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1. RESUMEN

Streptomyces tiene la capacidad de utilizar un sinnUmero de polisacaridos
presentes en la materia organica, inclusive se ha demostrado que poseen
multiples mecanismos de incorporacién de carbohidratos. Sin embargo, la
presencia de fuentes de carbono facilmente metabolizables como la
glucosa, evitan la expresién de genes involucrados en la utilizacién de otros
carbohidratos, asi como la sintesis de diversos metabolitos secundarios.
Cabe resaltar que el metabolismo de glucosa o cualquier fuente de carbono
represora se inicia con su incorporacién a la célula, lo que genera un
aumento en los niveles intracelulares de este azlUcar. Posteriormente se
observa un incremento significativo de los intermediarios metabdlicos
derivados de su catabolismo, los cuales son elementos claves para generar
la represién catabdlica y con ello cambio en la funcién celular general. Por
tal motivo, se sugiere que el transporte de glucosa puede ser un paso
determinante para el destino celular de la misma y por ello se justifica su
caracterizacion bioquimica y molecular. Para ello se llevé a cabo la
amplificaciéon por PCR y la clonacién del producto generado en el plasmido
pGEM-T-Easy en Escherichia coli. Posteriormente, se realiz6 |la
secuenciacién y su andlisis tedrico. Los resultados sugieren que el inserto
clonado podria codificar para una proteina de transporte de azucares de 515
residuos de aminoacidos, un PM de 54.7 kDa y con punto isoeléctrico tedrico
de 9.00. Cabe resaltar que esta proteina es conservada en el género
Streptomyces, ya que se encontraron secuencias homdlogas en
Streptomyces coelicolor (SC0O2889) y Streptomyces avermitilis (SCO5186).



2. ABREVIATURAS

ABC
ADP

AMPc
ATP
CAP
CcpA
Cra
Cya
DOG
DXR
FBF
G-6P
G-6PDH
Gk
Glk
HPr

HPrK/P
NADP
ONPG
oriC
PEP
PTS

RC
RCC

TIR
TPs
Vol

Proteinas de unidén a ATP
Difosfato de adenosina

Adenosin monofosfato ciclico
Trifosfato de adenosina
Proteina activadora catabdlica

Proteina de control catabdlico
Proteina represora /activadora

Adenilato ciclasa
2-Desoxiglucosa
Doxorrubicina

Fructosa 1,6-fosfato
Glucosa 6-fosfato

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

Glicerol cinasa

Glucosa cinasa

Proteina que contiene una histidina como transportadora

de fosfato
HPr cinasa/fosfatasa

Nicotin adenin dinucleétido fosfato
o-nitrofenil-B-galactopiranésido

Origen de replicacién

Fosfoenol piruvato

Sistema de fosfotransferasa dependiente de fosfoenol

piruvato

Represién catabdlica

Represién catabdlica por fuente de carbono

Secuencias invertidas repetidas

Proteinas de unién a las secuencias invertidas repetidas
Volumen



3. ANTECEDENTES

3.1. Caracteristicas generales de Streptomyces
Este género esta constituido por bacterias Gram-positivas con alto

contenido de G-C. Ademas este grupo es de gran interés biotecnoldgico, ya
que produce una gran gama de compuestos bioactivos de interés en la
medicina (Hodgson, 2000).

Figura 1. Colonias de S. coelicolor (foto izquierda) y micelio aéreo septado de S. peucetius
(foto derecha). (Tomada de
http://template.bio.warwick.ac.uk/staff/dhodgson/strep/coelicolor.gif).

3.1.1. Ciclo de vida
Son bacterias miceliales que presentan diferenciacién morfolégica. Su ciclo

de vida inicia cuando las esporas germinan para formar micelio vegetativo;
las hifas cenociticas crecen por extensidon apical para formar micelio
vegetativo ramificado, el cual se nutre de compuestos insolubles presentes
en el suelo, mediante la produccién de una gama de enzimas hidroliticas
extracelulares. Una vez que los nutrientes se han agotado, inicia el proceso
de diferenciacion, es decir el surgimiento de hifas aéreas que crecen
nutriéndose de la lisis del micelio vegetativo. Posteriormente las hifas
aéreas comienzan a enroscarse y a septarse para dar lugar a la formacién
de esporas, que generalmente adquieren pigmentacién al madurar (Hirsch
et al., 1985; Chater, 1998).
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3.1.2. Genética
A diferencia de otras bacterias, este género posee un cromosoma lineal (Lin

et al., 1993). La regién central es flanqueada por dos brazos, los cuales
estan sujetos a intensa variabilidad genética.

La regién central del cromosoma (aprox. 6.5 Mb) estd altamente conservada
en diversas especies de Streptomyces. Ademas, se ha demostrado que los
genes que estan localizados en esta regién son esenciales para la vida de la
bacteria (lkeda et al., 2003).

El tamano promedio del cromosoma de Streptomyces es de
aproximadamente 9.0 Mb. Las fracciones terminales son secuencias
invertidas repetidas (TIR) o regiones teloméricas. Las regiones TIR son
variables en secuencia y tamafo, que van del rango de 20 a 500 kb.
Ademds, estadn protegidas por proteinas terminales (TPs), las cuales se
encuentran covalentemente unidas a las regiones TIR (Yang et al., 2002).

En el centro del cromosoma de Streptomyces, se localiza el origen de
replicacién (oriC), indicando que el proceso de replicacién es bidireccional
hacia la regién telomérica. Los extremos de la molécula estdn unidos por
proteinas de unién a DNA (Huang et al.,, 1998). Cabe resaltar que



recientemente se determino la secuencia del genoma de S. peucetius
ATCC27952 y aunque la informacién no esta aun disponible, se sabe que es
de 8.7 Mb (Parajuli et al., 2004).

3.1.3. Ecologia
El género Streptomyces estda ampliamente distribuido en ambientes

terrestres y acuaticos. Sin embargo, es mdas abundante en el suelo. Este
grupo bacteriano participa activamente en el reciclaje del carbono,
degradando la materia organica derivada de plantas y animales, ya que
producen diversas enzimas extracelulares que actian sobre polimeros
insolubles como el almidén, xilano, celulosa, quitina, etc., para generar
productos solubles que pueden ser absorbidos y utilizados para su
desarrollo (Hodgson, 2000).

A pesar de que la mayoria son saprofitos estrictos, existen algunas
asociaciones parasitas con animales y plantas. Por ejemplo Streptomyces
somaliensis ha sido asociado con actinomicetomas de animales.
Streptomyces scabies es patégeno de plantas, causa descamaciones de la
raiz debido a que penetra en la superficie y causa proliferaciéon verrugosa en
la dermis (Hodgson, 2000).

Este género también forma simbiosis con otras plantas por su capacidad de
crecer ampliamente en la rizosfera, puede proteger las raices de diversas
plantas del atague de hongos, ya que puede inhibir su crecimiento por la
produccién de antifingicos, contribuyendo al control de hongos patdégenos
(Murray et al., 1985).

3.1.4. Importancia econdmica
Los estreptomicetos son productores de una gran variedad de compuestos

bioactivos Utiles en la industria. Este género produce diversas enzimas
extracelulares como: celulasas, xilanasas, pectinasas, amilasas, etc.
Ademas producen una gran gama de metabolitos secundarios con actividad
antibiética como: cloranfenicol producido por Streptomyces venezuelae,
estreptomicina producido por Streptomyces griseus; asi como inhibidores de

B-lactamasas, como el &cido clavulanico producido por Streptomyces



achromogenes var. streptozoticus. Herbicidas como bialafos, producido por
Streptomyces hygroscopicus. Agentes inmunosupresores como Fk506
producido por Streptomyces tsukabiensis. Antipardsitarios como
avermectina producida por Streptomyces avermitilis y compuestos con
actividad anticancerigena como daunorrubicina (DNR) y doxorrubicina (DXR)
producida por Streptomyces peucetius y Streptomyces peucetius var.
caesius, respectivamente (Hodgson, 2000).

3.2. Streptomyces peucetius var. caesius

S. peucetius var. caesius fue obtenido por tratamiento mutagénico
(Arcamone et al., 1969) a partir de S. peucetius. Como ya se ha
mencionado, esta mutante produce DXR (Cy;H29NO;::.HCI) un antibiético
policétido del grupo de las antraciclinas, cuyo peso molecular es de 579.99
g/mol. Este antibidtico tiene actividad contra diversos tipos de cancer como
el de mama, ovario, estdmago, tiroides, sarcoma de Kapossi, leucemia y
linfomas (Vandamme, 1984; Grein, 1987; Hershberger et al., 1989).

El mecanismo de accién de la DXR es por medio de la unién al DNA de
cadena doble, esto evita la sintesis de DNA y RNA (Di Marco et al., 1975).
También se ha reportado que induce rompimientos en los acidos nucléicos e
inhibe a la topoisomerasa Il (Simpkins et al., 1984; White & Stroshane,
1984). Se ha propuesto la existencia de un mecanismo adicional, ya que
este compuesto es citotdxico para las células de leucemia sin necesidad de
entrar a éstas (Tritton & Yee, 1982).
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Figura 3. Estructura quimica de la Doxorrubicina (DXR); (Tomada de http://www.chem-
online.org/generic-pharmaceutical/doxorubicin.htm).

En S. peucetius var. caesius, la producciéon de este anticancerigeno se lleva
a cabo en presencia de diversas fuentes de carbono como: glucosa,



manosa, celobiosa, lactosa, fructosa, maltosa y almidén; siendo la primera,
la mas empleada en la produccién de antibiéticos (Dekleva et al, 1985). Sin
embargo, la sintesis de DXR, asi como la de otros metabolitos secundarios,
se encuentra controlada negativamente por glucosa. Se sabe que Ila
deteccién de los nutrientes y la generacién de las sefiales como estimulo
para evitar la sintesis de DXR y otros metabolitos secundarios, esta
fuertemente ligada a los respectivos sistemas de transporte y a su posterior
metabolismo.

