cantidad de proteina contenida en los extractos libres de células se cuantificod
por el método desarrollado por Oliver H. Lowry (Lowry, 1851), para lo cuat se
tomaron 100 pl del extracto enzimatico, se colocaron en un tubo Eppendorf y
se anadieron 100 pl de acido triclorcacético al 10 %. Se agité vigorosamente
y se congeld a -20 °C durante por lo menos 24 h. Después de descongelar, la
muestra se centrifugé durante 10 minutos a 5000 rpm. Se desechd el
sobrenadante y el precipitado se resuspendid en 100 pi de NaOH 0.4 N. Se
incubd durante 2 h a 37°C para acelerar la hidrolisis de la proteina y se
realizd la cuantificacién de la misma. Todas las determinaciones se hicieron
por duplicado como se indica a continuacion.

Los 100 ul de cada muestra se lievaron a 1 ml con agua destilada y se
anadieron 5 ml del reactivo de Lowry, mezclando perfectamente y dejando
reposar durante 10 minutos, Posteriormente se afiadieron 0.5 ml del reactivo
fendlico de Folin-Ciocalieu diluido 1:2, se agitd perfectamente y se dejo
reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de que la
muestra reactiva desarrolld una coloracion azul, su absorbencia se leyo 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 interpolé la lectura obtenida para cada una de ellas en una
curva estandar de alblmina sérica bovina (ASB), de concentraciones de 50,
100, 150, 200 y 250 pg/mi.

Reactive de Lowry:
1) Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 N (98% v/v)
2) Tartrato de sodio y potasio al 2% (1% viv)
3} Suifato de cobre pentahidratado al 1% {1% v/v)
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5.4.6 TRANSPORTE DE LAS FUENTES DE CARBONO REPRESORAS. Se
determiné ta incorporacion de glucosa en la cepa original de S. peucetius var.
caesius, en la mutante 2-dog®-21 y en 3 de las 11 cepas 2-dog® obtenidas.
Para determinar €l efecto de la glucosa sobre el sistema de transporte de
galactosa, se determind la incorporacion de este Ultimo carbohidrato en la

cepa original de S. peucetius var. caesius en diferentes condiciones.

De cada cepa se recolecto la biomasa obtenida en 500 ml de medio UM
adicionado con [a fuenfe de carbono en matraces Fernbach, después de
haberlo incubado durante 36 h a 29°C con agitacion de 200 rpm. El micelio se
lavé dos veces con solucion saiina isoténica (NaCl 0.85 %) y se elimino el
exceso de liquido sobre un papel filtro. Se pesaron y resuspendieron 250 mg
{peso humedo) del micelio de cada cepa y/o condicion de crecimiento, 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 afiadieron 0.5 mt de una solucidén de la fuente de
carbono correspondiente que contenia 25 pl de la misma marcada
radioactivamente con *C y 475 pl de la fuente de carbono no radioactiva 10
mM como acarreador. Las actividades especificas de las fuentes de carbono
marcadas se muestran en la Tabla 5.2. Después de agregar la marca se
tomaron muestras de 1 ml a los 10, 30 y 60 segundos sin dejar de agitar.
Cada muestra se filird inmediatamente en membranas de 0.45 um en un
aparato multififfrador conectado a una bomba de vacio y después de favar
dos veces con agua destilada se dejaron secar las membranas. La marca
incorporada se determind introducienda las membranas en frascos con 4 mi
de solucién de PPO 0.4 %, POPOP 0.04 % en tolueno, para medir las

cuentas por minuto en un contador de centellec.
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Actividad especifica Actividad ajustada
Fuente de carbono {mCi/mmol} uCifmmoi}
D{U-"*Clglucosa 297 1.049
D-{1-"*C]galactosa 56.50 521.458

Tabla 5.2 Actividad especifica y actividad ajustada de las fuentes de carbono
marcadas radioactivamente, empleadas en la determinacion del fransporte.

Para determinar el efecto de la glucosa sobre el transporte de
galactosa, se cultivaron la cepa original y la mutante 2-dog™-21 en diferentes
condiciones como se muestra en la tabla 5.3, y se cuantificé 1a incorporacién
de galactosa en ausencia y presencia de glucosa. Al cultivar el
microorganismo en presencia de glucosa 100 mM, se tienen condiciones no
represoras, mientras que con unha concentracion de glucosa 330 mM o
mayor, se ha observado represion de la sintesis de diversas enzimas (Segura
ef af., 1896).

Crecimiento en UM Fuente de carbono Observaciones
adicionado con: incorporada
Galactosa 100 mM Galactosa Control positivo

(sistema inducido}
Galactosa 100 mM Galactosa en presencia de Efecto inhibidor de glucosa

glucosa (1:1)

Glucosa 100 mM Galactosa Control negativo

(sistema no inducido)
Galactosa 100 mM + Galactosa Efecto represor de glucosa
glucosa 360 mM

Tabla 5.3 Condiciones para la determinacion del efecio de glucosa sobre el sistema
de transporte de galactosa en la cepa original y en la mutante 2~dogR—21 de S. peucetius
var. caesius.
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5.4.7 DETERMINACION DE PESC SE£CO. Del micelioc obtenido para la
determinacion del transporte de las fuentes de carbono, se pesaron
adicionalmente 250 mg de cada cepa {peso hiumedo) y se coclocaron en
charolas de aluminioc secas y previamente pesadas. El micelio se secd en la
estufa a una temperatura de 50 a 60°C, hasta obtener peso constante

{aproximadamente 14 h).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 AISLAMIENTO DE CEPAS 2-DOG> A PARTIR DE UNA MUTANTE 2-DOGR RESISTENTE
A REPRESION CATABOLICA.

