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RESUMEN 

 

Las glucosa cinasas (Glks) son enzimas de la vía glucolítica que se encuentran implicadas en 

la fosforilación de la glucosa. Estas enzimas son capaces de utilizar varios donadores del grupo 

fosfato como ATP, ADP o polifosfato. En varios estreptomicetos ha sido ampliamente estudiada la 

ATP-glucosa cinasa (ATP-Glk) debido a que ha sido señalada como la principal enzima fosforilante 

de glucosa y también como probable participante en la regulación por fuente de carbono. Utilizando 

zimogramas, se detectó una Glk dependiente de polifosfato (Pp-Glk) en extractos celulares de la cepa 

sobreproductora del anticancerígeno doxorrubicina Streptomyces peucetius var. caesius. La actividad 

máxima de Pp-Glk se encontró en la fase estacionaria de crecimiento (48 h) de la bacteria crecida en 

100 mM de glucosa. En cambio no se detectó actividad cuando se utilizó 20 mM de glutamato como 

única fuente de carbono, lo que indica la inducibilidad de la enzima por glucosa. S. peucetius var. 

caesius, produjo 1.8 más actividad de Pp-Glk que de ATP-Glk, a diferencia de las cepas silvestres de 

Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans y Streptomyces thermocarboxydus K-155. 

Adicionalmente S. peucetius var. caesius produjo 5 y 4 veces más Pp-Glk y antraciclinas 

respectivamente, que su cepa silvestre Streptomyces peucetius, lo que apunta a un papel de la Pp-

Glk en la producción de antibiótico en la cepa sobreproductora.  El gen de la Pp-Glk fue clonado y su 

secuencia de 726 bp mostró una identidad en aminoácidos de 83-87% con las secuencias ortólogas 

de los estreptomicetos citados anteriormente. La secuencia clonada presentó las probables 

secuencias de unión a polifosfato GXDIGGXXIK, TXGTGIGSA y KEX(4)SWXXWA. 

Sorprendentemente no se detectó la secuencia del motivo de unión a Zn, lo que sugiere que la Pp-

Glk no se encuentra relacionada con la familia de proteínas Glk/ROK.  
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ABSTRACT 

 
Glucose kinases (Glks) are enzymes of the glycolytic pathway involved in glucose 

phosphorylation. These enzymes can use various phosphoryl donors such as ATP, ADP, and 

polyphosphate. In several streptomycetes, ATP-glucose kinase (ATP-Glk) has been widely studied 

and regarded as the main glucose phosphorylating enzyme and is also likely a regulatory protein 

involved in carbon catabolite repression. In cell-extracts from the doxorubicin overproducing strain 

Streptomyces peucetius var. caesius, grown in glucose, a polyphosphate-dependent Glk (Pp-Glk) was 

detected by zymogram. Maximum activity was observed during the stationary growth phase (48 h) of 

cells grown in 100 mM glucose. No activity was detected when 20 mM glutamate was used as the only 

carbon source, supporting a role for glucose in inducing this enzyme. Contrary to wild type strains of 

Streptomyces coelicolor, Streptomyces lividans and Streptomyces thermocarboxydus K-155, S. 

peucetius var. caesius, produced 1.8 times more Pp-Glk than ATP-Glk. In addition, this microorganism 

produced 5 and 4- times more Pp-Glk and anthracyclines, respectively than its wild type Streptomyces 

peucetius parent strain, supporting a role for this enzyme in antibiotic production in the overproducer 

strain.  A cloned 726 bp DNA fragment from S. peucetius var. caesius encoded a putative Pp-Glk, with 

amino acid identities between 83-87% to orthologous sequences from the above cited streptomycetes. 

The cloned fragment showed the polyphosphate binding sequences GXDIGGXXIK, TXGTGIGSA and 

KEX(4)SWXXWA. Sequences for the Zn-binding motif were not detected in this fragment, suggesting 

that Pp-Glk is not related to the Glk ROK family of proteins.  
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INTRODUCCIÓN 

 

Las glucosa cinasas (Glks) son las enzimas que fosforilan a la glucosa en el primer paso de la 

vía Embden-Meyerhof-Parnas, mejor conocida como glucólisis. Estas enzimas se han clasificado 

tradicionalmente en tres grupos, tomando en cuenta su estructura (primaria, secundaria, terciaria), su 

especificidad por carbohidrato y por el tipo de donador del grupo fosfato que utilizan (Kawai et al., 

2005). El grupo al que pertenecen las Glks de las bacterias Gram positivas tiene secuencias 

consenso que comparte con la familia ROK (Repressor Orf Kinases) familia que además de 

carbohidrato cinasas, contiene proteínas represoras que responden a carbohidrato (Kawai et al., 

2005). Las Glks pertenecientes al género Streptomyces se encuentran clasificadas dentro de este 

grupo. Hasta el momento, la enzima más estudiada en este género es la ATP-Glk la cual ha sido 

relacionada con el mecanismo de represión por fuente de carbono (RCC) ejercido no solamente por 

glucosa sino por otras fuentes de carbono que no se metabolizan vía glucólisis (Angell et al., 1994, 

Kwakman y Postma, 1994). Así mismo, en el organismo modelo Streptomyces coelicolor, la ATP-Glk 

ha demostrado ser la principal enzima que fosforila a la glucosa (Angell et al., 1994).  

Por otro lado, en las actinobacterias se han encontrado otras Glks que además utilizan 

polifosfato (Pp) como donador del grupo fosfato para la fosforilación de la glucosa. La primera Glk 

reportada fue la encontrada en Mycobacterium phlei en 1964 (Szymona y Ostrowsky, 1964). Aunque 

diversos trabajos han reportado nuevas Pp-Glks, hasta el momento sólo existe un estudio sobre la 

cinética de producción de esta enzima en Streptomyces aureofaciens (Hostalek et al 1976). Se ha 

especulado mucho sobre la función fisiológica de las Pp-Glks en los organismos que la contienen. En  

Microlunatus phosphovorus y Mycobacterium tuberculosis la Pp-Glk es la enzima más importante 

para la fosforilación de la glucosa (Tanaka et al., 2003, Marrero et al., 2013). En Corynebacterium 

glutamicum la enzima pp-Glk parece permitir una mejor eficiencia en la utilización de la glucosa 

cuando ésta se encuentra en altas concentraciones (Lindner et al., 2010). Recientemente se 

descubrió una Pp-Glk en S. coelicolor utilizando proteómica cuantitativa (Gubbens et al., 2012). El 

gen de dicha enzima fue clonado y sobreexpresado con una etiqueta de histidinas en E. coli. La 

proteína fue purificada por cromatografía de afinidad a níquel y se le determinaron algunas 

características bioquímicas como Km y kcat para glucosa y Pp6. Los valores obtenidos para estos 

parámetros fueron menores a los observados para otras Pp-Glks como la de Arthrobacter sp. KM 

(Koide et al., 2013). Sin embargo no se han realizado investigaciones sobre el perfil de producción de 

esta enzima en S. coelicolor. 
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Streptomyces peucetius var. caesius es un microorganismo productor de unos compuestos 

anticancerígenos denominados antraciclinas, de las cuales la doxorrubicina es muy utilizada para el 

tratamiento de diversos tipos de cáncer (Yang et al., 2014). En esta bacteria se realizó una cinética de 

producción de la ATP-Glk en donde se observaron  dos puntos máximos de actividad, uno de los 

cuales fue caracterizado como una ATP-Glk (Imriskova et al., 2001). Esta ATP-Glk se purificó y 

caracterizó bioquímicamente (Imriskova et al., 2001), sin embargo a diferencia de lo que se ha 

reportado en S. coelicolor, la ATP-Glk de S. peucetius var. caesius no parece tener un papel tan 

relevante dentro de su mecanismo de RCC (Ramos et al., 2004). Con el fin de realizar una 

descripción de las posibles Glks presentes en S. peucetius var. caesius decidimos realizar un estudio 

fisiológico para determinar el número de Glks activas en esta bacteria, establecer la fase del 

crecimiento a la cual aparecen y comparar con las Glks de otras cepas de Streptomyces. 
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I. ANTECEDENTES 

 
I.1 DEFINICIÓN, ESTRUCTURA Y CLASIFICACIÓN DE LAS GLUCOSA CINASAS 
 

Las enzimas glucosa cinasas (Glks) están clasificadas dentro de la superfamilia de las azúcar 

cinasas/HSP70/actina que incluye a la familia de las actinas, la familia HSP70 de las chaperonas 

moleculares y factores de intercambio de nucleótidos, la familia ROK (repressor, ORF, kinase) la 

familia de hexocinasas, la familia FGGY (que incluye a la glicerol cinasa y carbohidrato cinasas 

semejantes como la ramnulocinasa y xilulosa cinasa), la familia propionato/acetato cinasa, entre otras 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi). Las Glks fosforilan a la glucosa alfa en el 

carbono 6, utilizando diversos donadores del grupo fosfato como el ATP (EC: 2.7.1.1 y EC: 2.7.1.2), el 

ADP (EC: 2.7.1.147) y el polifosfato (EC: 2.7.1.63) (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).   

En la clasificación más reciente, las Glks se han dividido en dos grandes familias debido a su 

similitud en estructura primaria y terciaria (Kawai et al., 2005). Las dos familias son la Ribocinasa que 

incluye a todas las Glks y hexocinasas que son capaces de utilizar al ADP como donador del grupo 

fosfato y la familia Hexocinasa que incluye al resto de las hexocinasas y Glks. Esta última familia fue 

subdividida en tres grupos: el HK, A y B.  

Las Glks del grupo HK poseen pesos moleculares que oscilan entre 50 y 100 kDa. Además 

utilizan como donador del grupo fosfato al ATP. Este grupo comprende a las Glks y hexocinasas de 

eucariontes como las humanas (HK I, II y III, la Glk conocida como HK IV), la de rata (HK I), la del 

platelminto Schistosoma mansoni (HK) y las de la levadura Saccharomyces cerevisiae (HK PI y PII) 

(Kawai et al., 2005). Todas las Glks de la familia HK están formadas por dos dominios, un dominio 

grande y uno pequeño que forman la hendidura del sitio activo en donde se unen la glucosa y el ATP 

(Fig. 1 A). Las Glks del grupo HK con pesos moleculares alrededor de 50 kDa, son semejantes en su 

estructura primaria, secundaria y terciaria, así como en el sitio de unión al sustrato (Kamata et al., 

2004). Las Glks de 100 kDa están formadas por dos regiones repetidas que son semejantes entre sí 

(Aleshin et al., 1998). La estructura de cada una de estas dos regiones es similar a las Glks de 50 

kDa en sus estructuras primaria, secundaria y terciaria, incluyendo su sitio de unión a sustrato. Se ha 

propuesto que estas Glks debieron evolucionar de una duplicación y fusión de genes a partir de un 

gen que codificaba para una Glk de 50 kDa (Kawai et al., 2005). A pesar de la alta semejanza entre 

las dos regiones de la HxkI humana de 100 kDa, solamente la región carboxilo terminal lleva a cabo 

la catálisis. El extremo carboxilo terminal difiere del amino en una región que forma un subdominio 

flexible (aminoácidos 766-811) que solamente se ha encontrado en las Glks del grupo HK. 
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A B C D 

Figura 1. Estructura de los monómeros de (A) la ATP-Glk humana IV (PDB 1V4S), (B) la ATP-Glk de Escherichia coli 

(PDB1Q18), (C) la ATP-Glk de S. griseus y (D) la glucomanocinasa de Arthrobacter sp. KM (PDB 1WOQ). La figura C 

fue tomada de Miyazono et al., 2012. El recuadro rojo muestra el subdominio flexible. La esfera gris de la figura C 

representa al ion zinc. 
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Este subdominio flexible normalmente es el sitio de interacción con el enlace de la adenina en 

el ATP, pero éste subdominio no es funcional en el extremo amino terminal en donde se lleva a cabo 

la regulación alostérica por glucosa 6-fosfato (Aleshin et al., 1998). 

El grupo A contiene Glks de bacterias Gram-negativas como Escherichia coli, Zymomonas 

mobilis y la cianobacteria Synechocystis sp. y las provenientes de protozoarios amitocondriados como 

Trichomonas vaginalis y Giardia lamblia. A diferencia de las Glks del grupo HK, estas enzimas tienen 

pesos moleculares que van de 33 a 42 kDa y también utilizan al ATP como donador del grupo fosfato.  

La estructura cristalográfica de la Glk de E. coli (ecoGlk) fue resuelta como apo y holoenzima (Lunin 

et al., 2004). La ecoGlk muestra semejanza en sus estructuras primaria, secundaria y terciaria con las 

Glks del grupo HK. Lo anterior es bastante notable ya que se ha observado en alineamientos de 

secuencia que la región del subdominio flexible se encuentra conservada en ecoGlk pero con un 

menor tamaño (Fig. 1B). Así mismo, se encuentran conservados los aminoácidos que participan en la 

unión de la glucosa y al ATP (Lunin et al., 2004). 

Finalmente, el grupo B comprende a las Glks que provienen de bacterias Gram-positivas como 

Bacillus subtilis, Microlunatus phosphovorus, Mycobacterium tuberculosis y Arthrobacter sp. KM, así 

mismo incluye Glks de las arqueas Aeropyrum pernix y Thermoproteus tenax pertenecientes a la 

familia Crenarchaeota. Los pesos moleculares de estas enzimas van de 30 a 36 kDa y pueden usar 

como donadores del grupo fosfato al ATP y/o polifosfato (Pp). Las estructuras de dos Glks de este 

grupo han sido resueltas, la glucosa/manosa cinasa (GMGlk) de Arhtrobacter sp. KM (Mukai et al., 

2004) y la ATP-Glk de Streptomyces griseus (Miyazono et. al., 2012). La semejanza entre la GMGlk y 

ecoGlk con las Glks de 100 y 50 kDa, se encuentra principalmente en su estructura terciaria (Fig. 1 A, 

B y D) además de que tiene conservados los sitios de unión a glucosa y fosfato. Al hacer la 

comparación de secuencia primaria entre los tres modelos se observó una baja identidad, además de 

la carencia de varias regiones en la secuencia de GMGlk. Estas regiones faltantes forman parte de 

varios elementos, entre ellos el subdominio flexible (Kawai et al., 2005). 

La Glk de S. griseus (SgGlkA) muestra una conformación de dímero de dímeros, que además 

une un átomo de Zinc  (Fig. 2 A) en la secuencia consenso rica en cisteínas (CXCGXXGCXE) 

(Miyazono et. al., 2012).  Al igual que las Glks de los otros grupos de la familia HK, la glucosa se une 

a la SgGlkA en una región dentro de la hendidura formada por el dominio grande y el pequeño en 

donde interacciona con seis residuos de aminoácidos (Gly66, Asn104, Asp105, Glu154, His157 y 

Glu176).  
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A B 

C 

Figura 2. Mecanismo de unión de la ATP-Glk de S. griseus con (A) un ion Zinc, (B) con 

glucosa y (C) con el análogo del ATP, el adenilil imidofosfato (AMPPNP). Modificado de 

Miyazono et al., 2012. 
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 El Asp105, que es el aminoácido catalítico, forma un puente de hidrógeno bidentado con la 

glucosa en los hidroxilos C4 y C6 (Fig. 2B). Los aminoácidos implicados en la unión de la glucosa se 

encuentran bien conservados en todas las familias de Glks (Fig. 2B). Las estructuras de la SgGlkA 

muestran un ensamblaje de dímero de dímeros (Fig. 3 B y C). La interfase de dimerización está 

conformada principalmente por la secuencia consenso (ROK1) 

[LIVM]X(2)G[LIVMFCT]GX[GA][LIVMFA]X(8)GX(3-5)[GATP]X(2)G[RKH]  y por la alfa hélice-8 con la 

lámina beta 13 (Miyazono et al., 2012). La interfase de dimerización está estabilizada por 14 puentes 

de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas. Cuando se comparan los dímeros de SgGlkA con otras 

proteínas de la familia ROK, el mecanismo de dimerización aparece bien conservado, aunque no se 

conservan los residuos en la interfase de dimerización. Esta interfase equivale a un 4.1% de la 

superficie total y dos protómeros se estabilizan por 10 puentes de hidrógeno y 2 puentes salinos 

(Miyazono et al., 2012). La única estructura cristalográfica de una Glk con capacidad de unión a 

polifosfato es la ATP/polifosfato-glucomanocinasa de Arthrobacter sp. cepa KM (Mukai et al., 2004). 

Como en el caso de la enzima de S. griseus, los cinco aminoácidos importantes para la unión a la 

glucosa son Glu180, His171, Glu168, Asn122 y Asp123. Dos fosfatos son capaces de unirse a la 

enzima, uno es el fosfato A que interactúa con Thr151 y el B con Arg42, Thr22 y Lys25. Tomando en 

cuenta la distancia entre ambos sitios de unión, los autores superpusieron un pentafosfato que 

representaría el sitio de unión del polifosfato. Este sitio de unión se encuentra entre la hendidura 

formada por el dominio grande y el pequeño de manera semejante al de la Glk de S. griseus. De este 

modo, el sitio de unión al fosfato A se localiza en el equivalente al sitio de unión del grupo β-fosforilo 

del ATP. Los residuos de interacción con el fosfato B se encuentran bien conservados en las 

estructuras primarias de otras Glks bacterianas Gram-negativas y positivas (Mukai et al., 2004). 

Adicionalmente, las Glks de este grupo contienen las secuencias consenso que caracterizan a la 

familia de proteínas ROK, excluyendo la secuencia de unión a DNA (Kawai et al., 2005).  

Titgemeyer y col (1994) propusieron una familia de proteínas represoras que ellos 

denominaron ROK, basándose en alineamientos de secuencias y construcción de árboles 

filogenéticos. En esta familia incluyeron dos grupos de proteínas, uno de ellos incluye proteínas que 

contienen un motivo amino terminal (hélice-vuelta-hélice) de unión a DNA, pero que además unen 

azúcares (como xilosa o N-acetilglucosamina) y el otro formado por azúcar cinasas específicas para 

glucosa o fructosa (Titgemeyer et al., 1994, Larion et al., 2007, Kazanov et al., 2013). La familia ROK 

de proteínas incluye a 21 miembros distintos (Conejo et al., 2010, Kazanov et al., 2013).  
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A 

B C 

Figura 3. Estructura del (A)  monómero, (B) dímero y (C) dímero de dímeros de la ATP-

Glk de S. griseus. En el monómero (A) se muestra el sitio de unión del ion zinc (esfera 

gris) y a la glucosa (modelo de bastón en blanco y rojo). Modificado de Miyazono et al., 

2012. 
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Según la base de datos de la EMBL (European Molecular Biology Laboratory), la familia ROK 

(IPR000600) incluye al represor de xilosa o XylR de Bacillus subtilis, Lactobacillus pentosus y 

Staphylococcus xylosus; el represor de N-acetilglucosamina o NagC de E. coli; la Glk de S. coelicolor; 

la fructocinasa de Pediococcus pentosaceus, Streptococcus mutans y Zymomonas mobilis; la 

alocinasa y el Mlc de E. coli (http://www.ebi.ac.uk/, Schiefner et al., 2005, Pennetier et al., 2008, 

Kraus  et al., 1994). El análisis de la historia evolutiva de la familia ROK, señala que el mejor 

candidato a ser el prototipo de ancestro de esta familia es la ATP-Glk de S. coelicolor.  El evento 

evolutivo más significativo sería entonces la adquisición del dominio de unión a DNA que condujo a la 

aparición de los represores transcripcionales que responden a carbohidrato (Kazanov et al., 2010). 

Kawai et al., (2005) proponen la evolución divergente de las Glks a partir de un ancestro 

común semejante a la GMGlk que posteriormente fue adquiriendo los demás elementos (como el 

subdominio flexible) dando lugar a las enzimas del grupo A cuyos genes al duplicarse y fusionarse 

dieron origen a las enzimas del grupo HK. 

El mecanismo catalítico de las Glks en general es análogo al de otras cinasas, en donde se 

lleva a cabo un ataque nucleofílico SN2 del átomo de oxígeno O6 de la glucosa hacia el átomo de 

fósforo del grupo γ-fosforilo del ATP (Lunin et al., 2004). 

 

I.2 OTRAS FUNCIONES DE LAS ATP-GLKS 

 

En el género Streptomyces, la ATP-Glk ha sido relacionada con la regulación por fuente de 

carbono (RCC). Hodgson (1982) aisló mutantes que eran resistentes al análogo de la glucosa, la 2-

desoxiglucosa. Dichas mutantes resultaron ser glkA- e incapaces de crecer en medio mínimo con 

glucosa como única fuente de carbono (Hodgson, 1982). La caracterización de dichas mutantes 

demostró que eran insensibles a RCC por glucosa (Angell et al., 1994) y por fuentes de carbono que 

no se metabolizan vía glucólisis como arabinosa o galactosa (Kwakman y Postma, 1994). Angell et 

al., 1994 establecieron que el efecto de la Glk en la RCC no se debía a su actividad catalítica. Para 

demostrar lo anterior, las mutantes glk- fueron complementadas con un gen de ATP-glk de 

Zymomonas mobilis lo que les permitió recuperar su capacidad para fosforilar a la glucosa pero no 

recuperaron su sensibilidad a RCC. En el mismo trabajo, las mutantes glk- fueron cultivadas en medio 

mínimo con glucosa como única fuente de carbono. Las colonias que fueron capaces de crecer, 

mostraron otra actividad de ATP-Glk que en geles SDS-PAGE presenta un mayor peso molecular que 

la reportada anteriormente (GlkA). Hasta ahora sin embargo, no se ha podido explicar el mecanismo 

de acción de la GlkA en la RCC. A pesar de que esta GlkA pertenece a la familia ROK, no presenta 
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las secuencias motivo de unión a DNA (Angell et al., 1994) y por otro lado, existe escasa evidencia de 

su capacidad para interaccionar con alguna otra proteína (Mahr et al., 2000, van Wezel et al., 2007).  