3.3. Transporte en bacterias

Las membranas celulares intactas no permiten la difusién pasiva de ciertas
moléculas polares, pero son capaces de atravesarlas mediante diversos
procesos y se llegan a concentrar 1,000 veces en el interior respecto a la
concentracién que existe en el exterior, gracias a la accién de las proteinas
de transporte de membrana (Madigan et al, 2000).

Se han identificado 3 tipos de transportadores; los denominados
uniportadores, son proteinas capaces de mover un soluto en un solo sentido
a través de la membrana, los otros dos tipos de transportadores mueven
sustancias de un lado a otro de la membrana de forma conjunta. Por lo
tanto son denominadas co-transportadores; por un lado, los simportadores
transportan dos sustancias en la misma direccién y por otro lado, los
antiportadores, tienen la capacidad de mover dos solutos en direcciones
opuestas (Figura 4).
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Figura 4. Sistemas de transporte en bacterias (Tomada de Madigan et. al., 2000).

3.3.1. Transporte Activo
Los mecanismos de transporte activo implican consumo de energia, lo que

hace posible que las células acumulen solutos en contra del gradiente de



concentracién; una caracteristica de los procesos de transporte mediados
por proteinas. La energia puede proceder de compuestos fosforilados de
alta energia, como la adenosina trifosfato (ATP) o del consumo de un
gradiente preexistente de protones o de sodio. Los gradientes de iones se
forman mediante reacciones celulares que liberan energia, y pueden usarse
como energia potencial que facilita el transporte de solutos en contra de
gradientes de concentracion.

Se conocen dos tipos de sistemas asociados al consumo de energia;
primero, el transporte que depende de ATP, en cual se puede acumular
moléculas en altas concentraciones en el interior sin sufrir ninguna
modificacién quimica; y segundo, el transporte que al incorporar una
molécula, simultdneamente se modifica quimicamente, generalmente
mediante fosforilaciéon, llamada transporte por translocacién de grupo
(Madigan et al., 2000).

3.3.1.1. Translocacion de grupo
En este tipo de incorporacién se genera modificacion quimica del

compuesto mientras atraviesa la membrana. Dado que el producto que se
encuentra en el interior de la célula es diferente del que se encuentra en el
exterior, el transporte del producto genera un gradiente de concentracién.
El sistema de fosfotransferasa dependiente de fosfoenol piruvato (PTS) en
uno de los mecanismos mdas comunes para transportar carbohidratos
simples. Sin embargo, en algunas bacterias se pueden incorporar purinas,
pirimidinas y acidos grasos (Madigan et al. 2000).

El PTS ademas de ser un mecanismo de transporte de nutrientes, es
regulador negativo de otros sistemas de incorporacién de carbohidratos que
no son incorporados via PTS. Es un complejo multienzimatico, constituido
por dos fosfotransferasas generales: Enzima | (El) y HPr (proteina que
contiene una histidina transportadora de fosfato) y un grupo de proteinas
transportadoras membranales especificas para cada carbohidrato, llamadas
Enzimas Il (ENIA, EIIB y EIIC). La transferencia de fosfato procede de
fosfoenol piruvato (PEP) via El, HPr, EIIABC hasta el azlcar (Potsma et al.,
1993).
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Figura 5. Cadena de fosforilacién del sistema PTS, desde el fosfoenol piruvato (PEP) via El,
HPr, EIIABC hasta la glucosa (Modificado de Potsma et al., 1993).

3.3.1.2. Sistema ABC
Este sistema depende de ATP y la denominacién de "transportadores ABC",

se debe a que en todos ellos existe una o dos proteinas periféricas, de
membrana  citoplasmica que poseen un dominio conservado
evolutivamente, denominado "casete de unidén a ATP" (por sus siglas en
ingles ATP-binding cassette). Es un sistema de varios componentes, en el
que existen proteinas peripldsmicas que captan el sustrato con gran
afinidad (dominio E) y lo llevan hasta una proteina de membrana,
constituida por dos dominios F y G (llamada MT “membranal transporter”),
las cuales, acoplan el paso de dicho sustrato hasta el citoplasma con la
ayuda del dominio de union a ATP (constituido por dos subunidades K), el
cual activa la hidrélisis de ATP y acopla la energia para el paso de la

molécula al citoplasma (Davidson y Maloney, 2007).

™

Figura 6. Modelo del sistema ABC. (a) La proteina de union a maltosa (MBP) acarrea el aztcar
hacia el dominio transmembranal (TM) constituido por F y G. (b) Posteriormente hay una
Interacciéon de MBP, TM y el dominio de unién a ATP, formado por subunidades Ilamadas K

(ATP casete). ...sta ultima estabiliza el cambio conformacional en todo el sistema



transportador, lo que activa la hidrélisis de ATP y la incorporacién simultdnea del
carbohidrato. (c) Finalmente MBP, TM y el dominio de unién a ATP se liberan. Figura tomada
de (Davidson y Maloney, 2007).

3.3.2. Sistemas de transporte de carbohidratos en Streptomyces
En S. coelicolor recientemente se realizé un analisis in silico, en el cual, se

predijo la existencia de diversos mecanismos para la incorporacién de
carbohidratos como: el PTS, los sistemas de transporte ABC, el simporte y el
transporte facilitado. Esta gran diversidad de mecanismos para la
incorporacién de carbohidratos refleja la capacidad tan alta de los
estreptomicetos para utilizar un sinnimero de polisacaridos presentes en la
materia orgdnica (Bertram et al., 2004). El PTS permite la incorporacién de
fructosa y N-acetil-glucosamina. El ABC incorpora maltodextrinas, xildsidos,
glucosidos, quitobiosa, lactosa, ribosa, etc. El transporte facilitado es
empleado para la incorporacidon de galactosa y glicerol; y el simporte para
glucosa. En la figura 7 se esquematiza los sistemas antes descritos (Bertram
et al., 2004).

AAC SIMPORTE
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Figura 7. Esquema de los sistemas representativos de incorporacién de carbohidratos en S.
coelicolor. PTS para fructosa (Fru), ABC para maltosa (Mal), Simporte para glucosa (Glc) y
difusiéon facilitada para glicerol (Gly). Abbreviaturas: E, MalE; F, MalF; G, MalG; EIIA, enzima
IIA; ElIB, enzima IIB; EIIC, enzima IIC; PEP, fosfoenol piruvato (Tomada de Bertram et al.,
2004).



3.3.2.1. Transporte de Glucosa
La glucosa es la fuente de carbono mas facilmente metabolizable en

Streptomyces y su presencia es capaz de evitar la expresion de genes
involucrados en el transporte de otros carbohidratos, asi como la sintesis de
diversos metabolitos secundarios de interés industrial. Por ello, Ia
incorporacién de este azlUcar y su posterior metabolismo han sido
estudiados exhaustivamente. Al respecto se ha demostrado que su
transporte es inducido por glucosa (Ramos et al., 2004; Bertram et al.,
2004; Guzman et al., 2005).

En estudios”teUricos” se ha detectado que el sistema de incorporacion esta
codificado por los genes glcP1 (SCO5578) y glcP2 (SCO7153). Ambos genes
presentan un 99% de identidad y codifican un producto idéntico (Wezel et
al., 2005). El gen glcP1 se localiza en la parte central del genoma; mientras
que el gen glcP2 se localiza en el brazo derecho, lo que corresponde a la
regién variable, aparentemente este Ultimo se origind por duplicacién del
gen glcP1. Cabe mencionar que en S. avermitilis existe un gen homadlogo a
glcP1 (SAV2657) con 68% de identidad en la secuencia de aminoacidos.
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Figura 8. Mapa de la organizacién genética de g/cP1 y glcP2 ubicados en el césmido SC7Al y
SC9A4, respectivamente (Tomada de Wezel et al., 2005).

Como se muestra en la figura anterior, ambos genes glcP no estan
relacionados metabdlicamente con los genes adyacentes. Cabe mencionar
gue glcP1 esta flangueado por un gen que codifica para una proteina que se
asocia al DNA (SCO5577) y una permeasa de purinas (SCO5579). Por otro
lado, rio arriba de glcP2 se localizan dos proteinas hipotéticas con funcién
desconocida y rio abajo se encuentra una isomerasa (ilvC2). Mientras que



rio arriba de glcP2 se localizan dos proteinas hipotéticas con funcién
desconocida y rio abajo se encuentra una isomerasa (ilvC2, SCO7154).

Por otro lado, se ha demostrado que GIcP pertenece a la superfamilia de
permeasas MSF (Major Facilitator Superfamily). Recientemente se demostré
que es un transportador de alta afinidad para glucosa, el cual es
indispensable para mantener un crecimiento 6ptimo; ya que mutaciones en
ambos genes, generan una disminucién significativa en el transporte de
glucosa, fenotipo que a su vez sugiere un sistema alterno (Wezel et al.,
2005).

Ademads, se llevé a cabo la expresion heteréloga de glcP en E. coli, donde se
sugiere que es una proteina simportadora dependiente de H*. En analisis de
hidrofobicidad se predijo que la topologia consta de seis segmentos
transmembranales interrumpidos por un segmento citoplasmico largo. Estos
datos concuerdan con la clasificacién de GlcP como miembro de la familia
MFS. En este mismo estudio, se demostré que GIcP es capaz de transportar
a 2-desoxiglucosa, un andlogo de la glucosa no metabolizable, pero que es
incapaz de transportar fructosa, lo que lo hace un sistema especifico para
glucosa (Wezel et al., 2005).

