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Abreviaturas

ACT Actinorrodina

ADP Adenosina difosfato

ATP Adenosina trifosfato

ATP-Glk Glucosa cinasa dependiente de ATP
cm Centimetro

DNA Medio agar nutritivo

D.O. Densidad optica

Dog 2-Desoxiglucosa

g Gramos

Glk Glucosa cinasa

h Hora

HK Hexocinasa

LB Medio Luria-Bertani

M Molar

mg Miligramo

min Minuto

mL Mililitro

mM Milimolar

MM Medio minimo

MS Medio soya manitol

N Normal

nm Nanometros

NMMP Medio minimo liquido

nmol Nanomol

PBG Medio purpura de bromocresol glucosa
Pp Polifosfato

Pp-Glk Glucosa cinasa dependiente de polifsofato

PTS Sistema de fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato



Abreviaturas

RCC Represién catabdlica por carbono

RED Undecilprodigiosina

RK Ribocinasa

ROK Represores, marcos abiertos de lectura y cinasas

rpm Revoluciones por minuto

S Segundos

U Unidad de actividad enzimatica (nmol producto/min*mg proteina)
ML Microlitros

UM Micromolar



1. Resumen

Las glucosa cinasas (Glks) son enzimas que se encargan de catalizar la
conversion de glucosa a glucosa-6-fosfato empleando ATP, ADP y/o polifosfato
(Pp) como donadores de grupo fosfato. No obstante, se ha propuesto que las Glks
parecen estar implicadas en otras funciones en el género Streptomyces como en
el mecanismo de represion catabolica por carbono (RCC) o en la sobreproduccion
de metabolitos secundarios. Por ello, en el presente trabajo se estudi6 el efecto de
la expresion de una Glk dependiente de polifosfato (Pp-Glk) proveniente del
estreptomiceto sobreproductor de antraciclinas S. peucetius var. caesius sobre el
metabolismo de una cepa ATP-GIk nula de S. coelicolor.

Se observo que la cepa complementada con la Pp-Glk recuperoé la capacidad para
metabolizar glucosa y se restablecieron sus niveles de crecimiento a los niveles de
la cepa silvestre. Sin embargo, en dicha cepa se observé que la actividad
agarolitica y amilolitica fueron total y parcialmente insensibles a represion
catabdlica, lo que sugiere que la Pp-Glk no participa directamente en el

mecanismo de RCC en S. coelicolor.

En cuanto al metabolismo secundario se observo que los niveles de produccién de
actinorrodina y undecilprodigiosina de la cepa complementada fueron inferiores a
los niveles de la cepa nula ATP-GIk pero similares a los de la cepa silvestre, lo que
demuestra que la actividad de la Pp-Glk ayuda a restablecer los niveles de
produccion de ambos antibiéticos a los niveles de la cepa silvestre. En cuanto a la
morfologia macroscépica, se observé que la cepa complementada presentaba un
fenotipo semejante al de la cepa silvestre y distinto al de la cepa nula ATP-GIK, lo
gue demuestra que al restablecer el metabolismo de glucosa también se
restablecen los efectos regulatorios negativos que dicho carbohidrato ejerce sobre
la produccion de antibiéticos y en el proceso de diferenciacion morfolégica en S.
coelicolor, evidenciando que dicha regulacibn depende Unicamente del

catabolismo de la glucosa y no del tipo Glk que participe en su metabolismo.



2. Marco teorico
2.1 Caracteristicas del género Streptomyces

El género Streptomyces pertenece al filo Actinobacteria y esta formado por
bacterias Gram-positivas, aerobias estrictas, con un DNA rico en guaninas y
citosinas (aproximadamente 70%). Su genoma tiene un tamafo entre 8-10 Mb
dependiendo la especie y se encuentra ordenado de manera lineal (Hwang et al.,
2014; Sanchez et al., 2010).

Los estreptomicetos son organismos saprofitos principalmente aislados del suelo,
desempefiando un papel fundamental en la reutilizacion del carbono en la
naturaleza, ya que tienen la capacidad de metabolizar varios polisacaridos
complejos como el almiddn, xilosa o celulosa mediante la secrecion de una gran
cantidad de enzimas extracelulares (a-amilasas, a-gluconasas, celulasas,
proteasas y agarasas) que les permiten degradar dichos polisacaridos hasta
obtener mono y/o disacaridos para su posterior internalizacion y consumo
(Bertram et al., 2004; Hodgson, 2000).

2.2 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se definen como metabolitos de bajo peso molecular,
producidos durante el metabolismo secundario, no esenciales para el crecimiento
o reproduccion del organismo que los produce pero que en muchas ocasiones le
otorgan ventajas para sobrevivir (Keller et al., 2005; Ruiz et al., 2010).
Usualmente, son producidos durante la fase estacionaria de crecimiento (idiofase)
del microorganismo productor, derivindose a partir de ciertos precursores
formados durante el metabolismo primario (Martin y Demain, 1980; Ruiz et al.,
2010). Se caracterizan por ser compuestos con estructuras quimicas complejas,
sintetizados a través de un gran numero de rutas metabdlicas distintas (Martin y
Demain, 1980).



El género Streptomyces se caracteriza por producir una gran cantidad de
metabolitos secundarios bioactivos comercialmente importantes y ampliamente
utilizados por el ser humano en diferentes campos como la agricultura o la
medicina debido a que presentan actividad como antifingicos, herbicidas,
antivirales, antitumorales, antihipertensivos, inmunosupresores Yy antibioticos
(Barka et al.,, 2016; de Lima et al., 2012; lkeda et al., 2003). En la tabla 1 se
muestran algunos de los metabolitos secundarios mas importantes producidos por

algun miembro de este género.

Tabla 1. Metabolitos secundarios de importancia producidos por el género

Streptomyces
Microorganismo Compuesto Funcién

S. venezuelae
S. peucetius var. caesius Doxorrubicina Antitumoral

S. nodosus Anfotericina B Antifangico

S. avermitilis Avermectina Herbicida

S. aureofaciens Clortetraciclina Antibiético

S. hygroscopicus Rapamicina Inmunosupresor

*Adaptado de Barka et al., 2016

Se estima que el género Streptomyces produce aproximadamente el 34% de
todos los metabolitos secundarios bioactivos derivados de los microorganismos
(Bérdy, 2005). Aunque esta cifra podria parecer insignificante, si consideramos
que los estreptomicetos generan mas de la mitad de todos los antibibticos vy
antitumorales conocidos (Liu et al., 2013) nos damos cuenta de la importancia y

del impacto que tienen en nuestra sociedad.

Se ha observado que la producciéon de metabolitos secundarios en este género
puede verse influenciada en gran medida por las condiciones de laboratorio
utiizadas para su produccion, siendo la concentracion de oxigeno, pH,
temperatura y cantidad de luz algunas de las variables a considerar (Ruiz et al.,
2010).



Ademas, el tipo y la concentracion de las fuentes de carbono, nitrégeno y fosfato
son factores cruciales que tienen gran impacto en la produccion de dichos
metabolitos (Ruiz et al., 2010).

2.3 Ciclo de vida

Otra caracteristica de este género es que tienen un ciclo de vida bastante
complejo que incluye un proceso de diferenciacion morfologica (McCormick y
Flardn, 2012). El ciclo de vida comienza (figura 1) cuando una 0 mas esporas
encuentran las condiciones adecuadas de nutrimentos, humedad y temperatura
para germinar, lo que da paso a la formacion del micelio vegetativo. En
condiciones adversas, como la escasez de nutrimentos, se generan una serie de
estimulos moleculares que provocan la formacion del micelio aéreo y la
subsecuente lisis del micelio vegetativo, mediante la cual se liberan diversos
compuestos (aminoacidos, nucleétidos, lipidos, etc.) que sirven como nutrimentos
durante el crecimiento del micelio aéreo. Subsecuentemente el micelio aéreo
comienza a formar septos, permitiendo asi la formacion de cadenas de esporas
gue posteriormente seran liberadas y esparcidas por el medio en un estado de
latencia hasta que encuentren las condiciones ideales para germinar y repetir el
ciclo (Barka et al., 2016; de Lima et al., 2012; McCormick y Flardn, 2012).
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Figura 1. Ciclo de vida del género Streptomyces. Tomado y modificado de Lo Grasso et
al., 2016



En el género Streptomyces, la formacion de micelio aéreo y la produccién de
metabolitos secundarios son fendmenos que inician casi al mismo tiempo, lo que
sugiere que ambos fendbmenos estan intrinsecamente relacionados (Ruiz-Villafan
et al., 2010). En el caso de los antibidticos, se ha propuesto que su produccion
durante la formacion del micelio aéreo tiene como finalidad proteger de otros
microorganismos las sustancias que son liberadas durante la lisis del micelio

vegetativo (Barka et al., 2016).

2.4 Efecto de la glucosa sobre el proceso de diferenciacion morfolégica y en

la produccion de metabolitos secundarios

Se ha visto que la utilizacion de ciertas fuentes de carbono tales como la glucosa,
es uno de principales factores que retrasa o inhibe el proceso de diferenciacion
morfolégica y/o la produccibn de metabolitos secundarios en el género
Streptomyces (Martin y Demain, 1980; Romero-Rodriguez et al., 2016b; Ruiz-
Villafan et al., 2010).

En el caso de la diferenciacion morfolégica se ha reportado por ejemplo, que la
glucosa en altas concentraciones tiene un efecto negativo en el proceso de
esporulacién en S. albidoflavus (Kang y Lee, 1997) y en el proceso de formaciéon
del micelio aéreo en la cepa NP4 de S. griseus, observandose ademas que dicho
efecto solo es generado por la glucosa, ya que en presencia de otras fuentes de
carbono como la maltosa, galactosa, manitol o glicerol no se afecta la formacién
de micelio aéreo en esta cepa (Seo et al., 2002). Sin embargo, en ambos casos,
se desconoce el mecanismo molecular mediante el cual la glucosa ejerce dicha

regulacion negativa en el proceso de diferenciacion morfoldgica.

Asi mismo, también se ha reportado que la glucosa tiene un efecto negativo en la
produccion de varios metabolitos secundarios en el género Streptomyces (Ruiz et
al., 2010; Sanchez et al., 2010). No obstante, en algunos casos se ha observado
gue la glucosa también tiene un efecto supresor, como en el caso de S. lividans,

ya que se ha visto que la produccion de actinorrodina (ACT) no se lleva a cabo si



hay presencia de glucosa en el medio debido a que se reprime la expresion del
gen afsR2 que se encarga de codificar una proteina regulatoria necesaria para
poder llevar a cabo la produccién de ACT en este microorganismo (Kim et al.,
2001; Lee et al., 2000).