La glucosa cinasa (Glk) se ha sefalado como un factor esencial en la
utilizacion de glucosa y en el mecanismo de represidn catabélica (RC) por
fuente de carbono en el género Streptomyces (Hodgson, 1982, Seno &
Chater, 1983, Angell et al., 1992, Angell et al, 1994, Kwakman & Postma,
1994, Segura et al, 1996). Mas aun, la sensibilidad al andlogo no
metabolizable de la glucosa, la 2-dog, se ha visto directamente relacionada
con la presencia de Glk en este género (Angeli ef af.,1334). Con el objeto de
examinar la posible refacion entre fa resistencia a 2-dog, la actividad de Glk y
la sensibilidad a represidn catabdlica en S. peucetius var. caesius, se empled
un método de enriquecimiento con ampicilina para aislar, a partir de una
mutante resistente a 2-dog (2-dog™) con bajos niveles de Gik e insensible a
represion catabolica por carbono, cepas qgue hubieran recuperado su
sensibilidad al analogo de la glucosa. Bajo estas condiciones se aislaron 8
mutantes espontaneas incapaces de crecer en medio minimo completo
suplementado con lactosa 20 mM y en presencia de 2-dog 10 mM.

El efecto de glucosa sobre la sintesis de antraciclinas totales en las
cepas aisladas, se determiné de manera cualitativa en placas de agar con
medio soélidc. De manera preliminar, se encontrd que 2 de las 8 cepas
conservaban la insensibilidad a RC por giucosa (cepas 2-dog®-2 y 2-dog®-11),
mientras que el resto resultd ser sensible a este mecanismo de regulacion.
Las dos cepas resistentes y una de las 6 cepas sensibles a RC, elegida al
azar (2-dog®-53), fueron evaluadas por su actividad y movilidad

electroforética de Gik, por su habilidad para transportar glucosa y por su
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sensibilidad a represion catabdlica. Estos resultados se analtzaron
comparandolos con los obtenidos para la cepa original (o silvestre} y para la
mutante que dio origen a estas nuevas cepas 2-dog® (la mutante 2-dog"-21).

Las caracteristicas de estas cepas se resumen en la tabla 6.1.

Cera DESCRIPCION

Original Cepa original de 8. peucetius var. caesius ATCC27852.
Sensible a 2-dog, sensible a represion catabolica por fuente de

carbono.

2-dog"-21 |Mutante aislada a partir de la cepa original por su capacidad

para crecer en presencia de lactosa y 2-dog. Resistente a 2-doj;,!
resistente a represion catabdlica por fuente de carbono y con
bajos niveles de actividad de Glk (14% de la actividad

encontrada en la cepa original).

2-dogR-21 , por recuperacion de su sensibilidad a 2-dog.

2-dog® Cepas aisladas en el presente trabajo a partir de fa mutaﬂ

Tabla 6.1 Caracteristicas de las cepas progenitoras.

6.2 SENSIBILIDAD A REPRESION CATABGOLICA POR CARBONO

Con el objeto de examinar la sensibilidad a glucosa en ias cepas
aisladas, se probé el efecto de este carbohidrato sobre 1a expresion de la
enzima B-galactosidasa vy la biosintesis de antraciclinas totales, tomando
como controles a la cepa original (sensible a represion catabdlica) y a la cepa

2-dogF-21 (insensible a represion catabdlica).
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p-Galactosidasa (U/mg de proteina)

Original  2-dogR-21  2-dog®2  2-dog®11 2-dog®-53
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Fig. 6.1 Efecto de glucosa sobre la produccion especifi ica, de - galactos1dasa (5 )}y
antramclmas totales {b), por la cepa original y las mutantes 2-dog®-21, 2-dog®-2, 2-dog™-11

y 2- dog -53 de S. peucelius var. caesius a las 48 h de crecimiento. Las cepas se
cultivaren en medio YM adicionado con lactosa 20 mM y glucosa 100 () 6 330 (OO} mM.
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Como se puede observar en las figuras 6.1a y 6.1b, la cepa original de
S. peucetius var. caesius mostré una disminucion considerable en la sintesis
de B-galactosidasa y de antraciclinas totales en presencia de concentraciones
altas de glucosa (330 mM), mientras que la mutante 2-dog"-21 fue insensible
a esta condicidon de represion para los dos parametros determinados. El
efecto de altas concentraciones de glucosa varié entre las diferentes cepas
sensibles a 2-dog aisladas. Comparadas con la cepa original, donde la
glucosa reprimié mas del 0% de la produccion de la pB-galactosidasa y (as
antraciclinas, las cepas 2-dog®-2 y 2-dog®-11 mostraron insensibilidad a la
represion ejercida por dicho carbohidrato. En contraste con estos resultados,
en la cepa 2-dog®-53 la sintesis de B-gatactosidasa mostro una sensibilidad
alta a glucosa {93%), mientras que la produccidn de antibioticos fue afectada
parcialmente (50%) en presencia de concentraciones altas del carbohidrato.