Streptomyces peucetius var. caesius es una bacteria obtenida por tratamiento mutagénico de 

la cepa Streptomyces peucetius con N-nitroso-N-metil uretano (Arcamone et al., 1969). S. peucetius 

var. caesius es capaz de sobreproducir el antitumoral doxorrubicina, a diferencia de la cepa silvestre, 

que produce daunorrubicina o daunomicina. La doxorrubicina o adriamicina, es una antraciclina 

ampliamente utilizada para el tratamiento de tumores cancerosos (Tacar et al., 2013, Yang et al., 

2014). Este agente antitumoral se encuentra sujeto a represión catabólica (Escalante et al. 1999). De 

esta bacteria se aislaron mutantes espontáneas en un medio con 2-desoxiglucosa (2-Dog), las cuales 

resultaron ser resistentes a este compuesto (DogR). Además de mostrar bajos niveles de actividad 

ATP-Glk y transporte de glucosa disminuido, las mutantes son insensibles a RCC por glucosa y por 

otras fuentes de carbono represoras que no se metabolizan vía Glk, como glutamato y arabinosa 

(Segura et al., 1996). Un análisis del gen ATP-glk de dichas mutantes que incluyó la región 

intergénica corriente arriba del mismo, mostró una identidad del 100% con la cepa parental por lo que 

la insensibilidad a RCC no se debe a la presencia de mutaciones en el gen o su promotor. 

Posteriormente, por selección negativa se aislaron bacterias DogR que restituían el fenotipo DogS. 

Algunas de estas mutantes recuperaron casi el 100% de actividad de ATP-Glk, pero seguían siendo 

insensibles a RCC por glucosa. Lo anterior sugiere que al menos en esta cepa, la presencia de la 

ATP-Glk no es la única necesaria para ejercer la RCC (Ramos et al. 2004). 

 Imriskova et al. (2001) purificaron y caracterizaron bioquímicamente la ATP-Glk de esta 

bacteria, cuya máxima producción ocurre a las 48 h de cultivo. Esta enzima muestra algunas 

características semejantes con la Glk de S. coelicolor, pero con una temperatura óptima de reacción 

diferente (33°C para la de S. coelicolor y 42°C para la de S. peucetius var. caesius) (Imriskova et al., 

2005). Además, cuando se secuenciaron los extremos amino y carboxilo terminales de la Glk de S. 

peucetius var. caesius por degradación de Edman, se encontraron diferencias entre ella y la 

secuencia de glkA de S. coelicolor (Imriskova et al., 2005). Con el fin de continuar la caracterización 

de la ATP-Glk  de S. peucetius var. caesius, se realizó la clonación de dicho gen por PCR, utilizando 

como cebadores secuencias semejantes a los extremos amino y carboxilo de S. coelicolor. La ATP-

glk así clonada, mostró ser 91% semejante a la de S. avermitilis y 87% semejante a la de S. 

coelicolor. Recientemente se liberó la secuencia del genoma de S. peucetius var. peucetius 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=streptomyces+peucetius, 15 de julio del 2014).  Por 

medio del servidor en línea RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology 2.0) encontramos 

los probables genes que codifican para la ATP-Glk, Pp-Glk y dos probables azúcar cinasas (Aziz et 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=streptomyces+peucetius
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al., 2008). Sin embargo, cabe mencionar que la identidad de la ATP-Glk de S. peucetius var. 

peucetius comparada con la secuencia de la enzima de S. peucetius var. caesius, fue del 81% tanto 

en nucleótidos como en aminoácidos,. 

En otras bacterias, también se ha visto que la ATP-Glk parece tener un papel en el 

mecanismo de RCC, adicional al sistema PTS (sistema de fosfotransferasa dependiente de 

fosfoenolpiruvato). Este es el caso de Staphylococcus xylosus, bacteria Gram-positiva de bajo 

contenido de GC. Una mutación en el gen que codifica para la Glk (grb) evita el efecto negativo de la 

glucosa sobre la actividad de enzimas como glucitol deshidrogenasa y gluconato cinasa y de un modo 

parcial también alivia la represión en las enzimas β–galactosidasa, α-glucosidasa y β–glucuronidasa 

(Wagner et al., 1995). En E. coli se ha visto un efecto represor de la Glk sobre los genes mal para la 

utilización de maltosa y maltodextrinas (Lengsfeld et al., 2009). Los autores proponen que la Glk  

regula negativamente a MalT, el activador transcripcional de los genes mal. La Glk compite con la 

proteína Mlc (regulador negativo de ptsG y malT) por su unión con la proteína PtsG (enzima EIIBCGlc). 

Por otro lado, se ha visto que mutantes glk- de la bacteria fitopatógena Xanthomonas campestris 

producen menos exopolisacárido y tienen disminuida su capacidad infectiva (Lu et al., 2007). 

Finalmente, en Prevotella bryantii la enzima glucomanocinasa (proteína de la familia ROK) es capaz 

de inhibir la expresión de la β-glucanasa (Fields y Russell, 2001). 

 

I.3 LA POLIFOSFATO GLK EN ACTINOBACTERIAS 

La primera Glk reportada como capaz de fosforilar a la glucosa utilizando al Pp como donador 

del grupo fosfato fue la proveniente de Mycobacterium phlei (Szymona y Ostrowsky, 1964). Los 

mismos autores detectaron esta enzima en otras actinobacterias como Nocardia minima y 

Corynebacterium diphteriae. Además, buscaron sin éxito esta actividad enzimática en eubacterias, 

hongos filamentosos y en algas verdes (Phillips et al., 1999). Hasta el momento, las Pp-Glks 

reportadas provienen de actinobacterias. Como se puede observar en la tabla 1, las Pp-Glks de M. 

phlei (Szymona y Ostrowsky, 1964), Propionibacterium shermanii (Pepin et al., 1987), Mycobacterium 

tuberculosis (Hsieh et al., 1993), Arthrobacter sp. KM (Mukai et al., 2003), Corynebacterium 

glutamicum (Lindner et al., 2010) y Streptomyces griseus (Koide et al., 2013) son capaces de utilizar 

tanto Pp como ATP como donadores del grupo fosfato, mientras que las Pp-Glks de, Mycococcus  
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Tabla 1. Cepas bacterianas con actividad de Pp-Glk reportada 

Fuente 

Donador del 

grupo 

fosfato 

Km (mM) Referencia 

Mycobacterium phlei ATP/Pp 

ATP 0.83 

PP6 0.175 

Glc 0.28 

Szymona y Ostrowsky, 

1964 

Propionibacterium shermanii ATP/Pp 
ATP 1.5 

PP31 1.2X10-3 

Pepin et al., 1987, 

 Kowalczyk et al., 1996 

Mycococcus coralloides Pp NR González et al., 1990  

Mycobacterium tuberculosis ATP/Pp 
ATP 1.46 

PP32 0.0184 
Hsieh et al., 1993 

Arthrobacter sp. cepa KM ATP/Pp 

ATP 0.2 

PP6 0.02 

Glc 0.5 

Man 15 

Mukai et al., 2003 

Microlunatus phosphovorus Pp PP700 0.06 Tanaka et al., 2003 

Corynebacterium 

glutamicum 
ATP/Pp 

ATP 6 

PP 1 

Glc 21.1 

Lindner et al., 2010 

Streptomyces coelicolor ATP/Pp 
PP6 3.87X 10-3 

Glc 1.24X10-2 
Koide et al., 2013 

NR: No Reportado 
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coralloides (González et al., 1990) y Microlunatus phosphovorus (Tanaka et al., 2003) solo utilizan al 

Pp para la fosforilación de la glucosa. En el caso de la Pp-Glk de S. coelicolor, aun cuando es capaz 

de utilizar el ATP, para lograrlo requiere de un exceso de al menos 1.5 mM en la reacción por cada 

0.5 µM de Pp-Glk (Koide et al., 2013).  

 

La Pp-Glk de S. coelicolor fue encontrada por estudios de proteómica cuantitativa en cultivos 

con glucosa (Gubbens et al., 2012), siendo el grupo de Koide (2013)  quien realizó la sobreexpresión 

en E. coli para su posterior purificación en columnas de afinidad a Ni2+ y su caracterización 

bioquímica parcial. En dicha caracterización se observó que la máxima actividad de la Pp-Glk de S. 

coelicolor se encontraba a pH 9.5-10 y 28°C, presentó valores de Km de 1.24X10-2 y 3.87X10-3 para 

glucosa y hexametafosfato, respectivamente. Cuando se determinó su peso molecular por 

cromatografía de exclusión molecular se observó que era de 200 kDa. Dado que el peso de la enzima 

es de 28 kDa, se dedujo que la enzima se oligomeriza en solución. Finalmente, se determinó que la 

Pp-Glk muestra actividad usando ATP como sustrato, pero observaron que a concentraciones 

menores de 1.5 mM esta actividad desaparece. Se propone que la actividad de la enzima con ATP 

debe estar controlada positivamente por la concentración de este sustrato a través de una interacción 

alostérica (Koide et al., 2013). 

El único reporte sobre la enzima de M. coralloides, proporciona datos de actividades sobre 

algunos sustratos como glucosa y glucosamina, además de gránulos de Pp de 15, 25, 45 y 75 

unidades, pero no da información sobre Km, Vmax o peso molecular (González et al., 1990).  

Hay que destacar que a diferencia de las demás actividades de Pp-Glk reportadas hasta 

ahora, M. phosphovorus presenta una baja afinidad por sustratos con cadena cortas de Pp (menores 

a 10 unidades) y no muestra ninguna actividad con ATP (Tanaka et al., 2003). M. phosphovorus fue 

aislada de un sistema biológico para la remoción de fósforo y se descubrió que era capaz de 

almacenar altas concentraciones de Pp que llegan hasta 48% de su peso seco en forma de fosfato 

cuando se cultiva en glucosa (Tanaka et al., 2003). Cuando purificaron la Pp-Glk de esta bacteria, 

descubrieron que era incapaz de utilizar ATP como donador del grupo fosfato, aun cuando probaron 

concentraciones tan altas como 5-10 mM (Tanaka et al., 2003). Para apoyar el hecho de que esta 

bacteria se ha adaptado a un medio rico en fósforo, se encontró que en su secuencia genómica hay 2 

genes de pp-Glk, además de que en comparación con otras actinobacterias posee un mayor número 

de genes relacionados con el transporte de fósforo y la síntesis de Pp (Kawakoshi et al., 2012). 

En C. glutamicum se ha visto que las mutantes Δpp-Glk,  muestran disminución en su 

velocidad de crecimiento y en su cantidad de biomasa final cuando se cultiva en medios en 
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concentraciones altas de glucosa (4%) o en 50 mM de maltosa (Lindner et al., 2010). Sin embargo, 

tanto la mutante como la cepa silvestre crecen de manera semejante a concentraciones de 1% de 

glucosa. Por tanto, se piensa que esta enzima podría estar relacionada con la fosforilación de la 

glucosa, cuando hay una mayor concentración en el medio, en el caso opuesto, utiliza solamente la 

ATP-Glk (Lindner et al., 2010). 

En M. tuberculosis, las mutantes ΔPp-Glk presentan una severa afectación de su crecimiento 

en medio con glucosa como única fuente de carbono, a pesar de que cuentan con la ATP-Glk intacta 

(Marrero et al., 2013).  En contraste, las mutantes ΔATP-Glk no muestran diferencias significativas en 

su crecimiento con respecto a la cepa silvestre, cuando son cultivadas en glucosa (Marrero et al., 

2013). 

Como se mencionó en los antecedentes, la enzima de Arthrobacter sp. cepa KM es una 

glucomanocinasa (GMK) que puede utilizar Pp y ATP.  Esta enzima prefiere la glucosa sobre manosa 

por 2.6 veces y por casi 13 veces sobre fructosa cuando se coloca Pp. En cambio usando ATP, la 

GMK prefiere a la glucosa 3.3 veces en comparación con manosa y con fructosa no hay diferencia, 

sigue siendo 13 veces menos que con glucosa. Aunque esta enzima ha sido purificada, caracterizada 

bioquímicamente y cristalizada, no se ha investigado su relevancia biológica dentro de la bacteria 

(Mukai et al., 2003). 

Lo mismo se observa para las enzimas de M. phlei (Szymona y Ostrowsky, 1964), P. 

shermanii (Pepin et al., 1987), las cuales han sido purificadas completa o parcialmente, y se les 

determinaron algunos de sus parámetros cinéticos.  

Un caso aparte lo constituye la Pp-Glk de  la actinobacteria Streptomyces aureofaciens, la cual 

fue detectada a lo largo del crecimiento de la bacteria, pero no le fueron determinadas ninguna de sus 

características bioquímicas (Hostalek et al., 1976). 

Resumiendo, la mayoría de los estudios sobre Glks bacterianas han sido sobre sus 

características bioquímicas o cristalográficas. Sin embargo, poco se ha revisado sobre la presencia 

de varias Glks con diferente preferencia por el donador del grupo fosfato dentro de una misma cepa 

(Lindner et al., 2010, Marrero et al., 2013). Además, aun cuando en algunos microorganismos se han 

reportado funciones regulatorias de las Glks (Angell et al., 1994, Wagner et al., 1995, Lengsfeld et al., 

2009), hasta el momento no se ha establecido el papel de las ATP-Glks dentro del mecanismo de 

RCC en el género Streptomyces. Finalmente, a pesar de que se han realizado estudios tan diversos 

sobre las Glks, solamente existe un par de reportes sobre la cinética de producción de estas enzimas 

en Streptomyces (Hostalek et al., 1976, van Wezel et al., 2007).  
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Es por esto que resulta de importancia la búsqueda de las Glks presentes en S. peucetius var. 

caesius, para después hacer una descripción de su cinética de producción en medio líquido y 

correlacionarla con su posible función dentro de esta bacteria. 



Página | 21  

 

 

 

JUSTIFICACIÓN 

Debido a la escasa información sobre la presencia de varias Glks con diferente uso de donador 

fosfato y del papel fisiológico de éstas en Streptomyces, decidimos enfocarnos a determinar cuántas 

actividades de glucosa cinasa existen en Streptomyces peucetius var. caesius y realizar un estudio 

fisiológico de las mismas comparando con otras cepas del mismo género. 

 

OBJETIVOS 

 
 
OBJETIVO GENERAL 
 
Estudiar la fisiología de producción de Glks en la cepa Streptomyces peucetius var. caesius  
 
 
 
OBJETIVOS PARTICULARES 
 
Determinar el número de enzimas con actividad de Glk producidas por S. peucetius var. caesius en 

diferentes fuentes de carbono. 

 

Realizar un perfil de la producción de Glks de S. peucetius var. caesius 

 

Comparar la producción de Glks de S. peucetius var. caesius con las producidas por otras cepas del 

mismo género. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 
CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO 

Streptomyces peucetius NRRL B-3826, y Streptomyces peucetius var. caesius NRRL B-5337 

fueron obtenidas de la Agriculture Research Service Culture Collection, U.S. Department of 

Agriculture (Peoria, IL). La cepa de Streptomyces peucetius var. caesius DogR, fue  aislada a partir de 

S. peucetius var. caesius NRRL B-5337 por su capacidad para crecer en lactosa y 2-desoxiglucosa 

(Segura et al., 1996). Streptomyces thermocarboxydus K155 fue aislado e identificado previamente 

en nuestro laboratorio (Avalos-García, 2010). El micelio de estos microorganismos fue obtenido como 

reporta Segura et al. (1996).  

Las bacterias fueron conservadas por transferencias en serie y almacenadas a 4°C en placas 

con medio Extracto de levadura/extracto de malta (YM) (0.4% extracto de levadura, 1% extracto de 

malta y 0.4% glucosa), suplementado con 1.5% de agar. Para realizar los experimentos de 

determinación del crecimiento y actividad de Glk en S. peucetius var. caesius, se utilizó el medio 

mínimo NDYE (Apéndice 1), sin solución de vitaminas (Dekleva et al., 1985). Para determinar la 

actividad de Glk  se sembró 1 mL de micelio de S. peucetius var. caesius (aprox. 0.2 mg de peso 

seco/mL) en un matraz bafleado de 250-mL conteniendo 50 mL de medio complejo YM para su 

propagación. El matraz inoculado fue incubado a 29°C en una agitadora orbital a 180 rpm, durante 24 

h. El cultivo fue cosechado y el botón celular fue resuspendido en 5 mL de solución salina isotónica 

(0.85% w/v NaCl). Un mL de la suspensión mencionada antes, fue usado para inocular matraces de 

250-mL con 50 mL de medio mínimo NDYE y fue incubado a las mismas condiciones de cultivo ya 

mencionadas.  

La cepa protótrofa de Streptomyces coelicolor A3(2) M145 (SCP-1, SCP-2) y S. lividans, 

fueron proporcionadas por el John Innes Centre (Norwich, UK). Para el crecimiento y producción de 

Glk,  se inocularon matraces bafleados con medio NMMP (Apéndice1) (Kieser et al. 2000) con 

aproximadamente 106 esporas y fueron incubados a 29°C en una agitadora orbital a 180 rpm.  

La concentración de glucosa residual en el medio de cultivo se determinó utilizando el método 

de glucosa oxidasa/peroxidasa (GOD-POD marca Spinreact). El crecimiento fue estimado por peso 

seco como lo reportan Forero et al. (2012).  
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PREPARACIÓN DE EXTRACTOS LIBRES DE CÉLULAS 

Se separaron las células del medio de cultivo centrifugando a 6000 rpm, el botón celular 

obtenido se resuspendió en amortiguador PED (75 mM K2HPO4, 1 mM EDTA, y 2 mM DTT). Los 

extractos crudos se obtuvieron sonicando el botón celular a 50 W (4 pulsos de 1 min con descansos 

de 30 s). La muestra sonicada se centrifugó a 13 000 rpm por 30 min a 4°C y se recuperó el 

sobrenadante para realizar las determinaciones de actividad de Glk y proteína. La proteína fue 

determinada por el método de Bradford (Bio-Rad reagent) usando albúmina sérica bovina como 

estándar. 

DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ANTRACICLINAS 

Se tomaron muestras de 5 mL de los diferentes tiempos de incubación, las muestras fueron 

centrifugadas a 8000 rpm durante 10 min. La extracción de antraciclinas se realizó a partir del botón 

celular usando una mezcla de acetona y 0.05 M de ácido sulfúrico (4:1), de acuerdo a lo descrito por 

Arcamone et al. (1969). Las antraciclinas totales fueron cuantificadas a 495 nm usando un coeficiente 

de extinción molar para doxorrubicina de 11500 M-1 cm-1 (Zeman et al. 1998).  

DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD DE  ATP-GLK Y PP-GLK 

La actividad de ATP-Glk se midió espectrofotométricamente monitoreando la reducción del NADP (ε = 

6.22 cm-1 mM-1) en una reacción acoplada con la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La 

mezcla de reacción contenía 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 2.8 mM D-glucosa, 25 mM MgCl2, 0.5 mM 

NADP, 1 mM ATP, y 0.7 U mL-1 de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Roche). Para la medición de la 

actividad de Pp-Glk el ATP fue reemplazado en la mezcla de reacción por 2 mg mL-1 de polifosfato de 

sodio (crystals, +80 mesh, 96%, Aldrich). Las unidades de actividad enzimática fueron expresadas 

como nmol NADP reducido min-1 mg proteina-1 a 25°C. 

Los zimogramas se llevaron a cabo sobre geles de electroforesis nativos al 8% de 

poliacrilamida como fue  reportado por Imriskova et al. (2001). Las bandas con actividad Glk fueron 

localizadas en los geles usando un método acoplado a la formación de la sal de formazan producida 

por la reducción de la sal de azul de tetrazolio (MTT). Para realizar el zimograma se preparó un gel de 

empalme de agarosa al 0.8% que contenía Tris-HCl 100 mM, pH 7.5, glucosa 10 mM, NADP 5 mM, 1 

mM ATP, MTT 0.17 mg-1 mL-1, metosulfato de fenazina (PMS) 0.08 mg-1 mL-1 y glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa 0.5U mL-1. Después de la electroforesis, el gel nativo se lava con buffer Tris-HCl 50 

mM pH 7.5 para evitar algún tipo de inhibición durante la reacción. Las bandas de color azul intenso 

se visualizaron después de incubar en cámara húmeda a 37°C. 
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IDENTIFICACIÓN DE LA ENZIMA PP-GLK 

La electroforesis no desnaturalizante (PAGE) de las muestras de las cinéticas de producción de Glk 

se realizaron de acuerdo con el método de Laemmli et al. (1970). Las bandas con actividad de Glk 

fueron detectadas por zimogramas y las bandas positivas fueron cortadas del gel PAGE para realizar 

la identificación de proteínas por espectrometría de masas con MALDI-TOF (Henzel and Stults, 

1996). Las comparaciones de los péptidos obtenidos se realizaron empleando el programa Basic 

Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al. 1997), con el algoritmo “blastp” (protein-protein 

BLAST). 

