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ABREVIATURAS

Act Actinorrodina

ADP Adenosindifosfato

AMP Adenosinmonofosfato

ATP Adenosintrifosfato

ATP-Glk Glucosa cinasa dependiente de ATP
CTC Clortetraciclina

glc Glucosa

Glk Glucosa cinasa

€ Coeficiente de extincion molar

M Molar

J Velocidad especifica de crecimiento
mg Miligramo

Mg Microgramos

min Minutos

ML Microlitros

mL Mililitros

mM Milimolar

MMp; Milimoles de fosfato

N Normal

nm Nanometros

PHB Polihidroxibutirato

Pi Fosfato inorganico

Pit Transportador de fosfato inorganico
Pp Polifosfato

Pp-Glk Glucosa cinasa dependiente de polifosfato
Ppk Polifosfato cinasa

Ppx Exopolifosfatasa

Pst Transportador especifico de fosfato
Red Undecilprodigiosina

RNA Acido ribonucléico

rpm Revoluciones por minuto

s Segundos

t Tiempo

U Unidad de actividad (nmol de NADPH/min*mg de proteina)
X Biomasa

Y Rendimiento




1. RESUMEN

Los estreptomicetos son conocidos como productores de diversos
metabolitos secundarios, su biosintesis es regulada negativamente por
altas concentraciones de fosfato. Se ha reportado que el sistema de dos
componentes PhoR-PhoP, que responde a bajas concentraciones de
fosfato, tiene un papel importante en esta regulacion mediante la unién
de la forma fosforilada de PhoP a cajas PHO encontradas en diversos
genes, en su mayoria involucrados en el metabolismo del fosfato. Tal es
el caso del gen que codifica para la polifosfato cinasa, enzima encargada

de producir el polimero de fosfato llamado polifosfato.

El polifosfato presenta diversas funciones en la célula, una de ellas es
como donador de grupo fosfato para diversas reacciones enzimaticas,
por ejemplo la fosforilacion de glucosa llevada a cabo por la enzima

glucosa cinasa.

En 1976, Hostalek et al., encontraron que la cepa de Streptomyces
aureofaciens, sobreproductora de clortetraciclina (CTC), presenta dos
glucosa cinasas (Glk), una con actividad dependiente de ATP (ATP-GIK) y
otra dependiente de polifosfato (Pp-Glk). La mayor actividad de la ATP-
Glk se presenta en la fase estacionaria de crecimiento, mientras que la
de Pp-Glk en la fase logaritmica y siguiendo el mismo patron que la
formacion de CTC. Dicho comportamiento también se observa en S.
peucetius var. caesius. Por tal motivo, se pretende determinar la
influencia de la concentracion de fosfato en el comportamiento de las
actividades de la ATP-Glk y la Pp-Glk de S. peucetius y S. peucetius var.

caesius y la relacion de las mismas con la produccion de antraciclinas.




2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades del género Streptomyces

2.1.1 Ciclo de vida

Los estreptomicetos son bacterias filamentosas Gram-positivas con alto
contenido de guanina-citosina en su genoma [Bowden, 1996]. Estas
bacterias se encuentran en abundancia en el suelo [Demain, 2000],
presentan un ciclo de vida complejo que inicia con la germinacion de
una espora, se extiende en forma de micelio vegetativo sobre su
sustrato y, una vez que se termina los nutrientes del medio, sufre un
proceso de diferenciacion en donde el micelio vegetativo se auto-lisa
para utilizar los nutrientes obtenidos en la formacion de micelio aéreo.
Este micelio se enrosca y septa para dar lugar a la formacién de nuevas
esporas e iniciar nuevamente el ciclo [Chater et al., 2010]. La
produccion metabolitos secundarios como los antibidticos, ademas de
compuestos de reserva como el glucégeno, estan asociados con este
proceso de diferenciacion morfoldgica [Chater, 1989; Olukoshi et al.,
1994]. Se ha sugerido que los antibiéticos son producidos como un
mecanismo de defensa contra otros microorganismos durante la lisis
celular que antecede a la formacion del micelio aéreo [Chater, 1989;
Sprusansky et al., 2005].

2.1.2 Importancia industrial

Streptomyces es un género de gran importancia industrial debido a que
producen una amplia variedad de metabolitos secundarios [Demain,
2000]. De los 22 500 compuestos con actividad bioldégica obtenidos a
partir de microorganismos, el 45% son producidos por actinomicetos

[Sanchez y Demain, 2013]. Ademas, se estima que existen cerca de 15




000 antibidticos, de los cuales el 75% son producidos por actinomicetos
y de estos el 75% son producidos por el género Streptomyces [Demain,
2014]. La amplia variedad de metabolitos secundarios producidos por
los estreptomicetos incluyen compuestos de alto y bajo peso molecular
pertenecientes a diversas clases quimicas, y con diversas bioactividades
(Tabla 1), tales como antibacterianos, antifungicos, antivirales,
antitumorales, inmunomoduladores, agentes neuroldgicos, inhibidores
enzimaticos, insecticidas, pesticidas, herbicidas, factores de crecimiento,
sideroforos, entre otros [Sanchez y Demain, 2013; Tarkka y Hampp,
2008]. Sin embargo, la produccién de dichos compuestos puede ser
regulada por diversos mecanismos, uno de los procesos mas estudiados
es la regulacion por fosfato, de la cual se desconoce hasta el momento

el mecanismo exacto de regulacion [Martin et al., 2012].

Tabla 1. Ejemplos de metabolitos secundarios producidos por Streptomyces.

Metabolito secundario Actividad Cepa productora
Cloranfenicol Antimicrobiano S.venezuelae
Doxorrubicina Antitumoral S. peucetius var. caesius
Rapamicina Inmunosupresor, antifungico, | S. hygroscopicus

antitumoral, neuroprotector

Avermectinas Antihelmintico, insecticida S. avermitilis

Acido clavulanico Inhibidor enzimatico, S. clavuligerus
antibidtico

L-fosfinotricina Herbicida S. viridochromogenes

[Sanchez y Demain, 2013]

2.2 Generalidades sobre el fosfato

El fosfato es la principal fuente de fésforo en las bacterias. En la

naturaleza, de manera organica puede encontrarse en restos de plantas




y animales, mientras que en su forma inorganica se encuentra en forma
de sales de calcio u otros cationes. Preferentemente es utilizado por
bacterias en su forma inorganica (Pi), el cual se encuentra en pequefnas
proporciones en el suelo, habitat de los Streptomyces [Martin et al.,
2012]. El Pi es un compuesto esencial para todos los organismos Vvivos
que en las células ejerce un papel metabdlico, estructural y como
regulador. Existen diversas moléculas que contienen Pi y que participan
en el metabolismo central y energético, dentro de estas se encuentra el
ATP, el fosfoenol piruvato y pirofosfato [Alves et al., 1997]. Otras
moléculas que contienen fosfato y que tienen un papel estructural en la
célula son los &cidos nucleicos, acidos teicoicos, fosfolipidos,
lipopolisacaridos y ciertas enzimas modificadas post-traduccionalmente
mediante fosforilacion [Martin et al., 2012; Santos-Beneit et al., 2008].

El papel del Pi como regulador se discutira mas adelante.
2.2.1 Transporte del fosfato en Streptomyces

En Streptomyces se han descrito dos sistemas de transporte de Pi al
interior de la célula: el sistema Pst (Phosphate specific transporter) de
alta afinidad, y el sistema Pit (Phosphate inorganic transporter) de baja
afinidad y alta velocidad [Diaz et al., 2005; Martin et al., 2012; Santos-
Beneit et al., 2008; van Veen, 1997].

2.2.1.1 Sistema Pst

El sistema Pst (Figura 1) se trata de un sistema compuesto por cuatro
proteinas: PstS que es una proteina periplasméatica de unién a fosfato,
PstA y PstC que son proteinas integrales de membrana que median la
translocacion del fosfato a través de la membrana, y PstB que es una
ATPasa que provee energia para el trasporte [Aguena et al., 2002; van

Veen, 1997]. Es un sistema de transporte primario, es decir, el
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transporte del Pi a través de la membrana esta acoplado a la reaccion

dada por la ATPasa.

ATP ADP + Pi

Figura 1. Representacion del sistema Pst en bacterias. S: proteina de unién a fosfato, A y C: proteinas de

membrana, B: proteina dimérica de union a ATP. Modificado de van Veen, 1997.

Es inducible a bajas concentraciones de Pi en el medio [Diaz et al.,
2005; Licha et al., 1997]. Puede transportar fosfato en forma mono o
dibasica (H-PO4” y HPO4*) [van Veen, 1997]. En Escherichia coli se ha
reportado que la induccidon se da cuando la concentracion de Pi en el
medio es menor a 4 uM [Aguena et al., 2002]. En S. lividans se evalu6
la acumulacién de la proteina PstS en cultivos con 200 pM de Pi, no se
observé acumulacion de la proteina incluso después de cuatro dias en
los que la concentracion de Pi disminuyé a 30 pM, solo se observo
acumulacion en presencia de fructosa 5%; pero en cultivos con
concentraciones de Pi superiores a 5 mM no se observé acumulacién de
PstS a pesar de la presencia de fructosa, comprobando que el sistema

es regulado por la concentracion de Pi [Diaz et al., 2005].

Los genes que codifican a este transportador forman parte de un operon
regulado por el sistema Pho de dos componentes, que se encuentra

constituido por las proteinas PhoB-PhoR en E. coli [Aguena et al., 2002]
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y PhoP-PhoR en Bacillus subtilis [Fabret et al., 1999] y en Streptomyces
[Sola-Landa et al., 2003]. Dicho sistema responde a las concentraciones

de Pi en el medio, lo cual se discutird mas adelante.
2.2.1.2 Sistema Pit

El sistema Pit (Figura 2) es un sistema de transporte secundario, es
decir, es simporte en el que ademas del fosfato en forma de complejo
metalico neutro (MeHPO,) transporta H", por lo que requiere de la
fuerza motriz de protones como fuente de electrones. Consiste en una
sola proteina transmembranal que se expresa constitutivamente y es
funcional a altas concentraciones de fosfato [van Veen, 1997]. Sin
embargo, en S. granaticolor el sistema Pit presentd una velocidad de
transporte mayor en fase estacionaria que en micelio joven [Licha et al.,

1997], donde la concentracion de Pi deberia haber disminuido.

Figura 2. Representacion del sistema Pit en bacterias. Modificado de van Veen, 1997.

En S. coelicolor se encontraron dos genes putativos del sistema Pit,
denominados PitH1 y PitH2. De los transportadores de fosfato, Pst y
PitH2 son regulados por la concentracién de dicho ion. De este modo, a
bajas concentraciones de fosfato aumenta la transcripcion de Pst,
mientras que PitH2 presenta una regulaciéon dual, en la que a bajas

concentraciones de fosfato la transcripcion del gen aumenta pero
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después de 2 h su transcripcion disminuye a sus niveles basales

[Santos-Beneit et al., 2008].
2.2.2 Regulacién de la expresion de genes por fosfato

La disponibilidad variable de nutrientes es una situacion a la que los
Streptomyces deben enfrentarse al habitar el suelo, lo que hace
indispensable que tengan la capacidad de detectar los niveles de
nutrientes en el ambiente. Con ello, las bacterias han desarrollado
diferentes sistemas de regulacion de respuesta a la disponibilidad de
nutrientes, que pueden controlar la expresion de genes involucrados o

no en su metabolismo [Hodgson, 2000].