Ademas de la glucosa, existen otfras fuentes de carbono que reprimen
tanto el metabolismo primario como el metabolismo secundario en diversas
especies de Slreptomyces. Mutantes afectadas en la actividad de Glk
muestran una peérdida de la sensibilidad a la represién catabdlica ejercida no
sole por glucosa, sino también por galactosa, arabinosa, citrato y glutamato
{Kwakman & Posima, 1994; Segura ef af., 1996). Por esta razén se decidio
analizar el efecto de galactosa sobre los dos parametros estudiados (sintesis
de pB-galactosidasa y produccidn de antraciclinas totales} en las cepas
sensibles a 2-dog aisladas.

Los resultados obtenidos de este experimento se muestran en las
figuras 6.2a y 6.2b, donde podemos observar un comportamiento simifar al
presentado por las mutantes en presencia glucosa, es decir, mientras que 12
produccién de B-galactosidasa y de antraciclinas se ven poco afectadas en

tas mutantes 2-dog®-2 y 2-dog®-11, la galactosa, en altas concentraciones,
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reprime fuertemente la sintesis de p-galactosidasa y al menocs parciaimente la

produccion de los antibidticos en la cepa 2-dogs—53.
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Fig. 6.2 Efecto de galactosa sobre 1a produccion especifi ica de B—galactosMasa g ary
antraciclinas totales (b), por la cepa original y las mutantes 2- dogR-21, 2-dog®-2, 2-dog®-11
y 2 6095-53 de S. peucetius var. caesius a las 48 h de crecimiento. Las cepas se
cultivaron en medio YM adicionado con lactosa 20 mM y galactosa 100 () 6 330 (I)
mM. Estas graficas confienen dafos cbtenidos de un experimento representativo realizado
por duplicado.
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6.3 AcTIVIDAD DE GLUCOSA CINASA

Con el objeto de explicar las diferencias en sensibilidad a represion
catabblica entre las cepas 2-dog® aisladas, y basados en la relacion directa
entre la actividad de glucosa cinasa (Glk) y la sensibilidad a 2-dog que se ha
observado en otras especies de Sireplomyces, se cuantificd la actividad de la
enzima Glk buscando una posible correlacion entre los niveles de actividad
de dicha enzima y el fenolipo de resistencia o sensibilidad a represién

catabdlica por carbono presentado por cada cepa.

200

1501

100 -

50 -

Actividad especifica de Glk
{(U/mg de proteina)

P I DESENRS HNN CRIICIE BN et B [N N R
Original  2-dog™-21 2-dog-2 2-dog®11 2-dog®-53

Fig. 6.3 Actividad especifica de Gk en la cepa original y en las mutantes 2-dog®™-21,
2-dog®-2, 2-dog®-11 y 2-dog®-53 de S. peucetius var. caesius a las 48h de fermentacion.
Las cepas se cultivaron en medio YM adicionado con glucosa 100 mM.
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Considerando como el 100% la actividad presente en la cepa original, la
mutante 2-dog®-21, a partir de la cual se aislaron el resto ae fas cepas,
mostro solo el 14% de esta actividad.

Como podemos observar en la figura 6.3, los niveles enzimaticos
encontrados en las cepas 2-dogS varian entre 48 y 142 unidades especificas.
Estos son vaiores intermedios entre los encontrados en la cepa original y los
encontrados en la mutante 2-dogR-21 (cepa padre), es decir, las 3 cepas
2-dog® analizadas mostraron un restablecimiento parcial de fa actividad de
Glk al recuperar su sensibilidad a 2-dog. Mientras que la cepa 2-dog®-53
duplica los valores de actividad de Glk encontrados en la mutante 2-dogR-21,
las mutantes 2-dog>-2 y 2-dogs-11 (cepas que mostraron insensibilidad a
represion catabélica por fuente de carbono) presentaron 3 y 6 veces la
actividad de la cepa padre, respectivamente, lo que representa hasta el 42%
y 84% de |a actividad de Glk observada en la cepa original.

Estos resultados confirman la existencia de una relacion entre los
niveles de actividad de la enzima glucosa cinasa y la sensibilidad a 2-dog en
este microorganismo. Al restablecerse parcialmente la actividad de Glk las
cepas recuperaron su sensibilidad al analogo no metabolizable de la glucosa.
Sin embargo, a diferencia de lo esperado, al aumentar los niveles de
actividad de Glk en fas cepas 2-dog® 2 y 11 aisladas, no se restablecié la
sensibilidad a represion catabdlica por glucosa ni por galactosa, en la misma
proporcion.

Et aumento en la aclividad de Glk podria ser resultado de |a activacion
de un gen normalmente silencioso, como se ha reportado en S. coelicolor
(Angell et a/., 1994}, o bieh, de la medificacion de otra hexocinasa existente
en el microorganismo. Una actividad diferente a la de Gik, podria restabtecer
la capacidad para fosforilar glucosa pero no la sensibilidad a represion

catabdlica en las cepas 2-dog” aisladas. Para investigar esta posibilidad, se
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realizé un zimograma de la actividad de Glk donde se reveld dicha actividad
en un gel de poliacrilamida donde se corrieron los extractos enzimaticos de
las cepas analizadas. Para todas las cepas 2-dog® analizadas, se observo
una sola banda de actividad de igual movilidad a la encontrada en la cepa
original y en la cepa padre 2-dog®-21 (Fig. 6.4). Estos resultados podrian
sugerir que las cepas 2-¢:fogS aisladas son revertantes de dicha actividad. Sin
embargo, puede tratarse también de mutantes supresoras con una nueva
mutacién en el gen que codifica para la Glk, que de alguna manera
restablezca su actividad de cinasa pero no su papel reguiador en el
mecanismo de represion catabdlica por fuente de carbono.