CLONACIÓN DEL GEN DE LA ENZIMA PP-GLK  

El gen codificante de la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius fue amplificada por PCR a partir de su 

DNA genómico. Los cebadores utilizados se diseñaron con base en alineamientos de los genes de 

Pp-Glk putativos de Streptomyces, obtenidos de la base de datos StrepDB  

(Strepdb.streptomyces.org.uk). Las secuencias de los cebadores utilizados fueron:  

forward (5’-CCATGCAGATCTTCGGTGTGGACATCGGTGGATCC) y 

 reverse (5’-CATCGCCGCTCCCACGATCCCCGCGTTGTTCTG) 

 Las condiciones de la reacción de amplificación por PCR fueron un paso inicial de desnaturalización 

a 95ºC (3 min), después 25 ciclos de  95ºC (1 min), 55ºC (1 min), 72ºC (1 min) y una extensión final a 

72ºC (7 min). Los productos de PCR fueron purificados y clonados en el pGEM T-easy de acuerdo 

con las instrucciones del proveedor (Promega®). Los plásmidos obtenidos fueron aislados y 

posteriormente secuenciados en la compañía Laragen, Inc. (10601 Virginia Ave Culver City, CA 

90232). 

ALINEAMIENTOS Y ANÁLISIS FILOGENÉTICOS 

Las secuencias de aminoácidos de las proteínas fueron descargadas de la base de datos del National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) y el alineamiento se realizó utilizando el programa 

MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation) (Edgar, 2004). Con el alineamiento 

obtenido se hizo un análisis de distancias y se construyó un árbol filogenético utilizando el software 

MEGA5.2. Con el programa se corrieron 1000 réplicas de bootstrap usando el método estadístico de 

Neighbor joining y el modelo JTT (Jones-Taylor-Thornton).  
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RESULTADOS 

 
EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO EN EL CRECIMIENTO Y PRODUCCIÓN DE GLK EN 

Streptomyces peucetius var. caesius 

 

Se realizó una búsqueda de probables genes de Glks y hexocinasas (Hxks) en los genomas 

liberados de Streptomyces (http://strepdb.streptomyces.org.uk/) y se observaron al menos 5 

probables Glks/Hxks dependientes de ATP, por ello se decidió iniciar con la determinación de este 

tipo de actividades. Con el fin de establecer el efecto de la fuente de carbono sobre la producción de 

Glks y/o hexocinasas dependientes de ATP, se realizó una cinética de crecimiento y actividad de 

ATP-Glk en medio mínimo NDYE (Dekleva et al., 1985) con 100 mM glucosa (sustrato para Glk), 100 

mM manosa (sustrato para hexocinasas) o 20 mM glutamato (no metabolizado por la vía de Glk).  La 

bacteria cultivada en glucosa o manosa presentó un crecimiento semejante con valores de velocidad 

específica de crecimiento (µ) de 0.086 y 0.073 h-1 (Tabla 2), respectivamente. Por el contrario, el 

estreptomiceto crecido en glutamato mostró un menor crecimiento con un valor de µ de 0.053 h-1. La 

actividad de ATP-Glk se detectó solamente cuando el microorganismo era crecido con glucosa como 

única fuente de carbono, mostrando un incremento en actividad específica de por lo menos 2 veces a 

las 10 h de incubación con respecto a la actividad inicial. Por el contrario, los cultivos con manosa o 

glutamato no presentaron inducción de la actividad de ATP-Glk. Estos resultados sugieren que en S. 

peucetius var. caesius, la actividad de ATP-Glk es inducible por glucosa. 

 

Tabla 2. Efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento y la producción de ATP-Glk en S. 

peucetius var. caesius. 

 

Condicióna µ (h-1) 

ATP-Glk 

(U/mg de proteína) 

Incremento 

(veces) 

0 h 10 h 

Glucosa 0.087 33.56±4.63 65.72±1.98 1.95 

Manosa 0.073 33.56+4.63 31.37±1.89 0.93 

Glutamato 0.053 33.56±4.63 27.72±1.52 0.83 

a
Las fuentes de carbono se usaron a una concentración de 100 mM exceptuando el glutamato que fue 

usado a 20 mM. Las células fueron crecidas en medio NDYE. 

 

http://strepdb.streptomyces.org.uk/cgi-bin/dc3.pl?accession=AL645882&start=4291472&end=4302043&iorm=map&width=900
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Figura 4. Actividad de ATP-Glk de S. peucetius var. caesius determinado por zimograma. Las células 

fueron cultivadas en medio NDYE y se muestran los extractos de 10 y 22 h en (A) 100 mM de D-

glucosa y (B)  20 mM de L-glutamato. Los extractos crudos fueron corridos en geles no 

desnaturalizantes y la actividad fue revelada por medio de una reacción acoplada a la reducción de 

una sal de tetrazolio (MTT) según Imriskova et al. 2001. 
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Para determinar la presencia de otras actividades de Glk o Hxk dependientes de ATP, se 

realizaron zimogramas de los extractos de las células crecidas en glucosa y glutamato utilizando 

geles de electroforesis no desnaturalizantes.  

En ambos zimogramas (Fig. 4) se observaron tres bandas con actividad con pesos 

moleculares aproximados de 214, 190 y 124 kDa. Con el objetivo de establecer si las bandas 

positivas correspondían a Glks, dichas bandas fueron cortadas de ambos geles para su 

secuenciación por espectrometría de masas con MALDI-TOF. Utilizando el algoritmo “blastp”, se 

identificaron dos Glks en el zimograma del cultivo con glucosa. Una de ellas mostró semejanza con la 

ATP-Glk reportada previamente por Imriskova et al., (2001), de ésta se obtuvieron seis péptidos 

(Tabla 3) y de la otra enzima se obtuvieron 2 péptidos únicos con semejanza a una Pp-Glk de 

Streptomyces avermitilis (http://strepdb.streptomyces.org.uk). Sorprendentemente, ambas Glks se 

encontraron en la misma banda de actividad de 124 kDa.  

 

 

 

7.     gi|50263006    Masa: 33054    Puntaje: 305    Queries matched: 6   emPAI: 0.38 

  ATP-glucose kinase [Streptomyces peucetius var. caesius] 
 

Mr 
EXPERIMENTAL 

CORTES 

PERDIDOS PUNTAJE 
DEL ION 

EXPECT PÉPTIDOS 

1327.7773 1 55 0.006 R.QEPLKEEVEAR.V 

1396.9137  38 0.24 R.GHFGVAAEFGHIR.M 

1397.4995  67 0.00024 R.GHFGVAAEFGHIR.M 

1411.9610  89 1.5E-06 R.LGNDAGLVGAADLAR.E 

1762.1518  80  K.IAAGVVDEEGNILSTFK.V + Deamidated (NQ); [-0.9476 at E9] 

2147.2555  24 4.6 K.VPTPTTPQAIVDAIAAAVEGAR.A 

 

 

27.    gi|29829751    Masa: 26047   Puntaje: 48     Queries matched: 2   emPAI: 0.15 

  polyphosphate glucokinase [Streptomyces avermitilis MA-4680] 

 

Mr 
 EXPERIMENTAL 

CORTES 

PERDIDOS 
PUNTAJE 

DEL ION 
EXPECT PÉPTIDOS 

1028.9673  48 0.023 K.FLPLIEGIK.A 

1543.4510 2 48  R.KSHKFLPLIEGIK.A + [+34.0631 at K4] 

Tabla 3. Resultados de la secuenciación de la banda de 124 kDa. El “Puntaje del ion” se define 

como -10*Log (P), donde  P es la probabilidad de que las coincidencias observadas sean eventos 

aleatorios. Los Puntajes individuales del ion  > 43 indican una identidad con probabilidad del 95% 

(p<0.05). 

http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20081003/FtTciiEwm.dat&hit=gi%7c50263006&px=1&ave_thresh=43&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=99999999
javascript:void(0)
http://www.matrixscience.com/cgi/protein_view.pl?file=../data/20081003/FtTciiEwm.dat&hit=gi%7c29829751&px=1&ave_thresh=43&_sigthreshold=0.05&_server_mudpit_switch=99999999
javascript:void(0)
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Las otras bandas de 190 y 214 kDa, correspondieron a varias deshidrogenasas (aldehído-, 

dihidrolipoamida- y delta-1-pirrolino-5-carboxilato deshidrogenasas). Ninguna de las tres bandas 

positivas observadas en los zimogramas de los cultivos con glutamato correspondió a una Glk, las 

proteínas identificadas fueron nuevamente deshidrogenasas (NAD-glutamato, 3-hidroxiacil-CoA, 

inosina-5’-monofosfato, 3-hidroxibutiril-CoA, dihidrolipoamida y L-alanina deshidrogenasas). Para la 

detección de la actividad de Glk se realiza una reacción acoplada. La Glk produce glucosa-6-fosfato 

que es utilizada por la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en presencia de NADP resultando 

en 6-fosfogluconato y NADPH. El NADPH reacciona con la sal de tetrazolio (MTT), que al reducirse 

genera la sal de formazán de color azul intenso que es lo que observamos en el zimograma. Por lo 

tanto, la detección de las deshidrogenasas en el zimograma se debió probablemente a que éstas 

utilizaron el NADP de los reactivos de revelado. 

 

CINÉTICA DE PRODUCCIÓN DE PP-GLK 
 

Debido a que la secuenciación de proteínas sugería la presencia de una Pp-Glk en S. 

peucetius var. caesius y dados los antecedentes en este grupo de bacterias, se determinó la actividad 

de dicha enzima y de ATP-Glk en cultivos crecidos en medio NDYE suplementado con glucosa o 

glutamato. Como se observa en la figura 5A, la Pp-Glk mostró su máxima actividad a 48 h (403.29 

U/mg proteína) de incubación durante la fase estacionaria de crecimiento. Por el contrario, la 

actividad de ATP-Glk presentó su pico máximo a las 12 h (267.68 U/mg proteína) durante la fase de 

crecimiento logarítmico y posteriormente permaneció a niveles semejantes hasta las 48 h de 

fermentación (Fig.  5B). Adicionalmente, como se muestra en la misma figura, estas actividades 

permanecieron a bajos niveles en glutamato, apoyando la inducibilidad de ambas enzimas por 

glucosa.  

Como se mencionó anteriormente, S. peucetius var. caesius es una mutante obtenida por 

mutagénesis química a partir de la cepa silvestre S. peucetius (Arcamone et al., 1969), por lo que se 

decidió buscar las actividades de ambas Glks en esta cepa silvestre. Como se observa en la Fig. 5A y 

B, S. peucetius presentó mayor actividad de ATP-Glk que de Pp-Glk. La actividad de ATP-Glk 

alcanzó su máximo a las 48 h de incubación y después disminuyó, mientras que la actividad de Pp-

Glk permaneció a nivel bajo hasta las 48 h y después aumentó ligeramente. Con respecto al 

crecimiento, S. peucetius alcanzó una mayor velocidad específica de crecimiento (µ= 0.22h-1) que la 

cepa S. peucetius var. caesius (µ= 0.11 h-1) (Fig. 5C) aunque al final esta cepa alcanzó niveles de 

biomasa semejantes a los de la cepa silvestre.   
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  A 

B 

C 

Figura 5. Cinética de producción de Pp-Glk (A), ATP-Glk (B) y crecimiento (C) de S. peucetius 

cultivado con 100 mM de glucosa (), S. peucetius var. caesius cultivado con 100 mM de glucosa 

() y  S. peucetius var. caesius con 20 mM de glutamato (▲). Todas las cepas fueron cultivadas en 

medio NDYE. 
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La cepa de S. peucetius var. caesius crecida en medio NDYE con glutamato mostró el nivel de 

biomasa más bajo en todos los tiempos analizados (Fig. 5C). Respecto al consumo de glucosa, se 

observó que S. peucetius y S. peucetius var. caesius prácticamente se terminan la glucosa a las 120 

y 144 h , respectivamente. Mostraron una velocidad de consumo de  0.87 mM h-1 para S. peucetius 

var. caesius y 1.07 mM h-1 para S. peucetius. 

 

DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD DE PP-GLK EN OTRAS CEPAS DEL GÉNERO Streptomyces 

 

Los resultados observados en la sección anterior sugieren que S. peucetius var. caesius y S. 

peucetius presentan una preferencia distinta para utilizar alguna de las dos Glks en la fosforilación de 

la glucosa. Como no existe información sobre este fenómeno en otros estreptomicetos decidimos 

investigar el comportamiento de las actividades de ATP-Glk y Pp-Glk en otras cepas de 

Streptomyces. Inicialmente se buscó la presencia de actividad de Pp-Glk en la cepa modelo S. 

coelicolor (anotada en el genoma como SCO5059) en medio mínimo NNMP (Apéndice 1) con 50 mM 

de glucosa. Como se puede observar en la Fig. 6, la enzima ATP-Glk alcanzó su máxima actividad a 

las 12 h de incubación; a ese mismo tiempo se detectó una baja actividad de Pp-Glk (10% con 

respecto a la actividad de ATP-Glk). Cuando se determinaron ambas actividades en otras cepas de 

este mismo género (S. lividans y S. thermocarboxydus K155) se observó algo similar,  exhibieron 

menores actividades de Pp-Glk con respecto a sus actividades de ATP-Glk (Tabla 2). Contrasta lo 

observado en la cepa S. peucetius var. caesius, con los otros estreptomicetos analizados. En la tabla 

2 se observa que S. coelicolor, S. lividans, S. thermocarboxydus K155 y S. peucetius presentan tasas 

de actividad Pp-Glk/ATP-Glk menores de 0.3. Por el contrario, en S. peucetius var. caesius la tasa fue 

de 1.87. La cepa silvestre S. peucetius mostró 37.5% más actividad de ATP-Glk que S. peucetius var. 

caesius, sin embargo la actividad de Pp-Glk fue casi cinco veces mayor en la cepa sobreproductora 

de doxorrubicina que en su cepa silvestre.  

Como se mencionó en los antecedentes, se le ha asignado un papel regulatorio a la ATP-Glk 

en la RCC, por ello se aislaron mutantes DogR de S. peucetius var. caesius que son insensibles a la 

RCC y muestran bajos niveles de actividad de ATP-Glk (Segura et al., 1986). Con el fin de establecer 

si estas mutantes estaban afectadas en una o en ambas Glks, se les determinaron las actividades de 

las dos enzimas. Como se muestra en la Tabla 2, la mutante DogR presenta bajos niveles de ambas 

Glks, aun cuando la tasa Pp-Glk/ATP-Glk se mantiene en un valor de 1.95, semejante al de la cepa S. 

peucetius var. caesius.  
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Figura 6. Cinética de producción de ATP-Glk () y Pp-Glk (▲) de S. coelicolor M145 cultivado en 

medio mínimo NMMP con 50 mM de D-glucosa. El crecimiento se determinó por peso seco (). 
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Tabla 4. Comparación de las actividades de ATP- y Pp-Glk presentes en varias cepas de 

Streptomycesa 

Cepa de Streptomyces  Actividad de ATP-Glk  

 (U/mg proteína) 

Actividad de Pp-Glk  

 (U/mg proteína) 

Tasa de actividad 

 Pp-Glk/ATP-Glk 

S. peucetius 344.31 ± 34.73 44.95 ± 2.46 0.13 

S. peucetius var. caesius 215.02 ± 22.74 403.29 ± 40.25 1.87  

S. peucetius var. caesius DogR 52.19 ± 1.52 102.05 ± 23.62 1.95  

S. coelicolor 154.95 ± 21.99  11.41 ± 0.78 0.07 

S. lividans  19.08 ± 3.47  5.74 ± 0.67 0.30  

S.thermocarboxydus 34.08 ± 4.31 9.18 ± 3.22 0.27 

a
S. peucetius, S. peucetius var. caesius, S. peucetius var. caesius Dog

R
 y S. thermocarboxydus fueron 

cultivados en medio NDYE más 100 mM de glucosa. S. coelicolor  y S. lividans fueron cultivados en medio 

NMMP más 50 mM de glucosa. Los valores de actividad fueron tomados a las  48 h de incubación. 

 

 

CARACTERIZACIÓN PRELIMINAR DE LA Pp-Glk DE S. peucetius var. caesius 

 

Con el fin de determinar algunos parámetros como temperatura y pH óptimos, se realizó una 

semi-purificación de la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius por precipitación diferencial con sulfato de 

amonio. La actividad de ATP-Glk se encontró en la fracción de saturación 60-80% y la Pp-Glk en la 

fracción 80-100%. Ya que las dos actividades pudieron separarse, entonces se hizo una 

caracterización preliminar de la Pp-Glk. Se encontró que su pH óptimo era de 8.5 y su temperatura 

óptima de 48-52°C. Respecto a su preferencia por el tamaño de cadena de Pp, se observó que no 

utiliza cadenas de 3 fosfatos (tripolifosfato) ), utiliza cadenas de 6 (Pp6), pero prefirió cadenas de 

alrededor de 18 unidades de fosfato. Adicionalmente se probó su actividad con ATP, pero no fue 

capaz de usarlo. En concordancia, se encontró que la enzima ATP-Glk no fue capaz de utilizar el Pp 

como donador de fosfato. 

 

COMPARACIÓN EN LA PRODUCCIÓN DE ANTRACICLINAS EN TRES CEPAS DE Streptomyces  

 

 Hostalek et al. (1976), han reportado que S. aureofaciens 8425, la cepa sobreproductora de 

clortetracilcina (CTC) muestra aumentada la concentración de Pp y la actividad de Pp-Glk cuando hay 

bajos niveles de ATP, lo que coincide con la intensa producción del antibiótico. En contraste, la 

producción de CTC y Pp-Glk está disminuida en su cepa silvestre S. aureofaciens RIA 57 (Curdová et 
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al., 1976).  Los autores proponen que dado que decrece la presencia de ATP, el Pp se vuelve el 

donador de fosfato para la producción de CTC (Hostalek et al., 1976). 

 

Tomando en cuenta lo anterior y que la producción de metabolitos secundarios es también 

una de las diferencias entre las cepas S. peucetius, S. peucetius var. caesius y S. peucetius var. 

caesius DogR, decidimos cuantificar la producción de antraciclinas totales de las tres cepas. 

 

En la figura 7 se observa que S. peucetius var. caesius y la mutante DogR inician la producción 

de antraciclinas a las 24 h de incubación, mientras que la cepa silvestre la inicia hasta las 32 h. Así 

mismo, mientras que la concentración de antraciclinas en S. peucetius se mantiene más o menos 

constante después de las 48 h, las otras dos cepas continúan aumentando su producción con el 

tiempo. Sin embargo, en S. peucetius var. caesius, la producción de antraciclinas totales fue 4 y 2.5 

veces mayor que la cepa silvestre S. peucetius y la mutante DogR respectivamente (Tabla 3). En esta 

misma tabla se muestra el rendimiento de antraciclinas con respecto a la fuente de carbono 

consumida por cada cepa, Como se esperaba, el consumo de glucosa fue muy semejante en las 

cepas S. peucetius  (22.76 mg mL-1) y S. peucetius var. caesius (18.91 mg mL-1) mientras que la 

mutante DogR utilizó solamente 2.88 mg/mL de glucosa, ya que esta cepa también presenta 

problemas para el transporte de glucosa y disminución en su actividad de Glk (Segura et al., 1986). El 

rendimiento de antraciclinas respecto a glucosa fue mayor en la mutante DogR seguida por su cepa 

parental S. peucetius var. caesius y en último lugar la cepa silvestre S. peucetius. El rendimiento de 

biomasa fue muy semejante entre S. peucetius y S. peucetius var. caesius y el mayor rendimiento se 

encontró para la mutante DogR  . 
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Figura 7. Cinética de producción específica de antraciclinas de S. peucetius (), S. peucetius var. 

caesius () y de S. peucetius var. caesius DogR. () Todas las cepas fueron cultivadas en medio 

NDYE más 100 mM de glucosa. 
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Tabla 5. Comparación de rendimientos de antraciclinas totales y biomasa con respecto al consumo de glucosa en algunas cepas 
de Streptomycesa 

 

Cepa 

Consumo 

de glucosa 

(mg/mL) 

Peso seco 

(mg/mL) 

Producción 

volumétrica de 

antraciclinas 

(µg/mL) 

Producción 

específica de 

antraciclinas 

(µg/mg Peso 

seco) 

Y Ant/glc 

(µg Ant/mg glc) 

Y X/glc 

(mg peso seco/mg 

glc) 

 

S. peucetius 
22.76 4.26 37.75 8.86 1.66 0.19 

S. peucetius 

var. caesius 
18.91 4.07 157.45 38.70 8.33 0.21 

S. peucetius 

var. caesius 

DogR 

2.88 3.2 58.31 18.22 20.25 1.11 

aTodas las cepas de Streptomyces fueron cultivadas en medio NDYE más 100 mM de glucosa. bLos datos fueron tomados a las 120 h de 
incubación. 
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CLONACIÓN Y SECUENCIACIÓN DEL GEN Pp-Glk   

 

El gen Pp-Glk de S. peucetius var. caesius fue amplificado por PCR para posteriormente ser clonado 

y secuenciado. Los cebadores utilizados para la amplificación se diseñaron a partir de un 

alineamiento de las secuencias de Pp-Glks putativas reportadas en la base de datos de genomas 

secuenciados de diversas cepas de Streptomyces (http://strepdb.streptomyces.org.uk). La secuencia 

del gen de Pp-Glk de S. peucetius var. caesius mostró una identidad del 85% respecto a la reportada 

para S. lividans y S. coelicolor, de un 86% contra el gen de S. thermocarboxydus K155 y un 89% 

contra el de S. avermitilis. Del mismo modo, la correspondiente secuencia de aminoácidos mostró 

una identidad del 85% con la de S. coelicolor y S. lividans, 86% con la de S. thermocarboxydus K155 

y un 88% con la de S. avermitilis. En todas ellas se encuentran conservadas las secuencias consenso 

que se consideran importantes para la unión al polifosfato GXDIGGXXIK, TXGTGIGSA y 

KEX(4)SWXXWA (Fig. 7) (Mukai et al., 2003, Liao et al., 2012). Adicionalmente, al alinear las 

secuencias de aminoácidos de las ATP-Glks, Pp-Glks y proteínas ROK, se observa el dominio 

conservado de unión a ATP (DIGG) tanto en las ATP-Glks como en las Pp-Glks, pero como se 

esperaba, no se observa en las proteínas ROK (XylR, NagR, Mlc). Sin embargo, en las secuencias de 

aminoácidos de las enzimas Pp-Glk se encuentra parcialmente la secuencia consenso ROK1 

[LIVM]X(2)G[LIVMFCT]GX[GA][LIVMFA]X(8)GX(3-5)[GATP]X(2)G[RKH] (Fig. 8) (Bae et al., 2005). La 

secuencia consenso ROK2 se considera un motivo firma de las proteínas ROK y está formada por 

una secuencia rica en cisteínas [CXCGX(2)GCXE] que constituye un dominio de unión a zinc también 

llamado “dedo de zinc” tipo C3H (Miyazono et al., 2012, Concha et al., 2000). Otras proteínas con 

este dominio son capaces de unirse a DNA, como algunos factores de transcripción eucariontes como 

el TFIIIA de ovocitos de rana (http://www.zincfingers.org/default2.htm). Como se puede observar en la 

Fig. 9, la secuencia ROK2 no se encuentra en ninguna de las Pp-Glks. Cabe señalar que ninguna de 

las secuencias de aminoácidos de las ATP-Glks de bacterias Gram-negativas tiene dicho motivo 

ROK2. Tal como se esperaba, las ATP-Glks de bacterias Gram-positivas y las proteínas ROK como 

XylR, NagR y Mlc sí contienen ambas secuencias consenso ROK.  