En el laboratorio del Dr. Sergio Sanchez se ha observado que la glucosa ejerce un
efecto negativo en el proceso de esporulacion y en la produccion de actinorrodina
y undecilprodigiosina (RED) en S. coelicolor (Romero-Rodriguez et al., 2017). En
un estudio de transcriptoma realizado por Romero-Rodriguez et al., se reveld que
en este microorganismo la glucosa reprime la expresion de una gran cantidad de
genes participantes en el proceso de formacion del micelio aéreo y/o en la
esporulacion del mismo. Asi mismo, se puso de manifiesto que la glucosa reprime
la expresion de 16 de los 23 genes del cluster biosintético de la
undecilprodigiosina y 9 de los 22 genes del cluster biosintético de la actinorrodina,
siendo los genes mas afectados en ambos casos, los que participan durante los
primeros pasos de la ruta biosintética de dichos antibioticos (Romero-Rodriguez et
al., 2016b). Por ultimo, también se encontré que la glucosa es capaz de inducir y/o
reprimir la expresion de una gran cantidad de genes que no han sido todavia
caracterizados por completo pero que han sido identificados como probables
reguladores transcripcionales y algunos de ellos han sido asociados directamente
con la produccion de metabolitos secundarios o con el proceso de diferenciacion

morfolégica (Romero-Rodriguez et al., 2016b).

2.5 Streptomyces coelicolor como especie modelo

S. coelicolor es la especie modelo del género y una de las mejor caracterizadas
genéticamente (Liu et al., 2013). En el 2002, Bentley et al., lograron secuenciar
todo su genoma y observaron que éste tiene un tamafio de 8.6 Mb y tiene un
contenido de guaninas y citosinas del 72.12%. También predijeron que dicho
genoma contiene 7,825 genes y puede codificar hasta 819 proteinas
extracelulares como amilasas o proteasas, lo que demuestra su gran capacidad

para degradar moléculas complejas (Bentley et al., 2002).



Por otro parte, S. coelicolor se adopt6 inicialmente como especie modelo de los
estreptomicetos por su capacidad para producir dos antibiéticos pigmentados:
ACT y RED (Liu et al., 2013) los cuales han sido ampliamente estudiados y
utilizados como marcadores genéticos. Ademas, este microorganismo también es
capaz de producir otros antibiéticos (figura 2) como la metilenomicina (MM) o el
antibiético dependiente de calcio (CDA), los cuales también han sido motivo de

estudio.
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Figura 2. Antibioticos producidos por S. coelicolor. Tomado y modificado de Liu et al.,
2013



De todos ellos, el mas estudiado es la actinorrodina, que es un antibidtico
pigmentado que cambia de color rojo/azul segun el pH y pertenece a una clase de
policétidos aromaticos conocidos como benzoisocromanaquinonas. Es formada en
una ruta biosintética codificada por un cluster de 22 genes [sco5071-sc05092] (Liu
et al., 2013; Okamoto et al., 2009).

Por su parte, la undecilprodigiosina es un tripirrol hidrofébico de color rojo formado
a través de una ruta biosintética codificada por un cluster de 23 genes [sco5877-
sc05898] (Cerderio et al., 2001; Williamson et al., 2006).

2.6 Represion catabdlica por carbono

Se ha visto que la mayoria de los microorganismos cuando se encuentran en
presencia de dos o mas fuentes de carbono disponibles en el medio consumen de
manera jerarquica cada una, priorizando el consumo de aquella fuente que sea
mas facil de metabolizar y que les proporcione un crecimiento mas rapido, lo que
se convierte en una ventaja al momento de competir contra otros microorganismos
por los recursos disponibles y aumenta sus probabilidades de supervivencia
(Gorke y Stilke, 2008). Dicho fendbmeno se conoce como represion catabdlica por
carbono (RCC) (Gorke y Stilke, 2008) y se ha reportado que entre el 5-10% de
todos los genes bacterianos estan regulados de esta forma (Romero-Rodriguez et
al., 2017).

Se ha reportado que este mecanismo puede actuar a distintos niveles en los
microorganismos. A nivel transcripcional, puede reprimir parcial o totalmente la
expresion de genes responsables de codificar proteinas relacionadas con el
consumo o transporte de fuentes de carbono alternativas en presencia de otras
fuentes “preferenciales” mediante la exclusiébn o expulsion de los inductores
(Gorke y Stulke, 2008). Por su parte, a nivel traduccional este mecanismo también
puede interrumpir la sintesis de proteinas. De esta manera, se generan un
conjunto de sefales que regulan directa o indirectamente la actividad de las
enzimas y/o de los transportadores sensibles a represién catabdlica por carbono

(Bruckner y Titgemeyer, 2002; Kwakman y Postma, 1994).
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Este mecanismo ha sido ampliamente estudiado en Escherichia coli, que es una
bacteria Gram negativa y en Bacillus subtilis, que es una bacteria Gram positiva
con bajo contenido de guaninas y citosinas. En ambos microorganismos se ha
identificado que el sistema de fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato
(PTS) tiene un papel fundamental en el funcionamiento del fenbmeno de RCC.
Interesantemente, se ha visto que el mecanismo molecular mediante el cual se
ejerce el fenomeno de RCC en E. coli y B. subtilis presenta diferencias entre si,
pero genera el mismo efecto global en ambos microorganismos (Brickner vy
Titgemeyer, 2002; Gorke y Stulke, 2008).

En el caso de las bacterias Gram positivas con alto contenido de guaninas y
citosinas como los miembros del género Streptomyces, poco se sabe sobre su
funcionamiento (Goérke y Stulke, 2008). Sin embargo, en S. coelicolor se ha
identificado que la enzima glucosa cinasa (GIk) tiene una funcion regulatoria muy
importante para el adecuado funcionamiento del mismo (Angell et al.,, 1994;

Kwakman y Postma, 1994).

El hallazgo anterior surgio a partir de las observaciones de que las colonias de S.
coelicolor resistentes al analogo no metabolizable de la glucosa 2-Desoxiglucosa
(Dog®) eran insensibles a represion catabdlica en presencia de glucosa e
incapaces de metabolizar dicho carbohidrato (Glu) a pesar de que no presentar
ninguna alteracion en el transporte de la misma (Hodgson, 1982). Posteriormente
se observé que dichas cepas Dog® a diferencia de la cepa parental, presentaban
una disminucion importante en la actividad de la Glk dependiente de ATP (ATP-
GIk), por lo que se correlacioné la alteracion en el mecanismo RCC en dicha cepa
con la baja actividad ATP-Glk observada (Seno y Chater, 1983).

Por otra parte, al complementar la cepa Dog® con un fragmento Bcll de DNA de
2.9 kb de S. coelicolor se observo que se restablecia en ella la capacidad para
consumir glucosa (Glu®), el mecanismo de represion catabdlica y la actividad de la

ATP-GIlk (Ikeda et al., 1984). El analisis posterior de la secuencia de nucleotidos



de dicho fragmento de DNA de 2.9 kb revelo que contenia 3 diferentes marcos
abiertos de lectura, de los cuales uno estaba incompleto, mientras que los otros
dos marcos correspondian al gen sco2126, que codifica una ATP-GIk de 33.1 kDa
y al gen sco02127, que codifica una proteina de funcién aun desconocida de 20.1
kDa (Angell et al., 1992). Con lo anterior, se evidencié que existia una estrecha
relacion entre el adecuado funcionamiento del mecanismo RCC vy la presencia de

la ATP-Glk en este microorganismo.

Posteriores estudios demostraron que la ATP-Glk en S. coelicolor ejerce una
funcioén regulatoria esencial en el mecanismo RCC de manera independiente de su
funcién cinasa. Lo anterior se comprobé al evidenciar que la cepa Dog"
recuperaba la capacidad para metabolizar glucosa y la sensibilidad a represion
catabdlica por carbono al ser complementada con el gen sco2126 (Angell et al.,
1992); Sin embargo, al expresar una Glk proveniente de Zimomonas mobilis, que
es un microorganismo Gram negativo no relacionado, se observé que la cepa
DogR Gnicamente recuperaba su capacidad para metabolizar glucosa pero ain era
insensible a represion catabodlica (Angell et al., 1994), lo que reveld que la
regulacion del mecanismo RCC no depende del catabolismo de la glucosa o de la

formacién de alguno de sus derivados metabdlicos.

Se ha visto que la glucosa gracias al mecanismo RCC es capaz de reprimir la
expresion y/o traduccion de varias proteinas relacionadas con la utilizacién de la
fructosa, glicerol, arabinosa, agar y/o galactosa en S. coelicolor (Hodgson, 1982).
Ademas, también se ha reportado que la glucosa es capaz de reprimir el consumo
de almidén en S. coelicolor (Virolle y Bibb, 1987) y en S. peucetius var. caesius
(Rocha et al., datos sin publicar). No obstante, Kwakman y Postma observaron
que la cepa Dog® de S. coelicolor no solo era insensible a represion catabélica por
glucosa, sino que también era insensible a la represion catabdlica ejercida por
otras fuentes de carbono distintas a pesar de que algunas de ellas se metabolizan

de manera independiente de la Glk (como el citrato o la arabinosa), lo que
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evidencio aun mas el papel regulatorio de la ATP-GIk sobre el mecanismo RCC

(Kwakman y Postma, 1994).

Se sabe que la ATP-Glk de S. coelicolor no presenta en su secuencia de
aminoacidos un motivo de unién a DNA, por lo que se descarté que dicha enzima
pueda regular directamente la expresion de genes sujetos a represion catabolica,
por lo que se ha propuesto que para ejercer dicha funcion es probable que se una
a otras proteinas o a ciertos reguladores transcripcionales (Angell et al.,1992). No
obstante, a pesar de los numerosos estudios realizados hasta hoy, aun se
desconoce la forma en como la ATP-GIk ejerce su funcion regulatoria en el
mecanismo RCC y Unicamente se ha evidenciado la probable interaccion entre la
ATP-GIlk y la proteina GIcP (una permeasa para el transporte de glucosa), que se
cree permite formar un complejo para transportar glucosa de manera mas eficiente
(Van Wezel et al., 2007). Sin embargo, trabajos recientes han aportado evidencia
que sefiala que la glucosa parece desempefiar un papel regulatorio que no
depende exclusivamente de la ATP-GIk (Gubbens et al., 2012; Romero-Rodriguez
et al., 2016a).

2.7 Definicién y clasificacion de las glucosa cinasas

Las Glks son enzimas que se encargan de catalizar la conversion de glucosa a
glucosa-6-fosfato, que es wun producto que puede ser metabolizado
subsecuentemente a través de distintas rutas metabodlicas como la glucdlisis. Para
llevar a cabo su funcién, las Glks utilizan como donadores de grupo fosfato el ATP,
ADP o el polifosfato inorganico (Pp) (Kawai et al., 2005; Romero-Rodriguez et al.,
2015; Ruiz-Villafan et al., 2014).

La clasificacion mas aceptada de las Glks (tabla 2) fue hecha por Kawai et al.,
guienes clasificaron las Glks de los organismos eucariontes y procariontes de
acuerdo a su estructura primaria en 2 grandes familias no homologas: la familia

hexocinasa (HK) y la familia ribokinasa (RK) (Kawai et al., 2005).
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Los miembros de la familia RK han sido caracterizados por su homologia en su
estructura primaria y terciaria. En cambio, los miembros de la familia HK presentan
homologia en sus sitios de union a glucosa y al donador de fosfato en su
estructura primaria y terciaria. Sin embargo, esta familia se encuentra subdividida

a su vez en 3 grupos distintos: el grupo HK, Ay B (Kawai et al., 2005).