2-dogR-21
2-dog®-2
Criginal
2-dog®-11
2-dog>-53

135 kDa —»

Fig. 6.4 Zimograma de la actividad de glucosa cinasa. Los extractos enzimaticos de
5 cepas de S. peucetius var. caesius se sometieron a electroforesis en un gel nativo de
poliacrilamida at 10% (wh), revelado por actividad de Glk. Las siguientes cantidades de
proteina se colocaron en cada carril: 2-dog®-21, 45 ng; 2-dog™-2, 18 ug; original, 68 ug;
2-dog®-11, 17 pg; 2-dog®-53, 33 ug.

45




En todas las mutantes 2-dog se observé una banda de actividad de Gik
mas tenue que la revelada para la cepa original. Esto probablemente se deba
a la disminucion de la actividad enzimatica especifica en dichas mutantes
(Fig. 6.3). Sin embargo, la diferencia en la intensidad de las manchas
reveladas parece no corresponder a la actividad enzimatica especifica
determinada in vitro (Fig. 6.3). Esto podria deberse a la diferencia en la
cantidad de proteina cargada en cada carril y a que el zimograma se reveld a
42°C, temperatura que ha sido determinada como Optima para la Glk de {a
cepa original {Imriskova, |., comunicacion personal), mientras que la actividad
fn vitro fue determinada a temperatura ambiente. Sin embargo, al determinar
el porcentaje relativo de la intenhsidad de las bandas de actividad, usando un
densitometro (CAMAG Scanner), se obtiene una relacion cercana entre su

intensidad (Fig. 6.4) y la actividad especifica (Fig. 6.3) en todas las cepas.

Empleandc métodos de cromatografia de filiracion en gel vy
electroforesis en gel de poliacrilamida de extractos enzimaticos de ia cepa
original, se ha determinado el peso molecular de esta enzima obteniendo un
valor aproximado de 32 kDa para la subunidad monomérica que se encuentra
normalmente formande un homotetramero de 135 kDa (Imriskova, |,

comunicacion personal).
6.4 TRANSPORTE DE GLUCOSA

El metabolismo de glucosa o cualquier fuente de carbono represora se
inicia con la incorporacion del carbohidrato a la célula. Los niveles
intracelulares del carbohidrato represor o cualquiera de los intermediarios del

metabolismo de éste, podrian determinar el que se lieve a cabo o no, el
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mecanisto de regulacion metabolica. Asi, el transporte de giucosa parece
ser un paso determinante para ejercer su efecto reprasor. Por esta razdn, y
en busca de una posible relacién entre el transporte de glucosa y el fenotipo
mostrado por las mutantes, se cuantificé la incorporacion de este
carbohidrato en ias cepas 2-dog® y se compard con la cepa original y ia
mutante 2-dog™-21. Las cepas se cultivaron en presencia de glucosa para
asegurar la induccién del sistema de transporte del carbohidrato y se probo
su habilidad para incorporar D-[U-"*Clglucosa.

En la figura 6.5 se pueden apreciar los resultados de la determinacién
del transporte de glucosa. En las cepas 2-dog®-2 y 2-dog®-11 se observé una
incorporacion de glucosa de solo 6% y 14%, respectivamente, con respecto
a la cepa original. Esto representa una disminucién en {a incorporacién de
glucosa con respecto a la cepa padre, ya que dicha mutante (2—dogR—21)
presentd un transporte equivalente al 52% del observado en la cepa original.
En contraste, ia cepa 2-dog>-53 presentd una incorporacion de glucosa

ligeramente mayor a la mostrada por la cepa 2-dog”-21.

Cabe resaltar que mientras ias cepas 2-dog>-2 y 2-dog®-11, insensibles
a represion por giucosa, mostraron baja incorporacion de glucosa y que, a
pesar de haber recuperado de 3 a 6 veces la actividad de Glk, permanecen
insensibles a represién catabélica, la cepa 2-dog®-53 con un aumento de
aproximadamente 16% en el transporte de glucosa y la duplicacion de los
valores de actividad de Glk con respecto a la cepa padre (2-dog™-21),
recuperd su sensibilidad a este mecanismo de regulacion metabdlica por
carbono.
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Fig. 8.5 Transporte de glucosa en la cepa originat (W), la mutante 2-dog®-21 (@) y
diferentes cepas 2-dog®: 2-dog®-2 (#), 2-dog®11 (A} y 2-dog®-53 (%). La cepa se cultivo
durante 36 h en un medio suplementado con glucosa 100 mM y se determiné ia
incorporacion de D-{U-"*Cjglucosa.
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6.5 RELACION ENTRE LOS PARAMETROS CUANTIFICADOS EN LAS 5 CEPAS

ANALIZADAS Y DISCUSION.