 

ANÁLISIS FILOGENÉTICO 

 

A partir del alineamiento realizado (Fig 8 y 9), se llevó a cabo un análisis filogenético en el que 

se incluyeron secuencias de otros miembros de las actinobacterias además de las secuencias de 

Glks de la levadura Saccharomyces cerevisiae y una de origen humano (HXK IV). Con el análisis 

realizado se construyó un árbol filogenético sin raíz, el cual está formado por dos clados principales. 

http://strepdb.streptomyces.org.uk/
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ATPGlk E.coli K12              1 ------------------------------------------------------------------------------------MTKYALVGDVGGTNARLALCDIASGEISQA------ 

ATPGlk Z.mobilis               1 --------------------------------------------------------------------------------------MEIVAIDIGGTHARFSIAEVSNGRVLSL---GEE 

NagR E. coli K12               1 MTPGGQAQIGNVDLVKQLNSAAVYRLIDQYGPISRIQIAEQSQLAPASVTKITRQLIERGLIKEVD-QQASTGGRRAISIVTETRNFHAIGVRLGRHDATITLFDLSSKVLAEEHYPLPE 

Mlc E. coli K12                1 --MVAENQPGHIDQIKQTNAGAVYRLIDQLGPVSRIDLSRLAQLAPASITKIVREMLEAHLVQELEIKEAGNRGRPAVGLVVETEAWHYLSLRISRGEIFLALRDLSSKLVVEE-SQELA 

FK Z. mobilis                  1 ---------------------------------------------------------------------------------MKNDKKVYGCIEGGGTKFMLALIDSDRKMLAVERVPTTT 

XylR B.subtilis                1 ------MDIADQAFVKKVNQKLLLKEILKNSPISRAKLSEMTGLNKSTVSSQVNTLMKENLVFEIG-QGQSSGGRRPVMLVFNKKAGYSVGIDVGVDYINGILTDLEGTIVLDQ---YRH 

ATPGlk C.botulinum             1 ---------------------------------------------------------------------------------------MRIGIDLGGTNIAAGLVD-NNGVLVNK-ASIKT 

ATPGlk B.subtilis              1 -----------------------------------------------------------------------------------MDEIWFAGIDLGGTTIKLAFIN-QYGEIQHK---WEV 

PpGlk C.glutamicum             1 ------------------------------------------------------------------------------------MTETGFGIDIGGSGIKGARVNLKTGEFIDERIKIAT 

Pp/ATPGlk Arthrobacter sp. KM  1 ---------------------------------------------------------------------------MAKKDEKSHKNAPLIGIDIGGTGIKGGIVDLKKGKLLGERFRVPT 

PpGlk M. phosphovorus          1 ---------------------------------------------------------------------------MTDTPPVAAPGRSVLGIDIGGSGIKGAPVDLATGLFAAERLRIDT 

PpGlk T. fusca YX              1 ---------------------------------------------------------------------------------MASRGRVGLGIDIGGSGIKGAPVDLDRGTFVVDRVKIAT 

PpGlk M.tuberculosis           1 ---------------------------------------------------------------------MTSTGPETSETPGATTQRHGFGIDVGGSGIKGGIVDLDTGQLIGDRIKLLT 

PpGlk Frankia sp.CN3           1 --------------------------------------------------------------------------------------MQVFGVDIGGSGIKGAPVEIDDGTLVSPRVRLPT 

PpGlk S.coelicolor A3(2)       1 --------------------------------------------------------------------------------------MQIFGVDIGGSGIKGAPVDLDRGDLAQERCKVLT 

PpGlk S.lividans               1 --------------------------------------------------------------------------------------MQIFGVDIGGSGIKGAPVDLDRGDLAQERCKVLT 

PpGlk S.thermocarboxydus K155  1 --------------------------------------------------------------------------------------MEIFGVDIGGSGIKGAPVDLDKGDLAQERCKVLT 

PpGlk S.avermitilis            1 --------------------------------------------------------------------------------------MQIFGVDIGGSGTKGAPVDLDRGELTEERFKVLT 

PpGlk S.peucetius var caesius  1 --------------------------------------------------------------------------------------MQIFGVDIGGSGIKGAPVDLDKGDLAEERYKVLT 

ATPGlk M.tuberculosis          1 --------------------------------------------------------------------------------------MLTLCLDIGGTKIAAGLAD-PAGTLVHT-AQRPT 

ATPGlk C.glutamicum            1 --------------------------------------------------------------------------------MPQKPASFAVGFDIGGTNMRAGLVD-ESGRIVTS---LSA 

ATPGlk S.coelicolor A3 (2)     1 -------------------------------------------------------------------------------------MGLTIGVDIGGTKIAAGVVD-EEGNILST---HKV 

ATPGlk S.peucetius var caesius 1 -------------------------------------------------------------------------------------MGLTIGVDIGGTKIAAGVVD-EEGNILST---FKV 

 

 

 

ATPGlk E.coli K12              31 KTYSGLDY--PSLEAVIRVYLEEHKVEVK---DGCIAIACPI-----TGDWV----AMTN HTWA---FSIAEMKKNL-GF------SHLEIINDFTAVSMAIPMLKK---EHLIQFGGAE 

ATPGlk Z.mobilis               32 TTFKTAEH--ASLQLAWERFGEKLGRPLPRAAAIAWA--GPV-----HGEVL----KLTN NPWV---LRPATLNEKL-DI------DTHVLINDFGAVAHAVAHMDSSYLDHI--CGPDE 

NagR E. coli K12              120 RTQQTLEH---ALLNAIAQFIDSYQRKLRELIAISVILPGLV-----DPDSG-KIHYMPH IQVE-NWGLVEALEERF-KV-------TCFVGHDIRSLALA---------EHY--FGASQ 

Mlc E. coli K12               118 LKDDLPLL--DRIISHIDQFFIRHQKKLERLTSIAITLPGII-----DTENG-IVHRMPF YEDVKEMPLAEALEQHT-GV-------PVYIQHDISAWTMA---------EAL--FGASR 

FK Z. mobilis                  40 PE--------ETLGKSVEFFKKALPQYADSFASFGIASFGPLCLDRKSPKWG-YITNTPK PFWP-NTDVVTPFKEAF-GC-------PVEIDTDVNGAALA---------ENF--WGASK 

XylR B.subtilis               111 LKSNSPEITKDILIDMVHHFITHMPQSPYGLIGIGICVPGLI-----DKNQ--KIVFTPN SNWR-DIDLKSSIQEKY-NV-------PVFIENEANAGAYG---------EKV--FGAAK 

ATPGlk C.botulinum             32 NLNDNGKFIIDDMVSLVNKLLDENNLDINDLNSIGIGVPGTV-----RYEKG-IVAECVN LGWK-EVPLAENINSKIKAIFNTEKDVKILIENDANAAALG---------EHL--VGSMQ 

ATPGlk B.subtilis              34 PTDKTGDTITVTIAKTIDGKLDELQKPKHIIKYIGMGAPGPV-----DMAAG-VVYETVN LGWK-NYALKNHLETET-GI-------PAVIENDANIAALG---------EMW--KGAGD 

PpGlk C.glutamicum             37 PKPATPEAVAEVVAEIISQA----EWEG----PVGITLPSVV-----RGQIA-LSAANID KSWI-GTDVHELFDRHLNGR-------EITVLNDADAAGIA---------EAT--FGNPA 

Pp/ATPGlk Arthrobacter sp. KM  46 PQPATPESVAEAVALVVAEL-SARPEAPAAGSPVGVTFPGII-----QHGVV-HSAANVD KSWL-NTDIDALLTARL-GR-------PVEVINDADAAGLA---------EAR--YGAGA 

PpGlk M. phosphovorus          46 PAKSTPANVAKVVAEIVDHFKAEVGDG-----PIGITIPAVV-----THGQT-RSAANID HSWI-DAEAEQIFEDVL-QR-------DIYLMNDADAAGIA---------EVH--YGAAK 

PpGlk T. fusca YX              40 PQPATPEAVAAVVAEIVTAFADDVPQDA----PLGVTFPAVI-----QHGVA-RSAANVD RSWI-GTNVEELLSAVT-GR-------RVLVVNDADAAAMA---------EHR--YGAAS 

PpGlk M.tuberculosis           52 PQPATPLAVAKTIAEVVNGF----GWRG----PLGVTYPGVV-----THGVV-RTAANVD KSWI-GTNARDTIGAELGGQ-------QVTILNDADAAGLA---------ETR--YGAGK 

PpGlk Frankia sp.CN3           35 PSPAEPAAVGAVVAEVVGQF----GWQG----PIGVTFPAVI-----RGGVA-QTAANVD QGWV-GTDVAATLAEPLGGR-------EVVVINDADAAGVA---------EMA--FGAGR 

PpGlk S.coelicolor A3(2)       35 PHPATPDGVADGVKQVVEHF----GWTG----RVGLTFPGVV-----TGGATVRTAANVD KGWV-DTDARALFAERLGGL-------DVTVVNDADAAGVA---------EMH--FGAGR 

PpGlk S.lividans               35 PHPATPDGVADGVKQVVEHF----GWTG----RVGLTFPGVV-----TGGATVRTAANVD KGWV-DTDARALFAERLGGL-------DVTVVNDADAAGVA---------EMH--FGAGR 

PpGlk S.thermocarboxydus K155  35 PHPATPDAVADGVKQVVDHF----GWTG----PVGVTFPGVV-----TDGTTIRTAANVD KGWI-DTDARVLLGDRLGGL-------PVTVVNDADAAGIA---------EMH--FGAGR 

PpGlk S.avermitilis            35 PHPATPDAVADGVKEVVGHF----GWTG----PVGITFPGVV-----TGGATIRTAANVD KSWI-DTDARALLSDRLGGR-------PVTVLNDADAAGVA---------EMQ--FGAGR 

PpGlk S.peucetius var caesius  35 PHPATPDAVADGVKEVVDHF----GWTG----QVGITFPGVV-----TGGSTIRTAANVD KDWI-DTDARALLGDRLGGL-------QVTVLNDADAAGVA---------EME--FGAGK 

ATPGlk M.tuberculosis          33 PAYGGAEQVWAAVAEMIA---DALGVAGGAVGGVGIASAGPI-----DLHSG-RVSPINI GSWG-GFPLRDRVAAAVPGV-------PVRLGGDGVCMALG---------EHW--LGAGR 

ATPGlk C.glutamicum            37 PSPRTTQAMEQGIFDLVEQL-----KAEYPVGAVGLAVAGFL-----DPECE-VVRFAPH LPWR-DEPVREKLENLL-GL-------PVRLEHDANSAAWG---------EHR--FGAAQ 

ATPGlk S.coelicolor A3 (2)     32 PTPTTPEAIVDAIASAVEG-----ARVGHEIVAVGIGAAGYV-----NRQRS-TVYFAPN IDWR-QEPLKEKVEARV-GL-------PVVVENDANAAAWG---------EYK--FGGGK 

ATPGlk S.peucetius var caesius 32 PTPTTPQAIVDAIAAAVEG-----ARAGHEIVGVGIGAAGYV-----NRQRS-TVYFAPN IDWR-QEPLKEEVEARV-GL-------PVVVENDANAAAWG---------EYK--FGAGK 

 
 

Phosphate 1 

 

 
Connect 1 

Figura 8. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius comparando con las 

Pp-Glks, ATP-Glks y proteínas ROK de diferentes orígenes bacterianos. El asterisco sobre la secuencia indica la Gly implicada en la 

unión a la glucosa. La línea superior en negrita muestra el sitio de unión a fosfato 1 y la región conectora 1. La flecha indica el Asp 

catalítico. NagR: Regulador de la utilización de N-acetilglucosamina, XylR: represor dependiente de xilosa, FK: fructosa cinasa, Mlc: 

regulador global del metabolismo de azúcar. El alineamiento de las secuencias se realizó utilizando el programa MUSCLE y fue 

formateado utilizando el programa BoxShade. 
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ATPGlk E.coli K12              124 PVEGKPIAV-YGAGTGLGVAHLVHVDKRWVSLPGEGGHVDFAPNSEEEAIILEILRAEIGHVSAERVLSGPGLVNLYRAIVKADNRLP-----------ENLKPKDITERALADSCTDCR 

ATPGlk Z.mobilis               127 ALPSDGVITILGPGTGLGVAHLLRTEGRYFVIETEGGHIDFAPLDRLEDKILARLRERFRRVSIERIISGPGLGNIYEALAAIEGVPF-----------SLLDDIKLWQMALEGKDNLAE 

NagR E. coli K12               211 DCE-DSILVRVHRGTGAGIISNGRIFIGRNGNVGEIGHIQ-V----EPL---GERCHCGNFGCLETIAANAAIEQRVLNLLKQGYQSRVPL--------DDCTIKTICKAANKG-DSLAS 

Mlc E. coli K12                211 GAR-DVIQVVIDHNVGAGVITDGHLLHAGSSSLVEIGHTQ-V----DPY---GKRCYCGNHGCLETIASVDSILELAQLRLNQSMSSMLHG--------QPLTVDSLCQAALRG-DLLAK 

FK Z. mobilis                  131 GTH-TSVYVTVGTGFGGGVLIDGKPIHGLAH--PEMGHGIPIRHPDDRD---FEGCCPYHGGCYEGLASGTAI-------------------------------RKRWGKALNEMEPDEF 

XylR B.subtilis                204 NHD-NIIYVSISTGIGIGVIINNHLYRGVSGFSGEMGHMT-I----DFN---GPKCSCGNRGCWELYASEKALLKSLQTKE------------------KKLSYQDIIDLAHLN-DIGTL 

ATPGlk C.botulinum             134 DCN-SALLITLGTGVGGGLVLNGKVHRGKDGAALEIGHMI-I----GEN---FYNCSCGNNGCFETFASATAIIKYAQELIKDGEKSIINDKVNGDL--DKIDAKIVFDSAREG-DKVGN 

ATPGlk B.subtilis              128 GAK-DVILVTLGTGVGGGIIANGEIVHGINGAGGEIGHICSI----PEG---GAPCNCGKTGCIETIASATGIVRIAKEKIANAKKTTRLQAT------EQLSARDVFEAAGEN-DEIAL 

PpGlk C.glutamicum             124 AREGAVILLTLGTGIGSAFLVDGQLFPN-----TELGHMI-------------------------------------------------------------VDGEEAEHLAAASVKENED 

Pp/ATPGlk Arthrobacter sp. KM  139 GVKGTVLVITLGTGIGSAFIFDGKLVPN-----AELGHLE-------------------------------------------------------------IDGHDAETKASAVARERDG 

PpGlk M. phosphovorus          135 GHPGLVIVTTLGTGIGSAMIHRGVLIPN-----SELGHLE-------------------------------------------------------------IDGLDAETNAASSAKERND 

PpGlk T. fusca YX              130 GVDGVVLLTTLGTGIGTAVLVDGVLLPN-----TEFGHLE-------------------------------------------------------------IDGYDAETRASASAKEREN 

PpGlk M.tuberculosis           139 NNPGLVVLLTFGTGIGSAVIHNGTLIPN-----TEFGHLE-------------------------------------------------------------VGGKEAEERAASSVKEKND 

PpGlk Frankia sp.CN3           122 DVPGLVVMTTFGTGIGTALFLHGQLIPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LGGHDAETKASDAARERED 

PpGlk S.coelicolor A3(2)       123 GRKGTVVLLTFGTGIGSAVFTDGLLVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LDGHDAEKRASSKVKDDHD 

PpGlk S.lividans               123 GRKGTVVLLTFGTGIGSAVFTDGLLVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LDGHDAEKRASSKVKDDHD 

PpGlk S.thermocarboxydus K155  123 HRKGTVIVLTFGTGIGSALFSDGVLVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LKGHDAEKRASSKAKEDHD 

PpGlk S.avermitilis            123 DRQGTVLVLTFGTGIGSALFVDGALVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LHGHDAEKRASTKVKEDND 

PpGlk S.peucetius var caesius  123 GRRGTVFLLTFGTGIGSALFVDGTLVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LNGHDAEKHASTKAKEDHD 

ATPGlk M.tuberculosis          125 GAR-FLLGLVVSTGVGGGLVLDGAPCLGRTGNAGHVGHVV-V----DPD---GSPCPCGGRGCVETIASGPSLARWARANGWSAP--------------PGAGAKELAEAAGAG-DPVAL 

ATPGlk C.glutamicum            126 GAD-NWVLLALGTGIGAALIEKGEIYRGAYGTAPEFGHLR-V----VRG---GRACACGKEGCLERYCSGTALVYTARELASHGSFRNSELFDKIKADPNSINGKTITAAARQE-DPLAL 

ATPGlk S.coelicolor A3 (2)     121 GHR-NVICITLGTGLGGGIIIGNKLRRGHFGVAAEFGHIR-M----VPD---GLLCGCGSQGCWEQYASGRALVRYAKQRANATPERAEVLLALGDGTPDGIEGKHISVAARQG-CPVAV 

ATPGlk S.peucetius var caesius 121 GHR-NVICITLGTGLGGGIIIGNKLRRGHFGVAAEFGHIR-M----VPD---GLLCGCGSQGCWEQYASGRALVRYAKQRANATPENADILLSLGDGTPDGIEGKHISMAARQG-DPVAV 

 

 

 

 

ATPGlk E.coli K12              232 RALSLFC-VIMGRFGGNLALNLGTFGGVFIAGGIVPRFLEFFK--ASGFRAAFEDKGRFKEYVHDIPVYLIVHDNPGLLGSGAHLRQTLGHIL--------------------- 

ATPGlk Z.mobilis               236 AALDRFC-LSLGAIAGDLALAQGA-TSVVIGGGVGLRIASHLP--ESGFRQRFVSKGRFERVMSKIPVKLITYPQPGLLGAAAAYANKYSEVE--------------------- 

NagR E. coli K12               313 EVIEYVG-RHLGKTIAIAINLFNP-QKIVIAGEITEADKVLLPAIESCIN--TQALKAFRTNLPVVRSEL--DHRSAIGAFALVKRAMLNGILLQHLLEN-------------- 

Mlc E. coli K12                313 DIITGVG-AHVGRILAIMVNLFNP-QKILIGSPLSKAADILFPVISDSIR--QQALPAYSQHISVESTQF--SNQGTMAGAALVKDAMYNGSLLIRLLQG-------------- 

FK Z. mobilis                  214 EKAREIIAFYLAHFNVTLQAFISP-ERIVFGGGVMHVDGMLASVRRQTAEIANSYFEGADFEKIIVLPGL--GDQAGMMGAFALALAAENK----------------------- 

XylR B.subtilis                296 NALQNFG-FYLGIGLTNILNTFNP-QAVILRNSIIESHPMVLNSMRSEVS--SRVYSQLGNSYELLPSSL--GQNAPALGMSSIVIDHFLDMITM------------------- 

