
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

"CLONACION DEL GEN DE LA GLUCOSA CINASA DE

Streptomyces peucetius varoeaesius"

T E s I s
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

P R E S E N T A

NADINE ARElI MASCARERAS RUIZ

2005



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



JURADO ASIGNADO:

Presidente:

Vocal:

Secretario:

1er suplente:

2er suplente:

Asesor:

Supervisora Técnica:

Sustentante:

M. en C. Marisol L ópcz López

M. en C. Rosa del Carmen Mateos Marcos

OroSergio Sánchez Esquivel

M. en C. Ruth Edith .. lartín Fuentes

QFB Norma Angélic a Castellanos Chávez

Dr. Sergio Sánchez EsC¡UiVelh ) ,4/
M. en C. Beatriz Ruiz Villafán~~ .,ilI.""ev

Nadine Areli Mascarcñas Ruiz &'\I~



A mi Madre por ser mi ejemplo.

A mi padre por su apoyo y confiaza

A mis hermanos Jessica y Eli-xchel por que siempre han estado conmigo, en las

buenas y en las malas, por creer en mi.

LOS AMO



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme la vida y mi tan amada familia,

Al Dr. Sergio Sánchez por su ayuda e interés durante toda la realización de esta tesis.

Silvia Guzmán, por dedicarme tiempo, paciencia, por tu guía y consejos en la realización
de esta tesis,

Laura Escalante, por tu asesoría técnica y amistad

Ruth, por tu amistad y sabios consejos

Beatriz Ruiz, por tu disposición y darle seguimiento a mi trabajo

Rosa del Carmen, por tus valiosas aportaciones

Dra. Romina, por tus aportaciones en el desarrollo experimental de este trabajo.

A mis compañeros del laboratorio: Larissa, Monse, Daniel, Alonso, Lalo, Gaby, Luz y
Adán por su amistad

Dr. Julio Cesar Carrero, por tu asesoría y enseñanza

Dra. María Elena Flores, por su ayuda y disposición

A mis maestros de que han dejado huella:

Ing. Carlos Rodríguez Caldera gracias por su apoyo, por preocuparse por mi, por
impulsarme.
QFB Alicia Cervantes y Marisol López porque me enseñaron que la dedicación lleva al
éxito,

Karen Pérez y Claudio Garibay, por su gran apoyo en todo momento

J. Güendulaín , por los momentos tan padres y em" : ' 'nantes que pasamos en la
universidad

A mis amigos que son una parte importe en mi: Adriana, Brenda, Orlando, Jimmy, Ale,
Berenice, Marco, José Luis G., J.L.Amaro, Gaby A., Víctor O., Fernando, lsaías,
Marianita y Paco. Los quiero mucho.



ABREVIATURAS

ADP Adenosin difosfato

AMPc AMP cíclico

Ap Ampicilina

ARNr Ácido ribonucléico ribosomal

ATP Adenosin trifosfato

C Citosina

CRP Proteína receptora del catabolito

Da Daltons

DMSO Dimetilsulfóxido

DNA Ácido desoxiribonucléico

DNR Daunorrubicina

DNTP's Didesoxinucleótidos tri fosfato

DOG 2-desoxiglucosa

DXR Doxorrubicina

El Enzima 1

EH Enzima específica para cada carbohidrato

G Guanina

g/k Gen que codifica para la enzima glucosa cinasa

Glk Enzima glucosa cinasa

Glucosa 6- P Glucosa 6 fosfato

HPr del inglés Heat stab/e protein

IPTG Isopropil ~-D-tiogalactopiranósido

Mg Magnesio

MgCIz Cloruro de Magnesio

ORF del inglés open readingframe

pb par de base

PCR Reacción en cadena de la polimerasa

ABREVIATURAS



PEP

PTS

RCC

RCG

RNAr

ROK

TAE

X-gal

Fosfoenol piruvato

Sistema de transporte de fosfotransferasa

Represión catabólica por carbono

Represión catabólica por glucosa

Ácido ribonucléico ribosomal

del inglés represor, orf, kinase

Amortiguador tris-acetatos-EDTA

5-bromo-4-cloro-3-indol-13-galactósido

ABREVIATURAS



CONTENIDO

CLONACIÓN DEL GEN DE LA GLUCOSA CINASA DE
Streptomyces peucetius varocaesius

CONTENIDO

ABREVIATURAS

1 INTRODUCCIÓN

1.1 Características generales del género Streptomyces

1

l .1.1 Importancia del género Streptomyces 4

l. 1.2 Streptomyces coelicolor 5

1.1.3 Streptomyces peucetius varo caesius 5

1.2 Mecanismos de regulación metabólica 7

1.2.1 Represión catabólica por carbono (RCC) 8

1.2.2 Mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en Escherichia coli 9

1.2.3 Mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en Baci//us subtilis 12

1.2.4 Mecanismo de RCC en Streptomyces 13

1.3 Cinasas 15

1.3.1 Glucosa cinasa 16

1.3.2 Glucosa cinasa de S. coelicolor y S. peucetius var. caesius 18

1.3.3 Papel de la glucosa cinasa en la RCC en Streptomyces 19

2 ANTECEDENTES 23



3 JUSTIFICACIÓN

4 OBJETIVO GENERAL

4.1Objetivos particulares

5 ESTRATEGIA

6 MATERIALES Y MÉTODOS

CONTENIDO

26

26

26

27

28

6.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 28

6.2 Aislamiento del DNA genómico de S. peucetius varocaesius. 29

6.3 Amplificación por PCR del gen g/k S. peucetius var. caesius 31

6.4 Purificación de bandas de geles de agarosa 33

6.5 Clonación del gen g/k en el plásmido pGEM-T easy 34

6.6 Extracción del plásmido en pequeña (MINIPREP) yen gran escala (MAXIPREP) 36

7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 39

7.1 Purificación del DNA genómico de S. peucetius varocaesius y S. coelicolor 39

7.2 Amplificación del gen glucosa cinasa (g/k) de S. peucetius varocaesius 40
mediante la reacción en cadena de la polimerasa

7.3 Determinación de las condiciones óptimas para la amplificación del gen 45
glucosa cinasa (g/k) de S. peucetius varocaesius por PCR

8 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

9 APÉNDICES

9.1 Apéndice l

9.1.1 Medios de cultivo

9.2 Apéndice 2

70

72

72

72

73



CONTENIDO

9.2.1 Preservación de S. peucetius varo caesius en glicerol al 10% 73

9.2 .2 Preparación de células electrocompetentes de E. coli DH5a 73

9.2.3 Electroporación de células competentes de E. coli DH5a 74

9.3 Apéndice 3 75

9.3.1 Secuencia del gen g/k de S. coelicolor en donde se muestran los 75
sitios de unión a los diferentes oligonucleótidos probados
para amplificar el gen g/k.

9.3.2 Secuencias amino y carboxilo de las proteinas glucosa cinasa (Glk) de 76
S. coelicolor y S. peucetius varo caesius

9.4 Apéndice 4 77

9.4.1 Secuencia del gen g/k de Streptomyces peucetius varocaesius 77

AUTHORS Langley,E., Mascareñas,N.A., Ruiz,B. and Sánchez,S .

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (11-JUN-2004) Molecular Biology and Biotecnology,

Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional

Autónoma de México, Circuito Escolar s/n, CiudaJ Universitaria,

D.F. 04510, México

10 BIBLIOGRAFÍA 79



INTRODUCCIÓN

1 INTRODUCCIÓN

1.1 Características generales del género Streptomyces

El género Streptomyces pertenece a la familia Streptomycetaceae y a la clase

Actinobacteria (Figura 1). Son bacterias Gram-positivas de alto contenido de G/C

(guanina/citosina) en su genoma, generalmente aerobias estrictas, distribuidas

principalmente en suelos. Se caracterizan por ser miceliares y presentar en su ciclo de

vida una diferenciación morfo-fisiológica única dentro de los procariontes. A

diferencia de la mayoría de las bacterias que son unicelulares y se multiplican por

fisión binaria, los Streptomyces presentan un crecimiento vegetativo miceliar en el

que las hifas crecen por extensión apical para formar un micelio ramificado, que se

nutre principalmente de polímeros insolubles como almidón y celulosa presentes en

las plantas, mediante la secreción y acción de una variada gama de enzimas

hidrolíticas extracelulares (Hodgson, 2000). Una vez que los nutrientes se han

agotado, comienza un complejo proceso de diferenciación, que comienza con el

surgimiento de hifas aéreas que crecen nutriéndose de la lisis del micelio vegetativo.

Posteriormente, las hifas aéreas comienzan a enroscarse y septarse para dar lugar a la

formación de esporas que al germinar vuelven a generar micelio vegetativo (Figura 2).
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Aunada a la diferenciación morfológica, existe una diferenciación fisiológica,

en donde la formación de hifas aéreas coincide comúnmente con la producción de

metabolitos secundarios.

Figura 2 Ciclo de vida de Streptomyces
(Fuente: Hopwood, 1989)
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1.1.1 Importancia del género Streptomyces

Este género es importante debido a que durante la fase estacionaria de

crecimiento comienzan a producir una gran variedad de metabolitos secundarios con

propiedades biológicas importantes. El metabolito secundario más familiar es la

geosmina, que imparte a los suelos su olor característico a "tierra mojada". Los

metabolitos secundarios más importantes producidos por el género Streptomyces son los

antibiót icos; de los 6000 antib ióticos produc idos por los actinomicetos en los años 90' s,

5000 fueron producidos por el género Streptomyces (Goodfellow & O'Donnell, 1992) .

También producen otros compuestos con diferentes actividades biológ icas (Tabla 1).

M icroorganismo Naturaleza del metabolito Ejemplo
S. venezuelae antibiótico Cloranfenicol
S. griseus antibiótico Estreptomicina
S. hygroscopicus herb icida Biafalos

S. tsukabiensis inmunosupresor FK506

S. olivochromogenes enzima extracelular Manasas

S/ividans enzima extracelu lar Xilanasas

S. peucetlus antitumoral Daunorrubicina

Tabla 1. Metabolitos produc idos por el género Streptomyces
(Hopwood, 2000)

Esta gran versati lidad biosintética le confiere a este género gran importancia
científica, industrial y biotecnológica.

4
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1.1.2 Streptomyces coelicolor

Streptomyces coelicolor A3(2) es el organismo modelo del género

Streptomyces, debido a la diversidad de metabolitos secundarios que produce y la

facilidad de su manipulación genética. Actualmente es el estreptomiceto mejor

caracterizado a nivel bioquímico, fisiológico y genético, junto con Streptomyces

avermitilis. Su genoma está completamente secuenciado (Hopwood, et al. 2001) y su

análisis reveló su enorme capacidad codificadora, ya que las 8,667,507 pb que

integran al genoma de este microorganismo, codifican para más de 7,500 proteínas,

de las cuales una proporción substancial parece estar dedicada al metabolismo

secundario (Hopwood, et al. 2001).

1.1.3 Streptomyces peucetius varo caesius

Streptomyces peucetius varo caesius fue obtenido por tratamiento mutagénico

con N-nitroso-N-metil uretano a partir de Streptomyces peucetius, el microorganismo

productor de daunorrubicina (DNR). El primer microorganismo produce

doxorrubicina (DXR), un antibiótico del grupo de las antraciclinas que posee una

importante actividad antitumoral (Arcamore, et al., 1969) (Figura 3). El espectro

bactericida de este antibiótico, también conocido como adriamicina, comprende

principalmente bacterias Gram-positivas y algunas Gram-negativas (Vanek et al.,

1977). La importancia de este compuesto radica en su capacidad antineoplásica

(Arcamone, 1981). A pesar de poseer efectos tóxicos colaterales, éste compuesto es

5
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muy importante en la clínica como agente terapéutico para el tratamiento de diversas

neoplasias, carcinoma esofágico, cáncer de mama, cáncer gástrico, sarcoma de

Kaposi y linfomas (Myers, 1988).

Las antraciclinas actúan intercalándose entre los pares de bases de la doble

hebra del DNA, produciendo ruptura de la cadena e impidiendo así la replicación del

material genético (Di Marco et al., 1975).

Debido a la producción fermentativa ineficiente de este compuesto, el

entendimiento de los mecanismos regulatorios que controlan este proceso es de

utilidad para desarrollar cepas sobreproductoras del antitumoral , así como para

optimizar el proceso fermentativo, ya que la síntesis química por hidroxilación de la

DNR es un proceso muy costoso.

o
Daunorrubicina
Doxorrubicina

Figura 3 Estructura química de la doxorrubicina y la daunorrubicina
(Fuente: Hutchinson y Colombo, 1999)

6



INTRODUCCIÓN

1.2 Mecanismos de regulación metabólica

Todos los procesos fisiológicos están sujetos a una forma de regulación para

asegurar niveles adecuados de cada metabolito y evitar gastos innecesarios de

energía.

Dentro de los mecanismos que regulan el metabolismo en los

microorganismos se encuentran la inducción, la retrorregulación y la represión

catabólica .

La inducción consiste en la capacidad de los microorganismos para sintetizar

un perfil de enzimas determinado, como respuesta a la presencia de sustratos

específicos en el medio de cultivo (Santana et al., 1994). La inducción ha sido citada

entre otros ejemplos, en el control de la biosíntesis de penicilina G y cefalosporina C

por los aminoácidos glutamato y metionina (Lara et al., 1982).