Tabla 2. Clasificacion de las Glks

Clasificacion de las Glks

Familias Ribocinasa (RK) Hexocinasa (HK)
Subgrupos Sin subgrupos HK A B
Mamiferos Bacte_r 5 G Bacterias Gram
: negativas, "
: eucariontes y . . . positivas y arqueas
Organismos , Eucariontes | cianobacterias y ;
arqueas del filo : del filo
protistas
Euryarchaeota . . Crenarchaeota.
amitocondriados
Donador de ADP ATP ATP Pp/ATP
fosfato
FEEC 50 kDa 52 0 100 kDa 38 kDa 33 kDa
aproximado
L Presentan homologia
Caracteristica . , . .
. Ninguna Ninguna Ninguna con la familia de
particular .
proteinas ROK

*Tomado de Kawai et al., 2005

Se ha identificado ademas que los miembros del grupo B presentan homologia en
su estructura primaria con la familia de proteinas ROK (del inglés Represor, Open
Reading Frame and Kinases) (figura 3) que incluye varios represores
transcripcionales, marcos abiertos de lectura y cinasas que se caracterizan por
presentar en la region central de la proteina dos firmas denominadas cajas ROK;
la primera de ellas consiste en 28 residuos de aminoacidos que presentan el
motivo conservado (Glu-X-Gli-His), mientras que la segunda firma consiste en 14
residuos de aminoéacidos con el motivo de unién a Zinc (Cis-X-Cis-Gli-X-X-Gli-Cis-
X-Glu) (Kawai et al., 2005; Romero-Rodriguez et al., 2015; Titgemeyer et al.,
1994).
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Familia HK

Familia
proteinas
ROK

Figura 3. Subdivision de las glucosa cinasas de la familia HK. Tomado y modificado de
Kawai et al., 2005

Por su parte Lunin et al., propusieron otra clasificacion de las glucosa cinasas
microbianas basada en la comparacion de sus estructuras primarias
agrupandolas en tres familias distintas (Lunin et al., 2004). La familia | (Pfam:
PF04587) esta formada por aproximadamente 200 secuencias de Glks que
provienen de arqueas y de eucariontes. Las Glks de esta familia se caracterizan
porque Unicamente utilizan ADP como donador de grupo fosfato (Lunin et al.,
2004; Romero-Rodriguez et al., 2015).

La familia Il (Pfam: PF02685) contiene aproximadamente 1500 secuencias de
proteinas completas o parciales, de las cuales la mayoria provienen de las
cianobacterias y proteobacterias. Los miembros de esta familia se caracterizan
porque Unicamente utilizan ATP como donador de grupo fosfato y porque no
poseen la firma de la familia de proteinas ROK (Lunin et al., 2004; Romero-
Rodriguez et al., 2015).

Por altimo, en la familia Il (Pfam: PF00480) se agrupan las Glks de los
organismos eucariontes, arqueas y bacterias (principalmente organismos Gram
positivos) que utilizan el ATP como donador de grupo fosfato y que ademas
presentan la firma de la familia de proteinas ROK (Lunin et al., 2004; Romero-
Rodriguez et al., 2015).
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2.8 Participacion de las Glks durante la sobreproduccién de metabolitos

secundarios

En el genoma de diferentes estreptomicetos se ha identificado que se encuentran
codificadas dos tipos diferentes de Glks: una dependiente de ATP y otra
dependiente de polifosfato. Especificamente, lo anterior ha sido observado en S.

aureofaciens, S. peucetius var. caesius y muy recientemente en S. coelicolor.

La participacion de estas Glks dependientes de polifosfato en el metabolismo de
los estreptomicetos que las expresan no es del todo claro; Sin embargo, algunos
reportes han sugerido que la actividad de la Pp-Glk podria estar relacionada con la
sobreproduccién de metabolitos secundarios.

El primer estudio donde se observo esta relacion fue realizado por Hostalek et al.,
quienes observaron que en una cepa sobreproductora de clortetraciclina de S.
aureofaciens se expresa una ATP-GIk que es principalmente activa durante la fase
logaritmica de crecimiento (Figura 4A y E) y también expresa una Pp-Glk que es
principalmente activa durante la fase estacionaria de crecimiento (figura 4B y E),
presentando ademas un patron de comportamiento muy similar al observado en la
curva de producciéon de la clortetraciclina (figura 4D) lo que de acuerdo a los
autores, podria sugerir que ambos fendmenos estan intimamente relacionados.
Ademas, observaron que los niveles de ATP intracelular (figura 4C) se
encontraban en niveles muy bajos durante la produccién de la clortetraciclina,
coincidiendo con el hecho de que en ese momento la ATP-GIk practicamente no
presenta actividad. Por lo anterior, los autores propusieron que cada Glk parece
desempefiar un papel fisiolégico diferente en este microorganismo y que la
actividad de la Pp-Glk parece estar relacionada directamente con la

sobreproduccion de la clortetraciclina (Hostéalek et al., 1976).

14



20r

1&6F

1.0F

Figura 4. Diferentes estudios realizados en S. aureofaciens. Cinética de actividad ATP-Glk
(Curva A, nmol P/min*mg proteina x 0.02) y Pp-Glk (Curva B, nmol P/min*mg proteina x
0.02); Niveles de ATP intracelular (Curva C, pg/mL); Cinética de produccién de
clortetraciclina (Curva D, mg/mL); Crecimiento celular (Curva E, mg/mL x 4). Tomado de
Hostalek et al.,1976.

Resultados similares han sido reportados para S. peucetius var. caesius, que es
una cepa sobreproductora de antraciclinas. Ruiz-Villafan et al., observaron que
este microorganismo expresa una ATP-GIk que es principalmente activa durante la
fase exponencial de crecimiento (Figura 5A y C) y a su vez, también se expresa
una Pp-Glk que es principalmente activa durante la fase estacionaria de
crecimiento (Figura 5B y C) y que presenta ademas el doble de actividad en

comparacion con la ATP-GIk.
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Figura 5. Cinética de actividad Glk en S. peucetius var. caesius. (A) Actividad ATP-GIk;
(B) Actividad Pp-GIk; (C) Crecimiento celular. Tomado y modificado de Ruiz-Villafan et al.,
2014.

Por otra parte, estos mismos autores también compararon el comportamiento de
ambas Glks en S. peucetius var. caesius y en su cepa parental S. peucetius,
observando que en el primero de ellos la Pp-Glk presenta 5 veces mas actividad y
produce 4 veces mas antraciclinas respecto a lo observado en S. peucetius
(Figura 6), por lo que los autores sugirieron que la sobreproduccién de
antraciclinas en S. peucetius var. caesius podria estar asociada directamente con
la actividad de la Pp-Glk (Ruiz-Villafan et al., 2014).
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Figura 6. Comparacion entre la actividad ATP-GIk, Pp-Glk y produccion especifica de
antraciclinas en S. peucetius y S. peucetius var. caesius. Basado en lo reportado por
Ruiz-Villafan et al., 2014.

Por otra parte, los mismos autores determinaron y compararon la actividad de
ambos tipos de Glks en otros estreptomicetos filogenéticamente cercanos a S.
peucetius var. caesius (tabla 3) observando que en casi todas las especies
estudiadas la ATP-GIk es la que presenta mayor actividad, siendo la Unica
excepcion S. peucetius var. caesius, que presenta una mayor actividad Pp-Glk que
ATP-GIk, siendo ademas este microorganismo el tnico de todos los estudiados en
este trabajo que tiene la capacidad de sobreproducir algin metabolito secundario
(Ruiz-Villafan et al., 2014).

Ademas, resulta interesante resaltar que existe una gran diferencia entre la
actividad que presenta la Pp-Glk en S. peucetius var. caesius (403 U/mg de
proteina) con respecto a todos los demas estreptomicetos estudiados (<50 U/mg
de proteina) (Ruiz-Villafan et al., 2014).

17



Tabla 3. Actividad ATP-Glk y Pp-Glk en diferentes estreptomicetos.

Microorganismo

(U/mg proteina)

Actividad especifica ATP-Glk Actividad especifica Pp-Glk

(U/mg proteina)

S. peucetius var. caesius

215.02 +22.74

403.29 *+ 40.25

S. peucetius 344.31 £ 34.73 44.95 + 2.46
S. coelicolor 154.95 + 21.99 11.41 +0.78
S. lividans 19.08 + 3.47 5.74 + 0.67
S. thermocarboxydus K155 34.08 +4.31 9.18 £ 3.22

La actividad de ambas Glks se midi6 a las 48 h de incubacién en todas las cepas. Se
utilizé medio NDYE con glucosa 100 mM para S. peucetius, S. peucetius var. caesius y S.
thermocarboxydus K155. Para S. coelicolor y S. lividans se utilizé medio NMMP con
glucosa 50 mM. Tomado de Ruiz-Villafan et al., 2014.

A la fecha, la Pp-Glk es una proteina muy poco estudiada en los estreptomicetos.
Sin embargo, se ha reportado que otros actinomicetos también expresan este tipo
de GIk, como Mycobacterium phlei (Szymona y Ostrowski, 1964) que fue el primer
microorganismo en el que se encontré este tipo de enzima. Actualmente, la Pp-Glk
también se ha reportado en Nocardia minima (Szymona y Szymona, 1979), M.
tuberculosis (Hsieh et al., 1993), Propionibacterium shermanii (Pepin y Wood,
1986) Arthrobacter sp. cepa KM (Mukai et al., 2003) y C. glutamicum (Lindner et
al., 2010).

En todos los casos anteriores, se determind que dicha enzima puede utilizar tanto
Pp como ATP como moléculas donadoras de grupo fosfato y de esa manera poder
llevar a cabo la fosforilacion de la glucosa. En cambio, en Mycococcus coralloides
(Gonzalez et al., 1990) y en Microlunatus phosphovorus (Tanaka et al., 2003) se
ha reportado que la Pp-Glk que expresan unicamente utiliza el Pp como donador
de grupo fosfato.
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2.9 Tipos de Glks en S. coelicolor

De acuerdo con la base de datos StrepDB (http://strepdb.streptomyces.org.uk), en
el genoma de S. coelicolor se encuentran anotados tres genes cuyo producto de
expresion corresponde a una glucosa cinasa (tabla 4). De ellos, dos ya han sido
estudiados y caracterizados: el gen sco2126, que codifica una ATP-GIk y el gen
sco5059, que codifica una Pp-Glk. En tanto, el gen sco0063 solamente se
encuentra anotado y su producto de expresion no ha sido caracterizado todavia.
Adicionalmente, en el genoma se encuentran anotados otros genes cuyos
productos de expresion son probables azucar cinasas, por lo que también podrian

tener la capacidad para fosforilar la glucosa (Ruiz-Villafan et al., 2014).

Tabla 4. Genes de S. coelicolor que codifican proteinas con/probable actividad Glk

Gen Producto
sco5059 | Pp-Glk
sco0063* | Probable Glk

scol077* | Probable azucar cinasa

sc02846* | Probable regulador transcripcional

sc06110* | Probable azucar cinasa

sc06260* | Probable azlcar cinasa

sc06566* | Probable miembro de la familia de proteinas ROK

*La informacion corresponde a lo reportado en la base de datos de la pagina StrepDB
http://strepdb.streptomyces.org.uk.