Dentro de la regulacion por nutrientes, se ha descrito el efecto del Pi en
la expresion de diversos genes involucrados tanto en el metabolismo
primario como en el secundario. Sin embargo, poco se sabe acerca de
qué mecanismo(s) se lleva(n) a cabo para ejercer esta regulacion
[Bibb, 2005; Hodgson, 2000; Martin et al., 2012].

Debido a la complejidad de la regulacion por fosfato se cree que existe
mas de un mecanismo de regulacion. El mas estudiado en Streptomyces

es el que involucra al sistema de dos componentes PhoR-PhoP.

La proteina PhoR actia como un sensor con actividad de cinasa ubicado
en la membrana con un solo dominio transmembranal y un tramo corto
adicional de aminoacidos hidrofébicos que pueden servir como un punto

de interaccion de membrana.

PhoP es la proteina que actua en respuesta al sensor y que funciona
como regulador. PhoP contiene un dominio de union al DNA en el
extremo C-terminal que en condiciones de escasez de fosfato controla la
transcripcion de genes que pertenecen al regulon PHO. Dicho regulén

incluye genes involucrados en el metabolismo del fosfato y su
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almacenamiento [Hutchings et al., 2004; Martin et al., 2012; Santos-
Beneit et al., 2008; Sola-Landa et al., 2003].

En el 2012, Martin y colaboradores definieron los genes regulados por
PhoP en S. coelicolor, con base en datos de dos estudios
transcriptomicos. En el primer estudio, S. coelicolor y la mutante aAphoP
se cultivaron en un medio con altas concentraciones de fosfato y se
compard la expresion de genes al tiempo cero y después de 7.5 h de
incubacién, tiempo en el que la concentracion de fosfato descendi6
[Rodriguez-Garcia et al., 2007]. En el segundo estudio se determind la
dinamica en la expresion de genes a lo largo del tiempo en S. coelicolor
y en la mutante AphoP en condiciones de escasez de Pi [Nieselt et al.,
2010]. Ejemplos de genes activados por PhoP en escasez de Pi son los
que codifican para la fosfatasa alcalina (phoA), la polifosfato cinasa
(ppk), para los sistemas de transporte Pst y PitH2, y el gen afsS que
actua como activador de la produccion de diversos antibidticos como
actinorrodina. Por otro lado, dentro de los genes reprimidos se
encuentran g/nA, ginll, amtB y gInK, involucrados en el metabolismo del

nitrégeno [Martin et al., 2012].
2.2.3 Papel del fosfato en la produccion de antibidticos

En condiciones de laboratorio se ha observado que la produccion de
metabolitos secundarios es baja en medios ricos en nutrientes, al
parecer porque su produccidbn no es necesaria si los nutrientes se
encuentran en abundancia [Liras et al., 1990]. Martin y Demain (1980)
propusieron que la produccion de metabolitos secundarios, como los
antibidticos, le confiere a los estreptomicetos ventaja sobre otros

microorganismos en la competencia por nutrientes.
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A lo largo de los afos se ha observado el efecto negativo del Pi en la
produccion de una gran variedad de metabolitos secundarios que
pertenecen a diferentes clases quimicas y que tienen poco en comun
desde un punto de vista biosintético. Ejemplos de tales metabolitos
secundarios son antraciclinas, tetraciclinas, macrdlidos, ansamicinas,

aminoglucdsidos, entre otros [Martin et al., 2012].

Algunos ejemplos de antibioticos en los que se ha visto el efecto
negativo del Pi en su producciéon por Streptomyces son candicidina en S.
acrimycini [Asturias et al., 1994], pimaricina en S. natalensis [Mendes
et al., 2007], y oxitetraciclina en S. rimosus [McDowall et al., 1999]. En

dichos ejemplos el sistema PhoR-PhoP esta implicado en la regulacion.

Otros ejemplos son la actinorrodina (Act) y undecilprodigiosina (Red),
producidos por S. lividans y S. coelicolor. La cepa silvestre de S. lividans
produce pocas cantidades de ambos antibiéticos, pero se observé que
una mutante carente del gen phoP los producen en grandes cantidades
en medio minimo con 5 mM de Pi, y en la cepa complementada con el
gen phoP en 5 mM de Pi se restaurd la regulacion [Sola-Landa et al.,
2003]. En 2009, Santos-Beneit y colaboradores evaluaron el efecto del
Pi en la producciéon de Act y Red, asi como la participacion de phoP en la
regulacion en S. coelicolor M145. En dicho trabajo observaron que la
cepa silvestre produjo un 50% de Act y solo el 4% de Red en un medio
complementado con 18.5 mM de Pi, en comparacion con lo producido en
el mismo medio complementado con 3.2 mM de Pi. Pero observaron que
una mutante AphoP no los sobreprodujo, al contrario, la produccién de
los antibidticos se retras6 y fue mas baja que lo producido por la cepa

silvestre en un medio complementado con 3.2 mM de Pi.

Esto indica que la regulacion por fosfato dependiente de PhoP no tiene el

mismo efecto en todas las especies de Streptomyces, sugiriendo que la
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regulacion por fosfato esta conformado por un mecanismo mas complejo

del que podria pensarse.
2.2.4 Almacenamiento del fosfato

Algunos autores sugieren que la regulacién por fosfato no solo esta dada
por sus niveles extracelulares, sino que sus niveles intracelulares
también estan implicados [Chouayekh y Virolle, 2002; Liras et al.,
1977]. Dentro de la célula hay diferentes compuestos que contienen
fosfato en su estructura, tales como los &acidos nucleicos, el ATP,
diversos compuestos fosforilados, entre otros. Algunos, como los acidos
teicoicos y el polifosfato, sirven como reserva de Pi en situaciones de

escasez [Martin et al., 2012].

En el caso de los &cidos teicoicos, componentes de la pared celular de
bacterias Gram positivas, se ha visto que pueden ser remplazados por
acidos teicurénicos que son carentes de Pi, en cultivos de Bacillus
subtilis con Pi limitado. Por lo que es probable que en Streptomyces los
acidos teicoicos también sean usados como reserva de Pi [Martin et al.,
2012]

Por otro lado, el polifosfato es quizéa el reservorio de Pi de mayor interés
debido a la variedad de funciones que se le han atribuido [Achbergerova
y Nahalka, 2011; Barbosa de Lima et al., 2003; Kulaev y Kulakovskaya,
2000].

2.3 El polifosfato

El polifosfato (Pp) es reconocido como uno de los biopolimeros mas
antiguos [Yamagata et al., 1991] y se encuentra en todo tipo de células
[Kulaev y Vagabov, 1983]. Se trata de un polimero lineal no ramificado

conformado por mondémeros de ortofosfato unidos por un enlace éster
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[Kulaev et al., 2004; Prescott et al., 1990] cuya longitud varia desde 3
hasta varios cientos de residuos de fosfato [Kulaev et al., 1999, Kulaev

y Kulakovskaya, 2000].

Su contenido en la célula depende del organismo; en plantas y animales
se ha encontrado en el orden de microgramos por gramos de peso seco,
mientras que levaduras pueden acumular polifosfato en cantidades

superiores al 20% de peso seco [Kulaev y Vagabov, 1983].
2.3.1 Sintesis del polifosfato

Su biosintesis se lleva a cabo a partir del fosfato terminal del ATP
mediante la reaccion catalizada por la polifosfato cinasa (Ppk) [Clark et
al., 1986; Mullan et al., 2002; Yalim et al., 2012]:

Ppn + ATP = Ppn.1 + ADP

Su degradacién puede darse por la reaccion reversa de la Ppk o por la
exopolifosfatasa (Ppx) [Gray et al., 2014; Kornberg, 1995; Kulaev et al.,

1999]: )
] Pi

/’ >Ppn

Ppn+1

En bacterias, la cantidad de Pp celular total depende de la disponibilidad
del fosfato en el ambiente [Achbergerova y Nahalka, 2011; Kulaev y
Kulakovskaya, 2000] y del estado energético de las células, ya que se
ha observado que el Pp se acumula en condiciones de abundancia
energética (en la fase exponencial de crecimiento), llegando a un
maximo de concentracion al final de la fase exponencial, y se degrada
en condiciones de pobreza energética (fase estacionaria) [Barbosa de
Lima et al., 2003].

El Pp puede encontrarse en la célula en forma de cadenas cortas,

cadenas largas y como “granulos de volutina” [Clark et al., 1986], estos
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ultimos consisten en cadenas largas de Pp formando complejos con
cationes, polihidroxibutirato, acidos nucleicos o proteinas [Kulaev et al.,
2004].

En una cepa de E. coli faltante de la Ppk se observé que no produce
cadenas largas de Pp y no es capaz de llegar a la fase estacionaria de
crecimiento [Kornberg, 1995], lo que sugiere que el tamafo en el que
se encuentran las cadenas de Pp en la célula estad en funcién de la fase
de crecimiento y, a su vez, el tamano del Pp es importante para la

supervivencia de la célula.
2.3.2 Funciones

En los dltimos afios se ha incrementado el interés por el polifosfato
debido a las diversas funciones que se le atribuyen en procariontes y
eucariontes. A continuacién se discuten algunas de estas funciones con

especial enfoque en procariontes.
» Reservorio de energia

A partir de Pp se puede obtener ATP mediante el ataque nucleofilico del
AMP o ADP al ultimo fosfato de la cadena de Pp. En esta reaccion puede
participar la Ppk [Kornberg, 1995] o el sistema Pp:AMP
fosfotransferasa/adenilato cinasa [Kulaev et al., 2004]. Ademas, el
enlace fosfoanhidro del Pp es energéticamente equivalente al del ATP
por lo que el Pp puede sustituirlo como sustrato de enzimas que utilizan
ATP [Kulaev et al., 2004].

> Reservorio de fosfato

Mediante la formacién de Pp se pueden acumular grandes cantidades de
Pi en la célula. En condiciones de escasez de Pi en el medio, el Pp puede

degradarse, mediante la accion de la Ppk o la Ppx, para proporcionar el
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Pi requerido por la célula [Kornberg, 1995]. Aunado a esto, almacenar el
Pi en forma de Pp le proporciona a la célula una ventaja osmotica. En
este sentido, se observé que una cepa de E. coli mutada en la Ppk era
menos resistente a cambios osmoticos en comparacion con la cepa

silvestre [Rao y Kornberg, 1996].
» Agente quelante

El Pp es un polianién, caracteristica que le permite formar complejos con
diversos cationes como Mg?", Ca®", Mn**, K*, o con metales pesados,
resaltando la importancia del Pp en la destoxificacion de este ultimo tipo
de cationes. En Staphylococcus aureus se observo que el Pp es atil para
la quelacion de Ni?*. En E. coli, la tolerancia a Cd** depende del
metabolismo del Pp, es decir, tanto la sintesis como la degradaciéon del
Pp por la Ppx son importantes en la destoxificacion ya que se ha
propuesto que el metal es transportado fuera de la célula como MeHPO,4
, 'y el fosfato usado para formar la sal es obtenido de la degradacion del
Pp [Kulaev et al., 2004].