Hasta ahora solo se ha resaltado la relacion existente entre la
sensibilidad a 2-dog y los niveles de Glk. Se sabe que la 2-dog es un analogo
no metabolizable de la glucosa que posee un efecto téxico sobre el
crecimiento celular. Ademds, en estudios previos, realizados en este
laboratorio, se ha observado que la totalidad de la 2-dog incorporada por la
cepa original se encuentra como 2-dog-6-fosfato en el interior de la célula.
Este metabolito fosforilado podria ser el responsable de la toxicidad al
interactuar con el ADN y diversas proteinas (Angell ef al., 1994). Asi, un
aumento en la actividad de Glk representa mayor capacidad para fosforilar
glucosa y sus analogos y una posible acumulacion del metabolito toxico. Esto
explica el aislamiento de cepas con una actividad de Glk parcialmente
restablecida al someter a la cepa padre {con baja actividad de Glk) a un

proceso de seleccion por recuperacion de la sensibilidad de 2-dog.

Sin embargo, para explicar las diferencias entre el comportamiento de
las cepas 2-dogs en cuanto al mecanisme de regulacion por fuente de
carbono, se buscod una posible relacion entre 1a actividad de Gk, el transporte
de glucosa y la sensibilidad a represion catabdlica en las mutantes aisladas.
Como se muestra en la tabla 6.2, todas las mutantes 2-dogs, asi como ia
cepa padre, mostraron valores de actividad de Glk y de transporte de glucosa
menores a los de la cepa original, pero no se observa una correspondencia
evidente entre la susceptibilidad a represion catabdlica por carbono y la
actividad de Glk. Sin embargo, es claro que las dos cepas 2-dog® resistentes

a RC, practicamente no transportaron glucosa.
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Cepa Sensibilidad a Actividad de Transporte de | Sensibilidad a
2-dog® Glik (%)° giucosa (%)° rce
Original S 100 100 S
2-dog®-21 R 14 52 R
2.dog>-2 S 42 8 R
2-dog®-11 S 84 14 R
2-dog®-53 S 28 68 S

Tabla 6.2 Fenolipo presentado por las cepas de S. peucefius var. caesius
analizadas. S: sensible, R: resistente. *2-dog: 2-desoxiglucosa usada a concentracién de
10 mM. °Glk: 100% de actividad representa 170 U/mg de proteina, “Transporte de glucosa:
100% representa 19.5 nmol/mg de peso seco. %Para determinar ia sensibilidad a represion
catabdlica (RC) las cepas se cultivaron en medic YM adicionado con lactosa 20 mM y
glucosa 330 mM y se determind la produccion de B-galactosidasa y antraciclinas totales.

Las cepas 2-dog® 2 y 11 que conservaron su insensibilidad a represion
por giucosa, presentaron una actividad de Glk de 3 y 6 veces mayor que la de
la cepa padre, respectivamente. Asumiendo que la actividad de Glk
cuantificada in vitro refleja la concentracion de esta enzima en la célula, estos
resultados no apoyan la idea de la actividad de GIk como un factor regulador
esencial en el mecanismo de represion por fuente de carbono, ya que el solo
aumento en la capacidad para fosforilar glucosa no es suficiente para reprimir
la expresion de los genes de la B-galactosidasa y de las enzimas
involucradas en la biosintesis de antraciclinas. De manera similar a estos
resultados, en Streptomyces rubiginosus se ha encontrado que la represién
catabdtica por glucosa de los genes x)/ no estd mediada por glucosa cinasa
{Wong ef al., 1991). Sin embargo, hay que considerar gue la incorporacién de
glucosa se encuentra significativamente disminuida en las cepas 2-dog®-2 y
2-dog®-11; mientras que en la mutante 2-dog®-53, donde ademas de haberse
recuperado, aungue escasamente, la actividad de Glk, fos valores del
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transporte de glucosa son algo mayores a los de la cepa padrel(2—dogR-21) y

se recupera la sensibilidad a represion catabodlica por carbono.

Al parecer se requiere de niveles de transporte y de actividad de Gik
tales que permitan alcanzar concentraciones intracelulares del carbohidrato
represor 0 de cualquiera de los intermediarios producto de su metabolismo,
suficientes para llevar a cabo el mecanismo de represidon. Asi, tanto la
incorporacion como la capacidad para metabolizar (fosforilar como primer
paso) la fuente de carbono represora, son los factores que determinan la
formacion de estos metabolitos que podrian servir como efectores en el
mecanismo de represion por carbono, probablemente uniéndose o
interactuando con proieinas o factores adicionales involucrados en dicho

mecanismo de regulacion,

Asi, en las cepas 2-dog® obtenidas en este trabajo, la combinacion
entre {os niveles de Glk y la habilidad para transportar glucosa, determinarian
el comportamiento de las cepas en condiciones de represidn, conservando su
resistencia a represion catabdlica aquellas donde, ya sea por un transporte
de glucosa escaso o por una baja produccién de glucosa-6-fosfato (G6P),
exista una disminucion suficiente en el flujo del metabolismo de la fuente de

carbono represora.