De todos los genes mencionados anteriormente, el gen sco2126 es el mas
importante porgque codifica una ATP-Glk que ha sido sefalada como la principal
Glk responsable de participar en el catabolismo de la glucosa en este
microorganismo, ya que las mutantes del gen Asco2126 pierden la capacidad para
metabolizar dicho carbohidrato (Angell et al., 1994; Romero-Rodriguez et al.,
2016a).

19


http://strepdb.streptomyces.org.uk/

La ATP-GIk ha sido caracterizada cinética y bioquimicamente (Imriskova et al.,
2004) y se ha identificado que est4 formada por cuatro subunidades idénticas de
33.1 kDa cada una y que se expresa de manera constitutiva. Ademas, la ATP-GIk
ha sido ampliamente estudiada por su funcion regulatoria en el mecanismo de

RCC como se describi6é anteriormente en la seccion 2.6.

Por otra parte, recientemente en un estudio de proteémica Gubbens et al.,
detectaron la expresion del gen sco5059, que es responsable de codificar una Pp-
Glk en S. coelicolor (Gubbens et al., 2012).

Posteriormente, Koide et al., expresaron de manera heterdloga dicho gen en E.
coli y lograron purificar la Pp-Glk para su caracterizacion cinética y bioquimica
(tabla 5), encontrando que esta proteina se encuentra oligomerizada y que cada
subunidad tiene un tamafo de 28 kDa. Ademas, determinaron que esta Glk aparte
de utilizar polifosfato, también es capaz de utilizar el ATP como donador de grupo
fosfato, siempre y cuando se encuentre en concentraciones mayores de 1.5 mM
(Koide et al., 2013).

Tabla 5. Caracterizacién cinética y bioquimica de las Glks en S. coelicolor

Parametro ATP-GIk
Peso por subunidad 33 kDa 28 kDa
Km (Glucosa) 0.610 mM 12 uM
Km (ATP) 0.500 mM ND
Km (Pp) ND 4 uM
pH 6ptimo de actividad 7.6 9.5-10
Temperatura optima de 33°C 28°C
actividad

Los datos referentes a la Pp-Glk corresponden a lo reportado por Koide et al., 2013; los
datos de la ATP-GIk corresponden a lo reportado por Imriskova et al., 2004. ND: No
determinado.
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Sin embargo, Ruiz-Villafan et al., encontraron que la Pp-Glk tiene una actividad
muy baja en S. coelicolor (Figura 7) ya que apenas presenta el equivalente al 10%
de actividad en comparacion con la ATP-GIk (Ruiz-Villafan et al., 2014). Lo
anterior, concuerda muy bien con los reportes donde se ha encontrado que la
ATP-Glk es la principal Glk responsable de llevar a cabo la fosforilacion de la
glucosa en S. coelicolor, ya que su ausencia provoca la incapacidad para
metabolizar dicho carbohidrato (Romero-Rodriguez et al., 2016a), por lo que se
sugiere que la Pp-Glk es incapaz de sostener el crecimiento en glucosa como
Unica fuente de carbono probablemente por su baja expresion o bien, por la pobre

actividad que presenta.
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Figura 7. Cinética de actividad A. ATP-Glk y B. Pp-Glk en S. coelicolor. C. Crecimiento

celular. Tomado de Ruiz-Villafan et al., 2014.
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3. Justificacion

Las glucosa cinasas son enzimas que participan en el metabolismo de la glucosa y
que se encargan de catalizar la conversion de glucosa a glucosa-6-fosfato. En el
género Streptomyces ademas de llevar a cabo dicha funcion, se ha propuesto que
las Glks parecen estar implicadas en otros procesos muy importantes como la
regulacion del mecanismo de represion catabodlica por carbono o en la
sobreproduccién de metabolitos secundarios; en este Ultimo caso, se ha sefialado
que la Pp-Glk parece estar relacionada con este fendmeno. Sin embargo, pocos
trabajos se han enfocado a estudiar dicha enzima en los estreptomicetos y
escasos conocimientos se tienen sobre el papel y la importancia que ésta tiene en

los mismos.

No obstante, sélo en algunos estreptomicetos sobreproductores de metabolitos
secundarios se expresa una Pp-Glk altamente activa. Por lo que es de nuestro
interés estudiar el efecto que causa la expresién de una Pp-Glk proveniente del
microorganismo sobreproductor de antraciclinas S. peucetius var. caesius sobre el

metabolismo de una cepa nula ATP-GIk de S. coelicolor.
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4. Hipotesis

La enzima Pp-Glk es activa en S. peucetius var. caesius y al ser S. coelicolor un
miembro del mismo género, se espera que al expresar dicha enzima en una cepa
nula ATP-Glk de S. coelicolor también sea funcional y le permita restablecer el
crecimiento en medio con glucosa como Unica fuente de carbono y afecté

positivamente la produccion de antibidticos.

Sin embargo, se espera que el mecanismo de represion catabodlica por carbono
continde desregulado en S. coelicolor aun al expresar la Pp-Glk, como resultado
de la ausencia de la ATP-GIk y de la regulacion que ejerce sobre dicho

mecanismo.
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5. Objetivos

Objetivo general

= Evaluar el efecto que causa la expresion de una glucosa cinasa
dependiente de polifosfato proveniente de S. peucetius var. caesius sobre

el metabolismo de una cepa nula ATP-Glk de S. coelicolor.

Objetivos particulares

e Determinar si la expresion de la Pp-Glk es capaz de restablecer el consumo
de glucosa en la cepa nula ATP-Glk de S. coelicolor y evaluar su efecto

sobre el metabolismo primario.

» Evaluar el efecto generado por la expresion de la Pp-Glk sobre el

metabolismo secundario de S. coelicolor

= Evaluar si la Pp-Glk participa en el mecanismo de represion catabdlica por

carbono en este microorganismo.

= Comprobar si la expresion de la Pp-Glk tiene alguna repercusion sobre la

morfologia de las colonias de S. coelicolor.
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6. Materiales y métodos

6.1 Esquema de la metodologia experimental empleada
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Figura 8. Diagrama general de la metodologia experimental
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Figura 9. Diagrama resumido de la metodologia experimental
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6.2 Cepas y plasmidos utilizados

Cepas empleadas

Caracteristicas u observaciones

E. coli DH5a Es una cepa comercial que se utilizé para procedimientos de clonacion
de rutina por su alta eficiencia de transformacion.

E. coli Es una cepa deficiente en el sistema de metilacion (dam-13::Tn9 dcm-6

ET12567/pUZ8002 | hsdM Cm®) que contiene ademas el plasmido pUZ8002 que contiene el

sistema para realizar el proceso de conjugacion intergenérica (tra, neo,
RP4) con otros microorganismos. Por lo anterior, dicha cepa se utilizd
para generar DNA no metilado y poder transferirlo a S. coelicolor
mediante el proceso de conjugacion.

S. coelicolor M145

Cepa (SCP1, SCP2) obtenida a partir del centro John Innes (Norwich,
Reino Unido).

S. coelicolor
AATP-Glk

Cepa (SCP1, SCP2, glkA::aacc4) proporcionada por la Dra. Alba
Romero y que se derivé a partir de la cepa M145 intercambiando el gen
$C02126 por un casette de resistencia a apramicina mediante la técnica
de PCR targeting (Romero-Rodriguez et al., 2016a).

S. coelicolor M1740

Cepa generada en el presente estudio a partir de la cepa AATP-GIk.
Contiene el plasmido pKPV40.

S. coelicolor M1021

Cepa generada en el presente estudio a partir de la cepa AATP-GIk.
Contiene el plasmido pKU1021.

Plasmidos Caracteristicas u observaciones
empleados
pKU1021 Plasmido que tiene la capacidad de integrarse en el genoma de los
estreptomicetos y otorga resistencia a kanamicina y gentamicina.
pKPV40 Plasmido generado en el presente estudio, a partir de la clonacion del
gen ppglk de S. peucetius var. caesius en el plasmido pKU1021.
Todas las cepas de S. coelicolor se almacenaron como suspensiones

concentradas de esporas en glicerol 20% (v/v) a -20°C.

6.3 Medios y condiciones de crecimiento

Se utilizé medio LB para los procedimientos con E. coli y se emplearon como

antibiéticos de

seleccion

kanamicina, gentamicina y cloranfenicol a

concentraciones de 50, 10 y 25 pg/mL respectivamente.

Se utilizé el medio MS para realizar el procedimiento de conjugacion intergénerica

entre la cepa de E. coli ET 12567 y esporas de la cepa AATP-Glk de S. coelicolor.
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A su vez, tambien se utilizé medio DNA para identificar las colonias ex-cojugantes
de S. coelicolor que integraron exitosamente alguno de los plasmidos (pKU1021 o
pKPV40).

Para la determinacion cualitativa de la actividad de la Pp-Glk se utiliz6 medio PBG
agar que contiene el indicador de pH purpura de bromocresol. En la caja se
inoculé una colonia de la cepa M1740, una de la cepa M1021 y una de la cepa
silvestre de S. coelicolor M145. La caja se incubd a 29°C durante 72 h y se reviso
de manera constante para detectar un cambio en el vire del indicador de morado a

amatrillo, lo que es indicativo del consumo de glucosa.

En la determinacion cuantitativa de la actividad de la Pp-Glk se utiliz6 medio
liquido MM con glucosa [100 mM]. Cada matraz con 50 mL de medio se inocul6
con 10 uL del stock de esporas de cada cepa individualmente. Los matraces se

incubaron a 29°C durante 48 h en agitacion constante.

Para las curvas de crecimiento y las determinaciones de actividad amilolitica,
cinética de almidon residual, produccion especifica de actinorrodina vy
undecilprodigiosina, se utilizé6 medio liqguido NMMP con almidén 1% (m/v) y medio
NMMP con almidén 1% (m/v) + glucosa [100 mM]. Se tomaron 10 pL del stock de
esporas en glicerol 20% de cada cepa y se preparé una dilucién 1:25 utilizando
medio NMMP con almidén 1% (m/v); se pre-germinaron las esporas durante 10
minutos a 50°C. Cada matraz con 50 mL de medio se inocul6 de manera
independiente con 250 uL de esporas pre-germinadas. Los matraces se incubaron

a 29°C durante 7 dias en agitacion constante.

Para determinar el efecto de la represion catabdlica por carbono sobre la actividad
de agarasa, se tomaron 5 uL del stock de esporas de cada cepa y se prepar0 una
dilucion 1:50 con H,0. De la dilucion anterior se tomaron 25 L y se inocularon en
el centro de las cajas de medio MM con y sin glucosa [100 mM] respectivamente.

Las cajas se incubaron a 29°C durante 72 h.