Cuando las vías de biosíntesis de estos metabolitos están sujetas a

mecanismos de retrorregualción, el exceso del producto en el medio de cultivo,

reprime la síntesis "de novo" de las sintetasas implicadas, hasta que se presenta un

descenso en su concentración. Ejemplo de ello es el efecto que ejerce la L-lisina sobre

la enzima homocitrato sintetasa, lo cual se traduce en una disminución en la

formación del intermediario a-aminoadipato, precursor inicial de la vía biosintética

de la penicilina (Masurekar et al., 1972).

Los microorganismos pueden asimilar una amplia variedad de sustratos

orgánicos y/o inorgánicos, muchos de ellos de gran complejidad, sin embargo, la

7
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presencia de sustratos fácilmente asimilables evita el gasto de energía empleada en

sintetizar enzimas necesarias para el metabolismo de nutrientes complejos. Este

mecanismo regulatorio se conoce como represión catabólica y puede ser ocasionado

por el carbono, el nitrógeno o bien por el fósforo, dependiendo del nutriente que la

cause.

La presencia de estos mecanismos repercute fuertemente en la producción de

los metabolitos, por tanto, el conocerlos puede permitir diseñar técnicas de

fermentación o estrategias encaminadas al mejoramiento genético de la producción.

1.2.1 Represión catabólica por carbono

Describe el fenómeno general en los microorganismos donde la presencia de

una fuente de carbono en el medio de cultivo, que generalmente es fácilmente

metabolizable, es capaz de inhibir la expresión y/o actividad de ciertos genes y

operones que están relacionados con la utilización de fuentes de carbono alternativas

y la producción de metabolitos secundarios.

En la mayoría de los casos, la fuente de carbono preferida es la glucosa;

aunque en otros casos, la glucosa no es la fuente de carbono más fácil de metabolizar.

Tal es el caso de Streptococcus thermophilus, que utiliza lactosa como principal

fuente de carbono, aunque haya glucosa disponible en el medio de cultivo.

La cadena regulatoria responsable de la represión catabólica por carbono

(ReC), le sirve a la célula para asegurar la utilización jerárquica y

8
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secuencial de la fuente de carbono cuando más de un carbohidrato se encuentra

presente en el medio de cultivo.

Los mecanismos responsables de la RCC son diversos, en los procariontes los

más estudiados se han realizado en Escherichia coli y Bacillus subtilis.

1.2.2 Mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en Escherichia coli

En E. coli el metabolismo de carbono está regulado por el sistema de

transporte de fosfotransferasa (PTS) dependiente de fosfoenol piruvato (PEP) .

Este sistema es un complejo enzimático compuesto de dos enzimas generales:

la enzima I (El) Y la proteína estable a calor (heat-stable protein, HPr); así como de

un conjunto de enzimas específicas para cada carbohidrato (EH). El sistema PTS es

el más importante en el transporte y fosforilación de carbohidratos en las bacterias

Gram- negativas y en algunas Gram-positivas, en donde el PEP es el donador del

grupo fosfato (Stülke J. & Hillen W., 1999).

En el mecanismo de represión catabólica por carbono, el PTS fosforila y

regula el transporte de carbohidratos, regula indirectamente la expresión de genes

cuyos productos están involucrados en el catabolismo de diferentes azúcares y

modula la síntesis de AMP cíclico (AMPc). Los niveles intracelulares de AMPc

activan la síntesis de muchas enzimas catabólicas sensibles a represión, al unirse con

la proteína receptora de AMPc (CRP) y en esta forma actuar sobre los promotores

sensibles a RCC estimulando su transcripción (Botsford and Harman, 1992) .

9



INTRODUCCIÓN

Para que se lleve a cabo la cascada de señalización necesar ia para esta

regulación, se ha sugerido que la enzima IIA específica para glucosa (EllAgIC), parece

ser el efector alostérico que controla el mecanismo de RCC al unirse en su forma

desfosforilada a algunas permeasas de otros carbohidratos o a algunas otras enzimas

catabólicas (por ejemplo la glicerol cinasa).

Para que la EIIAg1c sea fosforilada, el fosfoenolpiruvato transfiere su grupo

fosfato a la enzima E l Yésta a la HPr, esta última enzima fosforila reversiblemente a

la EIIAg1c en un residuo de histidina. En presencia de glucosa, la enzima EIIAg1c se

desfosforila transfiriendo el grupo fosfato a la enzima IIBC membranal y

posteriormente a la glucosa, produciendo así glucosa-e-P. La EIIAglc desfosforilada

inhibe alostéricamente la actividad de permeasas de otros azúcares que no se

transpotan vía PTS y de otras enzimas catabólicas, además de desactivar la adenilato

ciclasa (Figura 4). La desactivación de esta enzima tiene como consecuencia la

reducc ión de la concentración de AMPc en el citosol inhibiendo así la transcripción

de los genes sensibles a la represión catabólica (Stülke J. & Hillen W., 1999).

10
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lEIIA'1o I
PEP P -.-- --. IGlucosa-6-P (adentro) I
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----"--- -- . Ciclasa

ATP j ln actiVá

Figura 4 Modelo de represión catabólica en Escherichia co/i
(Basado en Stülke J. & HilIen W., 1999).

Otras bacterias Gram-negativas, como Rhodobacter, Rhodospirillum y

Azospirillum, presentan un fenómeno conocido como represión catabólica reversa . En

este mecanismo los intermediarios del ciclo de Krebs reprimen la síntes is de las

enzimas involucradas en el catabolismo de los azúcares (Saier, Jr., 1996).
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1.2.3 Mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono en Bacillus subtilis

El metabolismo de carbono en Bacillus subtilis también está regulado por

el sistema PTS dependiente de PEP, aunque su mecanismo de acción con respecto a

E. coli es diferente.

En el caso de B. subti/is , la glucosa u otra fuente de carbono rápidamente

metabolizable genera intermediarios metabólicos, como la fructosa 1,6-bisfosfato

(FBF) .

Este metabolito activa a una HPr(Ser) cinasa/fosfatasa, y la enzima activada

fosforila a HPr en su residuo Ser46. La proteína HPr fosforilada (HPr(Ser-P)) activa a

la proteína de control catabó lico (CcpA) uniéndose a ella e induciendo una

conformación que tiene alta afinidad por elementos de respuesta a catabolitos

(CREs). De esta manera el complejo FBF-HPr(Ser-P)-CcpA unido a las CREs en las

regiones regulatorias de los operones sensibles a la RCC, inhibe la inic iación de la

transcripción (Figura 5) (Stülke J. & Hillen W., 1999).

12
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Figura 5 Modelo de represión catabólica en B. subtilis
(Basado en Stülke J. & Hillen W., 1999).

1.2.4 Mecanismo de represión catabólica por carbono en el género Streptomyces

En el género Streptomyces, la utilización de fuentes de carbono, la expresión

de genes involucrados en el transporte de carbohidratos, la síntesis de enzimas

extracelulares y la de metabolitos secundarios son susceptibles a represión catabólica

por carbono (Segura, 1996, Escalante, 1999). El conocer este mecanismo de

regulación en Streptomyces , tiene implicaciones comerciales, ya que alrededor del

70% de los antibióticos de interés clínico, además de una gran diversidad de

compuestos con actividad biológica, son producidos por este género (Demain, 1989).
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La detección de nutrientes y la generación de señales como estímulo para

producir represión catabólica por carbono está fuertemente ligada a los sistemas de

transporte. Mientras que cerca de 20 carbohidratos son transportados a través del PTS

(Postma et al., 1993), y se han identificado las enzimas El, la HPr y la EH

específicas para fructosa, éstas no parecen estar involucradas en la regulación por

glucosa. Recientemente se ha identificado que la glucosa (el azúcar que causa la

represión más fuerte), se transporta en S. coelicolor principalmente a través de una

glucosa permeasa (GlcP).

Estudios en S. coelicolor demostraron que los niveles de AMPc no varían al

cambiar la fuente de carbono (Hodgson, 994); ni tampoco fue identificada una

proteína cinasa capaz de fosforilar a la HPr, (Titgemeyer et al., 1995), lo que sugiere

que el mecanismo de represión catabólica en este género es diferente al que se lleva a

cabo en E. coli y B. subtilis (Angell el al.• 1994).

Varios grupos de investigación han señalado una posible acción reguladora de

la enzima glucosa cinasa (Glk) en el mecanismo de represión catabólica por carbono

(Ikeda el al., 1984, Angell el al., 1992., Hodgson, 1992., Kwakman y Postrna, 1994.,

Segura el al., 1996).
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1.3 Cinasas

El primer paso en el metabolismo de los azúcares, después de ser

transportados al interior de la célula es su fosforilación, la cual es catalizada por

cinasas específicas para azúcares. Los azúcares fosforilados quedan listos para

posteriores transformaciones químicas, catabólicas ó anabólicas (Bork, 1993).

Las cinasas son enzimas que catalizan la transferencia de un grupo fosfato

terminal del ATP a una molécula que actúa como aceptor del grupo fosfato, como los

lípidos o carbohidratos. Casi todas las cinasas requieren de un catión divalente para

funcionar. El magnesio, usualmente activa al ATP para que se lleve a cabo la

catálisis, al debilitar el enlace entre el fosfato 13 y el fosfato y para orientar a este

último y se lleve a cabo la fosfotransferencia (Figura 6). Muchas cinasas participan en

la transducción de señales, en el metabolismo de carbohidratos, lípidos, nucleótidos y

vitaminas. Algunas cinasas participan en otros procesos, como la regulación génica,

la contracción muscular y la resistencia a antibióticos (Cheek, 2002). Estas enzimas

se dividen en por lo menos tres familias: las hexocinasas, ribocinasas y

galactocinasas. La familia de las hexocinasas incluye hexocinasas y glucocinasas, así

como gluco-, ribulo-, xilulo-, glicero-, ramno-, glucono-, glicero-, fructo- y

fucocinasas (Bork, 1993). La diferencia entre la hexocinasa y la glucocinasa, es que

la primera es una enzima inespecífica que se encuentra en todas las células y cataliza

la fosforilación de hexosas, como la D-glucosa y la D-fructosa, mientras que la

segunda requiere de un sustrato específico, la glucosa. A pesar de que las cinasas
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catalizan esencialmente la misma reacción de tranferencia de grupo fosfato, presentan

una marcada diversidad en estructura, especificidad de sustrato, así como en el

número de rutas metabólicas en las cuales están involucradas.

1.3.1 Glucosa cinasa

La glucosa cinasa (Glk) es la enzima que cataliza la conversión de glucosa a

glucosa-6-fosfato dependiente de ATP Y Mg2+ en el primer paso del metabolismo de

la glucosa .

Glk
O' O· O ' H
1I1111~1

O - P- O - P - O - P - O : 0-

11 11 11 ~H
O O O OH

OH OH

H OH

Figura 6 Reacción de fosforilación de la glucosa por la glucosa cinasa
(Fuente: Voet and Voet, 1990)

Esta reacción ocurre tanto en procariontes como en eucariotes. Las

glucocinasas bacterianas se pueden dividir en tres familias con base en su secuencia.

Las glucocinasas del grupo l son glucocinasas dependientes de ATP y ADP, se
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encuentran principalmente en arqueas y recientemente se han identificado en

eucariotes (Lunin V., el al, 2004). Este es el grupo del cual se obtuvieron las primeras

estructuras cristalinas (Lunin V., el al, 2004). Las glucocinasas del grupo II son

enzimas dependientes de ATP que no poseen el marco de lectura abierto de las

proteínas represoras de la familia RüK. El grupo III lo integran las glucocinasas

dependientes de ATP que poseen el marco de lectura abierto característico de la

familia RüK. Están distríbuidas en bacterias y arqueas (Lunin, 2004).

La mayoría de las Glks dependientes de ATP de bacterias y arqueas son

enzimas diméricas, aunque existen otras como la de la arquea Aeropyrum pernix y la

glucocinasa de humano que son monoméricas pero difieren en el tamaño (Tabla 2).
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Microorganismo Peso molecular Número
de subunidad de

(kDa) subunidades
Bacillus subti/is 33.5 NO
Bacillus megaterium 33.9 NO
B. stearothermophilus 34.5 2
Brucella abortus 37.6 NO
Corynebacterium glutamicum 34.2 NO
Escherichia co/i 24.5 2
lUycobacterium lepra 34.1 NO
1M. tuberculosis 27.5 NO
IPropionibacterium shermanii 30.0 2
Streptococcus mutants 24.0 2
Streptococcus pyogenes 33.4 NO
Streptococcus pyogenes 33.4 NO
Streptomvces coe/icolor 36.0 4
Zymomonas mobi/is 35.4 2
lXylella fastidiosa 36.1 NO
'Xylellafastidiosa 36.1 NO

ND: número de subunidades no determinado

Tabla 2 Pesos moleculares de algúnas glucosa cinasas bacterianas
(Fuente : Swissprot, http://expsy.org/sprot)

1.3.2 Glucosa cinasa de Streptomyces coelicolor y Streptomyces peucetius varo
caesius

El análisis de la secuencia de nucleótidos de la Glk de S. coelicolor, indica

que esta enzima pertenece a la familia RüK, pero a diferencia de las proteínas

represoras de esta familia, las cinasas de azúcares no tienen las secuencias de unión a

DNA en su región N-terminal (Angell, el al 1994).