» Soluciéon amortiguadora de iones alcalinos

En algas y levaduras, el Pp es almacenado en vacuolas. En el caso del
alga verde Dunaliella salina, puede llegar a almacenar 1 M de Pi en
forma de Pp. En pH alcalino, las aminas entran a la vacuola y son
neutralizadas por los H" liberados de la hidrolisis del Pp [Kornberg,
1995].

» Transporte en membrana

El Pp puede formar un complejo con el polimero polihidroxibutirato
(PHB) y Ca®**. El PHB solvata al Pp enroscandose alrededor de él
formando una estructura en forma de canal. En condiciones fisiologicas,

el Pp se encuentra cargado negativamente lo que favorece su
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interaccién con iones divalentes como Mg ?* o Ca®*, pero la manera en
la que interactian el Pp y el PHB hacen al canal selectivo para Ca®*.
Este complejo produce cambios en la membrana de células
competentes, haciéndolas mas rigidas, y hay una correlaciéon entre la
concentraciéon del complejo Pp-Ca®*-PHB y la eficiencia de
transformacion en E. coli. Sin embargo, la manera en la que esto
favorece a la entrada de DNA sigue sin conocerse [Kornberg, 1995;

Kulaev et al., 2004].
» Adaptacion fisioldégica durante el crecimiento y estrés ambiental

En 1996, Rao y Kornberg publicaron un estudio acerca de la importancia
del Pp para la supervivencia en la fase estacionaria de crecimiento y en
respuesta a diferentes tipos de estrés en E. coli. Obtuvieron una
mutante deficiente de la enzima Ppk y compararon su comportamiento
con la cepa silvestre. Observaron que la mutante no se mantenia viable
en la fase estacionaria y solo el 3% de células, en comparacion con el
20% de la cepa silvestre, se mantuvo viable a los 10 dias de incubacion.
Ademas, las colonias de la cepa mutante eran mas pequefas que las de
la silvestre. En cuanto a condiciones de estrés, observaron que la
mutante era menos resistente, en términos de viabilidad en fase
estacionaria de crecimiento, a estrés oxidante por H.0O,, a cambio
osmatico provocado por la adicion de NaCl 2.5 M y a exposicion a una

temperatura de 55°C.

Por otro lado, en una mutante de Pseudomonas aeruginosa no
productora de Ppkl se observo que era deficiente en formar biopelicula,
en movilidad, en virulencia y en la percepcion de quérum. Ademas,
presenté sensibilidad al antibiotico B-lactamico carbenicilina y a
desecacion [Fraley et al., 2006]. En linea con Ila resistencia a

antibidticos; mediante mutantes de E. coli deficientes de Ppk, Ppx, o
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deficiente de Ppx y sobreproductora de Ppk, se demostré que el Pp
contribuye a la resistencia a espectinomicina debido a que estabiliza a la
proteina responsable de esta resistencia (aminoglucosido 3'-

adeniltransferasa) [Gray et al., 2014]
» Chaperona

Son varios los estudios que demuestran la participacion del Pp en la
adaptacion a situaciones de estrés [Fraley et al., 2006; Rao y Kornberg,
1996; ver revisiones: Kornberg, 1995; Kulaev et al, 1999; Kulaev y
Kulakovskaya, 2000]. Pero el mecanismo mediante el cual el Pp confiere
esta proteccion seguia siendo una incognita. Posiblemente, el papel de
Pp como chaperona es el determinante en el proceso de adaptacion a
estrés ambiental. Gray y colaboradores (2014) demostraron en E. coli
que el Pp actia como una chaperona global y altamente efectiva que
previene el desplegamiento de proteinas y su agregacion in vivo e in
vitro. Para ello, evaluaron el papel del Pp como chaperona en estrés
oxidante, en respuesta a la exposicibn de acido hipocloroso, a
antibidticos y a altas temperaturas, este ultimo en comparacién con
otras chaperonas reportadas que actdan en respuesta a choque térmico.
Ademas, demostraron que el tamafio de la cadena de Pp determina su
eficiencia como chaperona, en este sentido, las cadenas largas (en un
rango de 200-1300 unidades de Pi) funcionaron como chaperonas mas

efectivas que cadenas de Pp mas cortas.
» Componente en la regulaciéon genética

Se han propuesto diferentes procesos de regulaciéon de la expresion de
genes donde el Pp desempefia un papel directa o indirectamente. En S.
lividans, una mutante Appk sobreprodujo el antibiético actinorrodina, lo

cual correlacionaba con el aumento en la expresion de actlII-ORF4,
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activador de la via biosintética de actinorrodina. Con esto se propuso
que el Pp participa en la regulacion de la produccion del antibidtico al
proveer Pi enddgeno, el cual seria el encargado directo de la regulacion
[Chouayekh y Virolle, 2002]. Ademas, la Ppk puede estar involucrada en
la regulacion de las concentraciones de los nucleotidos trifosfato [Kulaev
et al., 2004].

2.3.3 El polifosfato como donador de fosfato

El Pp ha sido considerado como el donador de fosfato méas antiguo en
los seres vivos. Al encontrarse enzimas que utilizan y sintetizan Pp en
organismos alejados filogenéticamente sugiere que el Pp puede seguir
siendo importante en la regulacion del metabolismo del fésforo durante
el desarrollo celular [Kornberg, 1995]. Un ejemplo de enzimas que
utilizan Pp como sustrato es la glucosa cinasa (Glk) encontrada en el

género Streptomyces [Hostalek, 1976; Ruiz et al., 2014].
2.4 Las glucosa cinasas

La glucosa cinasa (Glk) es la primera enzima que participa en la
glucdlisis, se encarga de fosforilar la glucosa para dar lugar a la glucosa-
6-fosfato. Como fuente de fosfato puede utilizar al ATP, polifosfato o
ambos, asi como ADP [Ruiz et al., 2014]. En 1957, Szymona encontr6
por primera vez en Mycobacterium phlei a una Glk dependiente de ATP y
polifosfato. Posteriormente este tipo de enzimas fueron encontradas en
otras bacterias como Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium
tuberculosis, Propionibacterium shermanii, y C. glutamicum. Fue en
Microlunatus phosphovorus en donde por primera vez se caracterizd a
una glucosa cinasa que solo utiliza Pp como donador de fosfato [Liao et
al., 2012; Tanaka et al., 2003].
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Hostalek y colaboradores (1976) encontraron que S. aureofaciens
presenta dos actividades de Glk, una dependiente de ATP (ATP-GIK) y
otra dependiente de polifosfato (Pp-Glk); la primera presenta la mayor
actividad durante la fase logaritmica de crecimiento, mientras que la
segunda al final de la misma fase y se mantiene a lo largo de la fase
estacionaria. También observaron que la actividad de la Pp-Glk presenta
el mismo patron que Ila sintesis del metabolito secundario
clortetraciclina, por lo que sugirieron que ésta actividad esta involucrada

en la sintesis de metabolitos secundarios.

En nuestro grupo de trabajo se observdé que S. peucetius var. caesius
también presenta ambas actividades de Glk, pero a diferencia de otros
estreptomicetos donde se han determinado ambas enzimas, incluida la
cepa silvestre, la actividad de Pp-Glk es mayor que la de ATP-Glk (Tabla
2). Ademas, produce mayor cantidad de antraciclinas (38.7 ug/mg de
peso seco, cultivado en medio NDYE con glucosa 100 mM, a las 120 h
de incubacion) en comparacion con la cepa silvestre (8.8 pg/mg) [Ruiz

et al., 2014].

De este modo, al igual que en S. aureofaciens se piensa que la Pp-Glk
podria tener alguna relacion con la producciéon de sus metabolitos
secundarios, pues se ha observado un incremento de la produccion de

antraciclinas cuando se presenta la actividad maxima de la Pp-Glk.
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Tabla 2. Comparacién de las actividades ATP-Glk y Pp-Glk en diferentes cepas de Streptomyces

Cepa de Actividad ATP-GIKk | Actividad Pp-GIk | Proporciéon de
Streptomyces (U/mg proteina) (U/mg proteina) actividad Pp-
Glk/ATP-Glk

S. peucetius 344+34.7 44+2 .4 0.13
S. peucetius var. 215+22.7 403+40.2 1.87
caesius

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

Las cepas S. peucetius, S. peucetius var. caesius y S. thermocarboxydus fueron cultivadas en medio NDYE
con glucosa 100 mM. S. coelicolor y S. lividans fueron cultivados en medio NMMP con 50 mM de glucosa. Las

actividades se midieron a las 48h de incubaciéon [Ruiz et al., 2014].
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3. JUSTIFICACION

El polifosfato (Pp) tiene un papel primordial en las células que involucra
desde su estado energético hasta mecanismos de regulacion. A pesar de
su importancia, se desconoce si la concentracion de fosfato tiene algun
efecto sobre su sintesis y en la de antraciclinas en S. peucetius y en S.
peucetius var. caesius, por lo que es de nuestro interés estudiar dicho

efecto.

Por otro lado, el polifosfato sirve como donador de fosfato en ciertas
reacciones metabdlicas, como la catalizada por la glucosa cinasa. Dado
que la glucosa cinasa dependiente de polifosfato de S. peucetius var.
caesius es mas activa que la de la cepa silvestre S. peucetius nos
interesa conocer la relacion de esta actividad con la produccién de Pp y
antraciclinas, asi como determinar si la concentracion de Pp puede influir
en la dinamica de las actividades de la ATP-Glk y Pp-Glk de ambas

cepas.
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4. HIPOTESIS

Si la concentraciéon de fosfato influye negativamente en la enzima
encargada de la produccion de polifosfato (Ppk), se espera que al
aumentar la concentracion de fosfato en el medio disminuya la
concentracion de polifosfato total en ambas cepas. Aunado a esto, la
cepa mutante (S. peucetius var. caesius) presenta mayor actividad de
Pp-Glk, la cual usa al polifosfato como sustrato. Por lo tanto, entre
mayor sea la actividad de Pp-Glk menor sera la concentracion de

polifosfato total.

Por otro lado, al verse afectada la produccion de polifosfato por altas
concentraciones de fosfato en el medio, se espera que también se vea
afectada negativamente la actividad de Pp-Glk en ambas cepas, por lo

que la actividad de ATP-Glk aumentara para compensar dicha actividad.