Se ha mencionado anteriormente que la glucosa es esencial para sostener
una tasa de crecimiento alto; por ello, se ha sugerido que esta bacteria
posee mdas de un mecanismo para incorporar este azucar. Con relacién a
esto, se ha demostrado la presencia de un sistema de transporte de baja
afinidad en S. coelicolor y S. violaceoruber (Sabater y Asensio 1972;
Hodgson, 1982, Wezel et al., 2005). Por ejemplo, en S. lividans también se
ha demostrado la presencia de un sistema de alta y otro de baja afinidad
como en S. coelicolor; mientras que S. clavuligerus posee un sistema de
transporte de azucares generalizado, el cual depende de la fuerza protén
motriz (Garcia-Dominguez et al., 1989).

3.4. Represion catabodlica por carbono en Escherichia coli.

La enzima EIIA del PTS tiene un papel central en la regulacion por fuente de
carbono, ya que transmite sefales via fosforilacion a varios blancos
celulares. Durante el transporte de azlUcares mediado por el PTS, el grupo



fosfato es transferido del PEP hasta el azlcar. Cuando otras fuentes de
carbono son importadas, la EIIA®" esta en su forma no fosforilada. Inclusive,
se ha demostrado que durante el crecimiento de E. coli en lactosa o glucosa
6-fosfato, cambia el estado de fosforilacion de EIIA®Y; probablemente
controlado por la relacién PEP/Piruvato. Los niveles de EIIASY/EIIAS"-P
reflejan el estado fisiolégico de la célula y permiten transmitir las sefales de
control global (Titgemeyer y Hillen, 2002).

La enzima EIA®" en su forma fosforilada es capaz de estimular a la
adenilato ciclasa (Cya), produciendo adenina monofosfato ciclico (AMPc), el
cual es requerido por la proteina de control catabélico (CAP) para formar un
complejo (CAP-AMPc) vy asi, activar genes sensibles a regulacion
(Titgemeyer y Hillen, 2002). Por otro lado, EIIA®" no fosforilada es capaz de
bloguear permeasas especificas para incorporar lactosa, maltosa, melibiosa
y rafinosa, evitando la formacién de los inductores y también la activacion
de los genes necesarios para su utilizacién. Ademas, inhibe alostéricamente
varias proteinas citoplasmicas como la glicerol cinasa; previniendo Ia
formacion del inductor (glicerol-3-fosfato) (Titgemeyer y Hillen, 2002).

Dentro de los elementos que se conocen que estan involucrados en la
regulaciéon por carbono, se encuentra la proteina HPr; la cual regula a la
glucdégeno fosforilasa, coordinando el consumo o almacenaje de glucosa
(Seok et al., 2001). La enzima EI-PTS no fosforilada evita la activacién de la
proteina quimiotactica CheA, al prevenir su fosforilaciéon. Asi, controla
negativamente la respuesta quimiotactica para el movimiento del flagelo
(Lux et al., 1995).

3.5 Represion catabdlica por carbono en bacterias Gram-positivas
de bajo contenido de G-C.

En estas bacterias, las enzimas HPr, la HPr cinasa/fosfatasa (HPrk/P) y la
enzima de control catabdlico (CcpA), son las que censan el estado fisiolégico
de la célula y regulan el metabolismo general. En presencia de la fuente de
carbono represora, la HPr es fosforilada en un sitio de regulacién especifico
(serina 46) exclusivamente por HPrK/P. El balance entre HPr-his-P y HPr-ser-
P se determina por el sistema PTS dependiente de PEP, el cual, produce HPr-



his-P, que es necesaria para mediar el transporte de diversas fuentes de
carbono (Reizer et al., 1999; Bolotin et al., 2001; Hoskins et al., 2001).

La enzima HPr-his-P tiene un papel muy importante en la regulacién
transcripcional por carbono y en la exclusiéon del inductor. La HPr-his-P
regula positivamente la actividad de enzima glicerol cinasa, coordinando la
utilizacion de glicerol. Ademds, HPr-his-P controla la actividad de diversos
reguladores sensibles a la presencia de fuentes de carbono represoras via
dominios PRD (Dominios de regulacién por el sistema PTS), como GIcT de B.
subtilis, la cual regula el operén ptsGHI (Ell, Hpr y El) y SacT, el regulador
del PTS para sacarosa (Stulke y Hillen, 2000).

Otro nivel de control se da cuando los azlcares dependientes de PTS son
metabolizados, ya que los niveles de intermediarios glucoliticos como FBP
(fructosa-1,6-fosfato) aumentan. FBP estimula a la enzima HPrk/P
generando mayores niveles de HPr-ser-P, de esta manera puede estimular a
factores transcripcionales, formando complejos represores controlados por
la fuente de carbono. Cuando la velocidad de consumo de azuUcares
dependientes del PTS es menor, los niveles de los intermediarios
metabdlicos disminuyen y los niveles de fosfato inorganico aumentan, la
HPrK/P cataliza la reaccidon reversa y desfosforila a la HPr-P, aumentando los
niveles de HPr; lo cual permite el incremento del transporte de los azlcares
PTS dependientes.

Otra enzima que tiene un papel esencial en la regulacién global es la CcpA,
ya que tiene actividad de represor/activador. La activacién de CcpA requiere
su unién al correpresor HPr-ser-P; juntos se unen al operador cre (elementos
de respuesta catabdlica) de genes sensibles a regulacién por carbono. La
enzima EI-PTS también participa en la RCC, en presencia de glucosa regula
negativamente las sefiales quimiotacticas por interaccién de EI-P con CheA
(Brickner y Titgemeyer, 2002).

3.6. Represion catabolica por carbono en el género Streptomyces

La regulaciéon catabdlica por fuente de carbono, controla el metabolismo
primario; como la expresién de los genes necesarios para la utilizacion de
fuentes de carbono complejas (almidén, celulosa, etc.); asi como el



metabolismo secundario, tal como la sintesis de antibioticos, pigmentos etc.
(Hodgson, 2000). Cabe resaltar que en este género se ha identificado el
sistema PTS en tres especies de Streptomyces. Sin embargo, este sistema
no esta involucrado en la RC por glucosa (Sabater et al., 1972; Novotna y
Hostalek, 1985; Titgemeyer et al., 1995; Wang et al., 2002). Ademas, no se
ha detectado actividad de cinasa/fosfatasa (HPrK/P), como ocurre en B.
subtilis (Gersh et al., 1980; Chatterjee y Vining, 1982). Estos resultados
sugieren que el mecanismo de RCC es radicalmente diferente al que existe
en E. coli y en otras bacterias Gram positivas de bajo contenido de G-C
(Postma y col., 1993; Postma et al., 1996).

Por otro lado, en Streptomyces se ha sugerido que la detecciéon de los
nutrientes y la generacién de las sefales, como estimulo para producir la
RCC, estad fuertemente ligada a los respectivos sistemas de transporte y a
su posterior activacién por fosforilaciéon, via glucosa cinasa (Glk). En S.
coelicolor y S. peucetius var. caesius se ha propuesto que la Glk tiene una
funcién regulatoria, ademas de su capacidad catalitica, en la RCC; ya que
mutantes insensibles a regulacion por carbono (RCC™) muestran fenotipo
Glu™ y Glk~; pero al complementarlas con el gen que codifica para Glk (gl/kA),
se recupera el fenotipo silvestre (lkeda et al., 1984; Kwakman & Postma,
1994; Angell et al., 1992; 1994). Ademas, estas mutantes aun presentan
insensibilidad a RC en presencia de fuentes de carbono represoras
diferentes a la glucosa como: fructosa, arabinosa, etc., (Angell et al., 1994;
Segura et al., 1996).

Es importante mencionar que existen otros elementos que participan en la
RC por glucosa. Ingram et al., (1995) aislaron y caracterizaron una mutante
de S. coelicolor, ccrAl, la cual afecta la expresién de varios operones
regulados por glucosa como galP1 (galactosa), gyl (glicerol) y chi63
(quitina). Fenotipicamente, la mutante ccrAl-, es capaz de utilizar glucosa
como Unica fuente de carbono y es sensible a DOG. También se observé que
esta cepa muestra desregulacién en la expresiéon de galP1 y gyl, ya que
aumenta aproximadamente de 4 a 5 veces en forma constitutiva. Ademas,
la expresiéon de chi6é3 es muy baja en la cepa silvestre, sin embargo en
presencia de la mutacién ccrAl aumenté considerablemente, aunque chi63
aun esta sujeta a RCC. Estos resultados sugieren que la mutacidon ccrAl es



pleiotrépica, ya que afecta un gen cuyo producto puede estar involucrado
en el mecanismo general de regulacién por carbono en S. coelicolor (Ingram
y Westpheling, 1995).

Otras mutantes de S. coelicolor incapaces de producir hifas aéreas, son
conocidas como bld (calvas del inglés “bald”), en las cuales se han
reportado al menos 10 genes (bldA, bldB, bldC, bldD, bldF, bldG, bldH,
bldl, bldK y bld261). Ademas, algunas mutantes bld también pierden la
capacidad de producir antibiéticos y sensibilidad a RCC (Champness, 1988;
Pope et al., 1996).