La glucosa cinasa de S. coelicolor y de S. peucetius varo caesius son enzimas

citosólicas, compuestas de cuatro subunidades iguales de 31 y 32 kDa,
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respectivamente . Estas enzimas fueron caracterizadas bioquímicamente, y los

zimogramas de actividad revelan la presencia de isoenzimas en ambos

microorganismos (Angell et al., 1994; datos no publicados) . La glucosa cinasa de S.

coelicolor parece ser más estable que la de S. peucetius varo caesius, ya que después

de algunas horas de almacenamiento a 4°C, la Glk pura de S. peucetius varo caesius se

encuentra disociada en un 85% a su forma diméríca. La presencia de glucosa en una

concentración de 100 mM evita la disociación del tetrámero. Este comportamiento de

dimerización no se observa con la glucosa cinasa de S. coe/icolor (Imrískova el. al.,

2001).

Hasta septiembre del 2004, se han secuenciado alrededor de 54 Glks de

diferentes orígenes, de acuerdo con la base de datos del Swissprot ( http://expasy.org).

Los pesos moleculares de algunas Glks bacterianas reportadas en el Swissprot se

muestran en la Tabla 2.

1.3.3 Papel de la glucosa cinasa en la represión catabólica por carbono en el
género Streptomyces

Las principales evidencias que fundamentan la acción de la Glk en la RCC

fueron obtenidas en S. coelicolor. Para estudiar este mecanismo en Streptomyces,

Hodgson (1980, 1982), aisló mutantes resistentes a 2-desoxiglucosa (DOG), un

análogo de la glucosa que no es metabolizado por el microorganismo. Estas mutantes

(DogR
) , no utilizan glucosa, a pesar de que el transporte de este carbohidrato no está
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afectado, presentan afectada la actividad de glucosa cinasa y son insensibles a RCC

(Hodgson, 1980, 1982). La insensibilidad de estas mutantes a la RCC fue

correlacionada con la pérdida de la Glk, enzima responsable de la fosforilación de

glucosa (ATP dependiente), para formar glucosa 6-fosfato.

La complementación de las mutantes DogR de S. coelicolor con un fragmento

de DNA de la cepa silvestre (2.9 kb) que contiene el gen g/kA de S. coelicolor

restablece la capacidad de utilizar glucosa, la actividad de Glk y la sensibilidad a

DOG ya RCC (Ikeda el a/., 1984). La expresión de g/kA en E. eoli confirmó que su

producto es una proteína que cataliza la fosforilación de la glucosa (Angell el al.,

1992). La complementación de mutantes g/kA de S. coelicolor con un gen análogo de

glucosa cinasa de Zymomonas mobi/is, restablece la capacidad de utilizar la glucosa,

la actividad de Glk, la sensibilidad a DOG, pero no la sensibilidad a RCC (Angell el

al., 1992). Lo anterior, sugiere que la Glk tiene un papel regulatorio en el metabolismo

del carbono.

La secuenciac ión del fragmento Bcñ de 2.9 kb del genoma de S. coelicolor,

con el gen de g/kA , demostró la presencia de dos marcos de lectura abiertos

completos, SC02127 (ORF2) y g/kA (ORF3), que codifican para proteínas de 20.1 y

33.1 kDa, respectivamente y otro más incompleto (ORF 1). El gen g/kA se transcribe

a partir de dos promotores; de su propio promotor y de otro localizado río arriba de

SC02127 (Figura 7) (Angell el a/., 1992). En mutantes DogR de S. coelicolor, la

complementación con el gen g/kA restablece la actividad de Glk, la utilización de

glucosa y la sensibilidad a DOG, pero son parcialmente sensibles a RCC (60-70%).
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Para alcanzar los niveles de sensibilidad a la RCC encontrados en la cepa original, se

requiere la complementación de la mutante DogR de S. coelicolor con SC02127 y

glkA, simultáneamente. Las características de SC02127 aún no se conocen, ni

tampoco la forma en que complementa los niveles de sensibilidad a RCG en la cepa

DogR y además su secuencia no se parece a ninguna de las proteínas regulatorias
/

reportadas en las bases de datos y carece de dominios de unión a DNA (Angell, el al

1994).

El análisis de la glkA muestra la existencia de secuencias largas de

aminoácidos similares a las encontradas en la familia RüK (repressor, orf kinase),

que incluye a diversas glucosa-cinasas y proteínas represoras como NagC de E. coli y

XylR de B. subtilis (Titgemeyer el al. , 1994). Sin embargo, a diferencia de estas

proteínas represoras, la Glk de S. coelicolor carece de un dominio de unión a DNA en

la región N-terminal, presente en dichas proteínas (Titgemeyer el al., 1994), por lo

que no es posible que regule la transcripción . Se especula que la Glk, puede ser una

enzima necesaria para promover el flujo glucolítico y con ello facilitar la formación

de otros catabolitos que pudieran estar involucrados en la RCC.
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Transcripción

Promotor

fjo
O 20.1

kDa

Promotor

~ 33.1
kDa

Figura 7 Fragmento Bcll del genoma de S. coelicolor que contiene dos marcos de lectura
completos (ORF2 y ORF3) Yuno tercero incompleto (ORFI).

(Basado en Angell el al., 1992).
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2 ANTECEDENTES

Con base en la información mencionada para S. coelicolor y con el fin de

conocer las bases de la represión catabólica por glucosa (RCG) en este género, en

nuestro laboratorio se aislaron mutantes de S. peucetius var. caesius resistentes a

DOG. Al igual que lo reportado para las mutantes Dog R de S. coelicolor, las mutantes

obtenidas (Dog R
) presentan baja Glk e insensibilidad a RCC. Adicionalmente,

nuestras mutantes presentaron el transporte de glucosa alterado (Ramos et al., 2004).

Por un proceso de enriquecimiento con ampicilina, a partir de una de las cepas

Dog R de S. peucetius varo caesius , se aislaron mutantes que recuperaron la

sensibilidad a DOG (Dogs). En la tabla 3 se muestra el transporte de glucosa, la Glk y

la sensibilidad a RCG de las mutantes Dog y de la cepa original. Como puede verse,

la actividad de Glk de las mutantes DogS es mayor que la cepa madre (DogR
) , pero

menor que la cepa original. No obstante, no se pudo establecer una relación clara

entre los niveles de Glk con la sensibilidad a RCG o con el transporte de glucosa. Lo

anterior nos permite suponer que además de la Glk, en la sensibilidad a RCG se

requiere de un buen transporte de glucosa.
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Tabla 3 Fenotipo de diferentes cepas de S. peucetius varocaesius

Posteriormente, para conocer el efecto de g/kA y Se02127 (gen que se

localiza río arriba de g/kA) en la mutante Dog R
, se transformó esta mutante con

dichas regiones juntas y por separado.

1.¡1fXct.v¡aád det~)l<lIJ .{# !.91tijJisDQrt~1·Ue'Í!)uco~li~ !~ij¡;Re~l~

UI mg proteína % mmol/mg peso seco %
Original 16.75 10 2.2 10 S

Dog R 24.53 l I.I 5 R
Se02127 188.32 l 1 2.4 10 S

glk A 155.56 9 1 4 S

Tabla 4 Transformación de mutantes de S. peucetius var ocaesius insensibles
a RCC con los genes g/k A YSe02127 de S. coelicolor

Al transformar a la mutante con el gen g/kA se restablece la actividad de Glk

de la mutante (casi al 100%), podemos decir que el transporte no se ve modificado de

manera significativa.

Al transformar con Se02127, tanto la actividad de Glk como el transporte de

glucosa es mucho mayor que aquella que presenta la mutante e incluso sobrepasa los
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niveles de de la cepa original; por lo que se especuló que la Glk no actúa sola y

probablemente la región Se02]27 junto con la Glk pudieran tener un papel

importante en la RCG.

Por otro lado, Angell el al. (1994), aislaron mutantes de S. coelicolor con

deleciones en el gen g/kA capaces de utilizar glucosa, las cuales aparentemente

expresan una segunda Glk, la GlklI. La GlklI reestableció la utilización de glucosa y

la sensibilidad a DOG, pero no la sensibilidad del gen dagA a la RCC. Al probar la

movilidad electroforética de GlklI en un gel de actividad in situ., ésta fue diferente a

la presentada por la Glk de la cepa original.
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3 JUSTIFICACIÓN

Debido a la relevancia que tiene la glucosa cinasa en la represión catabólica

por carbono dentro del género Streptomyces, es de interés la clonación del gen g/k de

este microorganismo, para secuenciarlo y compararlo con el gen de S. coelicolor. La

clonación del gen nos permitirá posteriormente utilizarlo en otros estudios

relacionados con la RCC

4 OBJETIVO GENERAL

Clonar el gen g/k de S. peucetius varocaesius

4.1 Objetivos particulares

Establecer las condiciones de amplificación del gen g/k de S. peucetius varo
caesius por PCR

Clonar el gen g/k de S. peucetius varo caesius por PCR con el fin de analizar su
secuencia.

Comparar la secuencia obtenida con las secuencias disponibles en las bases de
datos.
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5 ESTRATEGIA PARA REALIZAR LA IDENTIFICACIÓN DEL GEN g/k

Clonación en el Transformación en E. coli

/

plásmido pGEM- T ---.~ DH5a
easy

1Secuenciar

PCR- g/k

Extracción de DNA
genómico de
Streptomyces

1
Purificación
fragmento de

/ interés ~

1
Selección de colonias positivas
en medio LB/IPTG/Ap/X-gal

1
Aislamiento de plásmido de

clonas positivas.

1
Análisis de la secuencia

obtenida
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6 MATERIALES Y MÉTODOS

6.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

Los microorganismos utilizados en este trabajo fueron: Streptomyces

peucetius varo caesius (cepa depositada y mantenida en la colección de cultivos del

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, con la clave BM-B-368) y células

electrocompetentes de E. coli DH5a (Invitrogen). Ambas cepas son preservadas en el

laboratorio en glicerol al 10% Yalmacenadas a -70°C (Apéndice 2).

Para aislar el DNA genómico de S. peucetius varocaesius se creció al estreptomiceto

en medio Tripticasa de Soya (TSB) (Difco) suplementado con 0.5% de glicina para

debilitar la pared celular del microorganismo y se incubó a 29°C durante 48 h a 200

rpm.

Para purificar el plásmido pGEM-T-easy que contiene al fragmento de interés, la

cepa de E. coli transformada, se cultivó en medio Luria-Bertani (LB) (Apéndice 1)

con ampicilina (Ap) a 100 ug/ml, y se incubó a 37°C durante 16 h a 200 rpm.
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6.2 Aislamiento del DNA genómico de S. peucetius varo caesius

Se preparó un preinóculo, adicionando 500 ul, del glicerol de S. peucetius

varo caesius a 25 mL de TSB. Se incubó a 29°C con agitación de 200 rpm durante 48

h, se recuperó el botón por centrifugación a 5000 rpm durante 8 min y se lavó dos

veces con solución salina isotónica estéril (SS!). El cultivo se recuperó nuevamente

por centrifugac ión a 5000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente en una

centrifuga Beckman J2-MC y un rotor JA20. El micelio se lavó dos veces con 15 mL

de SS! y se resuspendió en 6 mL de la misma solución. Posteriormente, dos matraces

con 50 mL de TSB mas glicina al 0.5% fueron inoculados con 3 mL de la suspensión

anterior e incubados a 29°C con agitación a 200 rpm durante 48 h. El micelio fue

recuperado bajo las mismas condiciones, lavado dos veces con 25 mL de sacarosa al

10.3% y resuspendido en 25 mL de amortiguador P (Apéndice 1) suplementado con

lisozima 2 mg/mL. Se incubó a 37°C hasta la formación de protoplastos, los cuales

fueron recuperados por centrifugación a 3000 rpm durante 10 min y resuspendidos

en 50 mL de amortiguador P. Nuevamente los protoplastos fueron recuperados bajo

las condiciones anteriores y resuspendidos en 10 mL de sacarosa 10.3% adicionada

con 200 ul de EDTA 0.5 M. La suspensión anterior se distribuye por igual en dos

partes y se le adiciona a cada una 1 mL de SDS (dodecil sulfato de sodio) al 20%. Se

agitó suavemente y de inmediato se realizó una extracción con fenol saturado con TE

(Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM) otra con fenol-cloroformo (1:1), y dos más
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con cloroformo-alcohol isoamílico (24: 1). A la fase acuosa se le añadió un volumen

de isopropanol, recuperándose el DNA con ayuda de una pipeta pasteur estéril.