Asi mismo, si la concentracién de fosfato ejerce un efecto negativo en la
produccion de metabolitos secundarios, es de esperarse que en ambas
cepas el fosfato influya negativamente en la produccion de antraciclinas.
En cuanto a la relacion de la concentracion intracelular de polifosfato y
de antraciclinas, se espera que en condiciones en las que haya baja
concentracion de polifosfato la produccién de antraciclinas sea mayor

que en condiciones de mayor concentracion de polifosfato intracelular.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de la concentracion de fosfatos en el medio de
cultivo sobre la produccion de Pp, las actividades de Pp-Glk y ATP-GIK,
asi como en la produccion de antraciclinas en S. peucetius y de su

mutante sobreproductora de antraciclinas S. peucetius var. caesius.

OBJETIVOS PARTICULARES
En ambas cepas:

e Definir las concentraciones de fosfato a emplearse en el estudio
usando como criterio el crecimiento y la produccion de
antraciclinas en S. peucetius var. caesius.

e Determinar la influencia del fosfato en:

o La concentraciéon de polifosfato intracelular.
o Las actividades de Pp-Glk y ATP-Glk.

e Evaluar la influencia de la concentracion del Pp sobre las

actividades ATP-GIk y Pp-Glk.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Con el objetivo de hacer un primer acercamiento en el papel que tiene el
fosfato en la produccién de polifosfato y en la actividad de las glucosa
cinasas de S. peucetius y S. peucetius var. caesius, se siguio la

estrategia experimental mostrada en la Figura 3.

Basicamente la estrategia experimental consisti6 en establecer y
estandarizar las metodologias para la extraccion y cuantificacion del
fosfato y polifosfato intracelular, asi como del fosfato remanente en el

medio de cultivo.

Una vez teniendo las metodologias estandarizadas se procedié a definir
las concentraciones de fosfato a afiadir en el cultivo durante el estudio,
tomando como base modificaciones en la produccién de antraciclinas

provocadas por la concentracion de fosfato.

Realizar cultivos
en medio minimo.

Establecer las
condiciones de

Estandarizar
metodologias

Evaluar:

cultivo

eExtraccion y eCrecimiento
cuantificacion de eConsumo de
fosfato y eDefinir las glucosa y fosfato
polifosfato. concentraciones eConcentracion
eAnalisis de las de fosfato a de fosfato y
cadenas de emplear polifosfato
polifosfato en intracelular.
gel de ) eActividad ATP-
poliacrilamida. Glk y Pp-Glk
eProduccion de
antraciclinas
. W, . W, . W,

Figura 3. Estrategia experimental. Evaluacién del efecto del fosfato en la produccién de polifosfato y en las

actividades de la ATP-GIk y Pp-Glk de S. peucetius y S. peucetius var. caesius.
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7. METODOLOGIAS

Medios de cultivo

S. peucetius NRRL B-3826 y S. peucetius var. caesius NRRL B-5337 se
obtuvieron de la coleccion de cultivos del Departamento de Agricultura USA
(Peoria IL). Los medios de esporulacion empleados fueron ISP4 modificado
(almidén 2%, K;HPO4 0.1 %, MgSO4 0.1 %, CaCO3 0.1 %, NaNO3 0.26%, FeSOq4
0.0001%, MgCl, 0.0001%, ZnSO4 0.0001%, agar 2%) [Madduri y Hutchinson,
1995] para S. peucetius, y un medio de esporulacion especifico para S. peucetius
var. caesius disefiado en el laboratorio (glucosa 1%, almidén 2%, extracto de
levadura 0.5%, caseina digerida 0.5%, CaCO; 0.1%, agar 2%). Los cultivos
liquidos se realizaron en el medio NDYE (glucosa 100 mM, extracto de levadura
0.2%, NaNOs; 10 mM, MgSO, 0.5 mM, pH 7.3) [Ruiz et al., 2014] con tres
concentraciones de fosfato: 0.1, 1 y 20 mM adicionado como K;HPO,. Para los
cultivos se utilizaron 5x10° esporas de S. peucetius y de S. peucetius var. caesius
y se incub6 a 29°C, en agitacién orbital a 180 rpm, en matraces bafleados. La
toma de muestras se realizd por triplicado a las 24, 36, 48, 60, 72, 96 y 120 h de

incubacion.
Determinacién de crecimiento, contenido de proteina, glucosa residual

El crecimiento se determind mediante peso seco, para lo cual se filtr6 10 mL de
muestra en filtros Whatman No. 1 y se secaron a 60°C durante 60 h. La proteina
se cuantific6 mediante el método de Bradford [Bradford, 1976], utilizando albumina
sérica bovina como estandar. Para cuantificar la glucosa residual se empled el

meétodo de Trinder que utiliza a la enzima glucosa oxidasa [Trinder, 1969].
Obtencidn del extracto enzimatico citosolico

El paquete celular colectado de 20 mL de muestra se lavé 2 veces con NaCl
0.85% y fue resuspendido en 1 mL de Tris-HCI 50 mM pH 7.5 adicionado con
glucosa 20 mM e inhibidor de proteasas (cocktail Sigma-Aldrich ®) en una
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proporcion de 1:1000. Las células fueron sonicadas con tres pulsos de 60 watts de
frecuencia durante 30 s dejando reposar 1 min entre cada pulso. Las muestras se
centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min a 4°C, el sobrenadante (extracto
enzimatico) se conservo y el paquete celular se sometié nuevamente al proceso
de sonicacion, el proceso se repitid hasta observar la lisis de la mayoria de las

células.
Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacion de la actividad Glk se realizé cuantificando la formacion de

NADPH tomando en cuenta la siguiente reaccién acoplada:

ATP  ADP
o [0}
Ppn Ppn-1 NADP NADPH

Glucosa S A Glucosa-6-fosfato A 6-fosfogluconato

donde la fosforilacion de la glucosa se lleva a cabo por la glucosa cinasa y la
oxidaciéon de la glucosa fosforilada se realiza por la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa.

La reduccion de NADP se monitored espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 340nm (eNADPHs4 = 6.22 cm™ mM™"), para lo cual, se preparé una
mezcla de reaccion que contenia Tris-HCI 100 mM (pH 7.5 para medir la actividad
de ATP-Glk y pH 8.5 para Pp-Glk), MgCl, 250 mM, NADP 5 mM, y el donador de
fosfatos: ATP 100 mM para medir ATP-GIk y polifosfato de sodio de
aproximadamente 20 residuos de Pi (Sigma-Aldrich ®) 20 mg/mL para medir Pp-
Glk. A dicha mezcla de reaccion incubada durante 10 min a 42°C se adicion6 50
ML del extracto enzimatico y 4 uL de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), y se determind la absorbancia cada 20 segundos [Ruiz et al., 2014].

Una unidad de actividad se definié como nmol de NADPH/min*mg de proteina.
Determinacion de antraciclinas

El paquete celular de 5 mL de muestra se lavo 2 veces con NaCl 0.85% y se
resuspendio en 1 mL de una solucion de extraccion acetona/H,SO4 0.1 N (4:1). El
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paquete celular se sonicd con tres pulsos de 60 watts de frecuencia durante 30 s
dejando reposar 1 min entre cada pulso. Se centrifugé a 13000 rpm durante 10
min a 4°C, se colectdé el sobrenadante y al paquete celular se le adicion6
nuevamente 1 mL de la solucion de extraccion, se repitié el procedimiento hasta
observar al sobrenadante incoloro. La determinacion de antraciclinas se realizé
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 495nm frente a un blanco de
solucion de extraccion. Para los calculos de la concentracion de antraciclinas se
utilizé el coeficiente de extincion Ef % = 220, obtenido del producto seco llevado a

peso constante a 56°C y 0.03 Torr [Arcamone et al., 1969].
Determinacién de consumo de fosfato, fosfato y polifosfato intracelular

Se colectaron 5 mL de muestra, se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min a 4°C,
el sobrenadante se almacend para cuantificar fosfato residual y el paquete celular
para cuantificar fosfato y polifosfato intracelular. El paquete celular se lavdé dos
veces con agua desionizada. Todos los reactivos empleados para la extraccion y

cuantificacion de fosfato y polifosfato se prepararon con agua desionizada.

Para la extraccion de fosfato y polifosfato intracelular, el paquete celular se
resuspendioé en 1 mL del buffer de extraccion (NaCl 1.5 M, EDTA 10 mM y NaF 1.2
mM) [Barbosa de Lima et al., 2003], las células se rompieron como se indicé
previamente y el sobrenadante se almacend a -20°C hasta su procesamiento. El
polifosfato intracelular obtenido fue analizado de dos formas: en gel de
poliacrilamida para estimar el tamafio de las cadenas, como se mostrara
posteriormente, y para cuantificar su concentracion. El polifosfato se cuantificd
como residuos de fosfato, para lo cual 10 pL del extracto se hidrolizaron durante

90 min, por ebulliciéon, con 10 uL de HCI concentrado.

La determinacion de fosfato se realiz6 espectofotométricamente, la metodologia
se basa en la formacion del complejo fosfomolibdato, constituido por fosfato y
molibdeno, el cual puede ser reducido para producir azul de molibdeno que es de
color azul intenso. La intensidad del color es proporcional a la concentracion de

fosfato en la muestra.
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A 10 pL de muestra se le adiciond 1 mL de la siguiente mezcla de reaccion
disuelta en H,SO4 1 N: molibdato de amonio 0.25%, sulfato de hidracina 0.2%,
acido L(+) ascorbico 1%. La mezcla se incubd a 45°C durante 30 min y se leyo la
absorbancia a una longitud de onda de 820nm [Ohtomo et al., 2004]. El polifosfato
se determiné por diferencia de concentraciones del fosfato en la muestra sin

hidrolizar y después de hidrolizar.
Andlisis de las cadenas de polifosfato por electroforesis en gel de poliacrilamida

Con el objetivo de estimar el tamafio de cadenas que se forman en ambas cepas,
catalogandolas como cadenas de tamafo corto, largo y granulos, se hizo un
estudio por electroforesis en gel. Para ello, se prepararon geles de poliacrilamida
al 5% (38 x 13.5 x 0.75 cm) utilizando como buffer una solucién de Tris 90
mM/Borato 90 mM/EDTA 2.7 mM/Urea 7 M pH 8.3. Como buffer de carga se utilizd
una solucion de Tris 49.5 mM/borato 49.5 mM/EDTA 1.5 mM/urea 3.85 M con azul
de bromofenol 0.03%, xileno-cianol ff 0.06% vy glicerol 36%. El buffer de corrida
usado fue una solucién de Tris 90 mM/borato 90 mM/EDTA 2.7 mM [Clark et al.,
1986].