Con la finalidad de estudiar la morfologia macroscépica colonial se utilizaron cajas

de medio R5 y de medio NMMP con almidén 1% o con almidon 1% + glucosa [100
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mM]. Se tomaron 10 pL del stock de esporas de cada cepa y se prepard una
dilucién 1:50 con H,0. De la dilucién anterior se inocularon 20 uL en cada caja y

se incubaron a 29°C durante 6 dias.
6.4 Amplificaciéon del gen ppglk por PCR

La amplificacion del gen ppglk se realiz6 a partir del DNA gendmico de S.
peucetius var. caesius (propocionado por la Dra. Diana Rocha) utilizando los

siguientes cebadores:

A) Forward: (5"-ACGACGTAACGTAGACATATGCAGATCTTCGGC- 37)

B) Reverse: (5"-ACGGCCTGAGGTCAAGCTTGCGCTAGTGGGTC- 3)

Las condiciones empleadas durante la reaccion de PCR fueron las siguientes:
a) Un ciclo de desnaturalizacion inicial a 98°C durante 3 min.

b) 25 ciclos comenzando con una etapa de desnaturalizacion a 98°C durante 10s,
seguido de una etapa de alineamiento a 60°C durante 10s y una ultima etapa de

extension a 72°C durante 30s.
c) Un ciclo de extension final a 72°C durante 5 min.
6.5 Purificacion de DNA a partir de un gel de agarosa

El producto de PCR generado se verificé por medio de un gel de agarosa al 0.8%
para electroforesis y se recuperd utilizando el kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean
Up System” de la marca Promega empleando las indicaciones proporcionadas en

el protocolo del fabricante.
6.6 Construccion del plasmido pKPV40

El plasmido pKU1021 se utilizd en el presente estudio por su capacidad para
integrarse en el genoma de los miembros del género Streptomyces gracias a que
contiene la secuencia attP del fago ¢C31 (ver anexos, figura 22). Tanto el gen
ppglk como el plasmido pKU1021 fueron digeridos con la enzima de restriccion
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Hindlll. Posteriormente ambas muestras se purificaron por precipitacién con NacCl
1M y etanol absoluto. Las muestras se dejaron precipitar durante 8h a -20°C.
Después de ese lapso se procedié a centrifugar las muestras a 15,000 rpm
durante 20 min. A continuacion se elimind el sobrenadante en ambas muestras y
se adicion6 1 mL de etanol al 70% a cada una. Nuevamente se centrifugaron las
muestras a 15,000 rpm durante 5 min y se elimind el sobrenadante, repitiendo los
lavados con etanol al 70% dos veces. A continuacion, se eliminé el sobrenadante
y las muestras se concentraron en el equipo SpeedVac. Posteriormente el
plasmido pKU1021 se sometio a una digestion doble utilizando las enzimas Ndel y
Pstl, mientras que el gen ppglk solo fue digerido con la enzima Ndel. Por ultimo,
se realizé la ligacién del gen ppglk al plasmido pKU1021 en proporcion 1:1

utilizando la enzima DNA Ligasa T4 para generar el plasmido pKPV40.

6.7 Transformacién bacteriana por electroporaciéon de células competentes

de E. coli

Se llevd a cabo la transformacién de células competentes de E. coli DH5a con el
plasmido pKPV40 y de manera independiente con el plasmido pKU1021. Después
de realizar el proceso de electroporacion, se utilizé medio LB con kanamicina

como marcador de seleccion.
6.8 Miniprep por lisis alcalina

Se seleccionaron 4 colonias de E. coli DH5a que presentaban el fenotipo Kan® y
que por ende, presuntamente habian adquirido alguno de los plasmidos y se
transfirieron a tubos de ensayo con medio liquido LB con kanamicina para su
incubacion a 37°C durante 8 h. De cada tubo se tomé un volumen de 1.5 mL de
medio y se transfirieron a tubos independientes. A continuacion se centrifugaron
todos los tubos a 13,000 rpm durante 3 min y se elimind el sobrenadante.
Posteriormente se lavo el pellet de cada tubo con 1 mL de H,O, centrifugando de
nueva cuenta los tubos con las condiciones mencionadas anteriormente y
desechando el sobrenadante. Después, el pellet de cada tubo se resuspendié en
150 pL solucion SET + 5 pL de RNAsa (5 mg/mL). A continuacion se agregaron
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350 pL de la solucion Il (NaOH 1M/ SDS 20%) a cada tubo. Después se dejaron
incubando los tubos durante 10 min en hielo. Seguido a esto, se ahadieron 250 pL
de la solucion Il (acetato de sodio 3M, pH: 5.2) a cada muestra y se agitaron los
tubos para posteriormente dejarlos incubando durante 15 min en hielo. A
continuacion se centrifugaron los tubos durante 5 min a 13,000 rpm y se recuperoé
el sobrenadante de cada muestra en un nuevo tubo y se afadieron 800 uL de
isopropanol a cada uno. Se procedié a centrifugar de nueva cuenta los tubos
durante 15 min a 13,000 rpm y se eliminé el sobrenadante. A continuacion se
agregdo 1 mL de etanol al 70% a cada uno y se centrifugaron durante 10 min a
13,000 rpm. Posteriormente se eliminé el sobrenadante de cada tubo y el pellet de
cada muestra se resuspendié en 50 uL de H,0 y se almacenaron a 4 °C.

Para corroborar la identidad de cada uno de los plasmidos que se obtuvieron a
partir de las candidatas seleccionadas, se procedié a digerir las muestras
correspondientes al plasmido pKPV40 con las enzimas de restriccion Ndel y
Hindlll, mientras que las muestras del plasmido pKU1021 solo fueron digeridas
con la enzima Hindlll. Posteriormente, cada muestra digerida y no digerida, se

analizé por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%.

Una vez corroborado que se habia generado exitosamente el plasmido pKPV40,
se procedi6 a transformar células competentes de E. coli ET 12567/pUZ8002 con
cada uno de los plasmidos (pKPV40 o pKU1021) de manera independiente.
Después de realizar el proceso de electroporacion, se utilizdé medio LB con

kanamicina + cloranfenicol + gentamicina como marcadores de seleccién.

6.9 Conjugacion intergénerica entre E. coli ET 12567/pUZ8002 y S. coelicolor
AATP-Glk

Para realizar este procedimiento se inocularon 5 pyL de la cepa de E. coli ET
12567/pUZ8002 con el plasmido pKPV40 o con el plasmido pKU1021 en un tubo
de ensayo con medio liquido LB con kanamicina + cloranfenicol + gentamicina y se
incubo a 37°C durante toda la noche en agitacion constante. Al dia siguiente, se
tomaron 500 yL del medio y se determind la densidad 6ptica a 600 nm (D.O.
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soonm)- A continuacion, se transfirié la cantidad necesaria de inoculo que habia que
agregar de este cultivo a un matraz con 50 mL de medio LB para obtener una D.O.
soonm Inicial de 0.1 y se procedid a incubar el matraz a 37°C con agitacion
constante hasta obtener un valor de D.O. gponm de 0.5. Una vez alcanzado este
valor, se transfirio todo el volumen de medio LB a un tubo Falcon y se procedi6 a
centrifugarlo a 6,000 rpm durante 5 min; posteriormente se desecho el
sobrenadante y se lavo el pellet tres veces con H,O utilizando las mismas
condiciones para centrifugar; Posteriormente se resuspendio el pellet en 500 pL de
medio 2xYT. Por otro lado, se afiadieron 10 yL de esporas de S. coelicolor AATP-
Glk a un tubo con 500 pL de medio 2xYT y se realiz6 un choque térmico
incubando a 50°C durante 10 min. Después de este lapso, se dej6 enfriar el tubo
con las esporas durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, se
transfirieron los 500 uL de medio 2xYT con las esporas de S. coelicolor AATP-GIk
al tubo con las células de E. coli ET 12567/pUZ8002 y se procedi6 a centrifugar el
tubo a 13,000 rpm durante 1 min y se deseché el sobrenadante; A continuacion se
resuspendio el pellet con 200 pL de medio 2xYT y se procedid a preparar
diluciones seriadas 10™*-10, inoculando cada dilucién por duplicado en una caja
de medio MS e incubandola a 29°C durante 20 h. Una vez cumplido este lapso, se
agrego a cada caja acido nalidixico [0.5 mg/mL] y kanamicina [200 ug/mL] con la
finalidad de inhibir el crecimiento de E. coli y para seleccionar las exconjugantes
de S. coelicolor AATP-GIk que adquirieron exitosamente alguno de los plasmidos
(pKU1021 o pKPV40); A continuacion se procedio a incubar las cajas durante 3
dias. Las colonias que presentaban el fenotipo Kan® se transfirieron a cajas de
medio DNA con y sin kanamicina a una concentracion de [200 ug/mL] para
corroborar la resistencia a dicho antibiotico. La cepa de S. coelicolor AATP-
Glk/pKPV40 se denomind M1740, mientras que la cepa S. coelicolor AATP-
Glk/pKU1021 se denomin6é M1021.
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6.10 Determinaciones
a) Crecimiento celular por peso seco

En esta determinacion se utilizaron filtros Whatman del No. 1 que se secaron a
100°C durante 48 h para obtener un peso constante. Cumplido este lapso, se
determind el peso de cada filtro y se procedié a filtrar cada muestra (5 mL de
medio con micelio) en un sistema de filtracion al vacio. Posteriormente los filtros
se secaron bajo las mismas condiciones de la primera vez. Transcurridas 48 h, se

determind de nueva cuenta el peso de cada papel filtro.
b) AlImidon residual

Para realizar esta determinacion se construyd una curva estandar empleando las
siguientes concentraciones de almidon soluble: 0%, 0.25%, 0.50%, 1.0%, 2.5%,
5% m/v. Se tomaron 100 uL de cada concentracién y se depositaron en tubos de
ensayo de manera individual, a continuacién se adicion6 a cada tubo 2.4 mL de
lugol al 4% v/v. Seguido a esto se agitd vigorosamente cada tubo y se determiné

la absorbancia a 620 nm.

La absorbancia de las muestras se determiné de la misma forma pero utilizando
100 pL de sobrenadante de cada muestra tomada en diferentes tiempos de
incubacion. La concentracién de almidén residual se determind por intrapolacion

utilizando los datos de la curva patrén.
c) Actividad amilolitica

La actividad amilolitica se determin6 por un método espectrofotométrico a 405 nm
cuantificando la produccion de p-nitrofenol a partir de la hidrélisis del compuesto 4-
nitrofenil-1,4-a-D-maltoheptaosido mediante una reaccion acoplada con la enzima
a-glucosidasa, utilizando los reactivos del kit Amilasa (AMY) de la marca Randox.
La reaccion se llevd a cabo utilizando 500 pL de reactivo + 100 uL de
sobrenadante de cada muestra. La absorbancia del p-nitrofenol se determin6 cada
minuto durante un lapso de 10 min a 37° C. Para determinar la actividad amilolitica

se utilizé el coeficiente de extincion molar de 18.5 mM™* cm™.
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d) Actividad agarolitica

Para determinar la actividad agarolitica se afiadié 1 mL de lugol concentrado a las
cajas de medio MM y se esperd durante 10 min a que se visualizara el halo
generado por la actividad de la enzima. Posteriormente se midi6 el didmetro de la
colonia y del halo que ésta habia formado. La actividad agarolitica se determiné de
manera indirecta mediante la relacién del diametro halo/colonia para cada cepa a

las 72 h de incubacion.
e) Cuantificacion de la produccion de actinorrodina

La cuantificacion de actinorrodina total se realiz6 mezclando el sobrenadante de
cada muestra con KOH 3N en proporcion 1:1. A continuacion se agit6
vigorosamente la mezcla anterior y se midio la absorbancia de cada muestra a 640
nm. La concentracion de actinorrodina se determind mediante la ley de Lambert-
Beer utilizando un coeficiente de extinciéon molar de 25,320 cm™ M™ de acuerdo a

lo reportado por Bystrykh et al., 1996.
f) Cuantificacion de la produccion de undecilprodigiosina