El DNA se disolvió en un volumen mínimo de agua estéril des ionizada y se

trató con RNAsa a una concentración final de 50 ug/ml, durante lh a 50°C. Al

finalizar este tiempo, se añadió pronasa a una concentración final de 100 ug/ml, y se

incubó a 37°C durante 1 h. Se agregaron SDS y NaCl a una concentración final de

0.4% y 100 mM respectivamente. Posteriormente y con el fin limpiar el DNA de las

enzimas anteriores, se volvió a realizar una extracción con fenol saturado con TE (1

de fenol y I de muestra de DNA), otra con fenol-cloroformo (1: 1), Y dos más con

cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) en relación 1:1. Posteriormente el DNA se

precipitó agregando a la fase acuosa 1110 de acetato de sodio 3 M Y 2.5 volúmenes de

etanol absoluto. El DNA se centrifugó (10 000 rpm) durante lO min y el precipitado

se volvió a lavar con etanol al 70% (v/v con agua) y se dejó secar perfectamente para

eliminar completamente los residuos del mismo . Finalmente el DNA se disolvió en

un volumen mínimo de agua estéril desionizada y se determinó su pureza y

concentración mediante la relación de lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm,

utilizando un biofotómetro. El estado del DNA fue corroborado mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 1% según los protocolos estándar usando TAE

(Amortiguador tris-acetatos-EDTA) IX como amortiguador de corrida (Sambrook et

al, 1989).
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6.3 Amplificación por PCR del gen g/k S. peucetius varo caesius

El gen g/k fue amplificado mediante la reacción en cadena de la polimerasa

(PCR) en un termociclador Gene Amp PCR System 2400; usando 250ng/J..lL de DNA

genómico de S. peucetius varo caesius como templado . Las condiciones de

amplificación consist ieron en: una exposición inicial a 94°C durante 5 min y treinta

ciclos que comprenden: I min a 94°C para la desnaturalización, l min a 50, 52 o 70 y

noc (según el experimento) para el alineamiento, I min a noc para la

polimerización . Por último, una exposición final de 5 min a noc, para la extensión

final.

El sistema de reacción utilizado para amplificar el gen g/k de S. peucetius varo

caesius consistió de: 8J..lL de dNTP 's 1.25 mM, 5 J..lL de amortiguador para

AmpliTaq de Applied Biosysems, DMSO a una concentración final de 5% ó 10%,

MgCh ImM, 2 mM ó 3 mM; 250 ng de DNA genómico , I J..lL de oligonucleótidos

0.4 umol/ml, , 0.4 unidades de Taq polimerasa de Applied Biosystems yagua grado

miliQ para completar un volumen final de 50 J..lL.

El sistema de reacción utilizado para amplificar el gen g/k de Streptomyces

coelicolor (control positivo) fue el siguiente : 8J..lL de dNTP's 1.25 mM, 5 J..lL de

amortiguador lx para AmpliTaq de Applied Biosystems, DMSO a una concentración

final de 10%, 3 J..lL MgCh 25 mM, 250 ng de DNA genómico, oligonucleótido (Titl y

Tit2) 0.4 umol/ml, de cad a uno, 0.4 unidades de Taq polimerasa de Applied

Biosystems yagua grado miliQ para completar 50 J..lL.
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Se probaron pares de cuatro diferentes oligonucleótidos que se muestran

en la Figura 8.

En el apéndice 3 se indica el sitio a donde se unen los oligonucleótidos,

tomando como referencia el gen g/k de S. coelicolor.

Ivel 5' CTG ACG ATC GGC GTG GAC AT 3' Fwd
lye2 5' GGC TCC CGG GCG AAG TAC AC 3' Rey

XbaI

~
Lanl 5' AAT CTAGATGGGACTCACCATC 3'Fwd

Hind III

~
Lan2 5' GTA AGC TIC ACA TGA TCG GGT C 3' Rey

Sil) 5' AAT CTA GAT GGG ACT CAC CAT C 3' Fwd
Sil2 5' CAG CTI GTI GCC GAT GAT GAT G 3' Rey

Xba Ndel

+ +
Ti!I 5' ACT CTA GAA CA T ATG GGT CTG ACC ATC GGC GTC GAC ATCGG 3'

Fwd

XhoI BarnHI

+ +
Tit2 5' GTC GC T CGA G GA TCC TCA CAT GAT CGG GTC GGG TIC 3'

Rey

Figura 8 Oligonucleótidos utilizados para amplificar el gen g/k de Sreptomyces
peucetius varocaesius. Las flechas indican los sitos de corte de las enzimas de

restricción.
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6.4 Purificación de bandas de geles de agarosa.

El fragmento de interés que se amplificó por PCR se purificó con el fin de

clonarlo y secuenciarlo. Para ello se cortó la banda de interés del gel de agarosa, y se

colocó en columnas de fibra de vidrio (Figura 9). Se centrifugó 0.5 min a 3 000 rpm

hasta que ya no se recolectó sobrenadante. Se extrajó la fase acuosa dos veces con

fenol-cloroformo (1: 1), Ydos más con cloroformo-alcohol isoamílico (24: 1). El DNA

se precipitó de la fase acuosa agregando 1110 de volumen de NaCI 5 M Y 2

volúmenes de etanol (EtOH) absoluto, se dejó reposar 20 min y se centrifugó 30 min

a 13 000 rpm. El DNA se lavó con EtOH 70%, se dejó secar perfectamente y se

resuspendió en 10 IlL de agua.

Fibra de vidrio

Figura 9 Columnas de fibra de vidrio
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6.S Clonación del gen g/k en el plásmido pGEM-T easy

El gen glk fue clonado en el vector pGEM-T easy con el fin de poder

secuenciarlo , empleando los oligonucleótidos del fago M13, que flanquean al sitio

múltiple de clonación donde se encuentra insertado el gen.

El pGEM-T easy (Figura 10) es un plásmido de alto número de copias

utilizado para clonar productos de peRo El sitio de inserción del fragmento está

flanqueado por una timina que aparea con la adenina que ha sido añadida al

fragmento amplificado por la AmpliTaq DNA polimerasa.

El vector posee un sitio múltiple de clonación que está flanqueado por sitios

de reconocimiento para diferentes enzimas de restricción, las cuales al corte, permiten

liberar al inserto. Dicho vector contiene un gen de resistencia a ampicilina (Ap). El

sitio múltiple de clonación se encuentra flanqueado por los promotores T7 y SP6, de

ntro del gen lacZ. También contiene sitios para secuenciación con los

oligonucleótidos del fago M13. La inactivación de dicho gen (lacZ), causada por la

inserción de un fragmento, permite identificar las clonas recombinantes mediante el

color que desarrollan en placa.
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La reacción de ligación contenía lo siguiente:

R " d lieaccton e igacion
Componentes Reacción estándar (ul.)

Amortiguador de ligación 2x, para T4 DNA ligasa
(Promega) 5

oGEM-T Easv vector (50 na) 1
Producto de PCR 1
DNA lieasa de T4 1
Agua desionizada 2

Volumen final 10

Una vez mezclados los componentes ae

la reacción de ligación, esta se incuba toda la

noche a 4°C para después ser utilizada en la

transformación de células electrocompetentes

de E. coli DH5a (por electroporación) con l

JlL de la mezcla de ligación (Apéndice 2). Las

1 -:':'11

"/l: lse:
"q
\ ;
11
U
r •.........""-'-"""'-' ~..'

cepas de E. coli transformadas, se plaquearon Figura 10 Plásmido pGEM-T-Eeasy

en agar LB suplementado con Ap (100 ug/rnl.), X-gal (5-bromo-4-c1oro-3-indol-¡3-

galactósido) 20 ug/ml, e IPTG (isopropil ¡3-D-tiogalactopiranósido) 10 mM. Las

cajas se incubaron a 29°C durante 16 h, las clonas positivas fueron seleccionadas y

resembradas en el mismo medio; de aquí, cinco clonas fueron elegidas al azar para

extraerles el plásmido.
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6.6 Extracción del plásmido en pequeña (MINIPREP) y en gran escala
(MAXIPREP)

Para corroborar la presencia del gen amplificado dentro del plásmido pGEM-

T-Easy, se aisló al plásmido recombinante en pequeña escala y se realizó un análisis

de restricción, como sigue:

Las colonias fueron inoculadas en 3 mL de medio LB con Ap 100 ug/rnl., una

vez transcurrido el tiempo de incubación, las células se recuperaron por

centrifugación a 4°C, l3 000 rpm por I min, se resuspendieron en 200 JlL de solución

A (Apéndice 1) fría (4°C), se agregaron 400 ul, de la solución B (Apéndice 1)

preparada en fresco y se incubó 5 minutos en hielo. Se adicionaron 300 ul, de

solución e (Apéndice 1) fría y se centrifugó a l3 000 rpm a 4°C por 20 mino Al

sobrenadante se le agregaron 2 volúmenes de isopropanol y el DNA se dejó precipitar

durante 25 minutos. La suspensión se centrifugó a l3 000 rpm durante 30 min ( 4°C)

y el botón se lavó con 300 JlL de EtOH al 70%, bajo las mismas condiciones de

centrifugación. Al eliminar el sobrenadante, el DNA se secó y resuspendió en 20 JlL

de agua, para después ser incubado por I h a 50°C con RNAsa a una concentración

20 ug/ml, (soluciones en Apéndice 1).

El análisis de restricción de los plásmidos se realizó con la enzima EcoRI de

Invitrogen ; ya que como se muestra en la figura 11, es de utilidad para liberar al

fragmento el cual no tiene sitios de restricción para dicha enzima.

36



MATERIALES y MÉTODOS
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Figura 11 Sitio de inserción del fragmento de interés en el vector
pGEM-T-Easy

Una vez que se obtuvo la clona que contiene al plásmido recombinante, se

escaló la técnica anterior a un volumen de 100 mL de medio de cultivo (maxiprep).

Después de agregar la RNAsa, se añadió proteinasa K a una concentración de 100

ug/ml y se incubó durante lh a 37°C. Posteriormente, se realizaron dos extracciones

con fenol saturado con TE-Cloroformo (1:1) Y dos más con cloroformo-alcohol

isoamílico (1: 1). El DNA se precipitó agregando a la fase acuosa 1/10 NaCI 5M y

lvolumen de isopropanol. Posteriormente el DNA fue lavado con 500 ~L de EtOH al

70% bajo las mismas condiciones de centrifugación. Al eliminar el sobrenadante el

botón se secó perfectamente para ser resuspendido en 50 ~L de agua y nuevamente se

realizó el análisis de restricción .
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El fragmento de DNA clonado en el plásmido pGEM-T-Easy se envió a

secuenciar a los laboratorios Laragen (USA) en ambas direcciones (5' ---7 3' Y

3' ---7 5') por el método de didesoxiterminación de la cadena, usando los

oligonucleótidos provenientes de la secuencia del fago M13 que flanquean el sitio

múltiple de clonación de este plásmido.

El análisis de la secuencia obtenida, se realizó con ayuda del programa de la

base de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) de Estados

Unidos, disponible en la dirección: http://www.ncbLntm .nih.gov
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7 RESULTADOS y DISCUSIÓN

7.1 Purificación del DNA genómico de Streptomyces peucetius varo caesius y
Streptomyces coelicolor

El primer paso fue obtener puro e íntegro el DNA genómico de S. peucetius

varo caesius y de S. coelicolor, así como determinar su concentración. La integridad

del DNA genómico se corroboró por electroforesis en gel de agarosa al 1%, lo que

nos indicó que no hubo degradación del ácido nucléico durante el proceso de

purificación (Figura 12). La pureza del DNA fue buena ya que la relación de

absorbancias 260/280 fue mayor a 1.8 para ambos casos, lo que indica una baja

cantidad de proteínas.

(a) (b)

Figura 12 Purificación de DNA genómico de S. peucetius varocaesius
(a) y de S. coelicolor (b), La pureza y concentración del DNA se
corroboró por electroforesis en gel de agarosa al 1%. MPM= Marcador
de peso molecular C 1=DNA genómico concentrado, C2= dilución 1:1O
del DNA genómico concentrado C3= dilución 1:100 del DNA genómico
concentrado.
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7.2 Amplificación del gen glucosa cinasa (glk) de S. peucetius varo caesius
mediante la reacción en cadena de la polimerasa.

Para amplificar el gen g/k de S. peucetius var. caesius, se diseñaron varios

pares de oligonucleótidos con base en la secuencia amino y carboxilo terminal de la

proteína glucosa cinasa del mismo microorganismo, purificada anteriormente en el

laboratorio (/ve/ (fwd) e /ve2 (revj) (lmvriskova, 2000). Los oligonucleótidos Lanl,

LanI , Sill , Si/2, Titl y Tit2 fueron diseñados con base en la secuencia de nucleótidos

del gen g/kA de S. coelicolor (Angell et al., 1992).

Con base en el tamaño del gen g/k A de S. coelicolor, el sitio de unión de los

oligonucleótidos y la relativa similitud que presentan los extremos amino y carboxilo

terminal de la Glk de S. peucetius varo caesius y S. coelicolor (Apéndice 9.3.2), se

calculó el tamaño del fragmento amplificado (Figura 13).