Las muestras que se emplearon fueron las obtenidas en la extraccion de
polifosfato intracelular sin hidrolizar. De las muestras obtenidas de cada cepa, de
cada concentracion de fosfato en el cultivo, se hizo una mezcla del triplicado
obtenido para cada tiempo de cultivo. La cantidad de muestra que se cargd en los
pozos del gel se estandarizé con la concentracion de proteina total. En el caso de
S. peucetius se utilizaron las muestras de los tiempos 24, 48, 72 y 96 h, y se
cargaron 0.13 pg de proteina total, debido a que esta era la cantidad maxima que
se podia cargar de las muestras obtenidas de los cultivos con 0.1 mM de fosfato;
para S. peucetius var. caesius se utilizaron las muestras de los tiempos 24, 36, 72
y 96 h, y se cargaron 0.19 ug de proteina total, por el mismo criterio que en la
cepa silvestre. Los tiempos de fermentacién antes mencionados corresponden a
las fases exponencial, pre-estacionaria y estacionaria (72 y 96 h) de crecimiento
de cada cepa.
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8. RESULTADOS

Con el objetivo de determinar la influencia de la concentracion de
fosfato en la produccién de antraciclinas y polifosfato, y a su vez en las
actividades de las glucosa cinasas de S. peucetius y su mutante
sobreproductora de antraciclinas S. peucetius var. caesius, se evaluo el
crecimiento, consumo de glucosa y fosfato, concentracion de fosfato y
polifosfato intracelular, ademas de las actividades ATP-GIk y Pp-Glk en

medio minimo complementado con tres concentraciones de fosfato.
Eleccion de las concentraciones de fosfato a afadir en los cultivos

Para iniciar con el presente estudio se eligieron las concentraciones de
fosfato a emplear. Para ello, se evalud la produccion de antraciclinas de
la cepa mutante S. peucetius var. caesius, partiendo de micelio, en

medio minimo complementado con 0.1, 1, 10, 20 y 100 mM de fosfato.

Al comparar la produccion de antraciclinas en diferentes concentraciones
de fosfato (Pi), se observé que al aumentar la concentracién de Pi en el
medio la produccion disminuia (Figura 4). Sin embargo, en la formacion
de biomasa el fosfato tuvo el efecto contrario. En general, al aumentar
el Pi en el medio se favoreciod el crecimiento, pero una concentracion de
fosfato de 100 mM en el cultivo no le permitié al microorganismo crecer
(Tabla 3).

En los cultivos con 0.1 y 1 mM de Pi (mMp;) no se observo diferencia en
la formaciéon de biomasa, por el contrario, al comparar la produccion de
antraciclinas en ambas concentraciones, en 0.1 mMp; se obtuvo el doble
de antraciclinas que en 1 mMp;. Por otro lado, en los cultivos con 20
mMp; se obtuvo la mayor formacion de biomasa en comparacion con los

cultivos complementados con las otras concentraciones de fosfato, y no
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hubo produccion aparente de antraciclinas. En cuanto que en los cultivos
con 10 mMp; el crecimiento fue menor que en 20 mMp y si hubo
produccion de antraciclinas. Finalmente, en los cultivos con 100 mMp; no

se observo crecimiento ni produccion de antraciclinas.

De las cinco concentraciones de Pi en el medio de cultivo que se
evaluaron, se eligieron 0.1, 1 y 20 mM debido a que en estas
concentraciones el microorganismo crecio sin problemas, ademas de que
se observdé una marcada influencia del fosfato en la produccion del
metabolito secundario, con lo cual también se esperaba observar alguna
influencia del fosfato principalmente en la produccion de polifosfato y en

las actividades de las glucosa cinasas.
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Figura 4. Efecto de la concentraciéon de fosfato en la produccién de antraciclinas de S. peucetius var.
caesius, partiendo de micelio. A Produccion especifica de antraciclinas en medio minimo complementado con

—A—0.1 mM, —%— 1 mM, —%— 10 mM, —*— 20 mM, y —&— 100 mM de fosfato.
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Tabla 3. Formacién de biomasa en cultivos con diferentes concentraciones de fosfato.

Concentracion | Formacion
de fosfato en de
el cultivo biomasa a
(mM) las96 h
(mg/mL)
0.1 2.42
1 2.31
10 3.54
20 5.81
100 0.14

Habiendo establecido las concentraciones de fosfato a emplear, se
procedié a realizar cultivos con la cepa silvestre S. peucetius y con la
cepa sobreproductora de antraciclinas S. peucetius var. caesius,
evaluando los parametros previamente mencionados en la seccion de

metodologia.

Crecimiento de S. peucetius vs S. peucetius var. caesius en

diferentes concentraciones de fosfato en el medio de cultivo

Previamente se observo el efecto del fosfato en S. peucetius var. caesius
partiendo de micelio, pero debido a que se pretendia reducir las posibles
variables que podrian ser generadas en el estudio por la diferencia de
edades del micelio de ambas cepas, se trataron de homogenizar los
cultivos inoculando la misma cantidad de esporas de cada cepa en las

diferentes concentraciones de fosfato.

Comparando el crecimiento de la cepa silvestre y mutante en las tres
concentraciones de fosfato empleadas, se observdé que ambas cepas
obtuvieron la biomasa maxima en el medio de cultivo con 1 mMp; (Tabla
4). Sin embargo, los valores de crecimiento maximo (X) de la cepa
mutante fueron mayores que los obtenidos en la silvestre. Esto nos

podria indicar que la cepa mutante es mas resistente que la cepa
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silvestre a las modificaciones en la concentracion del sustrato en el

medio de cultivo.

Tabla 4. Datos cinéticos del crecimiento de S. peucetius y S. peucetius var. caesius en

diferentes concentraciones de fosfato.

S. peucetius S. peucetius var. caesius

Determinacion 0.1 mMp; 1 mMp; 20 mMp; 0.1 mMp; 1 mMp; 20 mMp;

u(t1) 0.07 + 0.09 + 0.08 + 0.15 + 0.15 + 0.06
1.06x10% | 7.07x10° | 4.64x10% | 2.52x10? | 5.74x10% | +3.52x10°
X maxima 1.42 + 2.95+ 217 + 2.47 3.69 + 3.57+
(mg/mL) 0.14 0.16 0.25 0.11 0.17 0.17
Velocidad de 0.53 + 1.43 + 1.23 + 1.11+ 3.05 + 1.56 +
consumo de 0.03 0.16 0.06 0.06 0.12 0.30
glucosa (mM/h)
Velocidad de 0.01+ 0.03 + 0.04 + 0.01% 0.04 + 0.04 +

consumodePi | 9.59x10* | 9.34x10* | 1.22x10® | 9.88x10™* | 1.92x10* | 1.03x107?
(mM/h)

Consumo neto 0.57 171+ 265+ 0.56 + 171+ 465t
de Pi (mM) 0.02 0.02 0.49 0.01 0.02 1.43
Produccion 11.03 £ 6.74 + 1.45+ 3485+ 32.69 + 20.35+

especifica de 2.65 1.09 0.66 0.05 0.30 0.63
antraciclinas
(ng/mg peso
seco)
Actividad 579.51 605.50 1321.31 332.39 312.07 689.94
especifica

maxima ATP- +23.28 +3.24 +392.33 +18.93 +63.41 *26.72

Glk (U/mg
proteina)
Actividad 223.75 171.55 285.26 579.78 765.38 571.56
especifica
maxima Pp-Glk +5.90 +29.11 +10.90 +20.61 +43.14 +23.22
(U/mg
proteina)

Los cultivos se realizaron en medio minimo complementado con tres concentraciones de fosfato: 0.1, 1 y 20
mM. p: velocidad especifica de crecimiento, X: biomasa. Se muestra la produccidon de antraciclinas a las 120
h de fermentacion. La actividad maxima de las enzimas en las dos cepas y en cada condicién de fosfato se
encontré a diferentes tiempos de fermentacion (ver el apartado correspondiente).
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También se observaron diferencias en cuanto a las fases de crecimiento
en ambas cepas. Solo S. peucetius en 0.1 mMp; presentd una fase de
latencia y la fase estacionaria comenzo a las 48 h, al igual que en 20
mMp;. Mientras que en 1 mMp; la fase exponencial fue mas larga,
llegando a la fase estacionaria a las 60 h. Por otro lado, S. peucetius
var. caesius en 0.1 y 1 mMp; presentd similitudes en cuanto a las fases
de crecimiento, en ambas concentraciones la fase estacionaria se
alcanz6 a las 36 h, a diferencia de lo que se observdé en 20 mMp;, donde
la fase exponencial termina a las 48 h y a partir de ahi el crecimiento

disminuye pero se mantiene constante hasta las 96 h.

Ademas, las velocidades especificas de crecimiento (i) de S. peucetius
fueron similares en las tres concentraciones de fosfato (Tabla 4), pero a
diferencia de lo observado en 1 y 20 mMp; en 0.1 mMp; se observé una
fase de latencia de crecimiento (Figura 5A). Por el contrario, en S.
peucetius var. caesius las 1 en 0.1 y 1 mM de fosfato fueron iguales
(0.15 t™h), pero en 20 mM disminuy6 (0.06 t™).

Con esto podemos decir que el efecto de la concentracién de fosfato en
el medio de cultivo en el crecimiento de las cepas evaluadas
principalmente se observa en la produccién de biomasa, en donde se
observa un aumento de su produccion y de velocidad de crecimiento al
aumentar la concentracion de fosfato en el medio de 0.1 a 1 mM. A altas

concentraciones de fosfato el crecimiento disminuye.
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Figura 5. Efecto de la concentracién de fosfato en el crecimiento de S. peucetius y S. peucetius var. caesius.
A Curva de crecimiento de S. peucetius, B Curva de crecimiento de S. peucetius var. caesius.. Los cultivos

se realizaron en medio minimo complementado con = 0.1 mM, = 1 mM, y = 20 mM de fosfato.

38



Efecto del fosfato en el consumo de glucosa

Una manera facil de observar algun efecto de fosfato en el metabolismo
de la glucosa, y asi determinar de manera indirecta su posible efecto en
las actividades de las glucosa cinasas, es determinando el consumo de

glucosa en el cultivo.

En este sentido, S. peucetius en 1 mMp;, concentracion en la que hubo
mayor formacion de biomasa, la bacteria consumi6é toda la glucosa
disponible, en cambio en 0.1 mMp;, donde se observd poco crecimiento,
a las 120 h consumié cerca del 40% de la glucosa disponible (Figura
6A). Por otro lado, la velocidad de consumo de glucosa en 0.1 mMp; fue
menor comparada con la obtenida en 1 mMp; (Tabla 4). Mientras que en
20 mMp; el consumo fue de aproximadamente el 85% en el mismo
tiempo (Figura 6A) y la velocidad de consumo ligeramente menor que

en 1 mMp; (Tabla 4).

Por el contrario, a las 120 h de incubacion S. peucetius var. caesius
consumié toda la glucosa disponible en el medio de cultivo en las tres
concentraciones de fosfato (Figura 6B) presentando diferencias en su
velocidad de consumo. Por un lado, en 1 mMp;, en donde se obtuvo la
mayor produccion de biomasa de ambas cepas, el consumo de glucosa
en las primeras 48 h fue lento, pero la velocidad de consumo en las
posteriores 24 h fue mayor que la de las otras concentraciones de
fosfato y que las obtenidas en la cepa silvestre (Tabla 4), terminandose

practicamente toda la glucosa disponible.