También se ha reportado que en Streptomyces, existen elementos trans que
participan directamente en la RCC como MalR de S. coelicolor A3(2); la cual,
codifica para una proteina represora homdloga a la familia Lacl/GalR. La
transcripcion de malE (gen requerido para la utilizacién de maltosa) es
inducida por maltosa y reprimida por glucosa. La interrupcién o delecién del
gen malR, provoca una expresién constitutiva e insensibilidad a glucosa de
malE (Wezel et al., 1997). La proteina MalR parece ser un regulador de la
induccién por substrato y de la represién por glucosa en el metabolismo de
la maltosa (Wezel et al ., 1997). GylR es un represor transcripcional del
operén gyl (para la utilizacién de glicerol) el cual, esta sujeto a RC. GyIR
contiene sitios de unién a DNA vy tiene similitud con represores
transcripcionales. Cabe mencionar que otras mutaciones como glkA, ccrAl y
bld afectan la RC del operén gyl. Al parecer, la regulacién de dicho operén
requiere de diversos reguladores tanto especificos como generales (Hindle y
Smith, 1994).

Recientemente, se ha reportado que en S. coelicolor y S. peucetius var.
caesius, existe una proteina (codificada por un gen adyacente a gIkA,
llamado SCO2127 por su ubicacién en el genoma de S. coelicolor) que
podria controlar pleiotrépicamente el metabolismo de glucosa (Angell y col.,
1994; Guzmdan y col. 2005a). Se ha propuesto que dicha proteina en
presencia de altas concentraciones de glucosa, estimula la expresién de la
Glk y aumenta el transporte de glucosa (Guzman, 2005). Con base en esto,
se propone que en presencia de altas concentraciones de glucosa, esta
proteina podria unirse a reguladores transcripcionales, los cuales podrian



estimular positivamente la expresiéon de la Glk y el transporte de glucosa.
De esta manera, aumenta la glucdlisis y por ello la presencia de metabolitos
intermediarios. Estos Ultimos pudieran unirse a represores (aporrepresores)
formando complejos de regulacién, que eviten la expresidn de genes
sensibles a RCC en S. peucetius var. caesius, tal como sucede en Bacillus
(Jault et al., 2000).



4. JUSTIFICACION

S. peucetius var. caesius es una bacteria de interés industrial; ya que produce
doxorrubicina, un anticancerigeno, el cual esta regulado negativamente por glucosa.
Por ello, es de vital importancia conocer el mecanismo de incorporacion de glucosa asi
como su papel en la represion catabdlica ejercido por dicha azucar. Por ello, creemos
que al clonar el sistema de transporte nos permitir4 caracterizar dicho sistema, asi

como establecer claramente su papel en la RCC.

Por otro lado, sugerimos que S. peucetius var. caesius, al estar emparentado
genéticamente con S. coelicolor y tener un metabolismo de glucosa y sistema de
regulacion similar, proponemos la clonacion del gen homologo de GIcP para

secuenciarlo y compararlo con el gen de S. coelicolor.



5. HIPOTESIS

Dado que S. coelicolory S. peucetius var. caesius son microorganismos emparentados
genéticamente, se espera que en S. peucetius var. caesius, exista un homélogo a glcP
de S. coelicolor y por ello, que sea posible su amplificacion utilizando como base la

secuencia de S. coelicolor.



6. OBJETIVO GENERAL
Determinar si S. peucetius var. caesius posee el gen homologo a g/cP1 de S. coelicolor.
6.1 Objetivos Particulares

1. Amplificar el gen homodlogo a glcP de S. peucetius var. caesius, utilizando

oligonucleotidos disefiados con base en la secuencia de g/cPl de S. coelicolor.

2. Clonar el gen glcP1 de S. peucetius var. caesius en el plasmido pGEM®- T Easy

Vector.

Verificar mediante un analisis fedrico si la secuencia obtenida corresponde al gen
homélogo de g/cP1 en S peucetius var. caesius.



7. METODOLOGIA

7.1 Cepas bacterianas

Las cepas que se utilizaron fueron S. coelicolor M145 (Hopwood et al.,
1985), S. peucetius var. caesius NRRL B-5337 (Arcamone et al., 1969) y E.
coli TOP10 (invitrogen). Estas cepas son mantenidas en la coleccién de cultivos
del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM (World Data Center,
UNAM-48).

7.2 Aislamiento de DNA gendmico de Streptomyces

Se inocularon dos matraces con 25 ml de medio TSB (3 g de triptona de
soya comercial, disponible por Oxid No. CM129, en 100 ml de agua
destilada) con una asada de S. peucetius var. caesius y de S. coelicolor,
respectivamente; y se incubaron a 29° C con agitacién durante 48 h.
Posteriormente se lavd 2 veces el micelio; para ello, el cultivo se centrifugé
a 10,000 rpm durante 15 min, luego se retiré el sobrenadante y las células
se resuspendieron en 5 ml de solucién salina isoténica (0.85%, NaCl) y se
repiti6 el procedimiento. Posteriormente se tomé 1 ml de la suspensién
celular y se inocularon dos matraces con 50 ml de medio TSB mas 0.5% de
glicina y se dejé incubar a 29° C durante 48 h.

Transcurrido este tiempo, el micelio se lavé dos veces con 20 ml de
sacarosa al 10.3% y se resuspendidé en 15 ml de amortiguador de fosfatos a
pH 7.2 (Sacarosa, 10.3%; K;SO,4 0.025%; MgCl,.6H.0, 0.202%; 0.2 ml de
solucién de elementos traza [KH.PO,4, 0.5%; MgCl.6H,0, 2.5 M; CacCl,, 0.25
M]) complementado con KH; PO4, 0.05%; CaCl,.2H.0, 3.68%; Buffer TES,
5.73% y lisozima 2.0 mg/ml. Se incubé a 37 °C durante 60 min, mezclando
por inversidon cada 15 min, luego se centrifugé durante 10 min a 8,000 rpm;
se descarté el sobrenadante y se resuspendié el botén en 10 ml de sacarosa
al 10.3%, 200 ul de EDTA 0.5 My 1 ml de SDS al 20%; se mezclé hasta que
se observd homogéneo y se adicionaron 10 ml de fenol-cloroformo (v/v) y
15 ml de NaCl 5 M. Se mezclé por inversién y se dejé 10 min a temperatura
ambiente; se centrifugé durante 12 min a 10,000 rpm vy la fase superior fue
transferida a un tubo nuevo y se adicioné un volumen de isopropanol. Con
ayuda de una pipeta Pasteur se realizé el spooling del DNA vy se transfirié a
un tubo nuevo; se resuspendié con un volumen de 4 a 5 ml de agua



ultrapura y se agregd 20 ug de RNasa/ml de DNA y se incubé durante 1 h a
50° C.

Posteriormente la solucién se transfirié a tubos Eppendoff de 1.5 ml y se
adiciond un volumen de fenol-cloroformo (v/v) y se homogenizo por
inversion durante 1 min; se centrifugdé 10 min a 10,000 rpm y la fase acuosa
fue transferida a otro tubo y se le adiciond un vol de cloroformo; se mezclé
con vortex durante 1 min y nuevamente se centrifugd; luego se separé la
fase acuosa y se adicioné 1/10 de vol de NaCl 5 M y 2 vol de etanol
absoluto; se centrifugé y se decanté el sobrenadante. El botén se dej6 secar

en el horno a 50° C y finalmente fue resuspendido en 500 ul de agua
ultrapura. El DNA se guardd en refrigeracién hasta su posterior uso. El DNA
se analizdé por electroforesis en un gen de agarosa al 1 % para verificar la
calidad del DNA total (modificado de Sambrook et al., 1989).

7.3. Amplificacion del gen gicP1l de S. coelicolor M145 y su
homadlogo en S. peucetius var. caesius por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

Los genes se amplificaron por PCR usando como templado DNA total de S.
coelicolor M145 como control, y de S. peucetius var. caesius. Los cebadores
utilizados se disefaron con base en la secuencia glcP1l reportada para S.
coelicolor, mostrada en la figura 9 (Wezel et al., 2005); los cuales cubren la

regiéon codificante del gen.

GCGTCAGCCCTGAACCCTCGTTCTTCAAGACTTGAACACATAACCACTTCAGCTCCCCTGARAG
TCACAGCTCTCGCCCTCTTGACTTCGATACTTGAAGGCATAGTCTCTGCAACGTTGCTTTTACC
TTCAGGTTCCTTCGTTGGCACCTCGAAGGGTGAACCGCCNCEE TR 2 ccccclilg
BB~ C~CGTGGCCAGCACATCGCAGGCGCCCAGTCCAGGAGCCGGGACGGCTCATCCCGATCA
TCTCGGGCACGTCATCTTCATCGCGGCGGCGGCCGCGATGGGCGGTTTCCTGTTCGGTTACGAC
AGTTCCGTGATCAACGGTGCGGTCGAGGCGATCCGGGACCGCTACGACGTCGGTTCCGCGGTGC
TGGCGCAGGTCATCGCCGTGGCTCTGATCGGCTGTGCCATCGGTGCCGCGACCGCGGGCCGTAT
CGCGGACCGTATCGGCCGTATCCGCTGCATGCAGATCGCCGCGGTCCTGTTCACGGTGAGCGCC
GTCGGCTCCGCGCTGCCCTTCGCGCTGTGGGACCTGGCCATGTGGCGGATCATCGGCGGCTTCG
CGATCGGCATGGCCTCGGTGATCGGCCCCGCCTACATCGCCGAGGTGTCCCCGCCCGCCTACCG
CGGCCGGCTCGGTTCCTTCCAGCAGGCCGCGATCGTCATCGGCATCGCCGTCTCCCAGCTGGTC
AACTGGGGTCTGCTGAACGCCGCCGGCGGTGACCAGCGCGGCGAGCTGATGGGCCTGGAGGCCT
GGCAGGTCATGCTCGGCGTCATGGTGATCCCGGCCGTCCTGTACGGCCTGCTGTCCTTCGCCAT