ATPGlk C.botulinum             242 LTLDRFI-KYLATGINNLINVLDL-DVIAIGGGVVAGSDLFMDKLIQYIK--DHKLFKALDLCKIEKAQL--GNDAGIIGAAMLDRI--------------------------- 

ATPGlk B.subtilis              233 EVVDYVA-KHLGLVLGNLASSLNP-SKIVLGGGVSRAGELLRSKVEKTFR--KCAFPRAAQAADISIAAL--GNDAGVIGGAWIAKNEWLKHQNC------------------- 

PpGlk C.glutamicum             178 LSWKKWA-KHLNKVLSEYEKLFSP-SVFIIGGGISRKHEKWLPLMEL--------------DTDIVPAEL--RNRAGIVGAAMAVNQHLTP----------------------- 

Pp/ATPGlk Arthrobacter sp. KM  193 LSWDEYS-VLLQRYFSHVEFLFSP-ELFIVGGGISKRADEYLPNLRL--------------RTPIVPAVL--RNEAGIVGAAIEIALQHKLAK--------------------- 

PpGlk M. phosphovorus          189 WSYSEWA-PKLQRYYERLEALFWP-DLIVVGGGVSKKAHKFLPKLKL--------------KSQIIPAQL--LNTAGIVGAAWLAADRLVHPDPMG------------------ 

PpGlk T. fusca YX              184 LSYKEWAEERLQRYYSVIEDLLWP-DLIVVGGGVSRKADKFLPHLRL--------------RAPIVPAKL--RNTAGIVGAAVLAAERLGGDRVSA------------------ 

PpGlk M.tuberculosis           193 WTYPKWA-KQVTRVLIAIENAIWP-DLFIAGGGISRKADKWVPLLENC--------------TPVVPAAL--QNTAGIVGAAMASVADTTH----------------------- 

PpGlk Frankia sp.CN3           176 LSWEHWA-KRVSRYLTALENLLWP-DLIIIGGGVSRKADKFLEQLTV--------------RTTVVPAQL--RNDAGIVGAALAAGVDQTRPRVPSRTVRRRPPATRPPGGRRP 

PpGlk S.coelicolor A3(2)       177 MSWEHWA-HRVQKYLAHVEMLFSP-ELFIIGGGVSRKSQKFLPHIKDV-------------RAEIVPAQL--QNNAGIVGAAMHAAG--------------------------- 

PpGlk S.lividans               177 MSWEHWA-HRVQKYLAHVEMLFSP-ELFIIGGGVSRKSQKFLPHIKDV-------------RAEIVPAQL--QNNAGIVGAAMHAAG--------------------------- 

PpGlk S.thermocarboxydus K155  177 LSWDEWA-RRVRKYLAHVEMLFSP-ELFVIGGGVSRKAHKFLPKIEGI-------------RAEIVPAHL--QNNAGIVGAAMRAATGV------------------------- 

PpGlk S.avermitilis            177 MSWEHWA-HRVQKYLAHVEMLFSP-ELFIIGGGVSRKSHKFLPLIEGI-------------KAEIVPAAL--QNNAGIVGAAMTAAKSA------------------------- 

PpGlk S.peucetius var caesius  177 LSWEHWA-HRVQKYLAHVEMLFSP-ELFIIGGGVSRKAQKFLPLIEGI-------------KAEMVPAQL--QNNAGIVGAAM------------------------------- 

ATPGlk M.tuberculosis          221 RAFRRGA-AALAAMIASVGAVCDL-DLAVIGGGVAKSGRLLFEPLRAALA--DHARLDFLAGLRVVPAEL--GGAAGLVGAARLAAIA-------------------------- 

ATPGlk C.glutamicum            236 AVLEDFS-EWLGETLAIIADVLDP-GMIIIGGGLSNAADLYLDRSVNHYS-TRIVGAGYRPLARVATAQL--GADAGMIGVADLARRSVVEAN--------------------- 

ATPGlk S.coelicolor A3 (2)     231 DSYRELA-RWAGAGLADLASLFDP-SAFIVGGGLSDEGDLVLDPIRKSYK-RWLVGGNWRPVADVIAAQL--GNKAGLVGAADLAREPDPIM---------------------- 

ATPGlk S.peucetius var caesius 231 DSYRELA-RWAGAGLADLASLFDP-SAFIVGGGLSDEGELVLDPIRKSYK-RWLVGGNWRPVADVIAARL--GNDAGLVGAADLAREPDPIM---------------------- 
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Figura 9. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius comparando con las Pp-Glks, ATP-

Glks y proteínas ROK de diferentes orígenes bacterianos. Las secuencias ROK1 y ROK2 (motivo rico en Cys) están subrayadas en negritas. Los 

asteriscos sobre la secuencia indican los residuos implicados en la unión a la glucosa. Las líneas superiores en negrita muestran los sitios de 

unión a fosfato 2 y 3, la región conectora 2 y las regiones de interacción con la adenosina. Las diferencias en los motivos consenso ROK entre 

las proteínas ROK y las Pp-Glks están marcadas con números en la parte superior y están indicadas con líneas discontinuas. NagR: Regulador 

de la utilización de N-acetilglucosamina, XylR: represor dependiente de xilosa, FK: fructosa cinasa, Mlc: regulador global del metabolismo de 

azúcar. El alineamiento de las secuencias se realizó utilizando el programa MUSCLE y fue formateado utilizando el programa BoxShade. 



Página | 39  

 

Uno de los clados contiene a las Glks de eucariontes y el otro contiene al resto de las 

secuencias de Glks bacterianas; Gram-negativas y positivas, además de contener a las proteínas 

ROK como Mlc de E. coli, el represor NAG de Salmonella enterica y E. coli y la fosfofructocinasa de 

Zymomonas mobilis (Fig. 10). De acuerdo con nuestro análisis, las ATP-Glks de bacterias Gram-

positivas tienen menor relación con las ATP-Glks de bacterias Gram-negativas que con las proteínas 

ROK y las Pp-Glks,  las cuales forman un grupo distinto y comparten el mismo ancestro común. El 

grupo de las Pp-Glks se subdivide en dos clados uno formado por enzimas de bacterias Gram-

negativas de origen ambiental  y el segundo formado por Pp-Glks de Actinobacterias como las 

pertenecientes a los géneros Streptomyces, Arthrobacter, Renibacterium, Actinomyces, 

Bifidobacterium, Corynebacterium, Nocardia y el patógeno Mycobacterium. Como es de notar, a 

pesar de que las ATP-Glks y Pp-Glks se agrupan en un mismo clado, las Pp-Glks, parecen formar un 

grupo menos relacionado con las proteínas ROK, a diferencia de lo que ocurre con las ATP-Glks. 
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 Pp-Glk  Zobellia galactanivorans gi340618705

 Pp-Glk  Cellulophaga algicola DSM 14237 gi319952100

 Pp-Glk  Nitrobacter winogradskyi Nb-255 gi75675767

 Pp-Glk  Agrobacterium sp. H13-3 gi332715769

 Pp-Glk  Streptomyces coelicolor A3(2) gi21223431

 Pp-Glk Streptomyces peucetius subsp. caesius gi523328803

 Pp-Glk  Streptomyces avermitilis MA-4680 gi29829751

 Pp-Glk  Streptomyces scabiei gi502766112

 Pp-Glk  Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 gi182436264

 Pp-Glk  Streptomyces clavuligerus gi490059421

 Pp-Glk  Streptomyces venezuelae ATCC 10712 gi408680441

 Pp-Glk  Frank ia sp. CN3 gi494783010

 Pp-Glk  Mycobacterium smegmatis str. MC2 155 gi118172622

 Pp-Glk  Mycobacterium gilvum Spyr1 gi315444850

 Pp-Glk  Mycobacterium tuberculosis gi1172222

 Pp-Glk  Nocardia farcinica gi499523651

 Pp-Glk  Corynebacterium glutamicum gi499324255

 Pp-Glk  Corynebacterium diphtheriae gi38200251

 Pp-Glk  Actinomyces naeslundii gi489876553

 Pp-Glk  Bifidobacterium bifidum S17 gi310287221

 Pp-Glk  Microlunatus phosphovorus gi34447107

 Pp-Glk  Thermobifida fusca YX gi72162210

 Pp-Glk  Renibacterium salmoninarum ATCC 33209 gi162954685

 Pp-Glk  Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 gi325962965

 PP/ATP-Glk  Arthrobacter sp. KM gi55670729

 NAG Rep Salmonella enterica subsp. enterica gi488654695

 NAG Rep Escherichia coli K-12 gi3005596

 NAG rep Vibrio parahaemolyticus 10329 gi328473413

 Mlc Escherichia coli K-12 gi1549225

 Xyl Rep Bacillus subtilis subsp. subtilis str. RO-NN-1 gi384175515

 Xyl Rep Streptomyces coelicolor A3(2) gi21219682

 FK Zymomonas mobilis subsp. mobilis ATCC 29191 gi397677248

 ATP-Glk  Streptococcus mutans GS-5 gi392602840

 ATP-Glk  Streptococcus pneumoniae D39 gi116077604

 ATP-Glk  Bacillus subtilis gi505912848

 ATP-Glk  Bacillus cereus FRI-35 gi402555600

 ATP-Glk  Listeria monocytogenes str. F2365 gi46880833

 ATP-Glk  Staphylococcus epidermidis RP62A gi57867072

 ATP-Glk  Staphylococcus aureus subsp. aureus N315 gi15927127

 ATP-Glk  Clostridium botulinum BKT015925 gi331269470

 ATP-Glk  Clostridium thermocellum ATCC 27405 gi125975419

 ATP-Glk  Mycobacterium tuberculosis CDC1551 gi15840053

 ATP-Glk  Mycobacterium smegmatis str. MC2 155 gi118467471

 ATP-Glk  Mycobacterium gilvum Spyr1 gi315446029

 ATP-Glk  Bifidobacterium bifidum S17 gi310287890

 ATP-Glk  Nocardia farcinica gi499521604

 ATP-Glk  Corynebacterium diphtheriae gi504084017

 ATP-Glk  Corynebacterium glutamicum gi489956365

 ATP-Glk  Actinomyces naeslundii gi489877115

 ATP-Glk  Renibacterium salmoninarum ATCC 33209 gi163841253

 ATP-Glk  Arthrobacter phenanthrenivorans gi503365972

 ATP-Glk  Streptomyces clavuligerus gi490052149

 ATP-Glk  Micromonospora aurantiaca ATCC 27029 gi302868996

 ATP-Glk  Streptomyces tsukubaensis NRRL18488 gi385665628

 ATP-Glk  Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 gi182439170

 ATP-Glk  Streptomyces coelicolor A3(2) gi21220604

 ATP-Glk Streptomyces peucetius subsp. caesius gi50263006

 ATP-Glk  Streptomyces avermitilis MA-4680 gi29832616

 ATP-Glk  Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4 ATCC gi56542839

 ATP-Glk  Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 gi1788732

 ATP-Glk  Serratia marcescens WW4 gi445213648

 ATP-Glk  Pseudomonas aeruginosa PAO1 gi15598389

 ATP-Glk  Pseudomonas putida HB3267 gi430791788

 ATP-Glk  Homo sapiens gi2773377

 ATP-Glk  Saccharomyces cerevisiae RM11-1a gi19040640699
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Figura 10. Árbol filogenético de las ATP-Glks, Pp-Glks y proteínas ROK. El árbol filogenético fue 

construido usando el método “Neighbor-Joining” a partir de los datos obtenidos del alineamiento 

realizado con el programa “MUSCLE”. Los valores de bootstrap se estimaron con 1, 000 réplicas y se 

muestran como porcentaje en los nodos correspondientes. Las enzimas ATP- y Pp-Glk de S. peucetius 

var. caesius están señaladas por paréntesis cuadrados en negritas. 
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 DISCUSIÓN 

 

En el género Streptomyces la enzima ATP-Glk ha sido la más estudiada en especial por su 

importancia en la RCC. En cambio, ha habido pocos estudios sobre la actividad de la enzima Pp-Glk. 

Hostalek et al. (1976) describieron una Pp-Glk de la cepa S. aureofaciens. Gubbens et al. (2012), 

encontraron, en un estudio proteómico, la presencia de una Pp-Glk en S. coelicolor; la bacteria había 

sido crecida en medio mínimo con glucosa y las proteína s recuperadas a mitad de la fase 

exponencial de crecimiento. Cabe señalar que cuando mutantes glkA- de S. coelicolor fueron 

obligadas a crecer en un medio mínimo con glucosa como única fuente de carbono, las colonias que 

lograron crecer bajo estas condiciones expresaron una proteína con un peso molecular mayor al de la 

ATP-Glk y al de la Pp-Glk (Angell et al., 1994).  

Recientemente, la enzima Pp-Glk de S. coelicolor fue sobre-expresada heterólogamente en E. 

coli, para posteriormente ser purificada y parcialmente caracterizada. Sin embargo, dentro de esos 

estudios no determinaron ni su especificidad por el donador de fosfato ni su impacto en la fisiología 

de la bacteria (Koida et al. 2013).  

En S. peucetius var. caesius, además de la ATP-Glk se detectó la presencia de una Pp-Glk 

cuya actividad aparece en la fase estacionaria de crecimiento. Una caracterización preliminar de la 

enzima mostró un pH óptimo de 8.5 y una temperatura óptima de reacción de 48-52°C. Estas 

características son semejantes a las que presenta la Pp-Glk de M. tuberculosis (Hsieh et al., 1993) y 

contrasta con las características de la enzima de S. coelicolor que presentó como condiciones 

óptimas de reacción un pH 9.5-10 y 28°C (Koide et al., 2013). La Pp-Glk de S. peucetius var. caesius 

no presentó actividad con tripolifosfato (Pp3) ni con ATP, sino que prefirió cadenas de Pp de alrededor 

de 18 unidades. Hasta ahora hay reportadas dos enzimas que utilizan solamente Pp como donador 

de fosfato, la de M. phosphovorus (Tanaka et al., 2003) y la de M. coralloides (González et al., 1990). 

Las enzimas Pp-Glk de P. shermanii (Pepin and Wood, 1986) y M. tuberculosis (Phillips et al., 1999) 

tienen preferencia por sustratos de tamaño de cadena de 400 unidades, aunque también son capaces 

de utilizar ATP. En estos dos casos, al aumentar el tamaño de la cadena de Pp, aumenta su afinidad 

hacia ella (de 1.5 X10-3 M para el ATP, hasta 5X10-9 M para Pp400). Por el tamaño del sitio activo, 

Mukai et al., (2003) predicen que la Pp-/ATP-glucomanocinasa de Arthrobacter sp. KM puede unir un 

pentafosfato. En la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius parece haber dificultad para unir ATP y 
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fosfatos de tamaño de cadena semejantes (Pp3), probablemente debido al espacio de su sitio activo, 

ya que en los ensayos de actividad se observó que si era capaz de utilizar el hexametafosfato (Pp6). 

El gen Pp-glk de S. peucetius var. caesius fue clonado por PCR. La secuencia parcial de DNA 

y aminoácidos mostró una alta identidad con los respectivos genes de S. avermitilis y de otros 

estreptomicetos. La secuencia de aminoácidos de la Pp-Glk posee las regiones de unión a fosfato 

(fosfato 1, 2 y 3) que son semejantes a los motivos conservados de unión al ATP (Tanaka et al., 

2003). Como en la Pp-Glk de la actinobacteria Microlunatus phosphovorus, la enzima Pp-Glk de S. 

peucetius var. caesius presenta el sitio propuesto para la unión a polifosfato (fosfato 3) compuesto por 

dos triptófanos rodeados por aminoácidos cargados (Liao et al., 2012). Un alineamiento de las 

secuencias de aminoácidos de Glks de diferentes familias,  incluyendo proteínas ROK, mostró que las 

Pp-Glks carecen por completo del consenso ROK2, que es el motivo firma rico en cisteínas, en donde 

se une un átomo de zinc. Esto último pone en entredicho la clasificación de las Pp-Glks como 

miembros de la familia de proteínas ROK (Kawai et al., 2005).  

Un análisis filogenético de Glks (ATP y Pp-Glks) y proteínas ROK, reveló dos clados 

principales. Uno que comprende a las ATP-Glks de eucariontes (humana y levadura) y el segundo 

que contiene al resto de Glks bacterianas y proteínas ROK.  

Las ATP-Glks de bacterias Gram-negativas forman un clado que comparte un ancestro común 

con las ATP-Glks de eucariontes y con las del Grupo B. Cabe mencionar que las bacterias Gram- 

negativas utilizan preferencialmente al sistema PTS para fosforilar a la glucosa, por lo que las ATP-

Glks de estas bacterias han sido poco estudiadas. Por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa utiliza al 

sistema ABC para transportar a la glucosa y la cataboliza por la vía Entner-Doudoroff (Temple et al., 

1994). En esta bacteria la ATP-Glk junto con las enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 6-

fosfogluconato deshidratasa y 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa, son inducidas por 

carbohidratos como glucosa, gluconato, manitol y glicerol. Las mismas enzimas se encuentran 

sujetas a represión catabólica por succinato y otros intermediarios del ciclo de Krebs (Temple et al., 

1994). 

Las ATP-Glks de bacterias Gram-positivas y las proteínas ROK se agrupan en un mismo clado 

compartiendo un ancestro común. Las Pp-Glks de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas 

comparten un ancestro común con el grupo de ATP-Glks/proteínas ROK, aunque las Pp-Glks carecen 

al menos del motivo rico en Cys característico de la familia ROK.  
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El arreglo y agrupamiento observados en el análisis filogenético está de acuerdo con la 

clasificación de Kawai et al. (2005), ya que todas las secuencias que pertenecen a cada grupo (HK, A 

y B) forman un clado distinto (Fig. 10). Las ATP-Glks del grupo HK (eucarióticas) comparten 

solamente un ancestro con los grupos A y B, lo mismo ocurre con las enzimas del grupo A (de 

bacterias Gram-negativas) que comparten un ancestro común con el grupo B (de bacterias Gram-

positivas). Aunque las Pp-Glks se localizan en el grupo B (Glks relacionadas con proteínas ROK), 

hasta el momento no existe información sobre alguna función regulatoria de estas enzimas.  

Actualmente existen dos teorías sobre el ancestro común de las Glks de la Familia HK; Kawai 

et al. (2005) mencionan que el ancestro común de las Glks debería ser semejante a la Pp- /ATP-

Glucomanocinasa de Arthrobacter sp. cepa KM, ya que el Pp es el donador de fosfato más antiguo, 

además de que esta enzima es capaz de fosforilar tanto a la glucosa como a la manosa. A partir de 

esta enzima se derivarían las demás, obteniéndose posteriormente el motivo ROK o por duplicación 

de genes se obtendrían las Glks de mayor tamaño como la humana. La otra teoría menciona que el 

ancestro de las Glks del grupo B sería la ATP-Glk de S. coelicolor, pues a partir de ella se derivarían 

las Glks no-ROK por pérdida de los motivos conservados 

[LIVM]X(2)G[LIVMFCT]GX[GA][LIVMFA]X(8)GX(3-5)[GATP]X(2)G[RKH] y (CXCGXXGCXE) y por otro 

lado se generarían las proteínas ROK con actividad represora mediante la obtención de un extremo 

amino terminal con capacidad de unión a DNA (Conejo et al., 2010).  Tomando en cuenta nuestro 

análisis filogenético, hay un ancestro común para las Pp-Glks, las ATP-Glks de bacterias Gram-

postivas y las proteínas de la familia ROK. Sin embargo, en nuestro análisis no es posible apreciar 

cuál podría ser la Glk más semejante al ancestro común, ya que las distancias de los clados de las 

ATP-Glks de Gram-positivas y la de las Pp-Glks con respecto a dicho ancestro común son 

semejantes.  

Aun cuando se detectó actividad de Pp-Glk en otros estreptomicetos como  S. coelicolor, S. 

lividans y S. thermocarboxydus K155, éstos exhibieron menores actividades de Pp-Glk con respecto a 

sus actividades de ATP-Glk. De manera similar, la cepa silvestre de S. peucetius mostró baja 

actividad de Pp-Glk comparada con la sobreproductora de antraciclinas S. peucetius var. caesius. 

Resulta interesante que S. peucetius presentó un 48% de mayor productividad de biomasa 

que S. peucetius var. caesius con valores de 0.27  y 0.13 mg mL-1·h-1 respectivamente. En este 

mismo sentido, se observó un 77% de mayor rendimiento de antibiótico con respecto al crecimiento 

en S. peucetius var. caesius que en la cepa silvestre (38.7 y 8.8 µg antraciclinas mg peso seco-1, 

respectivamente). En resumen, la cepa S. peucetius presenta una mayor actividad de ATP-Glk 
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comparada con la Pp-Glk, muestra mayor productividad y rendimiento de biomasa, pero bajo 

rendimiento de antraciclinas totales. En cambio la cepa S. peucetius var. caesius presentó mayor 

actividad Pp-Glk que de ATP-Glk, menor productividad y rendimiento de biomasa, pero mayor 

rendimiento en la producción de antraciclinas. Cabe señalar que no hay diferencias en la 

concentración intracelular de Pp entre ambas cepas (Manzo-Ruiz, Tesis de licenciatura en proceso). 