La cuantificacion de undecilprodigiosina se determin6é afiadiendo a cada muestra
de micelio previamente seco 1 mL de metanol &cido (pH 3) y se dejé en agitaciéon
constante a 180 rpm durante 24 h. Posteriormente se determiné la absorbancia de
la muestra a 530 nm. La concentracion de undecilprodigiosina en la muestra se
determind mediante la ley de Lambert-Beer utilizando un coeficiente de extincién

molar de 100,500 cm™ M™ de acuerdo a lo reportado por Strauch et al., 1991.
g) Evaluacién de la morfologia colonial macroscépica

Las cajas de medio NMMP con almidén 1% m/v o con almidén 1% m/v + glucosa
[100 mM] junto a las cajas de medio R5 se incubaron a 29°C y se monitorearon
cada 24 h durante un lapso de 6 dias observandose en el microscopio
estereoscopico el desarrollo morfolégico de las colonias de cada cepa en los

diferentes medios.
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7. Resultados

a) Amplificacion y clonacion del gen ppglk de S. peucetius var. caesius en el

plasmido integrativo pKU1021

Con la finalidad de estudiar el efecto que causa la expresion de la Pp-Glk de S.
peucetius var. caesius sobre el metabolismo de S. coelicolor, se procedié en
primera instancia a amplificar por PCR el gen ppglk a partir de una muestra de
DNA gendmico de S. peucetius var. caesius. El producto de PCR generado se
analizé en un gel de agarosa al 0.8%. En la figura 10A (carril 2) se observa una

banda que corresponde al gen ppglk con un tamafio de 755 pb.
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Figura 10. A. Amplificacién por PCR del gen ppglk a partir del DNA genémico de S. peucetius var.
caesius; Carril 1: marcador de peso molecular GeneRuler 1kb ™ Thermo Fisher Scientific. Carril 2:
producto de PCR correspondiente al gen ppglk con un tamafio de 755 pb. B. Bandas del marcador

molecular Gene Ruler 1kb ™.

Seguido a esto, se procedié a purificar y clonar el gen ppglk en el plasmido
pKU1021 para generar asi el plasmido pKPV40 de acuerdo a lo estipulado en la
metodologia. Como se menciond anteriormente, se eligié el plasmido pKU1021

por su capacidad para integrarse en el genoma de los miembros del género

Streptomyces mediante el sitio attP del fago ¢C31. El gen ppglk fue clonado en el
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plasmido pKU1021 entre los sitios de restriccion Ndel y Hindlll y su expresion
quedo bajo el control del promotor constitutivo rpsJ que viene incluido en el
plasmido (Figura 11). La clonacion en este plasmido permite la integracién del gen

en un numero controlado de copias.

Gen ppglk

Hindlll 4873

Figura 11. Mapa de la construccién pKPV40. En color azul se representa el sitio de clonacion del
gen ppglk y en color rojo se representan otros genes o secuencias de interés. La expresion del gen
ppglk quedo bajo control del promotor del operén rpsJ. El gen aac(3)l codifica una aminoglucésido
N-acetiltransferasa que otorga resistencia a gentamicina. El gen aphll codifica una aminoglucésido
3’-fosfotransferasa que otorga resistencia a kanamicina. La secuencia oriT indica el sitio de origen
de la transferencia durante el proceso de conjugacién. La secuencia attP corresponde al sitio de

union del fago @C31. El sitio pMB1lori indica el sitio de origen de replicacion del plasmido.

Posteriormente se transformaron células competentes de E. coli DH5a con el
plasmido pKPV40 y de manera independiente con el plasmido pKU1021 (como
control de transformacion). De las colonias resultantes, se seleccionaron 4
candidatas para cada uno de los plasmidos y se realizd la extraccion de los

mismos mediante lisis alcalina. Las muestras correspondientes al plasmido
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pKPV40 se digirieron con las enzimas de restriccion Hindlll y Ndel, mientras que
las muestras referentes al plasmido pKU1021 se digirieron Unicamente con la
enzima Hindlll. Cada muestra digerida y sin digerir fue analizada en un gel de
agarosa 0.8%. En el caso de la digestion del plasmido pKPV40 se esperaria
observar 2 bandas: una correspondiente al plasmido linealizado pKU1021 (aprox.
6,200 pb) y otra correspondiente a la liberacién del gen ppglk (755 pb), mientras
que en el caso del control pKU1021 solamente se esperaria observar una banda
de aprox. 6,200 pb. En la figura 12A (carril 3 y 5) se puede observar que las
muestras 1 y 2 presentan las dos bandas esperadas de la digestion del plasmido
pKPV40, mientras que en la figura 12B (carril 3 y 5) se puede observar que las
muestras 3 y 4 solo presentan la banda correspondiente al plasmido pKU1021

pero no la banda correspondiente al gen, por lo que éstas Ultimas se descartaron.
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Figura 12. Gel de agarosa de las muestras obtenidas a partir de las candidatas que presuntamente
presentaban el plasmido pKPV40. A. Carril 1: marcador de peso molecular GeneRuler 1kb ™, carril
2: muestra 1 sin digerir, carril 3: muestra 1 digerida, carril: 4 muestra 2 sin digerir, carril 5: muestra

™

2 digerida. B. Carril 1: marcador de peso molecular GeneRuler 1kb ', carril 2: muestra 3 sin

digerir, carril 3: muestra 3 digerida, carril 4: muestra 4 sin digerir, carril 5: muestra 4 digerida.
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Posteriormente se procedié a transformar células competentes de E. coli
ET12567/pUZ8002 con el plasmido pKPV40 y de manera independiente con el
plasmido pKU1021. Seguido a esto, se llevd a cabo la conjugacion intergénerica
entre las cepas de E. coli ET12567/pUZ8002 con el plasmido pKPV40 o pKU1021
y esporas de la cepa nula ATP-GIk de S. coelicolor para generar asi las cepas

M1740 y M1021 respectivamente, de acuerdo a lo estipulado en la metodologia.
b) Evaluacion cualitativa y cuantitativa de la actividad de la Pp-Glk

Para comprobar si la cepa M1740 era capaz de expresar el gen ppglk proveniente
de S. peucetius var. caesius, se decidi6 verificar si dicha cepa habia recuperado la
capacidad para metabolizar glucosa gracias a la actividad de la enzima. Para tal
fin, se utiliz6 medio PBG agar. En la misma caja se inocularon las cepas M1740,

M1021 y la cepa silvestre M145 de S. coelicolor.

En la figura 13A se puede observar que tanto la cepa M145 y la cepa M1740
hicieron virar el color del indicador de purpura a amarillo, lo que es indicativo de
gue ambas cepas son capaces de metabolizar la glucosa, a diferencia de la cepa

M1021 que como era de esperarse, no produjo un cambio en el vire del indicador.

Posteriormente, se procedid a comparar cuantitativamente el crecimiento de la
cepa M1740, el de la cepa silvestre M145 y el de la cepa nula ATP-Glk de S.
coelicolor en medio minimo MM con glucosa [100 mM] como Unica fuente de
carbono. Como se esperaba, se observaron diferencias significativas en el
crecimiento de la cepa nula ATP-GIk en comparacion con el crecimiento de la
cepa M145 (figura 13B). Sin embargo, la expresion de la Pp-Glk restaurd
exitosamente el consumo de glucosa en la cepa M1740, reflejandose en que no
hubo diferencias significativas en el crecimiento de esta cepa respecto al de la
cepa silvestre M145.
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Figura 13. A. Prueba cualitativa de utilizacion de la glucosa en medio BPG. Determinacion
realizada a las 48 h de incubacion. B. Crecimiento de las cepas Il M145, Il AATP-Glk y EH
M1740 en medio MM con glucosa [100 mM] determinado por peso seco a las 48 h de incubacion.
La determinacion se hizo por duplicado para cada cepa. Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar. Los resultados fueron analizados estadisticamente con una ANOVA de dos
vias con post-test de Bonferroni (P<0.05) vs cepa M145. Las diferencias significativas estan

representadas con asteriscos (***).

c) Evaluacién del efecto de la actividad de la Pp-Glk sobre el metabolismo

primario

Una vez determinado que la cepa M1740 habia recuperado la capacidad para
metabolizar glucosa por la actividad de la Pp-Glk, se decidi6 evaluar a
continuacion el efecto que ésta tenia sobre el metabolismo primario. Para ello, se
realiz6 una curva de crecimiento para las cepas M1740, M145 y AATP-GIk en

medio NMMP con almidén 1% (m/v) y con almidén 1% (m/v) + glucosa [100 mM].

En la figura 14A se puede observar que en el medio NMMP con almidén las cepas
M145 y M1740 presentan niveles de crecimiento muy similares a lo largo del
tiempo, a diferencia de la cepa AATP-GIlk que tuvo un crecimiento inferior respecto
a las otras cepas, como consecuencia de su incapacidad para metabolizar la
glucosa generada de la hidrélisis del almidon. En este medio, la cepa M1740 entrd
a la fase estacionaria a las 72 h, mientras que la cepa M145 lo hizo a las 48 h; En
el caso de la cepa nula ATP-GIk no se evidencio tan claramente las fases de

crecimiento celular debido al pobre crecimiento que presenta.
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En el medio NMMP con almidon y glucosa (figura 14B) se puede apreciar que la
cepa M145 y M1740 presentaron niveles de crecimiento muy similares a partir de
las 36 h. En cambio, la cepa AATP-GIk presentdé menores niveles de crecimiento
en todos los tiempos en comparacion con las otras cepas. En este medio, las
cepas M145 y M1740 entraron a la fase estacionaria a partir de las 72 h, mientras
que para la cepa nula ATP-GIk nuevamente no sé evidenciaron claramente las

fases de crecimiento celular por el pobre crecimiento de dicha cepa.
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Figura 14. Crecimiento de las cepas = M145, —B=AATP-Glk y 2~M1740. A. medio NMMP con
almidén 1% (m/v). B. Medio NMMP con almidén 1% (m/v) y glucosa [100 mM]. El crecimiento se
determind por peso seco. Cada medicion se realizé por duplicado a partir dos muestras bioldgicas
diferentes. Las barras de error representan la desviacion estandar de cada medicion.
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Por otra parte, resulta interesante resaltar que en el caso del medio NMMP con
almidon las 3 cepas presentaron una fase de latencia hasta las 16 h de
incubacion, momento en el que se evidencio el final de dicha fase y el comienzo
de la fase logaritmica. En cambio, en el medio NMMP con almidon y glucosa las
cepas M1740 y M145 presentaron una fase de latencia hasta las 12 h, lo que
demuestra que gracias a la presencia de la glucosa en el medio, ambas cepas
fueron capaces de entrar a la fase logaritmica en menor tiempo en comparacion

con el medio que solo tiene almidon.

Todo lo anterior evidencia que la expresion de la Pp-Glk en la cepa M1740
restablece exitosamente el catabolismo de la glucosa y restaura los niveles de

crecimiento de la cepa nula ATP-GIk a los niveles de la cepa silvestre M145.
d) Sensibilidad de la actividad amilolitica a represion catabdlica por carbono

Para continuar con la evaluacion del efecto de la Pp-Glk sobre el metabolismo
primario de S. coelicolor, se decidi6 probar si dicha enzima tenia alguna

participacion en el mecanismo RCC en la cepa M1740.