Como punto de partida se consideraron los componentes y concentraciones

que conforman los sistemas de reacción de la PCR utilizados en experimentos previos

en el laboratorio (Tabla 5). Esto permitió diseñar la estrategia que aquí se presenta

(Figura 14), para determinar las condiciones de amplificación de dicho gen.
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Componente Concentración final
Templado 100 ng

Oligonucleótido I (forward) OAllM
Oligonucleótido 2 (reverse) OAllM

Amort iguador de reacción 10 X Ix
Magnesio 1.5 mM

Mezcla de dNTP's 0.21lM
DMSO 10%

DNA polimerasa I Unidad

Tabla 5 Componentes de la reacción de PCR para amplificación de genes de
Streptomyces
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Tamaño del fragmento esperado

IVE
~d CTGACGATCGGCGTGGACAT

rey GGCTCCCGGGCGAAGTACAC

LAN Xba[

fwd AAT tCTA GAT GGG ACT CAC CAT C
Hind III

rey GT) AGC TTC ACA TGA TCGGGT C

SIL Xbal

fwd AAT tCTA GAT GGG ACT CAC CAT C

rey CAG CTI GTT GCC GAT GAT GAT T

c=:=)

c=:=)

c=:=)

950pb

950pb

470pb

c=:=)

TIT Xba 1 Nde I

fwd ACT t CTA GAA CA t TATG GGT CTG ACC ATC GGC GTC GAC ATC GG
Xho 1 Bam HI

rey GTC GJ T CGA G t GA TCC TCA CAT GAT CGG GTC GGG TTC
950pb

Figura 13 Tamaño de los fragmentos esperados de acuerdo a los oligonucleótidos utilizados
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PCR

Telt.Jperat~ra de I I I I
alineamiento

70°C rrc 55C 52°C

/ \ I I I
DMSO 5% 10% 10% 10% 10%

/1\ /1\ /1\ /1\ /1\

Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\ Ii\
[MgC1¡] 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 123123123

L S L S L

Oligonucleótidos

S L S L S

Figura 14 Estrategia de PCR
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Para cada una de las temperaturas de alineamiento que se probaron para los

oligonucleótidos Sil, Ive, Lan y Tit, los sistemas de reacción que se llevaron a cabo se

describen a continuación en la Tabla 6:

Solución Concentración
madre final Ix (uL) .

dNTPs 1.25 mM 200¡!M 8

amortiguador 10x IX 5

DMSO 100% 5%1 2.5

MgCh 25mM 1/2/3 mM 2/4/6 ¡!L
DNAgenómico S. peucetius varocaesius 250

ng/pL 1

Fwd 20 umol/ml, O.4umoVmL 1

Rev 21 umol/mL 0.4 umol/rnl, 1

Taq pol, 50U I/mL 0.4 0.4

agua Para 1/2/3 mM 29.1/27.1/25.1

Volumen final 50 uL

Oligonucle ótidos: Lan, Tit

C t I Ton ro POSl lVO

Concentración
final Ix (uL)

DNA genómico S. coelicolor
150 nz/ul, 2.5

MgCI2 1.5 mM 3

DMSO 10% 5

agua 26.6. .

'Una unidadse define como la cantidadde enzimaque puede incorporar IOnmoles de
dNTPs (Man ual de Applied Biosystems, AmpliTaq DNA polimerasa)

Tabla 6 Sistema de reacción para amplificar el gen glk de S. peucetius varo caesius

Los sistemas de reacción se llevaron a cabo en un volumen final de 50 ul. ,

Cada experimento se llevó a cabo por duplicado.
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Como control positivo (CL) se utilizó DNA genómico de S. coelicolor y los

oligonucleótidos Lan (CL); posteriormente los oligonucleótidos Lan fueron

sustituidos por los oligonucleótidos Tit, debido a que no se obtuvo la señal esperada

con los oligonucleótidos anteriores.

7.3 Determinación de las condiciones óptimas para la amplificación del gen
glucosa cinasa (g/k) de Streptomyces peucetius varo caesius por peRo

Los sistemas de reacción descritos en la tabla 6 se sometieron a las siguientes

condiciones de temperatura-tiempo, durante 30 ciclos: un precalentamiento a 94°C

durante 5 minutos,1 minuto para la desnaturalización a 94°C, 1 minuto para el

alineamiento a 70°C (Figura 15, 16), rrc: (Figura 17), 55°C (Figura 18), 52°C

(Figura 19); 1 minuto para la polimerización a noc y 5 minutos a noc para la

extensión final. Se utilizó DMSO al 5 y 10% como mejorador de la reacción.

Concluidos los ciclos, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1%,

obteniéndose los siguientes resultados:
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Figura 15 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados por
PCR a una temperatura de alineamiento de 70°C, utilizando DMSO al 5%. S, l Y L
corresponden a los oligonucleótidos Sil, Ive y Lan, respectivamente. Los números que
acompañan a las letras S, l Y L, indican la concentración de cloruro de magnesio
utilizado en el experimento correspondiente. MPM= Marcador de peso molecular.
CL=Control positivo. C-= Control negativo
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~ 900pb

~ 650pb

~ 4S0pb

850pb

Figura 16 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados
por PCR a una temperatura de alineamiento de 70°C, utilizando DMSO al 10 %.
S, 1 Y L corresponden a los oligonucleótidos Sil, Ive y Lan, respectivamente. Los
números que acompañan a las letras S, 1 Y L, indican la concentración de cloruro
de magnesio utilizado en el experimento correspondiente. MPM : Marcador de
peso molecular. CL= Control positivo. C-= Control negativo
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La primera temperatura de alineamiento que se probó fue 70°C, ya que es la

temperatura de fusión promedio para los oligonucleótidos que nos proporcionó la

casa comercial (Sigma Genosys para los oligonucleótidos Sil e Ive e Invitrogen para

los oligonucleótidos Lan, además, ésta es lo suficientemente alta para minimizar las

uniones inespecíficas que pudieran darse entre el oligonucleótido y alguna otra región

del DNA genómico.

Como puede observarse en la figura 15 y 16, se obtuvieron bandas más

definidas al utilizar una concentración final del mejorador (DMSO) al 10% que al

5%; esto puede deberse a que el mejorador esté ayudando a la DNA polimerasa a

incorporar los desoxioligonucleótidos en lugares donde pudieran existir estructuras

secundarias debido al alto contenido de G/C. A esta temperatura de alineamiento

(70°C) y 10% de DMSO, se observa que con 1 mM de magnesio no hay

amplificación alguna al utilizar los diferentes oligonucleótidos . Al utilizar los

oligonucleótidos Ive a una concentración de magnesio de 2 mM, los fragmentos de

DNA amplificados son más definidos, tienen pesos moleculares de 900, 650 Y

450 pb.

Con los oligonucleótidos Ive a una concentración de cloruro de

magnesio de 2 mM, se obtiene un fragmento de 900 pb que es de tamaño aproximado

al esperado (Figura 13) independientemente del uso de 5 ó 10% de DMSO.

Con los oligonucleótidos Sil, 3 mM de magnesio y 10% de DMSO, se

obtiene una banda de 850 pb que no corresponde con el tamaño esperado (Figura 13)
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ya que el oligo reverso fue diseñado a partir de una secuencia de bases que se

encuentra aproximadamente a la mitad del gen de glk A de S. coelicolor, por lo que

se espera un fragmento de aproximadamente 470 pb. La banda de 850 pb indica que

el oligo se está pegando a otra región del DNA.

Con el oligonucleótido Lan no se obtuvo fragmento alguno bajo las

condiciones a las que se sometieron los demás oligonucleótidos.

800pb
650pb

Figura 17 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados por
PCR a una temperatura de alineamiento de noc ,utilizando DMSO al 10%. S, 1YL
corresponden a los oligonucleótidos Sil, Ive y Lan, respectivamente. Los números
que acompañan a las letras S, l YL, indican la concentración de cloruro de magnesio
utilizado en el experimento correspondiente. MPM: Marcador de peso molecular.
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Debido a que se obtuvieron mejores resultados al utilizar 10% de DMSO, se

decidió mantener fijo este parámetro para los siguientes experimentos.

Se utilizó una temperatura de alineamiento de 72°C debido a que el contenido

de G+C tanto del oligonucleótido como del templado es alto (-72.12%) comparado

con el de otros microorganismos.

De acuerdo con los resultados obtenidos, consideramos que esta temperatura

de alineamiento es demasiado alta debido ya que no se obtuvo amplificado con

ningún oligonucleótido. Casi no se alcanzaron a distinguir las bandas de 800 y 650 pb

al utilizar el oligonucleótido Ive a una concentración 2 mM de magnesio. Esto puede

deberse a que el oligonucleótido se encuentra en los límites de la temperatura de

alineamiento. Algunos autores proponen que el rango de temperaturas de

alineamiento esté entre 55°C y 70°C.
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Figura 18 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos amplificados por
PCR a una temperatura de alineamiento de 55°C , utilizando DMSO al IO%.S. I y L
corresponden a los oligonucleótidos Sil. Ive y Lan, respectivamente. Los números que
acompañan a las letras S, I Y L, indican la concentración de cloruro de magnesio
utilizado en el experimento correspondiente. MPM: Marcador de peso molecular. CL=
Control positivo. C- = Control negativo

Se decid ió bajar la temperatura de alineamiento para ver como se comportaba

el sistema, ya que en experimentos anteriores se obtuvieron band as difusas ya sea

porque la temperatura de alineamiento utilizada no es la ade cuada o bien, por que se
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está trabajando con una baja concentración de templado. Se asumió que al bajar esta

temperatura, la amplificación fuera más inespecífica y por lo tanto se obtendría un

mayor número de bandas, lo que nos hablaría de que se necesita trabajar con

concentraciones más altas del templado.

A 55°C de temperatura de alineamiento, se obtuvieron bandas

semejantes a las esperadas, una de 850 pb con los oligonucleótidos Sil a 1 mM de

magnesio, una banda de 900 pb a 1 y 2 mM de magnesio con los oligonucleótidos

Lan e Ive a 1.5 mM de magnesio, además de una banda de 750 pb, con los

oligonucleótidos Ive.

IS00pb

900pb

SOOpb

Figura 19 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos
amplificados por PCR a una temperatura de alineamiento de 52°C, utilizando
DMSO al 10%. S, 1 Y L corresponden a los oligonucleótidos Sil, !ve y Lan,
respectivamente. Los números que acompañan a las letras S, 1 Y L, indican la
concentración de cloruro de magnesio utilizado en el experimento
correspondiente. MPM: Marcador de peso molecular. CL= Control positivo
C-= Control negativo
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Al probar una temperatura de alineamiento de 52 "C, observamos que ningún

oligonucleótido amplificó el fragmento del tamaño deseado, lo que hace suponer que

dichos oligonucleótidos probablemente no se estén uniendo a la región de interés.

Debido a que sólo con los oligonucleótidos Ive obtuvimos una banda de

tamaño aproximado al esperado al utilizar como templado DNA genómico de S.

peucetius var. caesius, se hizo un PCR a gradiente de temperatura que comprendió

de 53.2-68.l oC para determinar la mejor temperatura de amplificación del gen

(Figura 20). Se utilizó el mismo sistema de reacción descrito en la tabla 6 y las

mismas condiciones de temperatura-tiempo.

-IOOOpb
850pb

Figura 20 Electroforesis de la amplificación por PCR con gradiente de
temperatura de alineamiento de 53.2-68.1"C utilizando los oligonucleótidos
Ive, 1.5 mM de MgCh y DMSO al 10%. l)53.2°C, (2)58.l oC, (3)63.5°C,
(4)68.l oC, (5)70.5°C, (6) 53.2°C (Control positivo), MPM: Marcador de
peso molecular.
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La electroforesis anterior nos mostró que se amplificaron dos bandas con

pesos moleculares semejantes a los esperados. Un fragmento de 800 pb que apareció

constante en el rango de temperatura de alineamiento entre 58.1-70.5°C, y una banda

cercana a 850 pb que se amplificó a 68.1 oc. Estos fragmentos se clonaron en el

plásmido pGEM-T-easy para su secuenciación, debido a que los oligonucleótidos lve

son siempre afines a esta región del DNA, y por ser los fragmentos de tamaño más

próximo al esperado (Figura 13).

Para corroborar que el fragmento se encontraba dentro del vector, se llevó a

cabo el análisis de restricción con la enzima Eco RI (Figura 21 y 23) . Los fragmentos

fueron secuenciados.