Aun cuando ambas cepas consumieron toda la glucosa añadida al medio de cultivo, parece que S. 

peucetius utiliza la fuente de carbono preferencialmente para el crecimiento, mientras que S. 

peucetius var. caesius utiliza una mayor porción de esa glucosa para la producción de antraciclinas. 

Malla et al., (2010) hicieron una revisión de los factores que limitan la producción de daunorrubicina 

(DNR) y doxorrubicina (DXR). Hay que señalar que para la producción de estos antibióticos se 

requiere de tres etapas (Fig. 11): la formación de la ε–rodomicenona (aglicona) a partir de propionil-

CoA y malonil-CoA, la formación de timidina fosfato (TDP)- L-daunosamina a partir de la glucosa-1-

fosfato y finalmente la glicosilación de la aglicona (Malla et al., 2010). Se ha observado que la baja 

disponibilidad de la poza de TDP-L-daunosamina limita la producción de DNR y DXR, ya que si se 

inactiva la ruta de síntesis de ramnosa que compite por la misma poza, se observa un aumento en la 

producción de ambos antibióticos (Singh et al., 2010).  De acuerdo con todo lo anterior, se podría 

especular que la cepa S. peucetius var. caesius es capaz de sobreproducir el antibiótico debido a que 

hay una mayor concentración de glucosa fosforilada por las dos Glks que contiene y que suman una 

actividad de aproximadamente 618 U mg proteína-1 a las 48 h. Por el contrario la cepa silvestre S. 

peucetius tiene una actividad de Glk sumada de 389 U mg proteína-1 a las mismas 48 h de cultivo.  

Considerando el importante papel que se le ha asignado a la ATP-Glk en la RCC (Angell et al., 

1994, Kwakman and Postma, 1994), se examinó la presencia de Pp-Glk en una mutante DogR 

resistente a RCC obtenida a partir de la cepa S. peucetius var. caesius.  Inesperadamente, la mutante 

DogR presentó disminuidas en un 80% las dos actividades de ATP- y Pp-Glk, aunque mantienen la 

tasa Pp-Glk/ATP-Glk de 1.95, similar al de 1.87 de la bacteria parental. La reducción en la actividad 

de ambas Glks podría deberse a que la mutante DogR tiene afectado el transporte de glucosa, lo que 

afectó la concentración citoplásmica del inductor. Actualmente se investiga sobre la mutación que 

presenta la cepa DogR. 
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Figura 11. Resumen de la vía de biosíntesis de las antraciclinas en S. peucetius y S. peucetius var. caesius. La flecha 

roja muestra el paso que catalizan las enzimas ATP- y Pp-Glk. El paso de fosforilación de la glucosa permite la 

alimentación de la vía de síntesis del azúcar TDP-L-daunosamina, necesaria para la glicosilación de la molécula de 

aglicona (D-rodomicenona), primer precursor de la doxorrubicina (recuadro naranja). Uno de los pasos limitantes de la 

biosíntesis de doxorrubicina es la disponibilidad de la poza de D-glucosa-1-fosfato (recuadro azul) que comparte con 

la síntesis de ramnosa. Modificado de Malla et al., 2010. 
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CONCLUSIONES 

 
 
 

 La cepa sobreproductora de antraciclinas, S. peucetius var. caesius, presenta una actividad de 

Pp-Glk significativamente mayor que las demás cepas silvestres probadas (S. coelicolor, S. 

lividans, S. thermocarboxidus K155 y S. peucetius).  

 

 La alta producción de antraciclinas totales de S. peucetius var. caesius, podría estar 

relacionada con mayores niveles de fosforilación de la glucosa (alimentación de la poza de 

daunosamina) comparados con los que presenta la cepa silvestre S. peucetius.  

 

 La secuencia de la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius tiene una identidad en aminoácidos de 

83-87% con S. coelicolor, S. lividans  y S. thermocarboxydus K-155. Presenta un pH óptimo 

de 8.5 y temperatura óptima de 48-52°C. No utiliza ATP y muestra preferencia por cadenas de 

Pp de alrededor de 18 unidades. 

 

 Aunque las Pp-Glks han sido clasificadas dentro del grupo de Glks-ROK, en este estudio se 

observó que ninguna de ellas presenta el motivo firma de las proteínas de la familia ROK 

(motivo rico en cisteínas). 

 

 De acuerdo con el análisis filogenético realizado, no es posible discernir cuál podría ser la Glk 

más semejante al ancestro común, ya que las distancias de los clados de las ATP-Glks de 

Gram-positivas y la de las Pp-Glks con respecto a dicho ancestro común son semejantes.  
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APÉNDICE 1 

 
Medio de cultivo 
 

a. Medio NDYE 
 
Medio mínimo para el cultivo de Streptomyces peucetius var. caesius y S. thermocarboxydus 
K155. 
 

Componente 
 

g/L 

NaNO3 0.85 

K2HPO4 0.17 

MgSO4 10 mL de un Stock de 50 mM 

Glucosa 100 mL de unStock de 1 M 

Extracto de levadura 100 mL de un Stock de 2 g/L 

Elementos traza 2 mL 

 
Solución de elementos traza 

 

Componente mg/100 mL 

ZnCl2 40 

FeCl3 200 

CuCl2 2 

MnCl2 2 

Na2B4O7 2 

(NH4)6Mo7O24 10 

NiCl 5 

 
 
 

b. Medio NMMP (Kieser et al., 2000) 
 

 

Medio mínimo para Streptomyces coelicolor y S. lividans. 
 

Componente 
 

g/800 mL 

(NH4)2SO4 2 

Difco Casaminoácidos 5 

MgSO4·7H2O 0.6 

PEG 6000 50 

Solución de elementos 
menores 

1 mL 
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Solución de elementos traza 

Componente g/L 

ZnSO4·7H2O 1 

FeSO4·7H2O 1 

MnCl2·4H2O 1 

CaCl2 1 

 
 Dispensar en alícuotas de 80 mL y esterilizar en autoclave. En el momento de usar añada: 
 

Componente 
 

mL 

NaH2PO4/ K2HPO4 (0.1 M, pH 6.8) 15 

Fuente de carbono 10 

H2O 5 
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Abstract Glucose kinases (Glks) are enzymes of the glyco-
lytic pathway involved in glucose phosphorylation. These
enzymes can use various phosphoryl donors such as ATP,
ADP, and polyphosphate. In several streptomycetes, ATP-
glucose kinase (ATP-Glk) has been widely studied and
regarded as the main glucose phosphorylating enzyme and is
likely a regulatory protein in carbon catabolite repression. In
cell extracts from the doxorubicin overproducing strain Strep-
tomyces peucetius var. caesius, grown in glucose, a
polyphosphate-dependent Glk (Pp-Glk) was detected by zy-
mogram. Maximum activity was observed during the station-
ary growth phase (48 h) of cells grown in 100 mM glucose.
No activity was detected when 20 mM glutamate was used as
the only carbon source, supporting a role for glucose in
inducing this enzyme. Contrary to wild-type strains of Strep-
tomyces coelicolor, Streptomyces lividans, and Streptomyces
thermocarboxydus K-155, S. peucetius var. caesius produced
1.8 times more Pp-Glk than ATP-Glk. In addition, this

microorganism produced five and four times more Pp-Glk
and anthracyclines, respectively, than its wild-typeS. peucetius
parent strain, supporting a role for this enzyme in antibiotic
production in the overproducer strain. A cloned 726-bp DNA
fragment from S. peucetius var. caesius encoded a putative Pp-
Glk, with amino acid identities between 83 and 87 % to
orthologous sequences from the above-cited streptomycetes.
The cloned fragment showed the polyphosphate-binding se-
q u e n c e s GXD IGGXX IK , TXGTG IGSA , a n d
KEX(4)SWXXWA. Sequences for the Zn-binding motif were
not detected in this fragment, suggesting that Pp-Glk is not
related to the Glk ROK family of proteins.

Keywords Glucose kinase . Streptomyces peucetius var.
caesius . Anthracyclines . Polyphosphate

Introduction

Glucose kinases (Glks) are a set of enzymes which catalyze
glucose phosphorylat ion uti l izing ATP, ADP, or
polyphosphate (Pp) as phosphoryl donors (Kawai et al.
2005). Most Glks can be classified into two families: the
ribokinase family, which includes enzymes that use ADP as
phosphoryl donor, and the hexokinase (HK) family. The HK
family comprises three groups: HK, A, and B. Group HK is
constituted by eukaryotic enzymes which show a conserved
primary sequence and a molecular weight between 50 and
100 kDa. Group A mainly contains ATP-Glks from Gram-
negative bacteria and amitochondriate eukaryotes. Group B
includes Glks that use ATP and/or polyphosphate as phospho-
ryl donors. Members of this group also show homology to
protein members of the Repressor Orf Kinase (ROK) family,
which are mostly transcriptional regulators and kinases. All
studied Glks from the Streptomyces genus belong to group B
and most of them are ATP-dependent. In addition to glucose
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phosphorylation, the Streptomyces coelicolor ATP-Glk
(encoded by sco2126) has been shown to be involved in mech-
anisms for carbon catabolite repression (CCR) (Angell et al.
1994; Kwakman and Postma 1994). The genome of this strain
contains five additional putative Glks (SCO0063, SCO1077,
SCO5059, SCO6110, and SCO6260). However, only ATP-
Glk activity has been experimentally detected (Angell et al.
1994). A S. coelicolor mutant lacking ATP-Glk is unable to
grow on minimal medium supplemented with glucose. Howev-
er, after a few days incubation under this condition, some
derivatives arose on the glucose plates and exhibited glucose
phosphorylating activity (Angell et al. 1994). Surprisingly, this
activity was not due to a true Glk, but to a protein (SCO6260)
that is part of an operon encoding for a ribose ABC-type
permease (Angell et al. 1994; van Wezel et al. 2004).

Streptomyces peucetius var. caesius is an industrially rele-
vant strain, which produces doxorubicin, a secondary metab-
olite used for treatment of malignant tumors (Tacar et al.
2013). As reported for other secondary metabolites, doxoru-
bicin production is also negatively affected by the presence of
glucose (Escalante et al. 1999). S. peucetius var. caesius
phosphorylates glucose through an ATP-Glk activity. This
activity is affected in mutants isolated as resistant to the
growth inhibition exerted by the glucose analogue, 2-
deoxyglucose (DOG) in the presence of glycerol (Segura
et al. 1996). These mutants (DogR) show decreased glucose
transport and ATP-Glk activity (15 %), but overproduce doxo-
rubicin (Escalante et al. 1999).

By applying an antibiotic enrichment procedure to the
DogR strain, mutants that had recovered the ability to phos-
phorylate glucose were isolated. Although these mutants
regained their sensitivity to glucose repression, the ATP-Glk
activity varied from 19 to 84 % in the mutants compared to
15 % in the parental strain, suggesting no correlation between
ATP-Glk activity and glucose repression (Ramos et al. 2004).

Pp-Glk has been reported in many members of
Actinobacteria (Takahashi et al. 1995; Lindner et al. 2010).
This enzyme is considered to be an ancient enzyme, since
utilizes Pp as phosphoryl donor instead of ATP (Rao et al.
2009). The first study on a bacterial Pp-Glk was reported for
Mycobacterium phlei (Szymona and Ostrowski 1964). In
streptomycetes, this activity has been studied in the chlortet-
racycline producer Streptomyces aureofaciens (Hostalek et al.
1976). In S. coelicolor, the presence of Pp-Glk was deter-
mined using quantitative proteomics (Gubbens et al. 2012)
and recently it was overexpressed, purified, and biochemically
characterized (Koide et al. 2013). In our group, this activity
was recently detected in S. peucetius var. caesius. Therefore,
the aim of this study was to understand the importance of Pp-
Glk regarding ATP-Glk and secondary metabolite concentra-
tions in this strain, by measuring the production of these three
parameters and analyzing the relationship between Pp-Glk
and other orthologs.

Materials and methods

Bacterial strains and culture conditions

S. peucetius NRRL B-3826 and S. peucetius var. caesius
NRRL B-5337 were kindly provided by the Agriculture Re-
search Service Culture Collection, US Department of Agri-
culture (Peoria, IL). S. peucetius var. caesius DogR strain was
derived from S. peucetius var. caesius NRRL B-5337 as
resistant to 2-deoxyglucose (Segura et al. 1996). Streptomyces
thermocarboxydus K155 was previously isolated and identi-
fied in our laboratory (Avalos-García 2010). This strain (BM-
B-383) is maintained in a viable condition at the UNAM-48/
WFCC (Mexico D.F.). Mycelia from these microorganisms
were obtained as previously reported (Segura et al. 1996). The
bacteria were maintained by serial transfer and stored at 4 °C
on plates with yeast malt (YM) medium (0.4 % yeast extract,
1 % malt extract, and 0.4 % glucose) plus 1.5 % agar. NDYE
minimal medium (10 mM NaNO3, 1 mM K2HPO4·3H2O,
0.5 mM MgSO4·7H2O, and 0.2 %w/v yeast extract) without
vitamin solution (Dekleva et al. 1985) was used for growth
and Glk production studies of S. peucetius var. caesius on
several carbon sources. For glucose kinase activity, a seed
culture from a 250-ml baffled flask with 50ml of YMmedium
was inoculated with 1 ml of mycelia from S. peucetius var.
caesius (approx. 0.2 mg dry cell weight/ml) and incubated at
29 °C on a rotary shaker at 180 rpm for 24 h. The culture was
harvested by centrifugation, and the pellet was resuspended in
5 ml of isotonic saline solution (0.85 %w/v NaCl). One
milliliter of these mycelia was used to inoculate 250-ml baf-
fled flasks with 50 ml NDYE medium and cultured under the
same conditions.

S. coelicolor A3(2) M145 (SCP-1, SCP-2, prototroph) and
Streptomyces lividans were obtained from the John Innes
Centre (Norwich, UK). For growth and Glk production, 250-
ml baffled Erlenmeyer flasks containing 50 ml NMMP medi-
um (Kieser et al. 2000) were inoculated with approximately
106 spores and cultured for desired times at 29 °C on a rotary
shaker at 180 rpm.

Remaining glucose in the culture medium was determined
by the glucose oxidase/peroxidase method (GOD-POD from
Spinreact). Growth was estimated by dry cell weight, as
previously reported (Forero et al. 2012).

Preparation of cell-free extracts

Cells were separated from culture medium by centrifugation at
6,000 rpm and the pellet resuspended in PED (75 mM potas-
sium phosphate, 1 mM EDTA, and 2 mMDTT) buffer. Crude
extracts were prepared by sonication at 50W (4×1 min pulses
with 30 s allowed for cooling). The suspension was centri-
fuged at 13,000 rpm for 30 min at 4 °C and the supernatant
was recovered for Glk determination and protein estimation.
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Protein was determined by the Bradford method (Bio-Rad
reagent) using bovine serum albumin as standard.

Determination of anthracycline production

Samples (5 ml) of the culture medium were taken at different
incubation times and centrifuged at 8,000 rpm for 10 min.
Anthracyclines were extracted from the pellet, using a mixture
of acetone and 0.05 M sulfuric acid (4:1) according to
Arcamone et al. (1969). Total anthracyclines were measured
at 495 nm and quantified using an extinction coefficient of
11,500 M−1 cm−1 (Zeman et al. 1998).

Determination of ATP-Glk and Pp-Glk activity

ATP-Glk activity was measured spectrophotometrically by
monitoring reduction of NADP (ε=6.22 cm−1 mM−1) in a
glucose-6-phosphate dehydrogenase coupled reaction. The
assay mixture contained 50 mM Tris–HCl, pH 7.5, 2.8 mM
D-glucose, 25 mM MgCl2, 0.5 mM NADP, 1 mM ATP, and
0.7 U ml−1 yeast, glucose-6-phosphate dehydrogenase
(Roche). When Pp-Glk activity was measured, ATP was re-
placed with 2 mg ml−1 sodium polyphosphate (crystals, +
80 mesh, 96 %, from Aldrich) in the reaction mixture. Units
of enzyme activity were expressed as nanomole NADP re-
duced per minute per milligram cell protein at 25 °C.

Zymograms were performed on 8 % native electrophoresis
gels as reported by Imriskova et al. (2001).

Identification of Pp-Glk

SDS-PAGE from time course samples was carried out accord-
ing to Laemmli (1970). Protein bands with Glk activity were
detected by zymogram activity and positive bands were care-
fully excised from SDS-PAGE gels and the proteins were
identified by MALDI-TOF mass spectrometry (Henzel and
Stults 1996). Protein sequence comparisons were carried out
by employing the Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) program (Altschul et al. 1997), and the “blastp”
(protein–protein BLAST) algorithm.

Molecular cloning of Pp-Glk

The gene encoding for Pp-Glk (accession number
GI:523328803 ->GenBank KF184976) was amplified by
PCR from total DNA of S. peucetius var. caesius. Oligonu-
cleotides were designed based on previous alignments of
putative Streptomyces Pp-Glk genes, extracted from the
StrepDB page (Strepdb.streptomyces.org.uk). The forward
primer oligonucleotide was designed from the consensus se-
quence beginning with the start codon. Similarly, the reverse
primer oligonucleotide was designed by taking the consensus
of the carboxyl end sequence near the stop codon. The

sequences of the oligonucleotides used were as follows: for-
ward (5′-CCATGCAGATCTTCGGTGTGGACATCGGTG
GA TCC) and reverse (5′-CATCGCCGCTCCCACGATCC
CCGCGTTGTTCTG). PCR conditions for amplification
were an initial denaturation step at 95 °C (3 min), then
95 °C (1 min), 55 °C (1 min), 72 °C (1 min) for 25 cycles,
and a final extension period at 72 °C (7 min). PCR products
were purified and cloned using the pGEM T-easy kit from
Promega. The resulting plasmids were isolated and sequenced
by Laragen, Inc. (Culver City, CA).

Sequence retrieval and phylogenetic analyses

Protein sequences were downloaded from the National Center
for Biotechnology Information database (NCBI) and aligned
with the Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation
(MUSCLE) program (Edgar 2004). Phylogenetic tree con-
struction and distance analysis, including 1,000 bootstrap
replicates, were performed with the MEGA5.2 package using
the statistical method of Neighbor joining and the JTT model.

Results

Effect of carbon source on growth and Glk production
in S. peucetius var. caesius

In order to establish the effect of the carbon source on the
profile of Glk production, growth and ATP-Glk activity were
determined in NDYE medium (Dekleva et al. 1985) in the
presence of 100 mM glucose (a true Glk substrate), 100 mM
mannose (a hexokinase substrate), and 20 mM glutamate
(unrelated to Glk). Under these conditions, similar growth
was observed when grown in glucose and mannose, with μ
values of 0.086 and 0.073 h−1 (Table 1), respectively, but in
glutamate the bacteria showed a lower μ value (0.053 h−1).
ATP-Glk activity was detected when this microorganism was
cultured in glucose as the sole carbon source, showing an
increase of almost twofold at 10 h incubation. Conversely,
incubation in mannose and glutamate did not promote an

Table 1 Effect of carbon source on cell growth and ATP-Glk production
in S. peucetius var. caesius

Conditiona μ (h−1) ATP-Glkb Increase
(fold)

0 h 10 h

Glucose 0.086 33.5±4.6 65.7±1.9 1.95

Mannose 0.073 33.5±4.6 31.3±1.8 0.93

Glutamate 0.053 33.5±4.6 27.7±1.5 0.83

a Carbon sources were used at 100 mM concentration, except for gluta-
mate which was 20 mM. Cells were grown in NDYE medium
bATP-Glk was expressed as units per milligram protein
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increase in ATP-Glk activity. These results strongly suggest
that in S. peucetius var. caesius, ATP-Glk is induced by
glucose.

In order to search for other Glk activities, a Glk zymogram
was performed in native polyacrylamide gels on extracts from
cells grown in glucose and glutamate. Both zymograms
showed three positive bands for Glk activity with molecular
weights of 214, 190, and 124 kDa, respectively (Fig. 1). To
determine whether these protein bands belonged to a genuine
Glk, they were sliced out from the gel and sequenced. After-
wards, using the “blastp” algorithm, two Glks were identified
in the samples obtained from the glucose cultures. One of
them showed similarity to the ATP-Glk previously reported by
Imriskova et al. (2001, 2005), while the other enzyme was
similar to a Pp-Glk from Streptomyces avermitilis (http://
strepdb.streptomyces.org.uk). Surprisingly, both Glks were
found in the same 124-kDa protein band. The bands of 190
and 214 kDa corresponded to a variety of dehydrogenases
(aldehyde, dihydrolipoamide, and delta-1-pirroline-5-carbox-
ylate dehydrogenases). No Glk protein bands were detected in

samples from the glutamate cultures, and the three positive
bands observed in the zymograms corresponded to a mixture
of dehydrogenases (NAD-glutamate, 3-hydroxyacyl-CoA,
inosine-5 ′-monophosphate, 3-hydroxybutyryl-CoA,
dihydrolipoamide, and L-alanine dehydrogenases). Detection
of dehydrogenases in the zymogram was probably due to a
cross-reaction with the MTT (tetrazolium blue) reagent.