Con este fin, se procedid a determinar la actividad amilolitica en condiciones
represoras y no represoras, ya que se sabe que dicha actividad es sensible a
represion catabdlica por glucosa en S. coelicolor (Virolle y Bibb, 1987), por lo que
se determiné la actividad amilolitica en las cepas M145, M1740 y AATP-GIk en
medio NMMP con almidén 1% (condiciones no represoras) y en medio NMMP con
almidén 1% y glucosa [100 mM] (condiciones represoras).

En la figura 15 se puede apreciar que en condiciones no represoras la actividad
amilolitica de las cepas M145, M1740 y AATP-GIk fueron de 0.746, 0.962 y 1.060
nmol/min*ml respectivamente, no encontrandose diferencias significativas entre
ellas. En cambio, bajo condiciones represoras la cepa AATP-Glk presentd una
actividad enzimatica de 1.856 nmol/min*ml, que fue significativamente superior en
comparacién con las otras cepas. Por su parte, las cepas M145 y M1740
presentaron una actividad de 1.157 y 1.135 nmol/min*ml respectivamente, sin

diferencias significativas entre ellas.
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Figura 15. Comparacién de la actividad amilolitica que presentaron las cepas Il M145, N
AATP-Glk y B M1740 en medio NMMP con almidén 1 % m/v o medio NMMP con almidén 1%
m/v y glucosa [100 mM] a las 36 h de incubacién. Las barras de error representan la desviacion
estandar de cada determinacién. Los resultados fueron analizados estadisticamente con una
ANOVA de 2 vias con post-test de Bonferroni (P<0.001) vs la actividad de la cepa silvestre M145

en cada uno de los medios. Las diferencias significativas estan representadas con asteriscos (***).

Se puede observar que la cepa nula ATP-GIk presentd la mayor actividad
amilolitica en el medio con almidén y glucosa, lo que podria interpretarse como
una clara desregulacion en el mecanismo RCC por parte de esta cepa, lo que nos
hace pensar entonces que las cepas M145 y M1740 fueron al menos parcialmente

sensibles a represién catabdlica por glucosa.

De manera complementaria al ensayo anterior, también se realiz6 una cinética de
consumo de almidén bajo las mismas condiciones represoras y no represoras. En
la figura 16A se puede apreciar que en el medio NMMP con almidoén las cepas
M145 y AATP-GIk consumen por completo el almidon a las 48 h, mientras que la
cepa M1740 lo hizo a las 56 h.

A si mismo, en el medio NMMP con almidén y glucosa (figura 16B) la cepa M145
nuevamente consumié por completo el almidon a las 48 h, a diferencia de las
cepas M1740 y AATP-GIk que lo hicieron hasta las 56 h.
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Figura 16. Cinética de consumo de almidén de las cepas = M145, =B=AATP-GIk y =%~ M1740;
A. Medio NMMP con almidén 1%. B. Medio NMMP con almidén 1% y glucosa [100 mM]. Cada
determinacion se hizo por duplicado a partir de dos muestras bioldgicas distintas. Las barras de

error representan la desviacion estandar de cada determinacion

Al comparar el comportamiento de cada cepa en los dos medios utilizados, se
puede observar que todas las cepas presentaron un patrén de consumo de

almidén muy parecido en presencia o ausencia de glucosa.

Sin embargo, estos resultados no parecian tener una correlacion directa con lo
observado previamente en la actividad amilolitica, ya que se observé que en
medio con almidon y glucosa las cepas M145, M1740 y AATP-GIk presentaron un
aumento en dicha actividad del 55%, 18% y 75% respectivamente en comparacion

43



con la actividad que presentaron en el medio solo con almidon; No obstante, dicho
aumento en la actividad amilolitica no se vio claramente reflejado en el consumo

del almidon, aunque las causas de esto no son del todo claras.

Previamente Virolle y Bibb habian reportado que la glucosa reprime la expresion
de la amilasa de S. limosus al clonarla en S. coelicolor (Virolle y Bibb, 1988). Asi
mismo, en S. peucetius var. caesius también se observé que la actividad
amilolitica esta sujeta a represion catabdlica por glucosa (Rocha et al., datos sin

publicar).

Sin embargo, los resultados previamente descritos en las figuras 15y 16 parecian
sugerir dos cosas: que la actividad amilolitica es S. coelicolor solo es parcialmente
sensible a represion por glucosa o bien, que el efecto observado no parecia estar
en concordancia con los ensayos previos. De acuerdo con la base de datos del
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) S. coelicolor tiene anotado en su genoma 5 genes
putativos (sco6078, sco6081, sco02226, sco5443, sco7335) cuyos productos
parecen ser a-amilasas; Ademas tiene anotado otros dos genes que se ha
corroborado codifican a-amilasas (sco7019 y sco7020); Sin embargo, se
desconoce cuales de ellos son sensibles a represion catabdlica por carbono y si

se encuentran parcial o totalmente reguladas por dicho mecanismo.

Por otra parte, la composicion del medio también podria explicar los efectos
negativos de la glucosa sobre la actividad amilolitica en S. coelicolor, ya que en un
estudio preliminar donde se utiliz6 medio NMMP sin buffer de fosfatos se observo
que la actividad amilolitica fue totalmente sensible a represion catabdlica por
glucosa en S. coelicolor, o que se puede explicar por el hecho que se ha
identificado que existe una estrecha relacion entre los niveles de C, Ny P intra y

extracelular en S. coelicolor (Xu et al., 2016).

Para verificar la influencia de la composicién del medio en el mecanismo RCC, se
decidié cuantificar el consumo de almidén en medio NMMP con la concentraciéon

habitual de buffer de fosfatos [0.015 M] y también en una variante del mismo que
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no contiene buffer de fosfatos, ambos complementados con almidon 1% (m/v) y

glucosa [100 mM] e inoculados con la cepa M145.

En la figura 17 se puede observar que en el medio NMMP con buffer de fosfatos
[0.015 M] la cepa M145 consume el almidon preferentemente aun en presencia de
glucosa, consumiéndolo por completo a las 48 h, lo que demuestra que bajo estas
condiciones no hubo represion catabdlica por glucosa. Sin embargo, en la variante
del medio NMMP que no contiene buffer de fosfatos se observé que hasta las 48 h
los niveles de almidon se mantuvieron constantes, lo que claramente refleja que
bajo esas condiciones el consumo de almidén se ve reprimido en presencia de

glucosa.
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Figura 17. Cinética de consumo de almidén para la cepa M145. —#Medio NMMP con buffer de
fosfatos [0.015 M] y con almidén 1% y glucosa [100 mM]. Medio NMMP sin buffer de fosfatos y
con almidén 1% y glucosa [100 mM] Cada determinacion se realizé por duplicado en los tiempos
de incubacion 0, 24 y 48 h.

Los resultados anteriores demuestran que la concentracion de fosfatos en el
medio y la composicion del mismo pueden influir sobre el funcionamiento del
mecanismo RCC en S. coelicolor. Por otra parte y bajo las condiciones utilizadas,
se observé que la actividad amilolitica solo es parcialmente sensible a represion

catabdlica en presencia de glucosa en la cepa silvestre M145 y en la cepa M1740.
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e) Sensibilidad de la actividad agarolitica a represion catabdlica por carbono

Para continuar con la evaluacién del efecto de la Pp-Glk sobre el mecanismo RCC
en S. coelicolor se trabajo con un modelo enziméatico mas, en el cual se evaluo el
efecto represor de la glucosa sobre la actividad agarolitica (Kwakman y Postma,
1994; Romero-Rodriguez et al., 2016a). Esta prueba se realiz6 en medio MM con
agar 1% m/v como Unica fuente de carbono como condiciones no represoras y en

medio MM con agar 1% m/v y glucosa [100 mM] como condiciones represoras.

La actividad de la agarasa se determin6 de manera indirecta con base en la
relacion del didmetro (halo/colonia) que generdé cada una de las cepas bajo
condiciones represoras y no represoras (tabla 6; figura 18).

En el caso de la cepa M145 bajo condiciones no represoras present6 una relacion
halo/colonia de 3.22, mientras que en condiciones represoras es de 2.51, lo que
significa que hubo una disminucion en la actividad de la agarasa del 22% en
presencia de glucosa. La cepa M1740 presenta la misma relacion halo/colonia de
3.07 en condiciones represoras y no represoras. Por ultimo, la cepa AATP-GIk en
condiciones represoras presenta una relacion halo/colonia de 3.34 y en
condiciones no represoras de 3.59, lo que significa que hubo una disminucién en

la actividad de la agarasa del 4.5% en presencia de glucosa.
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Figura 18. Visualizacion de la actividad de la agarasa en medio MM

M1740

Tabla 6. Comparacién de la actividad agarolitica en condiciones represoras y no

represoras

Diametro colonia

Diametro halo

Relacion diametro

(cm) (cm) (halo/colonia)
MM 0.97 £ 0.05 3.12 £ 0.02 3.22
M145 MM + Glucosa 1.00 £ 0.04 2.51 £ 0.05 2.51
MM 0.88 £0.03 3.16 £ 0.04 3.59
AATP-GIk | MM + Glucosa 0.92 + 0.06 3.16 £ 0.02 3.43
MM 1.10+0.02 3.38 £ 0.07 3.07
M1740 MM + Glucosa 1.10£0.04 3.38 £0.08 3.07

La actividad de la agarasa se determiné en medio MM con agar 1% m/v o complementado con

agar 1% m/v y glucosa [100 mM] a las 72 h de incubacién, utilizando lugol concentrado para

revelar el halo formado por la actividad de la agarasa. Cada determinacion se realizo por triplicado.
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Lo anterior demuestra que la actividad agarolitica fue insensible a represion
catabolica por glucosa en la cepa nula ATP-GIk y en la cepa M1740, siendo la
cepa silvestre M145 la Unica susceptible a represion catabolica, lo que sugiere que
la Pp-GIk no tiene participacion directa en el mecanismo de la represion catabdlica

en la actividad agarolitica en S. coelicolor.
f) Efecto de la expresion de la Pp-Glk sobre el metabolismo secundario

Para evaluar si la expresion de la Pp-Glk tenia un efecto positivo sobre la
produccion de antibidticos en el metabolismo secundario en la cepa M1740, se
procedi6 a cuantificar la produccibn especifica de actinorrodina y
undecilprodigiosina en las cepas M1740, M145 y AATP-Glk en medio NMMP con
almidon 1% m/v y en medio NMMP con almidén 1% m/v y glucosa [100 mM].

e Produccion de actinorrodina

En la figura 19A se puede observar que en medio NMMP con almidon la cepa
AATP-GIk comenzé la produccién de ACT desde las 72 h y presentdé mayores
niveles de produccion especifica en todos los tiempos evaluados respecto a la
cepa M145. En cambio, las cepas M145 y M1740 comenzaron la produccion de
ACT a las 96 h y se observd que Unicamente a las 144 h la cepa M145 produce

una cantidad significativamente superior a la cepa M1740.