CCCCGAGTCCCCCCGCTTCCTGATCTCGGTGGGCAAGCGCGAGCGCGCCAAGAAGATCCTCGAG
GAGGTCGAGGGCAAGGACGTGGACTTCGACGCCCGCGTCACCGAGATCGAGCACGCCATGCACC
GCGAGGAGAAGTCCTCCTTCAAGGACCTCCTCGGCGGCAGCTTCTTCTTCAAGCCGATCGTGTG
GATCGGTATCGGCCTGTCGGTCTTCCAGCAGTTCGTCGGCATCAACGTCGCGTTCTACTACTCC
TCGACGCTGTGGCAGTCGGTCGGCGTCGACCCCGCCGACTCGTTCTTCTACTCGTTCACGACGT
CGATCATCAACATCGTCGGCACCGTGATCGCGATGATCTTCGTGGACCGCGTCGGCCGCAAGCC
GCTCGCCCTGATCGGCTCCGTCGGCATGGTGATCGGGCTGGCGCTGGAGGCCTGGGCCTTCTCC
TTCGACCTGGTCGACGGGAAACTCCCGGCCACCCAGGGCTGGGTCGCCCTGATCGCCGCCCACG
TCTTCGTCCTCTTCTTCGCCCTGTCGTGGGGTGTGGTCGTGTGGGTCTTCCTCGGCGAGATGTT
CCCCAACCGGATCCGCGCCGCCGCGLCTGGGCGTGGCCGCCTCCGCGCAGTGGATCGCCAACTGG
GCCATCACCGCGAGCTTCCCGTCACTGGCCGACTGGAACCTCTCCGGCACCTACGTGATCTACA
CGATCTTCGCCGCCCTCTCCATCCCCTTCGTCCTGAAGTTCGTGAAGGAGACCAAGGGCAAGGC
CCTGGAGGAAATGGGCTGACCCGCCCGCCCCGAACCCGGGGAGGAGGGCCAAGTCCCCGLCTGCC
CCTCTCCCCGTACCGTCCGCCGCCCCGCCCGGTCGCATTCCGGGCGGGGCGEGCEGETGTGCCGGG
ACCCGTTCGGCGTACGTCAGACGGTCACGGTCTCGGCCTCGGGCTGCTCGGCCCGCTCCGLCGCG
CGCATCCGGGACGATCAGCGCCGGCTT

Regiones esenciales del gen glcP1

Regidn codificante 1419 pb

Estructura tallo asa -G-1_

Unidn a ribosoma

Forward GTGGCCAGCACATCGCAG
GCG

Reverse TCAGCCCATTTCCTCCAGG

Estructura tallo asa de CCGCCGCCCCGCCCGG

término CCGGGCGGGGCGGCGG

Figura 9. Secuencia de la regién codificante del transportador de glucosa gl/cP1, de S.
coelicolor M145 (Wezel et al., 2005).

Los oligonucledtidos para amplificar ambos fragmentos fueron: Forward
(GTGGCCAGCACATCGCAGGCG) y Reverse (TCAGCCCATTTCCTCCAGG). El
producto esperado fue de 1419 pb. El sistema de reaccién se describe en la
tabla 1.



Tabla 1. Sistema de Reaccidn

Componentes Concentracion final
DNA total de Streptomyces 100 ng

MgCl, 1.5 mM

Buffer 10X (Tris-HCI, 10 mM pH 8.3; KClI, 1X

50 mM)

Oligonucledétidos

Forward (5') 0.2 uM
Reverse (3') 0.2 uM

DMSO (Dimetil sulféxido) 10%

DNA polimerasa (Amplitaq de Applied 0.5 U
Biosystems) '
Volumen final 25 yl

La reacciéon de PCR se llevé a cabo en un termociclador Gene Amp PCR
System 2400. Las condiciones de amplificacién consistieron en: una
exposicién inicial a 94° C durante 5 min y treinta ciclos que comprenden: 1
min a 94° C para la desnaturalizacién, 1 min a 50, 52 0 70 y 72° C (segun el
experimento) para el alineamiento, 1 min a 72° C para la polimerizacién. Por
ultimo, una exposicién final de 5 min a 72° C, para la extension final.

Los fragmentos obtenidos fueron analizados por electroforesis en
condiciones estandar (Sambrook et al., 1989). Posteriormente se cortaron
las bandas correspondientes a los fragmentos esperados, los cuales fueron
purificados con el sistema de Qiagen (QIAquick gel Extraction Kit) y se

verifico la pureza por electroforesis.



7.4. Clonaciéon de los fragmentos de PCR obtenidos en el plasmido
PGEM-T easy

El pGEM-T easy (Figura 10) es un plasmido de alto nimero de copias
utilizado para clonar productos de PCR.
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Figura 10. Mapa genético del pldsmido pGEM®-T Easy Vector (Tomado de
http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf).

El sitio de insercién del fragmento esta flanqueado de timina que se aparea
con la adenina que ha sido afnadida al fragmento amplificado por la
AmpliTag DNA polimerasa. Este sistema de clonacion facilita Ia
secuenciacién, empleando los oligonucleétidos del fago M13, que flanquean
al sitio multiple de clonacién (SMC) donde se encuentra insertado el
fragmento. Cabe resaltar que el SMC esta inserto en el gen lacZ, (B-
galactosidasa), el cual permite que la selecciéon de las clonas positivas sea
mas eficiente. Esto es debido a que la insercion del fragmento de interés
genera la interrupcién de lacZ. Esto permite identificar fenotipicamente a
las clonas positivas. Dichas clonas se pueden seleccionar porque las
colonias crecen blancas debido a que son incapaces de oxidar el X-gal (-
bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) a un compuesto azul
insoluble (5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indigo). Ademas, en la tabla 2 se

enlistan las caracteristicas del vector.



Tabla 2. Caracteristicas del vector pGEM®-T easy

Secuencias de

referencia
Inicio de la transcripciéon T7 RNA polimerasa 1
Sitio multiple de clonacién 10-113
Promotor SP6 de la RNA polimerasa (-17 to +3) 124-143
Sitio de iniciacion SP6 de la transcripcion de la RNA 126
polimerasa
pUC/M13 Secuencia de union del oligonucleotido 161-177
Reverse
Codén de inicio de lacZ 165
Operador lac 185-201
Regién codificante de la B-lactamasa 1322-2182
Regién del fago f1 2365-2820
Secuencia del operdn lac 2821-2981, 135816
pUC/M13 Secuencia de unién del oligonucleotido 2941-2957
Forward
Promotor T7de la RNA polimerasa (-17 to +3) 2984-3

Para llevar a cabo la ligacion del fragmento de interés, también se

realizaron dos sistemas control para verificar que el proceso de clonacién

funciona. En la tabla 3 se describe el sistema de reaccion.

Tabla 3. Sistemas de reaccidn utilizadas para la ligacién

Reaccion Control Control
de Positivo Negativo
interés

Buffer de Ligacién Rapida 2X para

DNA Ligasa T4 5l 5l 5l
pGEM"-T Easy Vector (3018pb) 1 ul 1 ul 1 ul
Producto de PCR 5 pl - -
Inserto Control de DNA - 2 ul -
DNA Ligasa T4 (3 unidades/ul) 1l 1 pl 1l
ﬁgua desionizada a un volumen final 10 pl 10 10 1

Los componentes de reaccion se mezclaron y se homogenizaron

vigorosamente; posteriormente

fueron incubados a 4° C toda la noche, para después ser utilizados en la

transformacion de células electrocompetentes de E. coli de la cepa TOP 10.

7.5. Preparacion de células electro competentes



Se tomaron 50 ul del cultivo semilla en 40% de glicerol de E. coli de la cepa
TOP 10 y se transfirieron a 25 ml de medio de cultivo LB (triptona, 1%;
extracto de levadura, 0.5%; NaCl, 0.5%; pH 7.0 ajustado con NaOH 1 N) y se
incubaron 4 h a 37° C, con agitacion de 200 rpm. Se tomdé 1 ml de este
cultivo y se inoculé un matraz de 250 ml que contenia 50 ml de medio LB y
se dejo incubar durante toda la noche, bajo las condiciones anteriormente
mencionadas.

Para obtener las células competentes se inocularon 500 ml de medio LB en
un matraz Fernbach con 1/100 de vol del cultivo de toda la noche, y se
incubaron en las mismas condiciones hasta que se alcanzé una densidad
Optica (OD) de 0.500 a 540 nm. Las células se obtuvieron por centrifugacién
a 6,000 rpm durante 15 min a 4 °C, utilizando la centrifuga Beckman con un
rotor JA-14.

El sobrenadante fue retirado y el botén celular se resuspendié en un vol
total de 500 ml de agua ultrapura estéril y fria, y se homogenizaron.
Posteriormente se repitid la centrifugacion 3 veces pero ahora se
resuspendiendo en 250 ml de agua, luego en 20 ml de glicerol al 10% vy
finalmente en 2 ml de la misma solucién de glicerol; inmediatamente
después, la suspension celular se alicuotd en 50 ul y se congelaron
rapidamente utilizando un bafio de etanol con hielo seco. Las células fueron
almacenadas a -70° C.

7.6 Transformacion

Las células competentes fueron descongeladas en hielo, luego se
adicionaron 2 pl de la reacciéon de ligaciéon y se incubaron 5 min en hielo. La
transformacion se hizo por electroporacién a 1,250 V 0.4 s, se adicion6 1 ml
de medio SOC (triptona 2 %; de extracto de levadura 0.5 %; 1 ml de NaCl 1
M, 0.25 ml de KCI 1 M en 100 ml de H,0O destilada, complementado con 1 ml
de una solucién stock de Mg?*2 M [20.33 % MgCl, 6H20 y 24.65 % MgSO,
7H,0] y 1 ml de glucosa 2 M) y se incubaron 1 h a 37° C. Transcurrido este
tiempo, se platearon 100, 200 y 300 pl de cada una de las reacciones en
cajas Petri que contenian medio LB, ampicilina (200 mg/ml), X-gal (40
mg/ml) e IPTG (500 mM). Dichas cajas fueron incubadas a 37° C durante 12



h. Las colonias blancas, las cuales contenian el inserto se resembraron

nuevamente bajo las mismas condiciones.