Time course of pp-Glk production

As the protein sequencing suggested the presence of a putative
Pp-Glk in S. peucetius var. caesius, its activity was determined
in NDYE medium supplemented with glucose or glutamate
and compared to ATP-Glk. As shown in Fig. 2a, Pp-Glk
displayed its maximum activity at 48 h of incubation
(1,024.8 U/mg protein), during the stationary growth phase
(Fig. 2c). Conversely, ATP-Glk activity showed its maximum
peak at 12 h (536.6 U/mg protein), during the logarithmic
growth phase, and remained at similar levels up to 48 h
fermentation (Fig. 2b). In addition, as shown in the same
figure, these activities remained low in glutamate, suggesting
that both enzymes are induced by glucose. With regard to
growth, during the first 48 h of culture, S. peucetius reached
higher levels of biomass compared to the S. peucetius var.
caesius strain (Fig. 2c). After this time, S. peucetius var.
caesius reached similar levels of biomass compared to the
wild-type strain. Furthermore, the S. peucetius var. caesius
strain grown in NDYE medium with glutamate showed the
lowest biomass level at all times (Fig. 2c).

Determination of Pp-Glk in other streptomycetes

In order to explore the presence of Pp-Glk activity in
S. coelicolor (annotated in the genome as SCO5059), and
compare its production to ATP-Glk, a time course experiment
was carried out in minimal medium (Kieser et al. 2000) with
50 mM glucose. As can be seen in Fig. 3, ATP-Glk reaches its
maximum activity at 12 h of incubation. However, at that time,
a very low basal Pp-Glk activity was detected (10 % of the
ATP-Glk activity). A similar situation was observed in other
Streptomyces strains (S. lividans and S. thermocarboxydus
K155) which exhibited lower Pp-Glk activities than their cor-
responding ATP-Glk (Table 2). This behavior clearly
contrasted from that observed in S. peucetius var. caesius
which showed high Pp-Glk activity values. Considering that
this particular strain is a mutant obtained by chemical muta-
genesis from the S. peucetiuswild-type strain (Arcamone et al.
1969), we decided to search for both Glk activities in this
strain. As can be seen in Fig. 2a, b, S. peucetius showed more
ATP-Glk than Pp-Glk activity. ATP-Glk activity reached its
maximum at 48 h incubation and then decreased while Pp-Glk
activity remained low until 48 h and then began to rise slightly.
Table 2 shows that the ratio of Pp-Glk/ATP-Glk activities in

Time 10 h 22 h kDa

190   

214 

214 

190

124

124

(a)

(b)

Fig. 1 In situ ATP-Glk activity from S. peucetius var. caesius (a) from
cell extracts cultured for 10 and 22 h in NDYE medium plus 100 mM D-
glucose and (b) from cell extracts cultured for 10 and 22 h in NDYE
medium plus 20 mML-glutamate
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S. coelicolor, S. lividans, S. thermocarboxydus K155, and
S. peucetius was lower than 0.3. Conversely, in S. peucetius

var. caesius, the ratio was 1.87. The wild-type S. peucetius
showed 37.5 % more ATP-Glk activity than S. peucetius var.

Fig. 2 Time course of Pp-Glk
activity (a), ATP-Glk activity (b),
and growth (c) in S. peucetius
grown in 100 mM glucose (empty
circle), S. peucetius var. caesius
grown in 100 mM glucose (filled
square), and S. peucetius var.
caesius grown in 20 mM
glutamate (filled triangle). All
strains were cultivated in NDYE
medium
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caesius.However, Pp-Glk activity was almost fivefold higher in
the doxorubicin overproducing strain, than the wild-type strain.

S. peucetius var. caesius DogR mutants, which are insensi-
tive to glucose CCR, show a reduced level of ATP-Glk activ-
ity (Segura et al. 1996). To determine whether these mutants
were affected in one or both Glks, Pp-Glk activity was also
determined. As shown in Table 2, low levels of both Glks
were observed in the mutant. However, as observed in its
S. peucetius var. caesius parental strain, Pp-Glk activity was
higher than ATP-Glk, maintaining the Pp-Glk/ATP-Glk ratio
of 1.95 (Table 2).

Comparison of anthracycline production in three
Streptomyces strains

Since one of the differences between S. peucetius, S. peucetius
var. caesius, and S. peucetius var. caesiusDogR strains is their

production of secondary metabolites, we decided to quantify
their anthracycline production. In S. peucetius var. caesius,
anthracycline production was 4 and 2.5 times higher than the
wild-type S. peucetius and its DogR mutant derivative
(Table 3).

To determine the yield of anthracyclines with regard to the
carbon source provided to each strain, the residual glucose
concentration was also measured. Glucose intake was very
similar in S. peucetius and S. peucetius var. caesius. As
expected, the DogR mutant utilized only 2.88 mg/ml
of glucose, as this strain has diminished uptake and
ATP-Glk activity (Segura et al. 1996). The anthracycline
yield, with respect to glucose, was higher in the DogR

mutant followed by its parental strain S. peucetius var.
caesius and the wild-type S. peucetius. The biomass yield
was very similar between S. peucetius and S. peucetius var.
caesius and the highest yield was found for the DogR mutant
(Table 3).

ppGlk gene cloning and sequencing

The ppGlk gene from S. peucetius var. caesius was cloned by
PCR amplification using primers designed through DNA
comparison of the orthologous genes reported in the database
of the Streptomyces genome sequence (http://strepdb.
streptomyces.org.uk). The DNA sequence obtained from
the ppGlk gene showed 85 % identity to those of S. lividans
and S. coelicolor, 86 % to S. thermocarboxydus K155, and
89 % to S. avermitilis. Similarly, the corresponding amino
acid sequence obtained showed 85 % identity to that of S.
coelicolor and S. lividans, 86 % to S. thermocarboxydus
K155, and 88 % to S. avermitilis. In all of these strains, the
amino acid sequence conserved residues, which are
considered relevant for polyphosphate binding:
GXD IGGXX IK ( F i g . 4 ) , TXGTG IGSA , a n d
KEX(4)SWXXWA (Fig. 5) (Mukai et al. 2003; Liao et al.
2012). In addition, when the amino acid sequences from
ATP-Glks, Pp-Glks, and ROK proteins were aligned, the
conserved ATP-binding domain (DIGG) was observed in both
ATP-Glk and Pp-Glk (Fig. 4), but not in the ROK proteins
(XylR, NagR, Mlc). However, in the Pp-Glk amino acid
sequences, the ROK consensus sequence ROK1 [LIVM]
X(2)G[LIVMFCT]GX [GA][LIVMFA]X(8)GX(3-5)[GATP]
X(2)G [RKH] is partially lost (Fig. 5) (Bae et al. 2005). The
other ROK-type signature motif (ROK2 in Fig. 5), a Cys-rich
sequence [CXCGX(2)GCXE] which forms a zinc-binding do-
main (Miyazono et al. 2012; Concha and Leon 2000), is
completely lost in Pp-Glks. ATP-Glks from Gram-negative
bacteria also lack the Cys-rich sequence. Conversely, ATP-
Glks from Gram-positive bacteria and other ROK proteins,
such as XylR, NagR, and Mlc, possess both ROK consensus
sequences (Fig. 5).

Fig. 3 Time course of ATP- (empty square) and pp-Glk (filled triangle)
production by S. coelicolor M145 in minimal medium NMMP with
50 mM D-glucose. Growth was estimated by dry cell weight (filled circle)

Table 2 Comparison of ATP- and Pp-Glk activities present in several
Streptomyces strains

Streptomyces strain ATP-Glk
activity
(U/mg protein)

Pp-Glk
activity
(U/mg protein)

Activity ratio
Pp-Glk/ATP-Glk

S. peucetius 344±34.7 44±2.4 0.13

S. peucetius
var. caesius

215±22.7 403±40.2 1.87

S. peucetius var.
caesius DogR

52±1.5 102±23.6 1.95

S. coelicolor 154±21.9 11±0.7 0.07

S. lividans 19±3.4 5±0.6 0.30

S.thermocarboxydus 34±4.3 9±3.2 0.27

Streptomyces strains including S. peucetius, S. peucetius var. caesius,
S. peucetius var. caesius DogR , and S. thermocarboxydus were cultured
in NDYE medium plus 100 mM glucose. S. coelicolor and S. lividans
were cultured in NMMP medium plus 50 mM glucose. Activity values
were taken at 48 h incubation
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Phylogenetic analysis

A phylogenetic analysis of Glks was performed with the
sequences from the previous alignment, and including new
ones from other Actinobacteria and two ATP-Glk sequences
from eukaryotes. The tree showed two main clades (Fig. 6):
one comprises the eukaryotic ATP-Glk from human and the
yeast Saccharomyces cerevisiae. The second clade consists of
all ATP- and PP-Glks from prokaryotic microorganisms

(Gram-positive and Gram-negative bacteria) as well as the
ROK proteins, Mlc from Escherichia coli, the NAG repressor
from E. coli, and Salmonella enterica and the phosphofructo-
kinase from Zymomonas mobilis. According to our analysis,
the ATP-Glks from Gram-positive bacteria are less related to
ATP-Glks from Gram-negative bacteria than to ROK proteins
and Pp-Glks, which together form a different group with a
common ancestor. In turn, the Pp-Glk group is divided into
two clades, one consisting of enzymes from environmental

Table 3 Comparison of total anthracyclines and biomass yields with regard to glucose consumption in some Streptomyces strainsa

Strain Glucose
intake
(mg/ml)

Dry cell weight
(mg/ml)

Volumetric
anthracycline
production
(μg/ml)

Specific anthracycline
production
(μg/mg DCW)

YAnt/glc
(μg Ant/mg glc)

YX/glc
(mg DCW/mg glc)

S. peucetius 22.7 4.2 37.7 8.8 1.65 0.18

S. peucetius var. caesius 18.9 4.0 157.4 38.7 8.32 0.21

S. peucetius var. caesius DogR 2.8 3.2 58.3 18.2 20.24 1.11

All Streptomyces strains were cultured in NDYE medium plus 100 mM glucose
a Data were obtained at 120 h of incubation

ATPGlk E.coli K12 1 ------------------------------------------------------------------------------------MTKYALVGDVGGTNARLALCDIASGEISQA------
ATPGlk Z.mobilis 1 --------------------------------------------------------------------------------------MEIVAIDIGGTHARFSIAEVSNGRVLSL---GEE
NagR E. coli K12 1 MTPGGQAQIGNVDLVKQLNSAAVYRLIDQYGPISRIQIAEQSQLAPASVTKITRQLIERGLIKEVD-QQASTGGRRAISIVTETRNFHAIGVRLGRHDATITLFDLSSKVLAEEHYPLPE
Mlc E. coli K12 1 --MVAENQPGHIDQIKQTNAGAVYRLIDQLGPVSRIDLSRLAQLAPASITKIVREMLEAHLVQELEIKEAGNRGRPAVGLVVETEAWHYLSLRISRGEIFLALRDLSSKLVVEE-SQELA
FK Z. mobilis 1 ---------------------------------------------------------------------------------MKNDKKVYGCIEGGGTKFMLALIDSDRKMLAVERVPTTT
XylR B.subtilis 1 ------MDIADQAFVKKVNQKLLLKEILKNSPISRAKLSEMTGLNKSTVSSQVNTLMKENLVFEIG-QGQSSGGRRPVMLVFNKKAGYSVGIDVGVDYINGILTDLEGTIVLDQ---YRH
ATPGlk C.botulinum 1 ---------------------------------------------------------------------------------------MRIGIDLGGTNIAAGLVD-NNGVLVNK-ASIKT
ATPGlk B.subtilis 1 -----------------------------------------------------------------------------------MDEIWFAGIDLGGTTIKLAFIN-QYGEIQHK---WEV
PpGlk C.glutamicum 1 ------------------------------------------------------------------------------------MTETGFGIDIGGSGIKGARVNLKTGEFIDERIKIAT
Pp/ATPGlk Arthrobacter sp. KM 1 ---------------------------------------------------------------------------MAKKDEKSHKNAPLIGIDIGGTGIKGGIVDLKKGKLLGERFRVPT
PpGlk M. phosphovorus 1 ---------------------------------------------------------------------------MTDTPPVAAPGRSVLGIDIGGSGIKGAPVDLATGLFAAERLRIDT
PpGlk T. fusca YX              1 ---------------------------------------------------------------------------------MASRGRVGLGIDIGGSGIKGAPVDLDRGTFVVDRVKIAT
PpGlk M.tuberculosis 1 ---------------------------------------------------------------------MTSTGPETSETPGATTQRHGFGIDVGGSGIKGGIVDLDTGQLIGDRIKLLT
PpGlk Frankia sp.CN3 1 --------------------------------------------------------------------------------------MQVFGVDIGGSGIKGAPVEIDDGTLVSPRVRLPT
PpGlk S.coelicolor A3(2)     1 --------------------------------------------------------------------------------------MQIFGVDIGGSGIKGAPVDLDRGDLAQERCKVLT
PpGlk S.lividans 1 --------------------------------------------------------------------------------------MQIFGVDIGGSGIKGAPVDLDRGDLAQERCKVLT
PpGlk S.thermocarboxydus K155 1 --------------------------------------------------------------------------------------MEIFGVDIGGSGIKGAPVDLDKGDLAQERCKVLT
PpGlk S.avermitilis 1 --------------------------------------------------------------------------------------MQIFGVDIGGSGTKGAPVDLDRGELTEERFKVLT
PpGlk S.peucetius var caesius  1 --------------------------------------------------------------------------------------MQIFGVDIGGSGIKGAPVDLDKGDLAEERYKVLT
ATPGlk M.tuberculosis 1 --------------------------------------------------------------------------------------MLTLCLDIGGTKIAAGLAD-PAGTLVHT-AQRPT
ATPGlk C.glutamicum 1 --------------------------------------------------------------------------------MPQKPASFAVGFDIGGTNMRAGLVD-ESGRIVTS---LSA
ATPGlk S.coelicolor A3 (2)     1 -------------------------------------------------------------------------------------MGLTIGVDIGGTKIAAGVVD-EEGNILST---HKV
ATPGlk S.peucetius var caesius 1 -------------------------------------------------------------------------------------MGLTIGVDIGGTKIAAGVVD-EEGNILST---FKV

ATPGlk E.coli K12 31 KTYSGLDY--PSLEAVIRVYLEEHKVEVK---DGCIAIACPI-----TGDWV----AMTN HTWA---FSIAEMKKNL-GF------SHLEIINDFTAVSMAIPMLKK---EHLIQFGGAE
ATPGlk Z.mobilis 32 TTFKTAEH--ASLQLAWERFGEKLGRPLPRAAAIAWA--GPV-----HGEVL----KLTN NPWV---LRPATLNEKL-DI------DTHVLINDFGAVAHAVAHMDSSYLDHI--CGPDE
NagR E. coli K12 120 RTQQTLEH---ALLNAIAQFIDSYQRKLRELIAISVILPGLV-----DPDSG-KIHYMPH IQVE-NWGLVEALEERF-KV-------TCFVGHDIRSLALA---------EHY--FGASQ
Mlc E. coli K12 118 LKDDLPLL--DRIISHIDQFFIRHQKKLERLTSIAITLPGII-----DTENG-IVHRMPF YEDVKEMPLAEALEQHT-GV-------PVYIQHDISAWTMA---------EAL--FGASR
FK Z. mobilis 40 PE--------ETLGKSVEFFKKALPQYADSFASFGIASFGPLCLDRKSPKWG-YITNTPK PFWP-NTDVVTPFKEAF-GC-------PVEIDTDVNGAALA---------ENF--WGASK
XylR B.subtilis 111 LKSNSPEITKDILIDMVHHFITHMPQSPYGLIGIGICVPGLI-----DKNQ--KIVFTPN SNWR-DIDLKSSIQEKY-NV-------PVFIENEANAGAYG---------EKV--FGAAK
ATPGlk C.botulinum 32 NLNDNGKFIIDDMVSLVNKLLDENNLDINDLNSIGIGVPGTV-----RYEKG-IVAECVN LGWK-EVPLAENINSKIKAIFNTEKDVKILIENDANAAALG---------EHL--VGSMQ
ATPGlk B.subtilis 34 PTDKTGDTITVTIAKTIDGKLDELQKPKHIIKYIGMGAPGPV-----DMAAG-VVYETVN LGWK-NYALKNHLETET-GI-------PAVIENDANIAALG---------EMW--KGAGD
PpGlk C.glutamicum 37 PKPATPEAVAEVVAEIISQA----EWEG----PVGITLPSVV-----RGQIA-LSAANID KSWI-GTDVHELFDRHLNGR-------EITVLNDADAAGIA---------EAT--FGNPA
Pp/ATPGlk Arthrobacter sp. KM 46 PQPATPESVAEAVALVVAEL-SARPEAPAAGSPVGVTFPGII-----QHGVV-HSAANVD KSWL-NTDIDALLTARL-GR-------PVEVINDADAAGLA---------EAR--YGAGA
PpGlk M. phosphovorus 46 PAKSTPANVAKVVAEIVDHFKAEVGDG-----PIGITIPAVV-----THGQT-RSAANID HSWI-DAEAEQIFEDVL-QR-------DIYLMNDADAAGIA---------EVH--YGAAK
PpGlk T. fusca YX              40 PQPATPEAVAAVVAEIVTAFADDVPQDA----PLGVTFPAVI-----QHGVA-RSAANVD RSWI-GTNVEELLSAVT-GR-------RVLVVNDADAAAMA---------EHR--YGAAS
PpGlk M.tuberculosis 52 PQPATPLAVAKTIAEVVNGF----GWRG----PLGVTYPGVV-----THGVV-RTAANVD KSWI-GTNARDTIGAELGGQ-------QVTILNDADAAGLA---------ETR--YGAGK
PpGlk Frankia sp.CN3 35 PSPAEPAAVGAVVAEVVGQF----GWQG----PIGVTFPAVI-----RGGVA-QTAANVD QGWV-GTDVAATLAEPLGGR-------EVVVINDADAAGVA---------EMA--FGAGR
PpGlk S.coelicolor A3(2)     35 PHPATPDGVADGVKQVVEHF----GWTG----RVGLTFPGVV-----TGGATVRTAANVD KGWV-DTDARALFAERLGGL-------DVTVVNDADAAGVA---------EMH--FGAGR
PpGlk S.lividans 35 PHPATPDGVADGVKQVVEHF----GWTG----RVGLTFPGVV-----TGGATVRTAANVD KGWV-DTDARALFAERLGGL-------DVTVVNDADAAGVA---------EMH--FGAGR
PpGlk S.thermocarboxydus K155 35 PHPATPDAVADGVKQVVDHF----GWTG----PVGVTFPGVV-----TDGTTIRTAANVD KGWI-DTDARVLLGDRLGGL-------PVTVVNDADAAGIA---------EMH--FGAGR
PpGlk S.avermitilis 35 PHPATPDAVADGVKEVVGHF----GWTG----PVGITFPGVV-----TGGATIRTAANVD KSWI-DTDARALLSDRLGGR-------PVTVLNDADAAGVA---------EMQ--FGAGR
PpGlk S.peucetius var caesius  35 PHPATPDAVADGVKEVVDHF----GWTG----QVGITFPGVV-----TGGSTIRTAANVD KDWI-DTDARALLGDRLGGL-------QVTVLNDADAAGVA---------EME--FGAGK
ATPGlk M.tuberculosis 33 PAYGGAEQVWAAVAEMIA---DALGVAGGAVGGVGIASAGPI-----DLHSG-RVSPINI GSWG-GFPLRDRVAAAVPGV-------PVRLGGDGVCMALG---------EHW--LGAGR
ATPGlk C.glutamicum 37 PSPRTTQAMEQGIFDLVEQL-----KAEYPVGAVGLAVAGFL-----DPECE-VVRFAPH LPWR-DEPVREKLENLL-GL-------PVRLEHDANSAAWG---------EHR--FGAAQ
ATPGlk S.coelicolor A3 (2)     32 PTPTTPEAIVDAIASAVEG-----ARVGHEIVAVGIGAAGYV-----NRQRS-TVYFAPN IDWR-QEPLKEKVEARV-GL-------PVVVENDANAAAWG---------EYK--FGGGK
ATPGlk S.peucetius var caesius 32 PTPTTPQAIVDAIAAAVEG-----ARAGHEIVGVGIGAAGYV-----NRQRS-TVYFAPN IDWR-QEPLKEEVEARV-GL-------PVVVENDANAAAWG---------EYK--FGAGK

Phosphate 1

Connect 1

Fig. 4 Multiple amino acid sequence alignment of Pp-Glk from
S. peucetius var. caesius compared to Pp-Glks, ATP-Glks, and ROK
proteins from different bacterial origins. The asterisk indicates the amino
acid glycine involved in glucose binding. Bold lines above the sequences
show the phosphate 1-binding site and the connect 1 region. The arrow

indicates the Glk catalytic amino acid. NagR, N-acetylglucosamine utili-
zation regulator; XylR, xylose-dependent repressor; FK, fructose kinase;
Mlc, global regulator of sugar metabolism. Sequence alignment was
carried out using MUSCLE and the resulting alignment was formatted
using BoxShade
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Gram-negative bacteria and the second formed by the Pp-Glks
from Actinobacteria, including strains from the genus
Streptomyces, Arthrobacter, Renibacterium, Actinomyces,
Bifidobacterium, Corynebacterium, Nocardia, and the patho-
genic bacteriaMycobacterium.As can be seen, despite the fact
that Gram-positive ATP-Glks and Pp-Glks are grouped within
the same clade of ROK family proteins, Pp-Glks seem to be
the least related to this group.