39



120 4

100 —+

80 —+

60

40 4

Glucosa residual (mM)

20 -

T T T T T T

1
0 24 48 72 96 120
tiempo (h)

Glucosa residual (mM)

0 24 48 72 96 120
tiempo (h)

Figura 6. Efecto del fosfato en el consumo de glucosa de S. peucetius y S. peucetius var. caesius. A
Glucosa residual en cultivos de S. peucetius, B Glucosa residual en cultivos de S. peucetius var. caesius. Los

cultivos se realizaron en medio minimo complementado con = 0.1 mM, = 1 mM, = 20 mM de
fosfato.
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En estas mismas 24 h se observo un ligero aumento de formacion de
biomasa, ademas, el tiempo en el que se termind la glucosa coincide
con la disminucion en la formacion de biomasa, lo que podriamos
considerar como la fase de muerte (Figura 5B). En 0.1 mMp; en donde
se obtuvo la menor produccion de biomasa pero la velocidad de
crecimiento fue similar que en 1 mMp;, el consumo se mantuvo a una
velocidad constante a lo largo de la fermentacion, terminandose la
glucosa a las 120 h, al igual que en 20 mMp;. En 20 mMp;, en donde la
velocidad de crecimiento disminuy6 (Tabla 4), se observé un consumo
de glucosa lento en los primeros tiempos de cultivo (Figura 6B), pero
presentd una velocidad de consumo ligeramente mayor a la obtenida en

0.1 mMp;.

Estos resultados nos indican que el consumo de glucosa va de la mano
con el crecimiento, tanto con la formacion de biomasa, como con la
velocidad especifica de crecimiento. Con esto era de esperarse observar

algun efecto del fosfato en las actividades de las glucosa cinasas.

Efecto de la concentracion de fosfato en su consumo y en su

concentracion intracelular

Se determind la concentracion de fosfato residual en el medio de cultivo
para evaluar si la concentracion de fosfato en el cultivo afectaba en su
consumo. Ademas, se determindé su relacibn con la produccién de
antraciclinas y la actividad de las glucosa cinasas. Esto ultimo se

discutira en los siguientes apartados.

Comparando el consumo de fosfato en ambas cepas se observd que, en
general, en ambas cepas al aumentar la concentracion de fosfato en el
medio de cultivo la velocidad de consumo también aumento,
presentando entre ambas cepas una velocidad de consumo similar

(Tabla 4). S. peucetius cultivado en 0.1 mMp; se termind el fosfato
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disponible en el medio de cultivo en 48 h'y en 1 mMp; en 72 h (Figura
7A), en el caso de S. peucetius var. caesius en 0.1 y 1 mMp; se termino
todo el fosfato disponible a las 36 h de incubacion (Figura 7B), en menor
tiempo que la cepa silvestre. En tanto que en 20 mMp; se observé que
ambas cepas solo consumieron una parte del fosfato disponible, siendo
S. peucetius var. caesius quien presentdé un consumo neto de fosfato
mayor (de 4.26 mM) comparado con S. peucetius, que presentdé un
consumo neto de fosfato de 2.52 mM (Tabla 4). Sin embargo, ambas
cepas en 20 mMp; presentaron rendimientos de produccion de biomasa
con respecto al fosfato [Y(X/Pi)] similares (Tabla 5), es decir que en
ambas cepas crecidas en 20 mMp; la proporcién de fosfato consumido
destinado para la produccién de biomasa fue similar.

De igual forma, también se determind la concentracion de fosfato
intracelular libre normalizado con la cantidad de biomasa generada
(referido posteriormente solamente como fosfato intracelular) con el fin
de evaluar si también tiene relacién con la produccion de antraciclinas y

la actividad de glucosa cinasas.
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Figura 7. Consumo de fosfato por S. peucetius y S. peucetius var. caesius en cultivos con diferentes
concentraciones de fosfato. A Fosfato residual en cultivos de S. peucetius , B Fosfato residual en cultivos de

S. peucetius var. caesius, en medio minimo complementado con = 0.1 mM, = 1 mM, = 20 mM de
fosfato.
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Tabla 5. Comparacion de los rendimientos de la produccion de biomasa y antraciclinas con

respecto a la glucosa y fosfato consumido por S. peucetius y S. peucetius var. caesius.

S. peucetius S. peucetius var. caesius
Rendimientos | 0.1 mMp; | 1 mMp; | 20 mMp; | 0.1 mMp; | 1 mMp; | 20 mMp;
Yx/gic 3.25+ 4.77 2.69 * 235+ 3.48 = 3.54
(mg PS/mM) 0.16 0.80 0.42 0.11 0.30 0.56
Yx/pi 249.39 = 174.79 88.15 £ 429.73+ | 21549+ 7130
(mg PS/mM) 33.00 +8.91 18.57 4.90 11.48 18.62
Yant/gic (Mg 50.87 + 7124 1.69 + 33.56 + 32.06 + 17.34 +
ant/mM*mg 2.79 1.33 0.71 0.48 0.23 0.25
PS)
Yant/pi (U8 775.55+ | 229.83 79.33+ | 1393.11+ | 821.21+ | 581.30+
ant/mM*mg 170.61 48.82 17.41 72.82 156.25 50.73
PS)

Rendimientos (Y) calculados en base a los datos obtenido de los cultivos de ambas cepas en medio minimo
complementado con tres concentraciones de fosfato: 0.1, 1 y 20 mM. X: biomasa, PS: peso seco, glc:
glucosa, Pi: fosfato, Ant: antraciclinas.

Al cuantificar el fosfato intracelular en S. peucetius, en las tres
condiciones de fosfato se observaron variaciones en los niveles de
fosfato intracelular a lo largo del tiempo de cultivo (Figura 8A). El nivel
maximo de fosfato intracelular en 0.1 y 20 mMp; fue similar, mientras
que en 1 mMp; se obtuvieron niveles mas bajos que en los otros cultivos.
Curiosamente, cuando en los cultivos con 0.1 y 1 mM;p; se termina el
fosfato disponible en el medio, los niveles de fosfato intracelular
disminuyen. Ademas, en 0.1 y 20 mMp; puede observarse dos picos en
los niveles de fosfato intracelular que corresponden uno a la fase
logaritmica y otro a la fase estacionaria de crecimiento.
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Figura 8. Concentraciéon intracelular de fosfato en S. peucetius y S. peucetius var. caesius. A Fosfato
intracelular y B crecimiento (ver figura 5A) de S. peucetius, C Fosfato intracelular y D crecimiento (ver
figura 5B) de S. peucetius var. caesius. Los cultivos se realizaron en medio minimo complementado con =
0.1 mM, = 1 mM, = 20 mM de fosfato. Datos normalizados con la cantidad de biomasa producida en
cada condicién de fosfato en el medio de cultivo.

45



Por otro lado, S. peucetius var. caesius presentd niveles de fosfato
intracelular mas bajos (Figura 8B) que la cepa silvestre. En 0.1 y 1 mMp;
los niveles de fosfato intracelular fueron similares, en ambos cultivos se
observé una disminuciéon de los niveles de fosfato intracelular a las 48h,
tiempo en el que ya no habia fosfato en el medio de cultivo; posterior a
este tiempo, el fosfato intracelular aumento ligeramente. En cambio, en
20 mMp; los niveles de fosfato intracelular fueron mayores que en las
otras condiciones de fosfato, ademas, se observaron algunas
fluctuaciones en los niveles, presentando un pico en la fase pre-

estacionaria de crecimiento.

En resumen, comparando ambas cepas en cultivos con 0.1 y 1 mMg;, se
observaron diferencias en cuanto a la velocidad de consumo de fosfato.
Por otro lado, a pesar de que en los cultivos con 20 mMp; la velocidad de
consumo en ambas cepas fue similar, el consumo neto difiere pero va en
proporcion al crecimiento, es decir, en la cepa silvestre el consumo de
fosfato neto fue menor al igual que la formaciébn de biomasa en
comparacion con la cepa mutante. Otra cosa que hay que resaltar es la
diferencia que se observd entre ambas cepas en los niveles de fosfato
intracelular, ya que la cepa sobreproductora de antraciclinas presenté

niveles visiblemente menores que la cepa silvestre.

Efecto de la concentracion de fosfato en la produccion de

polifosfato

Siendo el polifosfato (Pp) un compuesto que sirve como almacenamiento
de Pi [Kornberg, 1995; Kulaev et al., 2004], se pens6 que al observar
diferencias en los niveles intracelulares de Pi también habria diferencias
en la produccion de Pp total. Sin embargo, las diferencias en cuanto a la
concentracion de Pp entre ambas cepas no fueron tan evidentes como lo

observado con la concentracion de Pi.
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En S. peucetius se observo un ligero aumento en la concentracion de Pp
al aumentar la concentracion de fosfato en el medio (Figura 9A).
Mientras que en S. peucetius var. caesius se observo que los niveles
maximos de Pp fueron similares en las tres condiciones de fosfato en el
cultivo (Figura 9B), y a su vez, estos fueron similares que en la cepa
silvestre. Pero cabe resaltar que, como se esperaba, los niveles minimos
de Pp en la cepa mutante fueron menores que los obtenidos en la cepa
silvestre, siendo en 0.1 y 1 mMp; donde se observaron niveles bajos
desde las 60 h, mientras que en 20 mMp; se observaron niveles bajos de

Pp desde las 96 h.

En ambas cepas los niveles de Pp total aumentaron en las primeras
horas de fermentacion y después de llegar al maximo (en la fase pre-
estacionaria de crecimiento) comenzaron a descender, dicho descenso
fue més rapido en S. peucetius var. caesius. Tal resultado también se
observé en los geles de poliacrilamida (Figura 10). Sin embargo, aqui si
observamos diferencias evidentes entre ambas cepas, sobre todo en el

tamano de las cadenas de Pp.

Por un lado, en S. peucetius se observd la presencia mayoritaria de
agregados de Pp, los cuales no corrieron en el gel de poliacrilamida y se
pueden identificar en la parte superior del mismo (Figura 10A). Mientras
que en S. peucetius var. caesius, ademas de agregados, se observaron
otras dos bandas principales (Figura 10B), indicandonos que los
agregados de Pp de alguna manera estaban siendo degradados a
cadenas de Pp de menor tamafo, mientras que en la cepa silvestre se

mantuvieron practicamente integros.
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Figura 9. Efecto del fosfato sobre la concentracién de polifosfato en S. peucetius y S. peucetius var. caesius.
A Polifosfato intracelular y B crecimiento (ver figura 5A) en S. peucetius, C Polifosfato intracelular y D
crecimiento (ver figura 5B) en S. peucetius var. caesius. Los cultivos se realizaron en medio minimo
complementado con = 0.1 mM, = 1 mM, = 20 mM de fosfato. Datos normalizados con la cantidad
de biomasa producida en cada condicion de fosfato en el medio de cultivo.
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En la cepa sobreproductora de antraciclinas se observé una mayor
presencia de cadenas de menor tamafo en el cultivo con 1 mMp; a las 36
h de incubacion, comparado con 0.1 y 20 mMp; a ese mismo tiempo de
incubacién. Dicho fendmeno se relaciona con la actividad Pp-Glk, como
se describe posteriormente.