7.7. Extraccion del plasmido.

Para corroborar la presencia del gen amplificado dentro del plasmido pGEM-
T-Easy, se aisl6 al pldsmido recombinante en pequefa escala y se realizé un
analisis de restriccién. Para ello, se inoculé un tubo de ensaye que contenia
3 ml de medio LB estéril con una asada de una sola colonia y se incubé a
37° C durante toda la noche.

El contenido de los tubos de 3 ml se transfirié a tubos de 1.5 ml y se
centrifugaron durante 20 segundos a 13,200 rpm, el sobrenadante se retird
con ayuda de una pipeta Pasteur y el botén se resuspendié en 100 pl de
solucién | (Glucosa, 50 mM; Tris 25 mM pH 8, EDTA 10 mM, pH 8).
Posteriormente se agregd 200 ul de la solucién Il (NaOH 0.2 N en SDS 1%),
se mezcld por inversién 5 veces y luego se colocd en hielo durante 5 min.
Concluido este periodo, se agregaron 150 pl de la solucién Ill (acetato de
potasio 5 M, la cual se ajustd con acido acético glacial hasta alcanzar un pH
de 4.8); enseguida, los tubos se mezclaron por inversiéon y se incubaron en
hielo durante 5 min. A continuacién se centrifugd durante 5 min. El
sobrenadante se transfiri6 a tubos nuevos que contenian 800 ul de etanol
absoluto, se homogenizaron y se mantuvieron durante 20 min a -20 °C.

Posteriormente se centrifugaron durante 1 min a maxima velocidad, se
retird el sobrenadante y el botén se lavé con 1 ml de etanol al 70%, se
centrifugaron las muestras y el botdn se dejé secar en el horno a 50° C
durante 10 min. Finalmente se resuspendié el DNA plasmidico en 30 ul de
agua ultrapura. Se agregé RNasa a una concentracién final de 50 ug/ml y se
incubd a 37° C durante 30 min, luego se agregd pronasa a 100 ug/ml; NaCl
100 mM y SDS al 0.4% y se incubd durante 1 h a 37° C; después de este
tiempo, se agregé 1 vol de fenol y se centrifugé a 10,000 rpm durante 5
min; se extrajo la fase acuosa, a la que se le agregé 1 vol de una mezcla
(1:1) de fenol/cloroformo. Luego, se centrifugdé de la misma manera que con
el fenol, y nuevamente se extrajo la fase acuosa a la que se le afadié 1 vol
de cloroformo y se centrifugé de igual forma. Se extrajo la fase acuosa y se



adiciond 1/10 de vol de acetato de sodio 3 M y 2.5 vol de etanol absoluto y
se centrifugd nuevamente.

El botén obtenido se limpié con 1 ml de etanol absoluto y se dejé secar en el
horno de hibridaciéon a 50° C. Finalmente se resuspendié el botén en 50 pl
de agua ulltrapura.

7.8. Analisis del inserto por restriccion

Se realizaron analisis de restricciébn para confirmar la presencia del
fragmento. El plasmido aislado fue digerido con la enzima de restriccién Eco
RI, la cual reconoce dos sitios de corte en el plasmido pGEMO -T Easy Vector
y por lo tanto, libera el fragmento del plasmido.

El fragmento de DNA clonado en el pldsmido pGEM-T-Easy se secuencié en
Laragen (USA) en ambas direcciones (5'—3" y 3'—5’) por el método de
dideoxiterminacién de la cadena, usando los oligonucledtidos provenientes
de la secuencia del fago M13 que flanquean el sitio multiple de clonacién de
este plasmido.

El analisis de la secuencia obtenida, se realiz6 con ayuda del software de la
base de datos del Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) de
Estados Unidos, disponible en la direccién: http://www.ncbi.ntm.nih.gov



http://www.ncbi.ntm.nih.gov/

8. RESULTADOS

8.1 Purificacion del DNA genomico de Streptomyces peucetius var.
caesius y Streptomyces coelicolor

Para llevar a cabo la amplificacién del fragmento de interés, se inicio con el
aislamiento del DNA gendmico de ambas cepas de Streptomyces.
Posteriormente se determind su pureza y concentracién. Ademas se evalud
la integridad del DNA gendémico, para ello se realizé una electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Se pudo observar que no hubo degradacién del acido
nucléico durante el proceso de purificacién (Figura 11). La pureza del DNA
fue aceptable, ya que la relacién de absorbancias 260/280 fue mayor a 1.8,
lo que indica una baja cantidad de proteinas.

Figura 11. Andlisis del DNA total de S. peucetius var. caesius (1) y de S.
coelicolor (2). Fotografia del anélisis electroforético en gel de agarosa al
1%.

8.2 Amplificacion del gen de interés de S. peucetius var. caesius
mediante la

reaccion en cadena de la polimerasa.

Para amplificar el glcpl de S. peucetius var. caesius, se diseio un par de
oligonucleétidos con base en la secuencia de S. coelicolor reportada por
Bertram et al. (2004). Las condiciones para la amplificacién, se realizaron de
acuerdo a experimentos previos realizados en el laboratorio, los cuales se
describen en la metodologia.

El tamano estimado para el fragmento es de 1419 pb. En la figura 12 se
muestran los resultados del patrén electroforético de los amplicones que



corresponden a S. peucetius var. caesius y a S. coelicolor utilizado como
control positivo.

WA oo O

1.5 Figura 12. andlisis electroforético del producto de PCR
de de S. coelicolor (1) y de S. peucetius var. caesius
1.0 (2), MPM 1 kb ladder de Fermentas (3).

Cabe resaltar que en ambos casos se obtuvo una sola banda; sin embargo,
en S. coelicolor se obtuvo una banda mas intensa, lo cual podria indicar que
existen diferencias en la secuencia de ambas especies. Es importante
sefialar que previamente se llevaron diferentes protocolos de PCR para S.
peucetius var. caesius, los cuales no amplificaron.

8.3 Purificacion del fragmento

El producto de PCR obtenido de S. peucetius var. caesius, fue de 10
reacciones, las cuales se juntaron y posteriormente se purificaron por medio
de una electroforesis en gel de agarosa al 1% a 70 V. En la figura 13 se
muestra el resultado obtenido.

10.0 —{" SRS

Figura 13. Andlisis electroforético del producto de PCR de S.
peucetius var. caesius (2), MPM 1 kb ladder de Fermentas
(1),




La banda obtenida se corté y aislé6 de acuerdo a las especificacines del
sistema “Qiaquick Gel Extraction Kit” de Qiagen. Posteriormente se hizo el
andlisis electroforético para corroborar la pureza y el tamafio del fragmento.

8.4 Clonacion de gicP1 de Streptomyces en el plasmido pGEM®- T
Easy Vector.

Se purificaron los pldsmidos de las clonas positivas (colonias blancas) y se
llevé a cabo el analisis de restriccién para confirmar la presencia del
fragmento. El plasmido aislado fue digerido con la enzima de restriccién Eco
RI, la cual libera el inserto. Posteriormente se realiz6 el anélisis
electroforético. Como se puede observar en la figura 14, las clonas que se
encuentran en los carriles 3 y 6, poseen el fragmento con el tamano
esperado (aprox. 1500 pb), el resto de las clonas muestran un inserto de
1700 pb aproximadamente, por ello se descartaron para la secuenciacién y
andlisis. Mientras que las clonas positivas se utilizaron y se conservaron

para posteriores estudios.
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Figura 14. Anélisis electroforético del pldsmido de las clonas positivas.
Ell pldsmido fue digerido con Eco RI. Carril 1, MPM; Carril 2-7
muestras 1- 6.

1.0

8.5. Andlisis teorico de la secuencia

La secuencia de nucledtidos fue obtenida de dos clonas independientes,
secuenciadas por ambos extremos con los oligonucleotidos comerciales
(SP6 y T7), citados previamente en la metodologia. El fragmento obtenido
muestra un 68% de G-C. Ademas, se predijo el posible marco de lectura
abierto; en la figura 15 se muestra la secuencia de nucleétidos y
aminoacidos obtenida.