En ia cepa original, donde la capacidad para fosforilar glucosa y los
valores fransporte de glucosa se encuentran al 100%, el flujp de este
carbohidrato represor a traves de las vias metabdlicas pedria permitir la
acumulacién suficiente de glucosa-6-fosfato u otros metabolitos efectores,
con lo que el mecanismeo habitual de reguiacion catabdlica por fuente de
carbono se lleva a cabo normalmente. Mientras que en la mutante 2-dog"-21
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aislada a partir de la cepa original, la considerable baja actividad de Glk (86%
menor a la cepa original) aunada a un transporte deficiente de glucosa,
podria determinar e fenotipo de resistencia a represion catabdlica presentado
por esta cepa. Se sabe que en el género Streptomyces los niveles de AMPc
no estan involucrados en el mecanismo de represién catabélica como sucede
en las bacterias Gram-negativas (Gersh ef al, 1980; Hodgson, 1994,
Chatterjee and Vining, 1982), sin embargo, se pensd que algtin otro
nucledtido como el ATP podria intérvenir en dicho mecanismo de regulacién.
Por tal razon se midieron fos niveles intracelulares de ATP en la cepa original
y en la mutante 2-dogR-21 resistente a represion catabdlica, en condiciones
de represidon {330 mM de glucosa) y de no represion (100 mM de glucosa),
sin encontrar diferencias significativas en la concentracién de este nuclettido

(resultados no mostrados).

Cabe sefalar que nuestros resultados difieren con los obtenidos por
Angelt y colaboradores (1994) quienes aislaron cepas GIk™ de S. coelfcolor a
partir de una mutante insensible a represién por glucosa con una delecion en
el gen gikA. Estas cepas se caracterizan por niveles de Glk similares a los
encontrados en la cepa silvestre, conservando la resistencia de los genes
dagA a represion por glucosa. Sin embargo, la actividad de Glk que se
recupera en estas cepas GIk* (llamada Glk Il) parece ser una nueva
actividad, ya que en un zimograma o ge! de actividad in sifu revela una banda
de movilidad electroforética diferente a la observada en la cepa silvestre {Glk
1). Estas cepas Gik" son mutantes supresoras mas que revertantes de dicha
actividad enzimatica, lo que apoya ia hipétesis de un posible pape! regulador
de la Glk en ia regulacion por carbono en S. coelicofor, ya que esta nueva
actividad restablece la capacidad para fosforilar glucesa pero no la

sensibilidad a represién. Sin embargo, en las cepas analizadas en el presente
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trabajo no se encontré diferencia entre ia movilidad electroforética de la
banda de Glk de las mutantes 2-dog® aisladas y la movilidad de fa banda
revelada para las cepas original y 2-dog”-21. Estos resultados podrian sugerir
que fas mutantes 2-dog® son cepas revertantes de la actividad de Glk. Sin
embargo, puede tratarse también de mutantes supresoras con una nueva
mutacion en el gen que codifica para fa Glk, que de alguna manera
restablezca su actividad de cinasa pero no su papel regulador en el
mecanismo de represién catabdlica por fuente de carbono. Es posible
también que haya ocurrido otra mutacién en un regulador comin de la
enzima Glk y del sistema de transporte de glucosa, afectando el flujo
metabdlico y el efecto represer de esta fuente de carbono. No obstante, los
resultados obtenidos sugieren que la enzima Gk, mas gue un papel
regulador independiente de su capacidad catalitica, parece participar en la
regulacion catabdlica en S. peucelius var. caesius junto con otros factores
como el mecanismo de transporte de la fuente de carbono represora,
determinando el flujo metabdlico y la acumulacién de metabolitos efectores
de la  represion. La glucosa-G-fosfaio, ta  fructosa-6-fosfato,
la fructosa-1,6-bisfosfato ¢ cualquiera de los intermediarios de las vias de
asimilacién de glucosa, podrian ser los metabolitos efectores del mecanismo

de represion catabdlica.
6.6 EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE FL SISTEMA DE TRANSPORTE DE GALACTOSA.

La regulacion del metabolismo primario por fuente de carbono es un
proceso complejo que parece actuar a varios niveles, iniciando con la
regulacion de la incorporacion de fuentes de carbono alternativas (Hodgson,
1982). Con et objeto de investigar el efecto de glucosa sobre el sistema de

transporte de una fuente de carbono alternativa en S. peucetius var. caesius,
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se cuantifict la incorporacion de galactosa evaluando el efecto represor y/o
inhibidor de la glucosa sobre este proceso. Para tal efecto se cultivé la cepa
original en presencia de galactosa para asegurar la induccion del sistema de
transporie de este carbohidrato, y se cuantifico la incorporacion de
D-{1-"“C]galactosa. Ei efecto inhibidor de glucosa se evalué determinando la
incorporacion de galactosa en presencia de una concentracion equimolar de
glucosa, mientras que la represion por glucosa se probd al cuantificar el
transporie de galactosa empleando micelic del microorganismo cultivado en
un medio adicionado con galactosa 100 mM y una concentracion represora
de glucosa (330 mM). Adicionalmente, se midié el transporte de galactosa en

micelio cultivado en presencia de glucosa como Unica fuente de carbono.