Discussion

In the genus Streptomyces, the ATP-Glk enzyme has been the
most studied, especially because of its involvement in CCR.
In contrast, only limited studies have been published for Pp-
Glk activity. Hostalek et al. (1976) described a Pp-Glk from
the strain S. aureofaciens. Gubbens et al. (2012) discovered a
Pp-Glk in S. coelicolor and later Koide et al. (2013) expressed
and purified that Pp-Glk. However, none of them looked for
its activity in vivo nor determined its phosphate donor spec-
ificity or physiological impact on S. coelicolor. It is

noteworthy to mention that Pp-Glk was not expressed in an
ATP-Glk null mutant of S. coelicolor forced to grow in min-
imal medium with glucose as the sole carbon source (Angell
et al. 1994). Conversely, the mutants that grew under this
condition expressed another protein (SCO6260) unrelated to
Glks (van Wezel et al. 2004).

In addition to ATP-Glk, in S. peucetius var. caesius, expres-
sion of a Pp-Glk was detected during its stationary growth
phase. The cloned ppglk gene from this bacterium showed high
DNA and amino acid identity to the same gene in S. avermitilis
and other streptomycetes. The amino acid sequence of the Pp-
Glk has three phosphate regions similar to the conserved
motifs for ATP interaction (Tanaka et al. 2003). As in the Pp-
Glk from the actinobacteriumMicrolunatus phosphovorus, the
Pp-Glk from S. peucetius var. caesius showed the proposed Pp
binding site (phosphate 3) composed of two Trp surrounded by
charged amino acids (Liao et al. 2012).

A phylogenetic analysis of both Glks (ATP and Pp-Glk)
and ROK proteins revealed two main clades. One comprised
the ATP-Glks from human and S. cerevisiae and the second
included all prokaryotic Glks and ROK proteins. The largest

ATPGlk E.coli K12              124 PVEGKPIAV-YGAGTGLGVAHLVHVDKRWVSLPGEGGHVDFAPNSEEEAIILEILRAEIGHVSAERVLSGPGLVNLYRAIVKADNRLP-----------ENLKPKDITERALADSCTDCR
ATPGlk Z.mobilis 127 ALPSDGVITILGPGTGLGVAHLLRTEGRYFVIETEGGHIDFAPLDRLEDKILARLRERFRRVSIERIISGPGLGNIYEALAAIEGVPF-----------SLLDDIKLWQMALEGKDNLAE
NagR E. coli K12 211 DCE-DSILVRVHRGTGAGIISNGRIFIGRNGNVGEIGHIQ-V----EPL---GERCHCGNFGCLETIAANAAIEQRVLNLLKQGYQSRVPL--------DDCTIKTICKAANKG-DSLAS
Mlc E. coli K12 211 GAR-DVIQVVIDHNVGAGVITDGHLLHAGSSSLVEIGHTQ-V----DPY---GKRCYCGNHGCLETIASVDSILELAQLRLNQSMSSMLHG--------QPLTVDSLCQAALRG-DLLAK
FK Z. mobilis 131 GTH-TSVYVTVGTGFGGGVLIDGKPIHGLAH--PEMGHGIPIRHPDDRD---FEGCCPYHGGCYEGLASGTAI-------------------------------RKRWGKALNEMEPDEF
XylR B.subtilis 204 NHD-NIIYVSISTGIGIGVIINNHLYRGVSGFSGEMGHMT-I----DFN---GPKCSCGNRGCWELYASEKALLKSLQTKE------------------KKLSYQDIIDLAHLN-DIGTL
ATPGlk C.botulinum 134 DCN-SALLITLGTGVGGGLVLNGKVHRGKDGAALEIGHMI-I----GEN---FYNCSCGNNGCFETFASATAIIKYAQELIKDGEKSIINDKVNGDL--DKIDAKIVFDSAREG-DKVGN
ATPGlk B.subtilis 128 GAK-DVILVTLGTGVGGGIIANGEIVHGINGAGGEIGHICSI----PEG---GAPCNCGKTGCIETIASATGIVRIAKEKIANAKKTTRLQAT------EQLSARDVFEAAGEN-DEIAL
PpGlk C.glutamicum 124 AREGAVILLTLGTGIGSAFLVDGQLFPN-----TELGHMI-------------------------------------------------------------VDGEEAEHLAAASVKENED
Pp/ATPGlk Arthrobacter sp. KM 139 GVKGTVLVITLGTGIGSAFIFDGKLVPN-----AELGHLE-------------------------------------------------------------IDGHDAETKASAVARERDG
PpGlk M. phosphovorus 135 GHPGLVIVTTLGTGIGSAMIHRGVLIPN-----SELGHLE-------------------------------------------------------------IDGLDAETNAASSAKERND
PpGlk T. fusca YX              130 GVDGVVLLTTLGTGIGTAVLVDGVLLPN-----TEFGHLE-------------------------------------------------------------IDGYDAETRASASAKEREN
PpGlk M.tuberculosis 139 NNPGLVVLLTFGTGIGSAVIHNGTLIPN-----TEFGHLE-------------------------------------------------------------VGGKEAEERAASSVKEKND
PpGlk Frankia sp.CN3 122 DVPGLVVMTTFGTGIGTALFLHGQLIPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LGGHDAETKASDAARERED
PpGlk S.coelicolor A3(2)     123 GRKGTVVLLTFGTGIGSAVFTDGLLVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LDGHDAEKRASSKVKDDHD
PpGlk S.lividans 123 GRKGTVVLLTFGTGIGSAVFTDGLLVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LDGHDAEKRASSKVKDDHD
PpGlk S.thermocarboxydus K155 123 HRKGTVIVLTFGTGIGSALFSDGVLVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LKGHDAEKRASSKAKEDHD
PpGlk S.avermitilis 123 DRQGTVLVLTFGTGIGSALFVDGALVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LHGHDAEKRASTKVKEDND
PpGlk S.peucetius var caesius  123 GRRGTVFLLTFGTGIGSALFVDGTLVPN-----TELGHLE-------------------------------------------------------------LNGHDAEKHASTKAKEDHD
ATPGlk M.tuberculosis 125 GAR-FLLGLVVSTGVGGGLVLDGAPCLGRTGNAGHVGHVV-V----DPD---GSPCPCGGRGCVETIASGPSLARWARANGWSAP--------------PGAGAKELAEAAGAG-DPVAL
ATPGlk C.glutamicum 126 GAD-NWVLLALGTGIGAALIEKGEIYRGAYGTAPEFGHLR-V----VRG---GRACACGKEGCLERYCSGTALVYTARELASHGSFRNSELFDKIKADPNSINGKTITAAARQE-DPLAL
ATPGlk S.coelicolor A3 (2)     121 GHR-NVICITLGTGLGGGIIIGNKLRRGHFGVAAEFGHIR-M----VPD---GLLCGCGSQGCWEQYASGRALVRYAKQRANATPERAEVLLALGDGTPDGIEGKHISVAARQG-CPVAV
ATPGlk S.peucetius var caesius 121 GHR-NVICITLGTGLGGGIIIGNKLRRGHFGVAAEFGHIR-M----VPD---GLLCGCGSQGCWEQYASGRALVRYAKQRANATPENADILLSLGDGTPDGIEGKHISMAARQG-DPVAV

ATPGlk E.coli K12              232 RALSLFC-VIMGRFGGNLALNLGTFGGVFIAGGIVPRFLEFFK--ASGFRAAFEDKGRFKEYVHDIPVYLIVHDNPGLLGSGAHLRQTLGHIL---------------------
ATPGlk Z.mobilis 236 AALDRFC-LSLGAIAGDLALAQGA-TSVVIGGGVGLRIASHLP--ESGFRQRFVSKGRFERVMSKIPVKLITYPQPGLLGAAAAYANKYSEVE---------------------
NagR E. coli K12               313 EVIEYVG-RHLGKTIAIAINLFNP-QKIVIAGEITEADKVLLPAIESCIN--TQALKAFRTNLPVVRSEL--DHRSAIGAFALVKRAMLNGILLQHLLEN--------------
Mlc E. coli K12                313 DIITGVG-AHVGRILAIMVNLFNP-QKILIGSPLSKAADILFPVISDSIR--QQALPAYSQHISVESTQF--SNQGTMAGAALVKDAMYNGSLLIRLLQG--------------
FK Z. mobilis 214 EKAREIIAFYLAHFNVTLQAFISP-ERIVFGGGVMHVDGMLASVRRQTAEIANSYFEGADFEKIIVLPGL--GDQAGMMGAFALALAAENK-----------------------
XylR B.subtilis 296 NALQNFG-FYLGIGLTNILNTFNP-QAVILRNSIIESHPMVLNSMRSEVS--SRVYSQLGNSYELLPSSL--GQNAPALGMSSIVIDHFLDMITM-------------------
ATPGlk C.botulinum 242 LTLDRFI-KYLATGINNLINVLDL-DVIAIGGGVVAGSDLFMDKLIQYIK--DHKLFKALDLCKIEKAQL--GNDAGIIGAAMLDRI---------------------------
ATPGlk B.subtilis 233 EVVDYVA-KHLGLVLGNLASSLNP-SKIVLGGGVSRAGELLRSKVEKTFR--KCAFPRAAQAADISIAAL--GNDAGVIGGAWIAKNEWLKHQNC-------------------
PpGlk C.glutamicum 178 LSWKKWA-KHLNKVLSEYEKLFSP-SVFIIGGGISRKHEKWLPLMEL--------------DTDIVPAEL--RNRAGIVGAAMAVNQHLTP-----------------------
Pp/ATPGlk Arthrobacter sp. KM  193 LSWDEYS-VLLQRYFSHVEFLFSP-ELFIVGGGISKRADEYLPNLRL--------------RTPIVPAVL--RNEAGIVGAAIEIALQHKLAK---------------------
PpGlk M. phosphovorus 189 WSYSEWA-PKLQRYYERLEALFWP-DLIVVGGGVSKKAHKFLPKLKL--------------KSQIIPAQL--LNTAGIVGAAWLAADRLVHPDPMG------------------
PpGlk T. fusca YX              184 LSYKEWAEERLQRYYSVIEDLLWP-DLIVVGGGVSRKADKFLPHLRL--------------RAPIVPAKL--RNTAGIVGAAVLAAERLGGDRVSA------------------
PpGlk M.tuberculosis 193 WTYPKWA-KQVTRVLIAIENAIWP-DLFIAGGGISRKADKWVPLLENC--------------TPVVPAAL--QNTAGIVGAAMASVADTTH-----------------------
PpGlk Frankia sp.CN3           176 LSWEHWA-KRVSRYLTALENLLWP-DLIIIGGGVSRKADKFLEQLTV--------------RTTVVPAQL--RNDAGIVGAALAAGVDQTRPRVPSRTVRRRPPATRPPGGRRP
PpGlk S.coelicolor A3(2)       177 MSWEHWA-HRVQKYLAHVEMLFSP-ELFIIGGGVSRKSQKFLPHIKDV-------------RAEIVPAQL--QNNAGIVGAAMHAAG---------------------------
PpGlk S.lividans 177 MSWEHWA-HRVQKYLAHVEMLFSP-ELFIIGGGVSRKSQKFLPHIKDV-------------RAEIVPAQL--QNNAGIVGAAMHAAG---------------------------
PpGlk S.thermocarboxydus K155  177 LSWDEWA-RRVRKYLAHVEMLFSP-ELFVIGGGVSRKAHKFLPKIEGI-------------RAEIVPAHL--QNNAGIVGAAMRAATGV-------------------------
PpGlk S.avermitilis 177 MSWEHWA-HRVQKYLAHVEMLFSP-ELFIIGGGVSRKSHKFLPLIEGI-------------KAEIVPAAL--QNNAGIVGAAMTAAKSA-------------------------
PpGlk S.peucetius var caesius  177 LSWEHWA-HRVQKYLAHVEMLFSP-ELFIIGGGVSRKAQKFLPLIEGI-------------KAEMVPAQL--QNNAGIVGAAM-------------------------------
ATPGlk M.tuberculosis 221 RAFRRGA-AALAAMIASVGAVCDL-DLAVIGGGVAKSGRLLFEPLRAALA--DHARLDFLAGLRVVPAEL--GGAAGLVGAARLAAIA--------------------------
ATPGlk C.glutamicum 236 AVLEDFS-EWLGETLAIIADVLDP-GMIIIGGGLSNAADLYLDRSVNHYS-TRIVGAGYRPLARVATAQL--GADAGMIGVADLARRSVVEAN---------------------
ATPGlk S.coelicolor A3 (2)     231 DSYRELA-RWAGAGLADLASLFDP-SAFIVGGGLSDEGDLVLDPIRKSYK-RWLVGGNWRPVADVIAAQL--GNKAGLVGAADLAREPDPIM----------------------
ATPGlk S.peucetius var caesius 231 DSYRELA-RWAGAGLADLASLFDP-SAFIVGGGLSDEGELVLDPIRKSYK-RWLVGGNWRPVADVIAARL--GNDAGLVGAADLAREPDPIM----------------------

Phosphate 2

Phosphate 3

ROK1 ROK2

1 2

Connect 2Adenosine

Fig. 5 Multiple amino acid sequence alignment of Pp-Glk from
S. peucetius var. caesius compared to Pp-Glks, ATP-Glks, and ROK
proteins from different bacterial origins. ROK1 and ROK2 (Cys-rich
motif) sequences have bold underlines. Asterisks indicate residues in-
volved in glucose binding. Bold lines above the sequences show phos-
phate binding sites 2 and 3, as well as the connect 2 and adenosine

regions. Dashed lines above the sequences show differences in ROK
consensusmotifs.NagR,N-acetylglucosamine utilization regulator; XylR,
xylose-dependent repressor; FK, fructose kinase;Mlc, global regulator of
sugar metabolism. Sequence alignment was carried out using MUSCLE
and the resulting alignment was formatted using BoxShade
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size of the eukaryotic Glks (range from 50 to 100 kDa),
compared to those from a prokaryotic origin (range from 32
to 36 kDa), could explain why these enzymes form an
outgroup in the resulting tree (Kawai et al. 2005).

The observed arrangement and clustering is in agreement
with the Glk classification of Kawai et al. (2005), since all
sequences that belong to each group (HK, A and B) form a
different clade. The ATP-Glks from Gram-positive bacteria

and the ROK proteins are grouped together. Pp-Glks from
Gram-negative and Gram-positive bacteria share a common
ancestor with the group of ATP-Glks/ROK proteins. Howev-
er, the amino acid sequence alignment showed that Pp-Glks
lack at least one of the ROK consensus sequences, the Cys-
rich sequence of the Zn-binding motif. Although Pp-Glks are
located in group B (ROK-related Glks), there is no informa-
tion about any regulatory function for these proteins.

Pp-Glk Agrobacterium sp. H13-3 gi332715769

Pp-Glk Nitrobacter winogradskyi Nb-255 gi75675767

Pp-Glk Streptomyces peucetius subsp. caesius gi523328803
Pp-Glk Streptomyces coelicolor A3(2) gi21223431

Pp-Glk Streptomyces avermitilis MA-4680 gi29829751

Pp-Glk Streptomyces scabiei gi502766112

Pp-Glk Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 gi182436264

Pp-Glk Streptomyces clavuligerus gi490059421

Pp-Glk Streptomyces venezuelae ATCC 10712 gi408680441

Pp-Glk Frankia sp. CN3 gi494783010

Pp-Glk Bifidobacterium bifidum S17 gi310287221

Pp-Glk Actinomyces naeslundii gi489876553

Pp-Glk Corynebacterium diphtheriae gi38200251

Pp-Glk Corynebacterium glutamicum gi499324255

Pp-Glk Nocardia farcinica gi499523651

Pp-Glk Mycobacterium tuberculosis gi1172222

Pp-Glk Mycobacterium gilvum Spyr1 gi315444850

Pp-Glk Mycobacterium smegmatis str. MC2 155 gi118172622

Pp-Glk Renibacterium salmoninarum ATCC 33209 gi162954685

PP/ATP-Glk Arthrobacter sp. KM gi55670729

Pp-Glk Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 gi325962965

Pp-Glk Cellulophaga algicola DSM 14237 gi319952100

Pp-Glk Zobellia galactanivorans gi340618705

ATP-Glk Streptomyces avermitilis MA-4680 gi29832616

ATP-Glk Streptomyces peucetius subsp. caesius gi50263006
ATP-Glk Streptomyces coelicolor A3(2) gi21220604

ATP-Glk Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 gi182439170

ATP-Glk Streptomyces tsukubaensis NRRL18488 gi385665628

ATP-Glk Bifidobacterium bifidum S17 gi310287890

ATP-Glk Micromonospora aurantiaca ATCC 27029 gi302868996

ATP-Glk Streptomyces clavuligerus gi490052149

ATP-Glk Arthrobacter phenanthrenivorans gi503365972

ATP-Glk Renibacterium salmoninarum ATCC 33209 gi163841253

ATP-Glk Nocardia farcinica gi499521604

ATP-Glk Corynebacterium glutamicum gi489956365

ATP-Glk Corynebacterium diphtheriae gi504084017

ATP-Glk Mycobacterium tuberculosis CDC1551 gi15840053

ATP-Glk Mycobacterium smegmatis str. MC2 155 gi118467471

ATP-Glk Mycobacterium gilvum Spyr1 gi315446029

ATP-Glk Actinomyces naeslundii gi489877115

Xyl Rep Streptomyces coelicolor A3(2) gi21219682

Xyl Rep Bacillus subtilis subsp. subtilis str. RO-NN-1 gi384175515

Mlc Escherichia coli K-12 gi1549225

NAG rep Vibrio parahaemolyticus 10329 gi328473413

NAG Rep Escherichia coli K-12 gi3005596

NAG Rep Salmonella enterica subsp. enterica gi488654695

ATP-Glk Clostridium thermocellum ATCC 27405 gi125975419

ATP-Glk Clostridium botulinum BKT015925 gi331269470

ATP-Glk Streptococcus pneumoniae D39 gi116077604

ATP-Glk Streptococcus mutans GS-5 gi392602840

ATP-Glk Listeria monocytogenes str. F2365 gi46880833

ATP-Glk Bacillus cereus FRI-35 gi402555600

ATP-Glk Bacillus subtilis gi505912848

FK Zymomonas mobilis subsp. mobilis ATCC 29191 gi397677248

ATP-Glk Staphylococcus aureus subsp. aureus N315 gi15927127

ATP-Glk Staphylococcus epidermidis RP62A gi57867072

ATP-Glk Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4 ATCC gi56542839

ATP-Glk Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 gi1788732

ATP-Glk Serratia marcescens WW4 gi445213648

ATP-Glk Pseudomonas aeruginosa PAO1 gi15598389

ATP-Glk Pseudomonas putida HB3267 gi430791788

ATP-Glk Saccharomyces cerevisiae RM11-1a gi190406406

ATP-Glk Homo sapiens gi2773377100
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Fig. 6 Phylogenetic tree of ATP-, Pp-Glks, and ROK proteins, from
Gram-negative and Gram-positive bacteria. Bootstrap proportions are
given as percentage values at the corresponding nodes and were

calculated using the Neighbour Joining method. ATP- and Pp-Glk en-
zymes from S. peucetius var. caesius are highlighted by brackets
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Although Pp-Glk activity was also detected in other strep-
tomycetes such as S. coelicolor, S. lividans , and
S. thermocarboxydus K155, they exhibited lower Pp-Glk
activities than their counterpart ATP-Glks. As in those
Streptomyces strains, the wild-type S. peucetius showed lower
Pp-Glk activity than S. peucetius var. caesius. Interestingly,
there was a higher concentration of the secondary metabolite
in this mutant strain with more Pp-Glk activity than the wild-
type strain. Even though both strains consumed all the glucose
added to the culture medium, it seems S. peucetius preferen-
tially uses the carbon source for the production of proteins
(5.9 mg/ml compared to 1.4 mg/ml in S. peucetius var.
caesius), while the doxorubicin overproducing strain uses
some part of the glucose for the production of anthracyclines.
According to those observations, the Pp-Glk enzyme from
S. peucetius var. caesius may be involved in the production
of the antibiotic, as its highest activity occurred during the
stationary phase of growth. Conversely, ATP-Glk appears to
be more important for the growth of the microorganism since
its maximum activity is displayed during the logarithmic
growth phase.

Considering the relevant role ascribed to ATP-Glk in CCR
(Angell et al. 1994; Kwakman and Postma 1994; van Wezel
et al. 2007), the presence of Pp-Glk was examined in a CCR-
resistant mutant from S. peucetius var. caesius (DogR). Unex-
pectedly, compared to its parental strain, the DogR mutant
showed diminished activity of both ATP- and Pp-Glks, by
approximately 80 %, and maintained a Pp-/ATP-Glk ratio of
1.95 similar to the 1.87 of the parental bacteria. These findings
support the hypothesis that it is the carbon flux rather than the
presence of the ATP-Glk, which exerts CCR in S. peucetius
var. caesius.

In conclusion, S. peucetius var. caesius showed significant-
ly higher Pp-Glk activity than the other wild-type strains
examined in this work. The high activity of this enzyme
may be related to the production of secondary metabolites,
whereas the ATP-Glk would be important for growth. Finally,
for the onset of CCR in this particular strain, the carbon flux
may be the most relevant step.
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