+---- pGEM( -3000pb)

( SOOpb

Figura 21. Restricción del plásmido pGEM-T-easy recombinante
que contiene el inserto de 800 pb. C = plásmido cortado con Eco RI.
NC = no cortado
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El fragmento que en el gel de agarosa al 1% tenía un tamaño aproximado de

800pb, resultó ser de 846 pb al obtener su secuencia que es la siguiente:

ctgacgatcggcgtggacatcctgctcaccacggaactgacccgccgcatcggcaccgacg
D D R R G H P A H H G T D P P H R H R R

gctgacgctcggcgatccatggggcgactaggtgctcaccctcggcccgatctcgctggc
A DAR R S M G R L G A H P R P D LAG

ccacacgcgtatcgccgccttcgtcgccgcggccctgctcatcacggtcttcctgctcgc
P H A Y R R L R R R G P A H H G L PAR

gttccggtacacctcctggggcgtcgcgatgcgggccgccgccgagagcccggagacggc
V P V H L L G R R D A G R R R E P G D G

cgcgctgatgggcgtacggctcgggcgggtgtcgctcggcgcctgggccgtggcgtacgn
R A D G R T A R A G V A R R L G R G V X

ttcgggcggntgtcnttcggcncntggcccgtggcggggcgnantngccgcngtngccgc
F G R X X F G X W P V A G X X X R X X R

cctgttcctgacggttnttcccccacgccgggcntggagcgcgccacntcgctcgccgcg
P V P D G X S P T P G X E R A X S L A A

ctcaaggccttccccgccgcgatcctgggcggtctcgactccacgaccggagccctgatg
L K A F P A A 1 L G G L D S T T G A L M

ggcggcctgctcgtgggcgtcacggagtccctggcgaccggctaccagagcgaactgagc
G G L L V G V T E S L A T G Y Q S E L S

ttcatggggcggggcctcggcgacctggccccctatctcgtgatgaccgtgatcctgctc
F M G R G L G D L A P Y L V M T VIL L

atccggtccgccgggctgttcggcacgaaggagctcgcccgtgtctgaagcacccgtctc
1 R S A G L F G T K E LAR V S T R L

cgaagcgccggtctccacggcgtccgcgtccgccgcccccgtccgccggccaccgaggtt
R S A G L H G V R V R R P R P P A T E V

cgccacccgcacgcgtacgtacgtatggggcgccggcggtctcctcctgttcctcctgcc
R H P H A Y V R M G R R R S P P V P P A

cttctacctggaccggttctggctccaggcgggcctgttcgcgatgtccacgccgatcgt
L L P G P V L A P G G P V R D V H A D R

caga
Q

El punto isoeléctrico y el peso molecular teórico de la secuencia obtenida

determinadas con el programa Compute pI/Mw disponible en http ://expasy .org, fue

de 11.96 Y30212 .74 Da respectivamente.

55



RESULTADOS y DISCUSIÓN

Al realizar un análisis comparativo de la secuencia anterior, encontramos que

posee identidad con proteínas de diversos microorganismos involucrados en el

transporte de aminoácidos.

Presenta 65% (58/88 a.a) de identidad y 75% (67/88 a.a) de similitud con

segmentos de aminoácidos de una proteína hipotética de 30.3 kDa (296 a.a) de S.

avermitilis involucrada en el transporte de aminoácidos; y 57% (51/88 a.a) de

similitud y 70% (63/88 a.a) de identidad con la proteína homóloga de 30.2 kDa (299

a.a.) de S. coelicolor.

En la figura 22 se muestra un alineamiento de las proteínas que presentan

mayor homología con respecto a la secuencia obtenida. La región comprendida del

aminoácido 128 al 215 de la secuencia de S. peucetius varo caesius, es la que presenta

mayor identidad con otras proteínas homólogas de diferentes estreptomicetos.

Debido a la baja identidad que existe entre la secuencia obtenida para S.

peucetius varocaesius , con respecto a las otras secuencias, no podemos afirmar que se

amplificó un gen que codifica para una proteína involucrada en el transporte de

aminoácidos.
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MSTALDTVLNGLALGSVYALVALGFVI I FKASAVMN FAHGSLLLLGGYLTAVLHDRLGFA 60
MTGFLDSLLGGLALGSVYALIALGFVTIFKAS GVLSFTHGSLLLLGGYLVAVLHDDLGFA 60
-----------------------------------DDRRGHPAHHG---TDPPHRHRRAD 22

GALALAVLATAAAAGL I DWLLLRRL- - -DPHAAH VLTI LT IG VDI LLMTDLTRRIGGDLL 117
GALAVAVLVTAAVAGALDRLVLQRVGGS DPHAAHVQTI VTI GVDI VLVTDLARRI GGDLL 1 20
ARRSMGRLGAHPRPDLAGPHAYRRLR- - RRGPAHHGLPARVPVHLLGRRDAGRRR- --- - 75

TLGDPWGSDVTELGPITVADSRIA SI LVSLVVlAAVFAVFRFTSWGLSL RAAAE DH EAAA 177
PLGDPWGSAVTDLGPVTVADSRl AAI LVSAVAIG GAFALFRYTPWGLSLRAAAEDREAAA 180
-- - --- - - -- - - - -- - EPGDGRADG- - - - - - - - - - - - - - - RTARAGVARRLGR- - - - --- 97

LMG I RLARI RTLAWCLAG-ALAALAAVFLAAFPAPGLERTTGQIALKAFPAAILGGHASP 2 36
LMGVRLTRVRTAAWCLAG-ALAALAAVFLVAFPAPGLERTTGQIALKAFPAAILGGMTSP 239
- -GVXFGRXXFGXWPVAGXXXRXXRPVPDGXSPTPGXERAXSLAALKAFPAAILGGLDST 1 55

128

PGALAGSLLIGVTEALAAGYQSELSALGEGFGDVVPYAVMVLVLLVRPAGLFGTREAARV 296
VGALVGSMLIGLTEAFVAGYQSDLHVLGEGFGDVAPYAVMVLVLLVRPAGLFAAKGAARV 299
TGALMGGLLVGVTESLATGYQSELSFM>RGLGDLAPYLVHTVILLIRSAGLFGTKELARV 215

-STRLRSAGLHGVRVRRPRP PATEVRHPHAYVRMGRRRS PPVPPALLPGPVLAPGGPVRD 2 74

VHADRQ 280

Figura 22 Alineamiento de diferentes proteínas hipotéticas del género Streptomyces
involucradas en el transporte de amínoácidos. En negritas se muestran los aminoácidos de

mayor homología.

Por otra parte , el análisis de restricción del plásmido recombinante que contiene al

fragmento que en el gel de agarosa parece tener un tamaño de 850 pb, se muestra en la

Figura 23 y la secuencia obtenida es la siguiente:

SSGRHGGRGNSILTIGVDIADATLIVGRTADARTGKLKPCLFIVPRDTPGFERRQI
DMELHGAEKQFELTLDDVRVPADALVGDEDAGLLQLFAGLNPERVMTAAFAI
GMGRYALSKALAYARERTVWREPIGTHQAIAHPLAQAHIDLELARLMTXKAA
HLYDAGDDVXCRGGRXHG

57



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

pGEM(-3000pb)

Figura 23 Restricción del plásm ido pGem-T-easy recombinante que
contiene el fragmento de 850 pb obtenido por PCR con los oligonucleótidos lve
MPM = Marcador de peso molecular C= plásmido cortado con Eco Rl.
NC= olásmido no cortado .

Esta secuencia presenta identidad con la acil CoA deshidrogenasa (una enzima

involucrada en la oxidación de ácidos grasos) de S. avermitilis, S. coelicolor,

Mycobacterium tuberculosis. M bovis y Alcaligenes bronchisepticus.

El punto isoeléctrico y el peso molecular teórico de la secuencia obtenida fue

de 6.36 Y 19262.22 Da, respectivamente.

La secuencia anterior presenta mayor homología con la secuencia de dicha

proteína de S. avermitilis y S.coelicolor. Al hacer un análisis por comparación de la

secuencia de aminoácidos obtenida, revela un 84% (136/161 a.a) de identidad y un

91% (148/161 a.a) de similitud con una región de la proteína acil CoA
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deshidrogenasa de 41.4 kDa (386 a.a) de S. avermitilis (clave de acceso en Expasy

Q82GN2) Y85% de identidad y 88% de similitud con la acil CoA deshidrogenasa de

S. coelicolor de 41kDa (382 a.a) con clave de acceso en Expasy Q9K3W2 (Figura

24).

S .avermiti lis
S .coe1ico1or

. S . pe uc e tius

S .ave rmit i l i s
S .coe 1ico1o r
s. peu c e tius

S .averrni t i l is
S .coe licolor
S.peucetius

S .avermi t i lis
S .coe1ico1or
S.peucetius

S.avermitilis
S .coe1ico1or
S .peucetius

S.avermitilis
S .coelicolor
S .peucetius

S.avermiti lis
S.coe1ico1o r
S .peucet ius

MTRVIE TEEHQALRSAVAALGKRYGREYLTRVVAEGDYPDELWSETAKLGYLGVNLPEAY 60
MTALI ESEDHKS LRAAVSAFAQAHP- - - - - - HTLDAEDSKRLWQDAAKLGYI GVNLPEAY 54

GGGGGGIAELSIVLEELGAAGCPLLMLVVSPAICGTVIARFGTEAQKQQWLPGFADGSRS 120
GGGGAGI TELSLVLEELGAAGNPLLMMI VSPAI CGTVI ARFGTEEQKREWLPPLADGTRL 114

MAFGI TEPDAGSNSHRI TTTARRDGT- - DWI LSGRKV FIS GVDIADATLVVGRTEDARTG 178
MAFGI TEPDAGSNSHRI TTTARRDAATGDWI LTGRKVFVSGVDIADATLrvGRTEDARTG 17 4
----- ------------ - SSGRHGGR------- GNSI LTIGVDIADATLIVGRTADARTG 35

RLKPCLFIVPRDTDGFGRRPIDMELHGAEKQFELTLDDVRLPADALVGDEDAGLLQLFAG 238
KLKPCLFIVPRDAEGFERRPIDMELNAVERQFELTLDDVRLPADALVGDEDAGLLQLFAG 234
KLKPCLFIVPRDTPGFERRQIDMELHGAEKQFELTLDDVRVPADALVGDEDAGLLQLFAG 95

LNPERVMTAAFAIGMGRFALSRAVEYARDRSVWKQPlGAHQAIAHPLAQAIIIDLELARLM 298
LNPERVMTAAFGIGMGRYALSRALDYARERTVWKTPlGAHQAIAHPLAQAIIIDLELARLM 294
LNPERVMTAAFAI GMGRYAL SKALAYARERTVWREP I GTHQAIAHPLAQAHI DLE LARLM 155

MQKAAHLYDSGDDVAAGEAANMAKYAAGEACVKAVDQAVHTLGGNGLTREFGLASLI TAS 358
MQKAAHLYDAGDDVGAGEAANMAKYAAGEACVKAVDQAVHTLGGNGLTREYGLARLITAS 354
TXKAAHLYDAGDDVX------------------ - - - -- - - CRGG- -- - RXHG--- -- - -- 178

RVARIAPVSREMILNYVSHQTLGLPKSY 386
RVARIAPVSREMILNYVSHQTLGLPKSY 382

Figura 24 Alineamiento de la secuencia obtenida con diferentes acil-CoA
deshidrogenasas de algunos Streptomyces. En negritas se muestran los aminoácidos
que comparte la secuencia con otras proteínas homólogas de diferentes
estreptomicetos.
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En la literatura se encontró la secuencia de otros oligonucleótidos (Ti') que se

utilizaron para amplificar el gen glk A de S. coelicolor y S. lividans (Marh, K et al,

2000). Estos se mandaron sintetizar para probar si lográbamos amplificar el gen

homólogo en S. peucetius var. caesius.

El sistema de reacción y las condiciones de reacción fueron las mismas que se

describen al principio de la sección 7.3. La temperatura de alineamiento fue de 70°C.

Como control positivo se utilizó DNA genómico de S. coelicolor, ya que la literatura

señala que con estos oligonucleótidos se obtiene una banda de 981 pb que corresponde

al gen glk A (Marh, et al, 2000).

-950pb --3> 900pb

Figura 25 Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la
amplificación del gen glk de S. peucelius var. caesius (carril 1)
y S. coelicolor (carril 2) con los oligonucleótidos Ti' a una
temperatura de alineamiento de 70°C, utilizando DMSO al
10%. MPM= Marcador de peso molecular.
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Bajo estas condiciones se amplificó un fragmento cercano a 1000 pb que

corresponde al tamaño esperado (Figura 13) y fue del mismo peso molecular que el

control positivo, sólo que la banda resultó un poco menos intensa, probablemente

porque la reacción requiere de más templado para que mejore el rendimiento o porque

no es tan específico . Una vez obtenido el fragmento de interés, éste se purificó y se

secuenció. El fragmento de DNA consta de 945 pb que correponden a 314 a.a, la

secuencia se muestra en la figura 26. Posteriormente el fragmento amplificado se

clonó en el plásmido pGEM-T-easy y se llevó a cabo un análisis de restricción para

corroborar que las clonas tuvieran al plásmido recombinante (Figura 27).
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accatcggcgtcgacatcggcggcacgaagatcgcggccggggtggtcgacgaggaaggc
T 1 G V D 1 G G T K 1 A A G V V D E E G

aacatcctctcgaccttcaaggtgccgactccgaccacgccgcaggcgatcgtggacgcg
N 1 L S T F K V P T P T T P Q A 1 V D A

atcgccgcggccgtcgagggtgccagggccgggcacgagatcgtcggcgtgggcatcggt
1 A A A V E G A R A G H E 1 V G V G 1 G

gccgccggatacgtcaaccggcagcgctccacggtctatttcgcgccgaacatcgactgg
A A G Y V N R Q R S T V Y F A P N 1 D W

cggcaggagcctctcaaggaagaggtcgaggcccgggtgggcctgccggtcgtggtcgag
R Q E P L K E E V E A R V G L P V V V E

aacgacgcgaacgcggctgcctggggcgagtacaagttcggcgcgggcaagggccaccgc
N D A N A A A W G E Y K F GAG K G H R

aacgccatctgcatcacgctgggtacgggcctgggcggcggcatcatcatcggcaacaag
N A 1 e 1 T L G T G L G G GIl 1 G N K

ctgcgccgcgggcacttcggggtcgccgccgagttcgggcacatccggatggttccggac
L R R G H F G V A A E F G H 1 R M V P D

gggctgctgtgcggctgcggttcccagggctgctgggagcagtacgcgtccggtcgcgcg
G L L e G e G S Q G e W E Q y A S G R A

ctcgtccggtacgcgaagcagcgggccaacgcgaccccggagaacgcggacatcctgctc
L V R Y A K Q R A N A T P E N A D 1 L L

tcactgggtgacggcacgcccgacggcatcgagggcaagcacatctcgatggccgcgcgg
S L G D G T P D G 1 E G K H 1 S M A A R

cagggggacccggtcgcggtggactcgtaccgcgagctggcccgctgggcgggggccggt
Q G D P V A V D S Y R E LAR W A GAG

ctcgccgacctggcctctctcttcgacccctccgcgttcatcgtcggcggggggctctcg
L A D L A S L F D P S A F 1 V G G G L S

gacgagggggagttggtcctcgacccgatccgcaagtcgtacaagcggtggctggtcgga
D E GEL V L D P 1 R K S Y K R W L V G

gggaactggcgtcccgtcgccgacgtgatcgctgcgcggctgggcaacgacgcgggcctg
G N W R P V A D V 1 A A R L G N D A G L

gtaggagcggccgacctggctcgagaacccgacccgatcatgtga
V G A A D LAR E P D P 1 M

Fig ura 26 Secuencia de nucleótidos y aminoácidos del fragmento de
aproximadamete 1000 pb que corresponde a glucosa cinasa de S. peucetius varo
caeusius.
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3000pb-