En la figura 6.6 se muestran los resultados de esta cuantificacion. El
sistema de transporte de galactosa parece no ser constitutivo, ya que se
requiere la presencia de galactosa en el medio de crecimiento para inducir la
incorporacion de este carbohidrato. Al cultivar el microorganismo en
presencia de glucosa como Unica fuente de carbono ia incorporacién de
. galactosa disminuyé considerablemente. Por otra parte, se observd un claro
efecto inhibidor de la glucosa cuando este carbohidrato se afiadié en
concentracion equimolar en el momento de iniciar la determinacién del
transporte de galactosa. Comparado con un control positivo, dondeia
incorporacion de galactosa fue determinada en micelio cultivado en presencia
de galactosa 100 mM, al afadir glucosa 1:1 el transporte de galactosa
disminuyd casi 80%. También asi, el micelic cultivade en presencia de
glucosa 330 mM, presentd una fuerte disminucion de la incorporacion de
galactosa {hasta 98% menor al control positivo a los 60 segundos), lo que
sugiere que la glucosa es capaz no solo de inhibir, sino también de reprimir la

expresion del sistema de transporte de galactosa en este microorganismo.
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Fig. 6.6 Efecte de la glucosa sobre el sistema de transporte de galactosa en la cepa
original de S. peucetius var. caesius. L.a cepa se cultivd durante 36 h en un medio
suplementado con galactosa 100 mM (M A) ¢ glucosa 100 mM (@) o galactosa 100 mM
mas glucosa 330 mM (&) y se determind la incorporacion de D-[1-'*C]galactosa en
ausencia (l,® ¢} y en presencia de una concentracion equimolar de glucosa (A).
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Se han reportado efectos similares por glucosa sobre los sistemas de
incorporacion de diversas fuentes de carbono como arabinosa, fructosa,
galactosa y glicerol en S. coelicolor (Hodgson, 1982), donde ademas,
mutantes resistentes a 2-dog incapaces de utilizar glucosa como Gnica fuente
de carbono, presentaron insensibilidad al efecto represor de este
carbohidrato sobre los sistemas de transporte de diversas fuentes de carbono
alternativas. En estas mutantes de S. coelficolor no se observaron diferencias
con la cepa silvestre en cuanto a la capacidad para incorporar glucosa. Sin
embargo, en S. peucetius var. caesius a diferencia de lo obtenido por
Hodgson (1982}, en una mutante resistente a 2-dog con baja actividad de Glk
(mutante 2-dog™-21) se observd una disminucidn en la incorporacion de
glucosa (fig. 6.5). Ya que esta mutante muestra insensibilidad a represién
por glucosa y otras fuentes de carbono sobre la sintesis de 3-galactosidasa y
antraciclinas totales (figs. 6.1 y 6.2), se evalub el efecto de ta glucosa sobre el
sistema de transporte de galactosa en esta cepa.

Como se puede observar en ia figura 6.7, al igual gue en la cepa
original, la incorporacion de galactosa se inhibid en presencia de glucosa en
la mutante 2-dogR-21 y ademas, contrario a lo esperado y a lo reportado para
las mutantes 2-dog” de S. coelicofor (Hodgson, 1982), se observéd un efecto
represor de fa glucosa sobre ei sistema de transporte de galactosa en esta
cepa (fig. 6.7). Es decir, la glucosa fue capaz de inhibir y reprimir el sistema
de incorporacion de galactosa tanto en la cepa original como en la mutante
2-dogt-21.

Esta diferencia en el comportamiento de la mutante 2-dog-21 en
cuanto a sensibilidad a represién catabélica podria deberse a que el
mecanismo por el cual se lleva a cabo la regulacion por carbono sobre la
sintesis de B-galactosidasa-y antraciclinas fuera diferente al sistema que

regula la incorporacién de carbohidratos. Y que en esta mutante la
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disminucion de la actividad de Gk y del mismo transporte de glucosa afectara
unicamente la regulacién por carbono de algunos genes sin afectar la
regulacién de ia expresion de sistemas de transporte de carbohidratos como

la galaciosa.
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Fig. 6.7 Efecto de la glucosa sobre el sistema de transporie de galactosa en Ia
mutante 2-dog®-21 de S. peucetius var. caesius. La cepa se cultivé durante 36 h en un
medio suplementado con galactosa 100 mM (l.A) o glucosa 100 mM (@) o galactosa
100 mM mas glucosa 330 mM (#) y se determiné la incorporacion de D-[1-'*C]galactosa
en ausencia (l1.@,4) y en presencia de una concentracion equimolar de glucosa (A).
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Otra explicacion a estos resultados podria tenerse si con;ideramos gue
el sistema de transporte de galactosa fue especificamente inducido por dicho
carbohidrato y que la presencia de giucosa en el medio inhibe la entrada de
galactosa. Asi, la baja incorporacién de galactosa en el micelio cultivado en
presencia del inductor y de altas concentraciones de glucosa, podria deberse
mas a un mecanismo de exclusion del inductor que a una represioén por
glucosa de la expresion del sistema de transporte de galactosa. Ademas, ya
que el sistema de {ransporie de fosfotransferasa dependiente de
fosfoenolpiruvato (PTS) se ha visto involucrado en los sistemas de regulacion
catabdlica por glucosa en diversos microorganismo, y en Streptomyces se ha
reportado la existencia de las enzimas |, HPr y la enzima |l para fructosa en 3
especies diferentes, no se puede descartar la posibilidad de que
componentes de este sistema participen en el proceso de represién
catabdlica por carbono en este género.