A B
123 4 56 7 8 910 111213 12 3456 7 8 91011 1213

-,

Figura 10. Determinacién del tamafio de las cadenas de Pp en geles de poliacrilamida. A: S. peucetius, B:
S. peucetius var. caesius. El carril 1 contiene el estandar de Pp de 25 residuos de fosfato. En la figura A, en
los carriles 2, 6 y 10 se cargaron las muestras de las 24 h de fermentaciéon, en 3, 7 y 11 las muestras a las
48 h, en 4, 8 y 12 las muestras a las 72 hy, en 5, 9 y 13 las muestras a las 96 h en 0.1, 1 y 20 mM de
fosfato, respectivamente. El orden en la figura B es el mismo pero en lugar de las muestras a 48h se usaron
las muestras de las 36 h. Para S. peucetius se cargaron 0.13 ug de proteina total, para S. peucetius var.
caesius se cargaron 0.19 ug de proteina total.

Produccion de antraciclinas en cultivos con diferentes

concentraciones de fosfato

Previamente se observo el efecto de la concentracion de fosfato en la

producciéon de antraciclinas en cultivos que se partieron de micelio. En

49



esta ocasion en la que los cultivos se partieron de esporas, y teniendo
un panorama de coémo la cepa silvestre y la cepa sobreproductora de
antraciclinas estaban utilizando el fosfato, se pretende relacionar la
produccion de antraciclinas con lo observado en el consumo y

concentracion interna de Pi, asi como con la produccion de Pp.

Como era de esperarse, la cepa silvestre produjo menor cantidad de
antraciclinas (entre 3 y 14 veces menos) que la mutante
sobreproductora (Tabla 4). Ademas, en las tres condiciones de fosfato
se observo que la produccion de antraciclinas se inicié antes en la cepa
mutante (36 h de fermentacion, Figura 11B) que en la cepa silvestre (60
h, Figura 11A). Cabe mencionar que en los tiempos en que se inicia la
produccion de antraciclinas en ambas cepas coincide con los tiempos en
los que la concentracion de Pi en el cultivo es casi nula (Figura 7) y
cuando la concentracion de Pi y Pp intracelular disminuye (Figura 8 y 9,
respectivamente). Ademas, en la cepa sobreproductora se observé que
los niveles de Pi y Pp intracelular (Figura 8B y 9B, respectivamente)
fueron similares comparando los cultivos con 0.1 y 1 mMp;, en tales
concentraciones de fosfato en el medio también se produjeron similares
concentraciones de antraciclinas (Figura 11B). En general, en ambas
cepas se observo que a menores concentraciones de Pi y Pp intracelular,

la produccion de antraciclinas era mayor.

En S. peucetius var. caesius el efecto de la concentracion de fosfato en
la produccion de antraciclinas no fue tan notorio en los cultivos con 0.1
y 1 mMp, ya que la produccion de antraciclinas fue similar.
Adicionalmente, en esta cepa 20 mM de fosfato no fue suficiente para

provocar la inhibicién total de la producciéon del metabolito secundario.
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Figura 11. Efecto del fosfato en la produccién de antraciclinas en S. peucetius y S. peucetius var. caesius. A
Produccion de antraciclinas y B consumo de fosfato (ver figura 7A) en S. peucetius, € Produccién de
antraciclinas y D consumo de fosfato (ver figura 7B) en S. peucetius var. caesius. Los cultivos se realizaron
en medio minimo complementado con = 0.1 mM, = 1 mM, = 20 mM de fosfato. Datos normalizados
con la cantidad de biomasa producida en cada condicién de fosfato en el medio de cultivo.
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Por otro lado, en la cepa silvestre, a pesar de no producir grandes
cantidades de antraciclinas, se observd el efecto negativo del fosfato
hacia la producciéon de estos metabolitos secundarios, generando una
inhibicion total con 20 mM de fosfato. Esto nos indica que ambas cepas

responden diferente a una concentracion dada de fosfato.

Al comparar los rendimientos de produccion de antraciclinas con
respecto al consumo de fosfato (Tabla 5), en ambas cepas se observo
una clara disminucién del rendimiento al aumentar la concentracion de
fosfato en el medio. Por otro lado, también se determinaron los
rendimientos de produccion de antraciclinas con respecto al consumo de
glucosa. Nuevamente, en ambas cepas se observd una disminucion del
rendimiento al aumentar la concentracion de Pi en el cultivo. Esto nos
indicaria que la cantidad de fosfato y de glucosa consumido en cultivos
con mayores concentraciones de Pi no esta destinada a la produccion de

los metabolitos secundarios.

Estos resultados nos demuestran que la produccién de antraciclinas en
S. peucetius y en S. peucetius var. caesius es susceptible a la regulacién
por fosfato. A pesar de que se desconoce el mecanismo molecular
mediante el cual se lleva a cabo la regulacion por fosfato, con los datos
obtenidos en este estudio podemos afirmar que en las dos cepas
evaluadas la concentracion intra y extracelular de Pi, asi como la
concentracion intracelular de Pp, influyen en la produccion de

antraciclinas.
Efecto del fosfato en la actividad de las glucosa cinasas

Dado que la actividad de Pp es afectado por la concentracién de Pi, y a
su vez, el Pp es sustrato de la Glk, se planted la hipotesis de que se
podria afectar la actividad de la Pp-Glk al modificar la concentracion de

Pi en los cultivos. Aunado a esto, dado que en S. peucetius var. caesius
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se observdé que la Pp-Glk es mas activa que la ATP-GIlk [Ruiz et al;
2014], se pens6 que al modificar la actividad de la Pp-Glk se podria
modificar la de la ATP-Glk debido a que podria haber algun efecto de

compensacion de las actividades de ambas enzimas.

En este sentido, al medir la actividad de las glucosa cinasas se
comprobo que en la cepa mutante la Pp-Glk presenta niveles mas altos
de actividad que la ATP-GIk (Figura 12B), con excepcion en los cultivos
con 20 mMp; donde la ATP-Glk fue mas activa. Por el contrario, en la
cepa silvestre la actividad predominante fue la ATP-GIlk (Figura 12A) en

todas las condiciones de Pi en el cultivo.

En S. peucetius la actividad Pp-Glk fue baja durante el cultivo, la
actividad maxima se observd en etapas tempranas de crecimiento y
disminuy6 entre 2 y 7 veces a las 120 h de incubacion, donde la mayor
disminuciéon se observé en los cultivos en 20 mMpi. En esta cepa se
observé que a 20 mMp; los niveles intracelulares de Pp eran mayores en
comparacion a los cultivos con 0.1 y 1 mMp, lo que podria ser
consecuencia de que la Pp-Glk presenta menor actividad a 20 mMp;. Por
otro lado, la ATP-Glk presentdé mayor actividad que la Pp-Glk, la mayor
actividad de ATP-Glk se observé en los cultivos con 20 mMp; (1321.31
U/mg proteina, 60 h de incubacién), mientras que la menor actividad se
obtuvo en los cultivos con 0.1 mMp; (579.51 U/mg proteina, 36 h de

incubacion).

En cuanto a S. peucetius var. caesius, la actividad Pp-Glk fue mayor que
la ATP-Glk en los cultivos con 0.1 y 1 mMp;. En 0.1 mMg; la actividad Pp-
Glk se mantuvo cercano a 500 U/mg de proteina hasta las 48 h de
incubacion. En cambio, en 1 mMp; la actividad maxima (765.38 U/mg de
proteina) se present6 a las 36 h de incubacion y a partir de las 48 h la

produccion se mantiuvo baja, inclusive menor que la observada en 0.1
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mMp;. Es interesante observar la coincidencia entre la presencia de
cadenas de Pp de menor tamafo en los cultivos con 0.1 mMp; a las 36 h
de incubacion (Figura 10B), y el mayor pico de actividad Pp-Glk en esa
misma concentracion (Figura 12B). Por otro lado, en 20 mMp; la
actividad méaxima Pp-Glk se present0 a las 24 h, después de este tiempo
la actividad se mantuvo baja. Por el contrario, la actividad ATP-GIk en
20 mMp; fue mayor que en los cultivos con 0.1 y 1 mMp.. En las tres
condiciones de Pi la actividad ATP-Glk disminuyé a las 60 h de

incubacion.

Comparando las actividades maximas de la ATP-GIk, se observo que con
el aumento de Pi en el medio, la actividad en ambas cepas aumento
(Tabla 4). Mientras que la produccion Pp-Glk tuvo un comportamiento

diferente.

En S. peucetius, la produccion maxima de Pp-Glk disminuyo, de 223.75
a 171.55 U/mg de proteina, al cambiar la concentracién de Pi en el
medio de 0.1 a 1 mM, pero se obtuvo la produccibn maxima en 20 mMp;
(285.26 U/mg de proteina), aunque cabe resaltar que en 20 mMp; la
produccion de Pp-Glk se mantuvo mas baja desde las 36 h que lo

observado en las otras condiciones de Pi.

En cuanto a la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius, su produccion
maxima aumento, de 579.78 a 765.38 U/mg de proteina, al disminuir la
concentracion de Pi en el medio de 0.1 a 1 mM, y disminuy6 al modificar
la concentracion de Pi a 20 mM. Sin embargo, la produccién de Pp-Glk
en 0.1 mMp; se mantuvo mas alta desde las 48 h y la produccion en 20
mMp; se mantuvo mas baja desde la 36 h, en comparacion con la

produccion obtenida en las otras condiciones de Pi.
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Figura 12. Efecto del fosfato en las actividades de las glucosa cinasas. A Actividad ATP-Glk (circulo cerrado,
linea continua) y Pp-Glk (circulo abierto, linea punteada) de S. peucetius, B Actividad ATP-Glk (triangulo
cerrado, linea continua) y Pp-Glk (triangulo abierto, linea punteada) de S. peucetius var. caesius. Los
cultivos se hicieron en medio minimo complementados con = 0.1 mM, = 1 mM, = 20 mM de fosfato.
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Ademas, se observdé que hay relacion entre la actividad Pp-Glk y la
concentracion de Pp, ya que en ambas cepas cultivadas en 20 mMp; se
observé que mientras la actividad era baja la concentracion de Pp se
mantenia alta. Por otro lado, S. peucetius var. caesius, cepa que
presentd actividad alta de Pp-Glk, produjo cadenas cortas de Pp (Figura
10B), mientras que S. peucetius, que presentd actividad baja de Pp-GIk,

no produjo cadenas cortas de Pp (Figura 10A).