950pb _

950 pb

Figura 27 Análisis de restricción del plásmido pGem-T-easy
recombinante que contiene la banda de 950 pb obtenida por
PCR con los oligonucleótidos Tit

El punto isoeléctrico y el peso molecular teórico de la secuencia obtenida,

calculada con el programa Compute pIlMw fue de 5.34 y 32745.07 Da,

respectivamente. Mientras que el punto isoeléctrico y peso molecular de la Glk

purificada por Imriskova fue de 8.4 y 30961.4 ± 1.5 Da. La diferencia en el pI

puede deberse a la diferencia metodológica para determinar los parámetros.

Imriskova determinó el pI con el equipo Phastsystem (Pharmacia), utilizando

placas de isoelectroenfoque con un gradiente de pH 3-9 Y el peso molecular lo

determinó por espectrometría de masas . Por otro lado, el programa Compute

pl/Mw, calcula el pI utilizando los valores de pK de los aminoácidos, los cuales

son definidos examinando la migración del polipéptido en un gradiente de pH

entre 4.5-7 .3 con urea de 9.2-9.8M entre 15-25°C.
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El peso molecular es calculado por el promedio de las masas isotópicas de

los aminoácidos de la proteína y el promedio de la masa isotópica de una

molécula de agua.

Un análisis comparativo entre la secuencia de nucleótidos anterior con la

base de datos del Centro de Información Biotecnológica (NCBI), mostró un 90%

de identidad con el gen de la glucosa cinasa (g/k) de S. avermiti/is, y 87% de

identidad con el gen g/k de S. /ividans y 87% de identidad con el gen g/k A de S.

coelicolor.

Este gen presenta un contenido de G/C del 70%, lo cual es típico para el género

Streptomyces.

La comparación de la secuencia de aminoácidos con la base de datos del NCBI

muestra un 84% de identidad y un 86% de similitud con la glk de S. avermiti/is;

82% de identidad y 86% de similitud con la glk de S. coelicolor y 41% de

identidad y 61% de similitud con la glk de S. griseus.
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19

------------ - - - --------------- - - - MGLTI GVDIGGTKl AAGVVDEEGNI LS 27
- - ---------------------- - - - -- - - - -MGLTI GVDIGGTKl AAGVVDEEGNI LS 27
---- - ----- -- --------- - - - - - - - --------TI GVDI GGTKl AAGVVDEEGNI LS 2 4
MSTYRDFAHRGSARATVLKTVGTKERRSHLTAPRVPTVGI DIGGTKVMAGVVDADGNILE 60

THKVPTP- - -TTPEAIVDAIASAVEGARVG----HEIVAVGIGAAGYVNRQRSTVYFAPN 80
TFKVPTP---TTPQAIVDAlAAAVEGARAG-- --HEIVGVGIGAAGYVNRQRSTVYFAPN 80
TFKVPTP ---TTPQAIVDAlAAAVEGARAG - - --HEIVGVGI GAAGYVNRQRSTVYFAPN 77
QLRTETPDKSKSPKVVEDTl VELVLDLSDR- -- - HDVHALGI GAAGWVDADRSKVLFAPHl 16

s . coelicolor IDWR-QEPLKEKVEARVGLPVVVENDANAAAWGEYKFGGGKGHRNVICITLGTGLGGG I I 139
s. avermitili s IHWR-QEPLKDEVEARVGLPVVVENDANAAAWGEYKFGAGKGHRNVICITLGTG LGGGII 139
s . peucetius 1 DWR-QEPLKEEVEARVGLPVVVENDANAAAWGEYKFGAGKGHRNAICITLGTGLGGGI 1 136
s . gri seus LAWR-DEPLRDAIASRLVVPVMVDNDANTAAWAEWRFGAGRGEDHLVMITLGTG IGGAIL 175

s . coelicolor IGNKLRRGHFGVAAEFGHIRMVPD-GLLCGCGSQGCWEQYASGRALVRYAKQRANATPER 198
s . avermitilis IGNKLRRGHFGVAAEFGHIRMVPD-GLLCGCGSQGCWEQYASGRALVRYAKQRANATPEN 198
s. peucetius IGNKLRRGHFGVAAEFGHIRMVPD-GLLCGCGSQGCWEQYASGRALVRYAKQRANATPEN 1 95
s . griseus EDGQVKRGKYGVAGEFGHMQVVPS-GHRCPCGNRGCWEQYSSGNALVREARELAAADSPV 23 4

S . coelicolor AEVLLALGDGTPDGIEGKHISVAARQGCPVAVDSYRELARWAGAGLADLASLFDPSAFIV 2 5 8
S . avermitil i s AEVLLALGNGTPDGIEGKHIS VAARQGDPVAVDSYRELARWAGAGLADLASLFDPSAFIV 2 5 8
s . peucetius ADI LLSLGDGTPDG I EGKHI SMAARQGDPVAVDSYRELARWAGAGLADLASLFDPSAFI V 2 55
s . gri s eus AHYLLDRVKGNVADITGPLITELAREGDAMCIELLQDIGQWLGIG IANLAAALDPSCFVI 2 94

3 07
S . coel icolor GGGLSDEGDLVLDPIRKSYKRWLVGGNWRPVADVlAAQLGNKAGLVGAADLAREPDPIM- 317
S . avermitilis GGGLSDEGELVLDPIRKSYKRWLVGGNWRPVADVlAAQLGNKAGLVGAADLAREPDPIM- 317
S . peucetius GGGLSDEGELVLDPIRKSYKRWLVGGNWRPVADVlAARLGNDAGLVGAADLAREPDPIM- 314
S . griseus GGGVSAADDLLINPARDAFKRHLTGRGYRPEARIAKAQLGPEAGMVGAADLARLVARRFR 354

s . coelicolor
S. avermitilis
S . peucet i us
S . griseus RANRRRVERYERYAQIYDQAASTIRN TRSTRTAD 3 88

Figura 28 Alineamiento de diferentes glucosa cinasas de diferentes
Streptomyces. En negritas se muestra el sitio de unión a ATP.
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El polipéptido muestra dominios conservados similares a la proteína Nag C de E. coli

que forma parte de una familia de proteínas, conocida como la familia ROK

(represor. orf. kinase) que incluye diversas fructosa/glucosa-cinasas y reguladores

transcripcionales.( Plumbridge, J.,200 1)

A diferencia de la secuencia amino terminal de la Glk de S. peucetius varo

caesius reportada anteriormente (Imriskova, et al., 2001), la secuencia obtenida en

este trabajo contiene completa la secuencia de unión al ATP (DIGGT) (Figura 29).

S. peucetius varcaesius (a):
S. coelicolor (e):
S. peucetius varcaesius (b):

S. peucetius varcaesius (a):
S. coelicolor (e):
S. peucetius varcaesius (b):

-COOH
-COOH
-COOH

19
MGLTIGVDIG -- - - AAGVPD
MGL TIGVDIGGTKIAAGVVD

TIGVDIGGTKIAAGVV O

VYFAREPDPIM
ADLAREPDPIM
ADLAREPDPIM

Figura 29 Comparación de la secuencia de aminoácidos del extremo amino y
carboxilo terminal de la glucosa cinasa obtenida por Imrískova (a),
Mascareñas (b) para S. peucetius varo caesius, comparándola con la de
Scoelic%r (e).

Las secuencias NH2 y COOH terminal para S. peucetius varo caesius

obtenidas en este trabajo no fueron idénticas a las reportadas (Imvriskova, et al.,

2001). Existe diferencia en una Valina (V) en el extremo NH2-terminal, en la

posición 19. Y en el extremo COOH-terminal, hay un cambio de los aminoácidos
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Valina, Tirosina y Fenilalanina en las posiciones 307 a 309 por, Alanina, Asparagina

y Leucina.

En la Figura 28 se muestran los alineamientos de las secuencias de

aminoácidos de la glucosa cinasa de algunas especies representativas del género

Streptomyces, en donde se observan los aminoácidos que se conservan en las

posiciones antes señaladas.

La diferencia en los aminoácidos en las posiciones señaladas, así como los

diferencias en punto isoeléctrico y peso molecular, podrían hacemos pensar la

existencia de otra glucosa cinasa para S. peucetius varo caesius ; más aún si

consideramos el reciente descubrimiento de isoformas de esta enzima (datos no

publicados).

Para determinar la temperatura de alineamiento óptima para amplificar el gen

g/k de S. peucetius varo caesius con los oligonucleótidos Tit, se llevó a cabo un PCR a

gradiente de temperatura de alineamiento que comprende de 53.2-70.5°C. Se utilizó

el mismo sistema de reacción descrito en la tabla 6 y las mismas condiciones de

temperatura-tiempo.Como control positivo se utilizó DNA genómico de S. coelicolor

(carril 1).

Según se puede apreciar en la figura 30, la temperatura de alineamiento

óptima para amplificar el gen glk de S. peucetius varo caesius fue a 68.1"C, debido a

que esta temperatura la banda de -1000 pb resultó más intensa y los fragmentos de

menor tamaño, no fueron tan evidentes.
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_ _ -950pb

Figura 30 Electroforesis de los productos amplificados
por PCR con los oligonucleótidos Tit a diferentes

temperaturas de alineamiento utilizando DMSO al 10%.
(1) 53.1-c (CL) (2) 53.1-c (3) 63.5°C (4) 68.1-c (5)

En la tabla 7 se resume el tamaño de las bandas obtenidas bajo las diferentes

condiciones de acuerdo a la estrateg ia planteada.
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5% DMSO

Olioonucleótido Sil (S) Lan(L Ive (1)

Mo,CI (mM) 1 2 3 1 2 3 1 2 3
-900, - 800

Ta=70 ·C - - . - . . - pb -450 pb

10% DMSO
Olioonucle ótido Sil (S) Lan (L) Ive (1) Tit (T)

Mo,CI (mM) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 2
-900 pb,
-650 pb, -1000

Ta=70·C - . -850 pb - - . - -450 pb -800 pb pb
-800pb,

Ta=72·C . . . - . - - -650pb -
Ta=55·C -850 pb - . -900 pb -900 pb

-2000 pb, 2000 pb,
-1400 pb, 1400 pb,
-1100 pb, 1100 pb, -800pb,

Ta=52·C - - 900 ob 900 ob . - -300 pb
Ta= Temperatura de alineamiento

Tabla 7. Tamaño de las bandas obtenidas bajo las diferentes condiciones de amplificación.
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8 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. El gen donde se encuentra codificada la enzima glucosa cinasa de S.

peucetius varo caesius se logró amplificar al utilizar los oligonucleótidos "Tit ",

DMSO al 10%, 2mM de MgCb y 250 ngde DNA genómico, al completarse 30 ciclos

de 94°C-1 minI70°C-lmin/noC-lmin con un precalentamiento a 94°C por 5 minutos

y una extensión final a noc durante 5 minutos.

2. Se amplificó un fragmento de 945 pb que correponden a 314 a.a .EI punto

isoeléctrico y el peso molecular teórico de la secuencia obtenida fue de 5.34 y

32745.07 Da, respectivamente.

3. La secuencia presenta un 90% de identidad con el gen de la glucosa cinasa

(g/k) de S. avermitilis, 87% de identidad con el gen g/k de Streptomyces lividans y

87% de identidad con el gen g/k A de S. coe/icolor.

4. La secuencia de aminoácidos muestra un 84% de identidad y un 86% de

similitud con la glk de S. avermiti/is; 82% de identidad y 86% de similitud con la

glk de S. coelicolor y 41% de identidad y 61% de similitud con la glk de S.

griseus.

5. A diferencia de la secuencia amino terminal de la Glk de S. peucetius

varo caesius que reportaron Imriskova y colaboradores (Imriskova, et al., 200 1), la

secuencia obtenida en este trabajo contiene completa la secuencia de unión al

ATP (DIGGT).
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Como perspectivas se propone:

Intenumpir el gen g/k de S. peucetius varo caesius para obtener cepas

recombinantes g/k - .