1 ATGACAGCAGAAACGTCGTCGTCGGGCTCGGTCCCCGCCTCCACCGGGACGGTCACCACG

20 M T A ET S s s G S v p A S T G T V T T

61 GCCGTCCCGGCCCGCCTGGACCGGCTGCCCTGGTCGCGCTGGCACTGGATGATCGTCATC
41 A vV P A RL DI RILUPW S RWHWMTIUVTI

121 GGCCTGGGCACCGTCTGGATCCTGGACGGCCTGGAAGTCACGATCGTCGGCAACGTCGCC
61 G L 6 T vw1IULDGULE VT I V G N V A

181 GGACGCATCGCCGAGGACGGCAGCGGCCTGGACATCAGCTCCGCCCAGATCACCGGCCTG
81 G R I A ED G S G L DI S S A Q I T G L

241 GCCGCCGCCCTGTACGTGGCCGGTGCCTGCTCCGGGGCCCTGTTCTTCGGCTGGCTGACC
101 A A AL Y VA GAC SGA ALV FU/FGWULT

301 GACCGGCACGGCCGCAAGAAGCTGTTCATGCTGACGCTGGTGGTCTATCTGGCGGCCACC
121 DR HGRIKI KLU FMULTULV V Y L A AT

361 GCGCTGACCGCGGTCTCCTTCGAGTCCTGGTGGTTCTTCCTCTTCCGCTTCCTCACCGGC
141 A L T AV S F E S WWUF F L F R F L T G

421 TTCGGCATCGGCGGCGAGTACGCGGCGATCAACTCCGCGATCGACGAGCTGATCCCGTCC
161 F G I G G E Y A A I NS A I DETULTI P S

481 CACTACCGGGGCCGGGTCGACCTCATCATCAACGGCAGCTACTGGCTCGGCGCGATCGGC
181 H Y R G R V DL I I NG S Y W UL G A I G

541 GGCGCCCTGCTGTCCATCGTCATGCTGGACACCGACATCTTCGCCAAGGACGTCGGCTGG
201 G A L L S I vM™M L D TDI F A KDV G W

601 CGGCTCAGCTTCGCCCTCGGTGTGGTCCTGGGCCTGGTGGTGCTGCTGGTGCGGCGGCAC
221 R L S FA LGV VL G LV V L L V R R H

661 GTGCCGGAGAGCCCACGCTGGCAGTTCATCCACGGCCAGGGCGAGAAGGCGGACACCCTC
241 vV P E S P R W Q F I H G Q G E K AUD T L

721 GTCTCCTCCGTCGAACGGGAGATCGAGCGGGAGAAGGGCGCGAAGCTGCCGCCGLCCGGLC
261 v s s v ER E I ERE K G A KL P P P A

781 GGCGAGATCACCATCCACCAGCGCAAGTCCATCGGCTTCGGCCTGATCGCCAAGACCGTC
281 G E I T I H Q R K S I G F G L I A KT V

901 TTCCGCCGCTACCCGCGCCGCGCGGTGCTCGGCCTGTCCCTTTTCATCGGCCAGGCCTTC
301 F R R Y P R R A VL GL S L F I G Q A F

961 CTGTACAACGCGATCACCTTCGGCTTCGGCACCATCCTCATCACCTTCTTCGACGTGCCG
321 L Y NAITVF G F G T I L I TVF F D V P

1021 ACCGGCAGCACCGGCTACTACTTCGCCGTCATCGCCGCGGGCAACTTCTGCGGCCCGCTG
341 T 6 S T G ¥ Y F A V I A A GNVF C G P L

1081 CTCCTCGGCCACCTCTTCGACACCGTCGGCCGCCGGATCATGATCTCCAGCACCTATCTG
361 L L G H L ¥F DTV G RIRIMTIS S T Y L

1141 CTCTCCGGCGTCCTGCTCTTCGGCACGGCCTGGCTCTTCGACCGGGGCTCGCTCACGGCG
381 L s G v1.L L F G T A WU LU FDURG S L T A

1201 ACGACCATGACGGCCTGCTGGTGCGTGGTGCTGTTCTTCGCCTCGGCCGGCGCCTCCAGC
401 T T M T A CWTCV VL F F A S A G A s s

1261 GCGTACCTGACGGTCTCCGAGATCTTCCCCATGGAGACCCGCGCCATGGCCATCGCCTTC
421 A Y L T Vv S E I F PMET R AMATIAF

1321 TTCTACGCCCTCGGCACCGCCGCCGGCGGCATCAGCGGCCCGCTGCTCTTCGCCGACCTG
441 F Y A L G T A A G G I S G P L L F A D L

1381 ACGGAGTCCGGCGTGGTCGGCGACACGGTCCTGGCCTTCCAGATCGGCGCCGGGCTGATG
461 T E S G Vv Vv 6 DT VLA AU F QI GAGTLM

1441 TGCGCGGCCGGCCTGGTCGCGGCGTTCCTGGCGGTGAAGGCGGAGCGCCGCTCGCTGGAG
481 C A A G LV A A F L A V KA AUEUZRIR RS L E

1501 GACATCGCGGAGCCGCTGTCGACGGCGGTACCGGAGACGCCGGGAACGGLCGGGLCLCLCCGGL
501 D I A E P L S T AV P E TP G T A G P G

1561 GCGAAGACCGCGTTGTGCCCGGGCCATGGGACAGCTTGTCCCTGTCGAAGGCATGTCCAC
521 A K T A L C P G H G T AOC P CURIRUHV H

1621 TGTCATGGCACCCGCAAGCGGTGTCGTCTCTCTTCTCAAGGTCAGTGA

541 C H G TR KR CI RIUL S S Q G Q *

Figura 15. Secuencia de nucleétidos obtenida de S peucetius var. caesius y secuencia de
aminoacidos tedrica.

En el analisis tedrico (realizado en www.expasy.com), la secuencia de

aminoacidos esta constituida por 515 residuos, con peso molecular de



54786.5 Da y un punto isoeléctrico tedrico de 9.0. La composicion de

aminoacidos es la siguiente:

Aminoaci Composici Porcentaj
do on e
Ala (A) 60 11.7%
Arg (R) 31 6.0%
Asn (N) 7 1.4%
Asp (D) 15 2.9%
Cys (C) 10 1.9%
GIn (Q) 8 1.6%
Glu (E) 19 3.7%
Gly (G) 60 11.7%
His (H) 11 2.1%
lle (1) 34 6.6%
Leu (L) 57 11.1%
Lys (K) 11 2.1%
Met (M) 8 1.6%
Phe (F) 30 5.8%
Pro (P) 19 3.7%
Ser (S) 37 7.2%
Thr (T) 40 7.8%
Trp (W) 11 2.1%
Tyr (Y) 11 2.1%
Va (V) 36 7.0%
Pyl (O) 0 0.0%
Sec (U) 0 0.0%

Con base en el andlisis in silico, se logro determinar otras caracteristicas del
polipéptido obtenido, éstas se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Otras caracteristicas del polipéptido tedrico

Féormula: C2493H3901N6670687518
Composicion
atomica: Carbono C 2493
Hidrégeno H 3901
Nitrogeno N 667
Oxigeno ) 687
Asufre S 18
Numero total de 7766
atomos:
Tiempo de vida 10 horas en bacterias (Escherichia coli, in vivo).
media: Ademais es considerada como estable.

Por otro lado, en el analisis comparativo de la secuencia de aminoacidos de
S peucetius var. caesius, se determiné que presenta 98% (475/484 aa) de
identidad y de similitud con una proteina hipotética de S. coelicolor
(5C02889), cuyo peso molecular es 53163 Da y punto isoeléctrico de 6.16.



Debido a su alta identidad (98%) en ambas especies, se consideran
homdélogas. Ademas, se predice que ésta secuencia podria codificar para
una proteina de transporte de azlcares en S. coelicolor. Es importante
destacar que en S. avermitilis existe también una proteina hipotética
(SAV5186) de secuencia homdloga, cuyo peso molecular es de 53619 Da vy
punto isoeléctrico de 6.16, la cual presenta 85% (397/466) de identidad y
90% (423/466) de similitud con la secuencia de S. peucetius var caesius. En
la figura 16 se muestra el alineamiento multiple entre las tres secuencias.
Cabe mencionar que la secuencia no mostré identidad con ninguna otra
proteina. Ademas, tiene similitud del 25 % con la permeasa Glcpl; este
resultado podria atribuirse al azar, ya que este género posee alto contenido
de G-C en su secuencia.



Alineamiento miiltiple de la secuencia de aminoacidos

SPEVC
MTAETSSSGSVPASTGTVTTAVPARLDRLPWSRWHSTIVIGLGTVWILDGLEVTIVGEVA
SCO
MTAETSSSGSVPASTGTVTTAVPARLDRLPWSRWHWMIVIGLGTVWILDGLEVTIVGNVA
SAV MSASAP-

QAHGPAATGTVTTDVPARLDRLPWSRWHWMIVIGLGTVWILDGLEVTTVGNIA
* Kk hk hkkkkk Khhkkkkkkkkkkkkk hhkkkkkkkkkhkhkhkhkhhk

*k ok

SPEVC
GRIAEDGSGLDISSAQITGLAAALYVAGACSGALFFGWLTDRHGRKKLFMLTLVVYLAAT
SCO
GRIAEDGSGLDISSAQITGLAAALYVAGACSGALFFGWLTDRHGRKKLFMLTLVVYLAAT
SAV

GRLSEDGSGLSITSAQVTGVAAALYVAGACAGALFFGWLTDRFGRKKLFMVTLVVYLSAT
hk | kkkkkk Kk _kkk _kk _hkkkkkkkkk kkkkkkkkkkk

khkkkkkk *kkkkk *k

SPEVC
ALTAVSFESWWFFLFRFLTGFGIGGEYAAINSAIDELIPSHYRGRVDLIINGSNWLGAIG
SCO
ALTAVSFESWWFFLFRFLTGFGIGGEYAAINSAIDELIPSHYRGRVDLIINGSYWLGAIG
SAV

ALTALSENSWWEFTFRFLTGFGIGGEYAAINSAIDELIPAKYRGRVDLIINGSYWLGAIG
hkhkk hk khkkkk Kkkkkkhkkkhkkhkhkdkhhkkhhkhkhkdhh hhkkhkkkhkkkkk

*hkkkkk

SPEVC
GALLSNVMLDTDIFAKDVGWRLSFALGVVLGLVVLLVRRHVPESPRWOQFIHGQGEKADTL
SCO
GALLSIVMLDTDIFAKDVGWRLSFALGVVLGLVVLLVRRHVPESPRWOFIHGQGEKADTL
SAV