Con esto podemos decir que el Pi tuvo un efecto positivo en la actividad
de ATP-Glk de ambas cepas. Por el contrario, el Pi tuvo un efecto
negativo en la actividad de Pp-Glk, y la concentraciéon de Pp y el tamafo
de las cadenas de Pp tienen relacion con la actividad de la Pp-Glk

obtenida.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

El Pi es un compuesto importante para las células que al estar presente
en abundancia en el medio favorece el crecimiento de bacterias, como
es el caso de S. griseus en 10 mMg; [Liras et al., 1977]. Sin embargo, no
hay una concentracion de Pi definida a partir de la cual se vea el efecto
en el crecimiento. Por ejemplo, en S. lincolnensis, en un medio de
cultivo con 14.4 mM de fosfato su crecimiento no se vio afectado [Young
et al., 1985], pero en S. coelicolor su crecimiento aumentd al modificar
la concentraciéon de Pi de 3.2 a 18.5 mM [Santos-Beneit et al., 2009]. En
nuestro caso, al aumentar la concentracion de Pi de 0.1 a 1 mM
observamos un incremento en la biomasa, pero en 20 mMp; la formacion
de biomasa en S. peucetius disminuy6 y en S. peucetius var. caesius se
retrasé el crecimiento. Algo parecido se observdé en el actinomiceto
Saccharopolyspora spinosa en donde se determind que hasta una
concentracion de 29.41 mMp; se favorecia el crecimiento, pero a
concentraciones superiores habia un decremento en la formaciéon de

biomasa [Zhihua et al., 2006].

En el presente estudio se observd que el incremento de la concentracion
de Pi de 0.1 a 1 mM tuvo un efecto positivo en el crecimiento de S.
peucetius y S. peucetius var. caesius, ademas, se observd un efecto
negativo en la produccion del metabolito secundario evaluado, como ya
se habia reportado para este género. Dicho efecto parece llevarse a
cabo de forma indirecta al favorecer de alguna manera la utilizacion de
glucosa para la formacion de biomasa a costa de la producciéon de
antraciclinas (Tabla 5). De acuerdo con esta hipodtesis, se observo que la
velocidad del consumo de glucosa aumenté al incrementar la
concentracion de Pi en el medio de cultivo (Tabla 4). Tal

comportamiento fue observado previamente en S. griseus, en donde
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ademas de que el Pi favorecio el crecimiento y la utilizaciéon de glucosa,
también se observé el efecto negativo en la produccion de
estreptomicina [Hockenhull et al., 1954; Shirato y Nagatsu, 1965] y
candicidina [Liras et al., 1977].

El hecho de que S. peucetius var. caesius consuma mas rapido la
glucosa en comparacion con S. peucetius y que no se vea reflejado en el
rendimiento de producciobn de biomasa con respecto a la glucosa
consumida (Tabla 5), podria apoyar la hipotesis de que esta mutante
canaliza la glucosa para la produccion de antraciclinas; en cambio S.
peucetius utiliza la glucosa para la produccion de proteinas [Ruiz et al.,
2014].

Al determinar el consumo de fosfato en 0.1 y 1.0 mMp;, fue notorio que
la mutante lo utilizé a tiempos tempranos del cultivo (36 h contra 48 y
72 h de la silvestre), aunque la velocidad de su consumo, asi como la
concentracion consumida fue similar. Por el contrario, al usar 20 mM de
fosfato, solamente se observa un consumo parcial del fosfato por ambas
cepas. En S. coelicolor también se reporté que a altas concentraciones
de fosfato (18.5 mM) no se consumia todo el sustrato disponible

[Santos-Beneit et al., 2008].

Comparando los niveles intracelulares de fosfato en ambas cepas, S.
peucetius var. caesius presentdé una menor acumulacion, lo cual sugiere
su utilizacién para diversos procesos metabdlicos. Ademas, hay relaciéon
entre el hecho de que esta cepa presente menor Pi intracelular y sea
sobreproductora de antraciclinas. Con esto podriamos corroborar la
hipotesis de que tanto el Pi extracelular como el intracelular tienen un
papel en la regulacion por fosfato [Chouayekh y Virolle, 2002; Liras et
al., 1977].
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Al buscar una correlacion entre la concentracion de fosfato extracelular y
la produccion de Pp en la cepa mutante observamos que, contrario a lo
que esperabamos, en el cultivo con 20 mMp; la concentracion de Pp
intracelular era mayor en comparacion con los cultivos con menor
concentracion de fosfato en el cultivo. Esto podria indicarnos que, en
dado caso que la Ppk sea inhibida por Pi como se observé en S.
coelicolor [Martin et al., 2012], puede ser que los requerimientos
energéticos de la células al reproducirse sean un factor mas importante
y determinante en la sintesis del Pp. En este sentido, seria interesante
cuantificar los niveles de adenilatos (AMP, ADP y ATP) en ambas cepas
para tener una vision global de como afecta el estado energético en la

produccion de Pp en los Streptomyces estudiados.

Similar a lo observado con el Pi intracelular, hay relacién entre los
niveles de Pp y la produccién de antraciclinas, sugiriendo que el Pp
contribuye a la regulacion de la produccion de dichos metabolitos,

posiblemente al proveer fosfato endégeno [Chouayekh y Virolle, 2002].

Ademas, detectamos una mayor presencia de cadenas de Pp de menor
tamafo durante la fase logaritmica de crecimiento. Dicha producciéon
coincidié con un pico maximo de actividad de Pp-Glk, lo cual puede
explicar la generacion de cadenas de Pp de menor tamafo, al estar
degradando cadenas de mayor tamafo. La cepa silvestre no genero

cadenas de Pp cortas.

La glucosa cinasa es la Unica enzima reportada en S. peucetius y en la
cepa sobreproductora de antraciclinas S. peucetius var. caesius que
utiliza al Pp como sustrato. Llamo la atencion que, contrario a lo
observado en otros estreptomicetos y en la cepa parental, en un medio
minimo con 1 mMp; la cepa sobreproductora de antraciclinas presenta

una mayor actividad de Pp-Glk que de ATP-GIk [Ruiz et al., 2014]. En

59



1976, la Pp-Glk de S. aureofaciens 8425, cepa sobreproductora de
clortetraciclina (CTC), también causoé interés debido a que su actividad
era mayor que la de ATP-GIlk, y la formacion del metabolito secundario
presentaba la misma tendencia que la actividad de Pp-Glk, es decir,
tanto la actividad de la enzima como la produccion de CTC comenzaban
al mismo tiempo y sus gréaficos se empalman, por lo que los autores
propusieron que la Pp-Glk podria estar relacionada con la produccion de
CTC [Hostalek et al., 1976]. Con estos antecedentes se consideré que
posiblemente en S. peucetius var. caesius la Pp-Glk podria estar
relacionada en la produccién de antraciclinas. Sin embargo, en este
estudio no se observo alguna relacion clara entre la actividad Pp-Glk y el

inicio de la produccién de antraciclinas.

En 1976, Curdovéa y colaboradores observaron que en cultivos con 0.46
mMpi, la cepa de S. aureofaciens sobreproductora de CTC presento
niveles de adenilatos 10 veces mas bajos que los observados en la cepa
silvestre. Ademas, observaron que al cultivar a la cepa silvestre en
cultivos con 1.46 mMp; los niveles de adenilatos aumentaron, mientras
que la carga energética y la produccion de CTC se abatieron. En relaciéon
a lo anterior y a que tanto el contenido energético de la célula como el
Pi disponible influyen en la produccion de Pp, es decir, al disminuir la
carga energética y al haber Pi disponible se promueve la produccion de
Pp [Achbergerova y Nahalka, 2011; Barbosa de Lima et al., 2003;
Kulaev y Kulakovskaya, 2000], se consider6 que al modificar la
concentracion de Pi en los cultivos de S. peucetius y S. peucetius var.
caesius lograriamos modificar las concentraciones intracelulares de Pp y
con ello la actividad Pp-Glk, y esto relacionarlo con la produccion de

antraciclinas.
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En linea con la hipodtesis planteada, se observdé que el aumento de la
concentracion de fosfato en el cultivo propicié un ligero aumento en la
produccion de Pp y una disminucion tanto en la produccion de
antraciclinas como en la actividad de la Pp-Glk de ambas cepas. Esto
podria sugerir que la produccion de antraciclinas y la de Pp-Glk son

reguladas de la misma forma por el Pi.

Ademas, en ambas cepas, pero en especial en S. peucetius var. caesius
en cultivos con 0.1 y 1 mMp;, los niveles de Pp nunca se observaron tan
bajos como los de Pi intracelular. Dada la importancia del Pp para la
célula [Kornberg, 1995; Kulaev y Vagabov, 1983; Kulaev et al., 1999;
Kulaev et al., 2004] podria pensarse que el fosfato intracelular en la
cepa sobreproductora de antraciclinas es utilizado para compensar la
pérdida de polifosfato metabolizado por la Glk y otras posibles enzimas

que puedan utilizarlo como sustrato.

Contrario a lo observado con la Pp-Glk, la actividad ATP-Glk en ambas
cepas aumentd con el incremento de Pi en los cultivos, sugiriendo que
ambas enzimas son reguladas por Pi de forma diferente. Posiblemente el
el Pi ejerci6 un efecto positivo en los niveles de adenilatos, como lo
reportaron Curdova y colaboradores en S. aureofaciens, y esto sea el
causante del incremento en la actividad ATP-Glk. En este sentido faltaria
cuantificar los niveles de ATP, ADP y AMP en las condiciones empleadas
en este estudio para corroborar el efecto del Pi en los niveles de

adenilatos.

Hasta el momento no hay un reporte que establezca un mecanismo
molecular en Streptomyces para la relaciéon del metabolismo de glucosa
y fosfato, pero con los datos obtenidos podemos decir que la influencia
del Pi en el consumo de glucosa puede estar relacionada con la actividad

de las glucosa cinasas.
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10. CONCLUSIONES

En el presente trabajo fue claro que en S. peucetius y S. peucetius var.
caesius el fosfato ejercidé un efecto positivo en la produccion de biomasa
lo cual esta relacionado con el consumo de glucosa, e influyé en las

actividades de ambas glucosa cinasas.

Mientras que en ambas cepas el fosfato tuvo un efecto positivo en la
actividad de la ATP-GIk, se observd un efecto contrario en la actividad
de la Pp-GlIk.

El efecto del fosfato sobre la actividad de la Pp-Glk no tiene una relacion
directa con la producciéon de polifosfato. A pesar de que la cepa
sobreproductora de antraciclinas presenté mayor uso de polifosfato para
la fosforilacion de glucosa, no hubo una diferencia evidente de los
niveles intracelulares del polimero en ambas cepas. Colateralmente,
puede observarse la produccion concomitante de polifosfato de cadena
de menor tamafo, posiblemente resultado de la degradacion del

polimero de mayor tamafno durante la fosforilacién de glucosa.

La concentracion de fosfato tuvo un efecto negativo en la produccién de
antraciclinas en ambas cepas. Tanto el fosfato como el polifosfato
intracelular tienen un papel en la regulacion de la producciéon de
antraciclinas, pero es mas evidente la relacién entre la concentracién de

fosfato intracelular y la produccion de dichos metabolitos secundarios.
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