Evaluar el efecto de la intenupción del gen g/k en la represión catabólica por

carbono, así como su papel en la sensibilidad a la represión por glucosa en S.

peucetius varo caesius

Evaluar el efecto de la sobrexpresión del gen g/k

Determinar como influye la región Se02127 sobre el gen g/k
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9 Apéndices

9.1 Apéndice 1

9.1.1 Medios de cultivo y soluciones

Medio Luria Bertani Medio YMG

Triptona
Extracto de
levadura
Cloruro de Sodio
Agar
pH ·

giL
10.0

5.0
5.0
7.5
7.0

Extacto de levadura

Extracto de malta
Glucosa
pH

gIL
4.0

1O.0
4.0
7.2

Amortiguador P
giL

Sacarosa 1.0300

Sulfato de potasio 0.0025
Cloruro de
Magnesio 0.0202
mL de elementos
traza 0.0200mL

Solución B
Concentración

Hidróxido de sodio 0.2 M

SDS 1%

1.0

1.0

25mM

10mM

Concentración

50mM

Sulfato de Zinc

Sulfato ferroso
Cloruro de
manganeso
Cloruro de calcio
anhídro

Solución de elementos traza
gIL

1.0

1.0

Solución A

Glucosa
Tris-ácido
clorhídrico

EDTA pH 8

Solución C
Acetato de potasio 3 M pH 4.8
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9.2 Apéndice 2

9.2.1 Preservación de S. peucetius varo caesius en glicerol al 10%

De la cepa por preservar, se inocularon 200 IlL en medio YMG con glicerol al

10% (40 mL) y el cultivo se incubó durante 48 h a 30°C y agitación de 200 rpm. Las

células fueron recuperadas por centrifugación a 10 000 rpm durante 10 min, lavadas

dos veces con solución salina isotónica (SSI) y resuspendidas en 10 mL de esta

solución.

Del cultivo anterior, se utilizó l mL para inocular 40 mL de medio YMG

contenido en un matraz Erlenmeyer de 2S0 mL. El cultivo fue incubado a 30°C con

agitación de 200 rpm durante 48 h. De nuevo, las células fueron recuperadas por

centrifugación a 10 000 rpm durante 10 min, lavadas dos veces con SSI y

resuspendidas en 6 mL de SSI adicionales y 4 mL de glicerol 100%. Se hacen

alícuotas de l mL y se congelan a -70°C.

9.2.2 Preparación de células electrocompetentes de E. coli DH5a

Dos matraces con SOO mL de medio LB se inocularon en proporción l/100

(cultivo/volumen de medio), con un cultivo de E. coli DHSa crecido durante toda la

noche. Las células se incubaron a 37°C y 200 rpm hasta tener una absorbancia a 600

nm entre O.S y 0.7. Una vez alcanzada esta densidad óptica el cultivo se conservó en

hielo entre IS-30 min, se centrifugó a 10 000 rpm por IS min, en un rotor

previamente enfriado. Se removió el sobrenadante completamente y se
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resuspendieron los botones en un volumen final de l L de agua miliQ fría. El paso

anterior se repitió dos veces, sólo que en la primera ocasión, el botón fue

resuspendido en 0.5 L de agua miliQ fria y en la segunda ocasión, en 20 mL de

glicerol al 10% frio. Esta suspensión se centrifugó bajo las mismas condiciones, el

sobrenadante fue removido y el botón resuspendido en un volumen final de 2-3 mL

de glicerol al 10%. De la suspensión anterior se prepararon alícuotas de 50 ul, Y se

conservaron a -70°C.

Se e1ectroporaron 50 ul, de estas células con un plásmido de concentración

conocida, se plaquearon 1, 10 Y100 ul, en medio LB y se incubaron a 29°C por 16 h.

Se calcula que la eficiencia de transformación fue mayor de 1x 109 UFC/mU/lg de

DNA.

9.2.3 Electroporación de células competentes de E. coli DH5a

Se colocaron 2 ul, de la reacción de ligación más 50 ul, de células

electrocompetentes de E. coli DH5a en una celda fría de 0.1 mm. La celda se colocó

en la ranura del electroporador y se le dió una descarga de 1250 V, inmediatamente

después se le adicionó 1mL de medio LB más glucosa al 1% , las células

transformadas se incubaron a 37°C por l h a 200 rpm. Posteriormente, de la

suspensión celular se plaquearon, 1, 5 Y 10 ul, en medio LB y se incubaron a 29°C

por 16 h.
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9.3 Apéndice 3

9.3.1 Secuencia del gen g/k de S. coelicolor en donde se muestran los sitios de
unión de los diferentes oligonucleótidos probados para amplificar el gen g/k.

Sil Lan Ive

atgggactcá~a~#ªª§ªgi?4~~#$~4cgg ca cgaa ga t cg cgg ccg g cg tgg t cga c 60
M G L T I G V D I G G T K I A A G V V D

gagga ag gcaacatcctctcgacccacaaggtgc cgac c c c ca c ca cacccgaggccatc 12 0
E E G N I L S T H K V P T P T T P E A I

gtggacgccatcgcctc cgcggtcgagggggcgcgagtgggg c a c g a gat cgtcg cagtg 18 0
V D A I A S A V E G A R V G H E I V A V

ggcatcggcgccgccggatacgtcaaccg c cagcgctccacgg t c ta cttcgcg c c caa c 240
G I G A A G Y V N R Q R S T V Y F A P N

atcgactggcgccaggagccgctca aggagaaggt cgaggcccgcgtcggcctcc cggtc 300
I D W R Q E P L K E K V E A R V G L P V

gtcgtggagaacgacgccaacgccgcggcctggggcgagtacaagttcggcggcggcaag 3 6 0
V V E N D A N A A A W G E Y K F G G G K

ggccaccgcaacgtcatctgcatcaccctcggcaccggcctcggcggcggcatcatcatc 420
G H R N V I e I T L G T G L G G GIl I

ggcaacaagctgcgccgcggccacttcggcgtggccgcggagt t c g g c cacatc cgcatg 48 0
G N K L R R G H F G V A A E F G H I R M

gtgccggacggcctgctgtgcggctgcggctcgcagggctgctgg gagcagtacg cgtcg 54 0
V P D G L L e G e G s Q G e W E Q Y A S

gggcgggcgc tggtgaggtacgccaagcagcgcgccaacgccacc c c cgagcgcgccgag 600
G R A L V R Y A K Q R A N A T P E R A E

gtgctgctcgccctcggcga cggcacccccgacggcatcgagggcaagcacatctcggtc 660
V L L A L G D G T P D G I E G K H I S V

gccg c c cg ccagggctgcccggtcgccg t cgactcctaccgggagctggcc cgctgggcc 720
A A R Q G e P v A V D S Y R E LAR W A

ggggccggt c tcgccgacctggcc t cgctcttcga cccgtccg c cttcatcgtcggcgg c 7 8 0
GA G L A D L A S L F D P S A F I V G G

ggcctctcggacgagggcgac ctggtc ctcga c c cgat ccgcaa g t c c t a caagc g ctgg 8 4 0
G L S D E G D L V L D P I R K S Y K R W

c t g g t cggcg g c a ac t gg c gcccgg tcgccgacg t g a tcgccg c c caa c tcggcaaca ag 900
L V G G N W R P V A D V I A A Q L G N K

g c cggc c t g gt cggcgccgccgacctggcgagaªiis.§§ª##§S§~~~$~cgat ca 960
A G L V G A A D L A R E P D P I M R S

Los oligonucleótidos LanJ , Lan2, Sil J, Si12,TitJ Y Tit? fueron diseñados con

base en la secuencia de nucleótidos del gen glk de S. coelico lor.
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Los oligonucleótidos Ivel e Ivel fueron diseñados según la secuencia amino y

carboxilo terminal de la proteína de S. peucetius varo caesius que se purificó en el

laboratorio. El oligonucleótido Ivel se diseñó con base en la secuencia que comparte

con S. coelicolor, y el oligonucleótido Ivel se diseño con base en la secuencia que no

comparte con este microorganismo.

9.3.2 Secuencias amino y carboxilo de las proteinas glucosa cinasa (Glk) de S.
coelicolor y S. peucetius varo caesius

S. coelicolor

G T K I A A

S. peucetius varocaesius

S. coelicolor

G A A G V P D

-COOH E P D P I M

S. peucetius varo caesius

-COOH P D P I M
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9.4 Apéndice 4

9.4.1 Secuencia del gen glk de Streptomyces peucetius varo caesius

. : ..

Clipboard :

s ubsp. caesius glucose kinase (glk) gene,

Streptomyces peucetius subsp . Caesius

Streptomyces peuceti us
complete cds .
AY651851
AY651851.1 GI:50263005

r
1: AY65 185 1 . Repor t s

LOCUS AY651851
20 0 4
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE

St r e p t omyc e s peuc ... [gi:50263005]
954 bp DNA l inear

Links

BCT 19-JUL-

ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS

TITLE

J OURNAL
PUBMED

REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

DF

FEATURES

Streptomyces peucetius s ubsp . c a e s i us
Bacteria ; Actinobacteria¡ Actinobacteridae¡ Actinornycetalesi
Streptomycineae; Streptomycetaceae; Streptomyces .
1 (bases 1 to 954)
Ramos,! ., Guzman ,S., Escalante, L., Irnriskova,I .,
Rodriguez-Sanoja,R., Sanchez,S. and La n g1 e y , E.
G1ucose kinase alone c a n n o t be responsib1e for carbon source
regu1ation in Streptomyces peucetius var o caesius
Res . Microbiol. 155 (4), 2 67- 274 (2004)
15142624
2 (bases 1 to 954 )
Langley,E., Masca renas,N .A . , Ruiz,8 . a nd Sanchez,S .
Direct Submiss ion
Submitted (11-JUN-2004) Molecular Bio1ogy and Biotecnology,
Instituto de Investigaciones Biomedicas , Universidad Nacional
Autonoma de Mexico, Circuito Es colar s/n, Ci ud ad Universitaria,

04510, Mexico

Location/Qua1ifiers
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1. . 954
/organism="Streptomyces peucetius s ubsp . c aes i us ll

/ mo1 type="genomic DNA"
/sub- s p e c i e s = llc ae s i us "
/ d b iref="taxon: 55158"
1..954
/ ge ne =" g l k "
l . . 954
/gene="g lk"
/note="G 1k "
/codon start=l
/ t r a ns l tab1e=11
/product="glucose kinase"
/protei n id="AAT72 898.1"
/ db_x r e f ;;;"G1: 502 6300 6"

/translation= "MGLTlGVDlGGTKlAAGVVDEEGNl LSTFKVPTP TTPQA lVDAl

AAVEGARAGHEl VGVGl GAAGYVNRQRS TVYFAPNl DWRQEPLKEEVEARVGLPVVV
ENDANAAAWGEYKFGAGKGHRNVlClTLGTGLGGGl llGNKLRRGHFGVAAEFGHl RM
VPDGLLCGCGSQGCWEQYASGRALVRYAKQRANATPENADlLLSLGDGTPDGlEGKHlS
MAARQGDPVAVDS YRELARWAGAGLADLASLFDPSAFlVGGGLSDEGELVLDPlRKSYK
RWLVGGNWRPVADVlAARLGNDAGLVGAADLARE PDPlM"

ORlGlN
1 atgggactca ccatcggcgt cgacatcggc ggcacgaaga tcgcggccgg gg tggtcgac

61 gaggaaggca acatcctc tc gaccttcaag gtgccgactc cgaccacgcc gcaggcgatc
121 gtggacgcga t c gc c gc ggc cgtcgagggt gccagggccg ggcacgagat cgtcggcgtg
18 1 ggcatcggtg ccgccggata cgtcaaccgg cagcgctcca cggtctattt cgcgccgaac
241 atcgactggc ggcaggagcc tctcaaggaa gaggtcgagg cccgggtggg cctgccggtc
301 g tggtcgaga acgacgcgaa cgcggctgcc tggggcgagt acaagttcgg cgcgggcaag
361 ggccaccgca acgtcatctg catcacgctg ggtacgggcc tgggcggc gg catcatcatc
421 ggcaacaagc tgcgccgcgg gcacttcggg gtcgccgccg agttcgggca catccggatg
481 gttccggacg ggctgctgtg cggctgcggt t cccagggct gctgggagc a gtacgcgtcc
54 1 gg tcgcgcgc tcg t c c gg t a cgcgaagcag cgggccaacg c ga c c c c gga gaacgcggac
601 atcctgctc t cactgggtga cggcacgccc gacggcatcg agggca agca catctcgatg
661 gccgcgcggc agggggaccc ggtcgcggtg gactcgtacc gcgagctggc ccgctgggcg
72 1 gg ggccggtc t cgccga cct ggc c t c t c t c ttc ga c c c ct ccgcgttca t cgtcggcggg
78 1 gg gctctcgg acgaggggga gttggtcctc gacccgatcc gcaagtcgta caagcggtgg
841 ctggtcggag ggaactggcg t c c c g t c gc c gacgtgatcg ctgcgcggct gggcaacgac
901 gcgggcctgg t a gga gc ggc cgacctggct cgagagcccg acccgatcat gtga
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