GALLSIVMLDTSIFPKDLGWRLTFALGVVLGLVILLVRRHVPESPRWQFIHGRGEDAEAL
kkkkk *kkkkk %%k

kk kkkk hkkkkkkkkk dhhkkkkkkkkkkhkhkhkkkkk *xk *x &

SPEVC
VSSVERETEREKGAKLPPPAGEITIHQRKSIGFGLIAKTVFRRYPRRAVLGLSLEIGQAF
SCO
VSSVEREIEREKGAKLPPPAGEITIHQRKSIGFGLIAKTVFRRYPRRAVLGLSLEFIGQAF
SAV

VSSVEREIEQEKGEPLPRAESEITIEQRKSIGEFGLIAKTVFGRYPKRAVLGLALFIGQAF
hkkhkkhkhkkk kkk  Khk hhkhkk dhkkkhkkdkhkdkhkdkkhk

dkk hhkkkkk hhkkkkkk

SPEVC
LYNAITNGFGTILITFFDVPTGSTGYYFAVIAAGNFCGPLLLGHLEFDTVGRRIMISSTYL
SCO
LYNAITFGFGTILITFFDVPTGSTGYYFAVIAAGNFCGPLLLGHLEFDTVGRRIMISSTYL
SAV

LYNAITFGFGAILTTEFYDVPTGGTGYYFAVIAAGNFIGPLLLGKLEFDTVGRRIMIASTYL
hkkhkkk hhkk kk Khk kkkkhkk kkkkkhkkkkkkkk

khkkkkk dhkkkkkkkkkk *kkk

SPEVC
LSGVLLEFGTAWLEDRGSLTATTMTACWCVVLGFASAGASSAYLTVSEIFPMETRAMATAT
SCO
LSGVLLEFGTAWLEFDRGSLTATTMTACWCVVLFFASAGASSAYLTVSEIFPMETRAMAIAF



SAV

LSGLLLEFGTAWLEFDRGSLSAMTLTACWCAVLFFASAGASSAYLTVSEVFPMETRAMATIAF
hhkk kkkhkhkkhkkkhkhkhkkk _* * hkkkk **

khkkhkkkkkhkkhkkkkk khhkkkkkkkkkk

SPEVC FYALGTAAGGISG—=-——=—==—=-—————————
QIGAGLMCAAFLVAAFLAVKAERRSLE
SCO

FYALGTAAGGISGPLLFADLTESGVVGDTVLAFQIGAGLMCAAGLVAAFLAVKAERRSLE
SAV
FYALGTAAGGISGPLVFADLTESGVVGDTVLAFQIGAGLMCAAGLVAAFLAVNAERRSLE

khkkkkkkkkkkkkx khkkkkkkkkk *kkhkkkkkk
*kkkkkkx
SPEVC
DIAEPLSTAVPETPGTAGPGAKTALCPGHGTACPCRRHVHCHGTRKRCRLSSQGQ
SCO
DIAEPLSTAVPETPGTAGPGAKTA———————=—————————————— o
SAV
DIAEPLSVAQTTAPAPASASGT -~ —=—————————————m—mm oo
kkkkkkkx * L * *

Figura 16. Alineamiento multiple de la secuencia obtenida de S. peucetius var. caesius (SPEVC) con S.
coelicolor (SCO) y S. avermitilis (SAV). (*) Aminodacido presente en las tres especies; (¢) Aminoacido que
difiere en las tres especies; (-) Aminoacido desconocido.



Finalmente, se realizé un analisis comparativo de la organizacién genética
de la secuencia homdloga en Streptomyces. Al parecer, las secuencias son
conservadas, ya que se predice que codifican para proteinas con funcién
similar, con un porcentaje alto de identidad (>80%). En la figura 17 se

ilustra el andlisis comparativo.

A Organizacion genética de S. coelicolor

v I I | v [ I l I l
502894 | 5002889 |

5002893 SC02888
SC02892 5C02887
SC02886
SC02885

B Organizacidn genética de S. avermitilis

l SAV5185  SAV5186 l
SAV5184 SAV5187
SAV518

SAV5189 !
SAV5190

Figura 17. Analisis comparativo de la organizacién genética del transportador obtenido en S

- ) e — ) —
| _—

SAV5183
SAV5182

peucetius var. caesius en el género en Streptomyces. En la figura se ilustran con flechas los
genes adyacentes al transportador homdlogo en varias especies, los cuales han sido
reportados en el genoma completo. La secuencia homéloga del transportado en S. coelicolor
es SC02889 (Al y A2); en S. avermitilis es SAV5186 (B) y en S. scabies es 1890. El nombre
asignado a cada gen corresponde al orden en el genoma de cada especie. El andlisis se

realizé en http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/gview/view_map.cgia.



http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/gview/view_map.cgia

9. DISCUSION
Recientemente en Streptomyces, se han dado evidencias de diversos

mecanismos para la incorporacién de carbohidratos, esto refleja la
capacidad tan alta de este grupo bacteriano para utilizar un sinniUmero de
polisacaridos presentes en la materia organica (Sabater y Asensio 1972;
Bertram et al., 2004, Guzman et al., 2005b; Van Wezel et al., 20007).

Por otro lado, la glucosa es la fuente de carbono més facilmente
metabolizable en Streptomyces y su presencia es capaz de evitar la
expresién de genes involucrados en el transporte de otros carbohidratos, asi
como la sintesis de diversos metabolitos secundarios. EI metabolismo de
glucosa inicia con su incorporacién a la célula, generando el aumento de los
niveles de sus intermediarios metabdlicos, los cuales, podrian determinar si
se ejerce represion catabdlica. Por ello se ha sugerido que el transporte de
glucosa podria ser un paso determinante para ejercer su efecto. Por esta
razén, es esencial la caracterizacién bioquimica y molecular del sistema de
incorporacién de glucosa.

Por otro lado, se ha demostrado en S. coelicolor, que GIcP es una proteina
simportadora dependiente de H*, la cual pertenece a la superfamilia de
permeasas MSF. Es un transportador de alta afinidad especifico para
glucosa, aungque puede incorporar 2-DOG y es indispensable para mantener
un crecimiento éptimo. Ademds este microorganismo posee dos copias del
gen, los cuales codifican para proteinas idénticas. En andlisis in silico, se ha
demostrado que este gen esta conservado en S. avermitilis y S. scabies, por
ello se planted clonar el gen homélogo de gl/cP en S. peucetius var caesius
para su posterior caracterizacién bioquimica y determinar el papel que tiene
en la represién por glucosa. El primer paso fue amplificar el gen por PCR,
donde se diseflaron cebadores con base a la secuencia reportada para S.
coelicolor. Posteriormente se llevo a cabo la clonacién del fragmento en un
sistema heterdlogo (E. coli). De acuerdo a la secuencia obtenida, se pudo
clonar un fragmento de DNA; el cual podria codificar para una proteina de
transporte de azucares, la cual resulté tener homologia en S. coelicolor
(SC02889) y S. avermitilis (SCO5186) y resultd diferente a glcpl.



Con relacién a lo anterior, cabe resaltar que se ha reportado que en varias
especies de Streptomyces existe mas de un sistema de incorporacién de
glucosa. Por ejemplo, se ha caracterizado un sistema de baja afinidad y uno
de alta afinidad e inclusive sistemas generalizados capaces de incorporar
diversos azUcares (Sabater y Asensio, 1972; Hodgson, 1982; Hurtubise et
al., 1995; Van Wezel et al., 2007). Por ello, el hallazgo obtenido en este
trabajo es de vital importancia ya que podria llevarse a cabo Ia
caracterizacion completa del sistema de transporte, con el fin de determinar
su funcién y su papel en la RC por glucosa.

Por otro lado, la secuencia obtenida generé una proteina tedrica que posee
515 residuos de aminoéacidos y un PM de 54.7 kDa con pl de 9.00. Es
importante sefialar que se realizé un andlisis comparativo con GIcP y no hay
homologia con la secuencia obtenida para S. peucetius var caesius, dicha
secuencia de aminodacidos posee solo 25% de identidad con GIcP. Es
importante sefialar que a pesar de que la amplificacién de dicha secuencia
se disefio con base a la secuencia de glcpl de S. coelicolor, no se pudo
amplificar en S. peucetius var caesius. Esto puede ser debido al alto
contenido de G-C en el genoma de Streptomyces y eso generé menor
especificidad. Aunque no se cloné la secuencia esperada, se aislé un
fragmento que podria codificar un transportador de azucares, el cual
comparte similitud con la familia MSF. Aunque es importante determinar la
funcionalidad del producto génico, esto sugiere que S. peucetius var.
caesius, al igual que S. coelicolor y otras especies emparentadas, posee
sistemas conservados y alternativos para transportar glucosa.



10. CONCLUSIONES
Se pudo clonar un simportador de azlcares altamente conservado, ya que

el analisis tedrico realizado permitié determinar que el producto génico
posee 89-98% de identidad con otros transportadores de carbohidratos en

el género Streptomyces.

La secuencia homodloga en S. coelicolor, S. avermtilis y S. scabies se
encuentra en la regiéon central del genoma, la cual es muy conservada en
este género y posee una organizacidon genética similar en ambas especies.

11. PERSPECTIVAS
Determinar si el producto es funcional y determinar sus caracteristicas

bioquimicas.
Esto se puede realizar por medio de la expresién heterdloga en un sistema

bacteriano y determinar sus caracteristicas cinéticas.

Conocer el efecto de la delecién de dicho gen en S. coelicolor y en S.
peucetius var. caesius, en el transporte de glucosa y la posible repercusién
en la represién catabdlica ejercida por glucosa. Para ello se pueden obtener
mutantes dirigidas con un sistema disefado recientemente para la
interrupcion de genes que permiten eliminar fragmentos de DNA de interés
sin repercusion en sitios adyacentes llamado “PCR targeting system de S.
coelicolor” propuesto por Gust et al. (2001). Posteriormente evaluar el

transporte de glucosa y el efecto sobre la RCC.
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