Como se ha hecho notar, existen diferencias significativas entre
nuestros resultados y los obtenidos por Hodgson (1982) en S. coeficolor. En
primer lugar, en nuestro sistema, el transporte de glucosa fue inducido
especificamente por glucosa (Ramos, 1998); en segundo lugar, las cepas
2-dog® y la cepa padre mostraron baja incorporacion del carbohidrato; y
finalmente, la mutante 2-dog"-21, al perder su sensibilidad a represién
catabdlica por glucosa sobre fa sintesis de B-galactosidasa y antraciclinas
totales, no se libera del efecto negativo que este carbohidrato ejerce sobre la
expresion de! sistema de transporte de galactosa. Esto sugiere ia posibilidad
de gue en una sola especie de Streptormnyces existan multiples mecanismos
por los que se lleve a cabo la regulacion por fuente de carbono. Ademas,
entre diferentes especies de un mismo género podria haber diferencias
importantes en el(los) sistema(s) y factores que intervienen en la represion

catabdlica.
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En el presente trabajo se logré el aislamiento de 8 cepds sensibles a
2-dog las cuales presentaron diferentes fenotipos de sensibilidad a represion
catabdlica por fuente de carbono, encontrando una correlacion entre los
niveles de actividad de la enzima glucosa cinasa {(Glk} y la sensibilidad a
2-dog en las cepas de S. peucelius var, caesius analizadas. Sin embargo, la
sensibilidad a represiéon catabélica por carbono y el transporte de glucosa no
se observaron claramente relacionados con la actividad de Glk. No obstante,
las cepas 2-dog® resistentes a represidn catabdlica, a pesar del aumento en
su actividad de Glk, practicamente no transportaron glucosa. Ademas, todas
las cepas mostraron una movilidad electroforética similar de la banda de
actividad de GIk en un zimograma de la actividad de dicha enzima. Estos
resultados nos Hevan a concluir que en S. peucetius var. caesius;

+ La Glk, mas que un pape! regulador independiente de su capacidad
catalitica, parece participar en la regulacion catabdlica en S. peucetius var.
caesius junto con otros factores como el mecanismo de transporte de
fuente de carbohidratos, determinando el flujo metabélico y la formacién y
acumulacion de intermediarios def metabolismo de la fuente de carbono
represora que pudieran actuar como efectores del mecanismo de

represion catabdlica.

« La represion catabdlica por fuente de carbono es un proceso complejo que
acita a varios niveles, abarcando desde la regulacion de la expresion de
genes involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios, en el
transporte y metabolismo de fuentes de carbono represoras y alternativas,

hasta la regulacion del flujo metabdlico al nivel de actividad enzimatica.
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Por otro lado, del estudio del efecto de glucosa sobre el sistema de
transporte de galactosa en la cepa original y una mutante resistente a

represion catabdlica por fuente de carbono (2-dog"-21) se concluye que:

« La glucosa por si misma causa represion e inhibicion del sistema de

transporte de galactosa en este microorganismo.

» Varios mecanismos de represion catabdlica por fuente de carbono podrian
existir en una sola especie de Sfrepfomyces, ya que el transporte de
galactosa se encuentra aun reprimido por glucosa en la mutante 2-dog"-21
(mutante resistente al efecto de glucosa sobre la produccién de

B-galactosidasa y antraciclinas).
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8. PERSPECTIVAS

Aun existen muchas incognitas por resolver para entender el mecanismo
por el cual se lleva a cabo la represion catabdlica {RC) por fuente de carbono
en el género Streptomyces. Existen varios factores que se han visto
involucrados en este mecanismo de regulacion metabdlica, donde parece ser
necesaria la existencia de uno o varios metabolitos que sean detectados por
ofros factores para monitorear la situacién que prevalece en el medio
extracelular. Estos metabolitos podrian interaccionar de alguna manera con
una o varias proteinas reguladoras, formando un complejo represor capaz de
regular la expresion de los genes sensibles a este tipo de control. Por esta
razén, es importante identificar al efector metabdlico, el cual pudiera ser
algun intermediario producto del metabolismo de la fuente de carbono

represora.

Ya que se ha propuesto un importante papel de la Glk en este mecanismo
de regulacion, su caracterizacidn (secuenciacion, determinacion de sus
propiedades cinéticas, establecimiento de su capacidad para restablecer la
sensibilidad a reprasion cétabélica en mutantes insensibles como las
2-dog"-21, 2-dog®-2 y 2-dog®-11, y posible unién a secuencias reguiadoras
de operones sensibles a represion o a otras proteinas) podria ayudar a
determinar st esta enzima se encuentra involucrada de manera directa en el

proceso de represion catabdlica.

Las cepas aisladas en este trabajo podrian servir como herramienta para
proseguir con e! estudio de la represion catabdlica en S. peucetius var.

caesius. Ya gue existe |la posibilidad de que componentes del sistema PTS, si
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estadn presentes en este microorganismo, puedan también participar en la
RC, se podria intentar la busqueda de este sistema de transporte y su
relacion con el fendmeno de represién por carbono, por complementacion de
las cepas que presentaron un transporte de glucosa afectado
significativamente. Ademas, la identificacion de la(s} proteina(s) represora(s)
o aporrepresora(s) y el estudio de su posible interaccién con los supuestos
efectores o algun otro factor, podrian ayudar a proponer un mecanismo
general de regulacion por represion catabélica en S. peucetius var, caesius.




APENDICE

Cepas

CEPAS DESCRIPCION

Original Cepa original de Strepfomyces peucelius var. caesius
ATCC27952. Sensible a 2-dog, sensible a represion
catabélica por carbono.

2-dog™-21 |Mutante aislada a partir de la cepa original. Resistente a
2-dog, resistente a represién por carbono, con bajos
niveles de Glk.

2-dog™-2 Cepa aislada a partir de la mutante 2-dog™-21, sensibie 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 represion por carbono.
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