Por otro lado, en la figura 19B se puede observar que en medio NMMP con
almidon y glucosa la cepa AATP-Glk comenzé la produccion de ACT desde las 72
h y fue la Unica de las cepas que produjo actinorrodina en todos los tiempos

evaluados.
e Produccion de undecilprodigiosina

En la figura 19C se puede observar que la cepa AATP-GIk presentd mayores
niveles de producciéon de RED en todos los tiempos evaluados en comparacion
con la cepa M145 en medio NMMP con almidon, mientras que las cepas M145 y
M1740 presentaron niveles similares de produccion de RED a lo largo del tiempo

sin diferencias significativas.
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Por otro lado, en la figura 19D se puede observar de nueva cuenta que la cepa
AATP-GIlk present6 mayores niveles de produccion de RED en todos los tiempos
evaluados respecto a la cepa M145 en medio NMMP con almidon y glucosa,
mientras que las cepas M145 y M1740 presentaron bajos niveles de produccion en
todos los tiempos y sin diferencias significativas entre si. En ambos medios, las

tres cepas comenzaron la produccién de RED a las 72 h.

Resulta interesante resaltar que para ambos antibiéticos, la produccion especifica
de las cepas M145 y M1740 fueron menores en medio NMMP con almidon vy
glucosa que en el medio NMMP con almidén, lo que evidencia que la glucosa
ejercio un efecto negativo en la produccion de ambos antibidticos en esas dos
cepas, a diferencia de la cepa nula ATP-Glk que resulté insensible a dicho efecto y
que ademas fue capaz de sobreproducir ambos antibiéticos, lo que probablemente
es causado como una respuesta ante el estrés por la escasez de nutrimientos al
gue se encuentra expuesta, aunado al hecho de que esta cepa utiliza como Unica
fuente de carbono los amino&cidos presentes en el medio NMMP, los cuales
pueden ser convertidos rapidamente a precursores para la produccion de ACT y
RED.

Por otra parte, también vale la pena resaltar que la expresion de la Pp-Glk en la
cepa M1740 restablece los niveles de produccion especifica de ACT y de RED a
los niveles de la cepa silvestre M145 en los dos medios utilizados. Sin embargo,
no tiene un efecto potenciador en la produccién de antibiéticos como previamente

se habia considerado.
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Figura 19. Produccioén especifica de ACT (Ay B) y

RED (C y D) en las cepas Il M145, HH

AATP-Glk y BBl M1740. A y C. Medio NMMP con almidén 1%. B y D. Medio NMMP con almidén

1% y glucosa [100 mM]. Cada determinacién se realizé por duplicado de dos muestras biologicas

distintas. La desviacion estandar de cada determinacién se muestra en las barras de error. Las

determinaciones se realizaron a las 72, 96, 144 h de incubacién. Los resultados fueron analizados

estadisticamente con una ANOVA de 2 vias con post-test de Bonferroni (P<0.001) vs cepa M145.

Las diferencias significativas estan representadas con asteriscos (***).
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g) Efecto de la expresion de la Pp-Glk sobre la morfologia colonial

macroscopica

Para evaluar si la expresion de la Pp-Glk tenia un efecto sobre la morfologia de las
colonias de la cepa M1740, se procedié a comparar la morfologia macroscépica
de las colonias de dicha cepa con respecto a la morfologia que presentan las
colonias de la cepa M145 y de la cepa AATP-GIk. Con este fin, se utilizé medio R5

y medio NMMP con almidon 1% m/v y con almidon 1% + glucosa [100 mM]
e Medio R5

En el medio R5 se observo que a las 24 h de incubacion (figura 20A) todas las
cepas presentaban micelio vegetativo y no hubo diferencias en ninguna de ellas.
Sin embargo, a las 48 h (figura 20B) se observé que la cepa AATP-GIk ya
presentaba micelio aéreo y esporas maduras, que se identifican por la aparicion
del pigmento gris, lo que es indicativo de que dicha cepa ya comenzaba a
experimentar por completo el proceso de diferenciacion morfologica, a diferencia
de las cepas M145 y M1740 que en ese mismo tiempo aun presentaban micelio
vegetativo y Unicamente en los bordes de ambas colonias se observaba la

formacién de micelio aéreo.

A las 96 h (figura 20C) el micelio aéreo de la cepa AATP-GIk ya habia esporulado
por completo, a diferencia de las cepas M145 y M1740, que presentaban mayor
cantidad de micelio aéreo y en ambas cepas comenzaba a observarse la
produccion de pigmento gris. A las 144 h (figura 20D) de incubacion, la cepa
AATP-GIk no presentaba ningin cambio respecto a lo observado a las 96 h; Sin
embargo, en este tiempo las cepas M1740 y M145 ya presentaban micelio aéreo
en toda la colonia, observandose cualitativamente que la cepa M1740 presentaba

mayor cantidad de esporas maduras que la cepa M145.
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Figura 20. Caja de R5 inoculada con la cepa AATP-Glk, M145 y M1740. Esta determinacion se

realiz6 por duplicado. Las cajas fueron incubadas durante 7 dias a 29° C y se revisaron cada 24 h.
Las imagenes mostradas corresponden a los tiempos de incubacion: A) 24 h, B) 48 h; C) 96 hy D)

144 h. Las flechas en azul indican la formacién de micelio aéreo y/o formacién de esporas.

e Medio NMMP

En medio NMMP con almidon 1% m/v (figura 21A) durante la mayoria de los
tiempos Unicamente se observd la formacion de micelio vegetativo en la cepa
M145, hasta que a las 144 h (figura 21B) se observé que dicha cepa presentaba
una pequena zona con micelio aéreo. En cambio, la cepa AATP-GIk a las 24 h
(figura 21A) presentaba la formacion de micelio vegetativo y a las 48 h se

evidencié la formacién de micelio aéreo. Sin embargo, en ninguno de los tiempos
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posteriores se observd produccion de pigmento gris. En el caso de la cepa M1740,
a las 24 h (figura 21A) evidenciaba la formacion de micelio vegetativo y se
mantuvo sin cambios significativos hasta las 96 h tiempo en el que se evidencio la
formacion de micelio aéreo y a las 144 h (figura 21B) se observoé la producciéon de

pigmento gris.

Por otro lado, en el medio NMMP con almidon 1% m/v y glucosa [100 mM] se
evidencio en la cepa AATP-GIlk la formacion de micelio vegetativo a las 24 h de
incubacion (figura 21C), mientras que a las 48 h se observo la formacion de
micelio aéreo pero no presentd produccidn de pigmento gris en ninguno de los
tiempos posteriores (figura 21D). Por otra parte, tanto la cepa M1740 como la cepa
M145 anicamente presentaron micelio vegetativo durante todos los tiempos
evaluados, es decir, hasta las 144 h (figura 21C y 21D).

En resumen, se observd que en ambas variantes de medio NMMP la cepa AATP-
Glk presenté micelio aéreo a partir de las 48 h pero en ninguno de los tiempos
hubo produccion del pigmento gris. Por otro lado, la cepa M145 a las 144 h en
medio NMMP sin glucosa presenta un poco de micelio aéreo, a diferencia del
medio NMMP con glucosa que en ninguno de los tiempos se evidencié la
formacion de micelio aéreo. En medio NMMP sin glucosa se observé la formacion
de micelio aéreo y presencia de esporas maduras para la cepa M1740 a las 96 y
144 h respectivamente, a diferencia de lo observado en medio NMMP con almidon
y glucosa donde Unicamente presentd micelio vegetativo en todos los tiempos

evaluados.
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Figura 21. Cajas de medio NMMP con almidon 1% (A y B) o medio NMMP con almidéon 1% y

glucosa [100 mM] (C y D). Esta determinacion se realiz6 por duplicado para cada medio. Las cajas
fueron incubadas durante 7 dias a 29°C y se revisaron cada 24 h. Las imagenes mostradas
corresponden a los tiempo de incubacion de 24 h (Ay C)y 144 h (B y D).
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8. Discusion

La enzima Pp-Glk es una proteina que se ha encontrado en algunos
microorganismos pertenecientes al filo de las actinobacterias y desde un principio
llamo la atencion por su capacidad para utilizar el polifosfato como molécula
donadora de grupo fosfato para catalizar la conversion de glucosa a glucosa-6P de
manera independiente al ATP y ADP. Sin embargo, esta enzima ha sido poco
estudiada en los estreptomicetos y por ende, la informacion disponible sobre la

misma es muy limitada.

Por su parte, se sabe que el genoma de S. coelicolor codifica una Pp-Glk y una
ATP-Glk que ha sido sefialada como la principal Glk responsable de participar en
el metabolismo de la glucosa, ya que se ha observado que las mutantes nulas
ATP-GIk pierden la capacidad para crecer en este carbohidrato como Unica fuente
de carbono (Hodgson, 1982). De acuerdo con nuestros resultados, la capacidad
para metabolizar glucosa se recupera en dicha cepa mutante al expresar la Pp-Glk
de S. peucetius var. caesius, lo que confirma una de las hipétesis planteadas al
comienzo sobre la funcionalidad de la Pp-Glk en la cepa nula ATP-GIk de S.
coelicolor y sobre su capacidad para restablecer el consumo y crecimiento en
glucosa de dicha cepa mutante. Por su parte Angell et al., obtuvieron resultados
similares al complementar la cepa nula ATP-Glk de S. coelicolor con el gen nativo
de la ATP-GIk (sc02126) asi como también al expresar en dicha cepa mutante una
Glk proveniente del microrganismo Gram negativo Zimomonas mobilis (Angell et
al., 1994), lo que demuestra que basta con expresar una Glk funcional en la cepa
nula ATP-GIk para que dicha cepa recupere la capacidad para metabolizar
glucosa. Esto sugiere indirectamente que la Pp-Glk de S. coelicolor no es una
proteina funcional, lo que nos hace pensar que la baja actividad Pp-Glk observada
por Ruiz-Villafan et al., podria ser en realidad una sefial de fondo propia del
método utilizado, debido a que la actividad Glk se determiné de manera indirecta a

partir de extractos celulares (Ruiz-Villafan et al., 2014).
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Sin embargo, la expresion de la Pp-Glk de S. coelicolor fue detectada mediante un
estudio de protedmica cuantitativa (Gubbens et al., 2012) y posteriormente el
equipo de Koide et al., logro expresar el gen de dicha proteina (sco5059) en E. coli
para su subsecuente purificacidn y caracterizacion cinética y bioquimica in vitro,
obteniendo una constante de afinidad (Km) para la glucosa de 12 uM (Koide et al.,
2013) a diferencia de la ATP-GIk que tiene un valor de Km de 0.610 mM para
dicho carbohidrato (Imriskova et al., 2004), lo que demuestra que en S. coelicolor

la Pp-Glk tiene una mayor afinidad por la glucosa que la ATP-GIKk.

Todo lo anterior parece sugerir entonces que si bien el gen sco5059 de S.
coelicolor parece que puede expresarse, su producto parece ser no funcional en el
microorganismo por algin motivo todavia desconocido, por lo que valdria la pena
estudiar en un futuro como funciona la regulacion y expresion de este gen, ya que
podria aportar informacion importante sobre el papel y la importancia de las Pp-

Glks en los estreptomicetos.

En cambio en el caso de S. peucetius var. caesius la Pp-Glk solo ha sido
parcialmente caracterizada de manera bioquimica y cinética, pero no se ha
determinado su constante de afinidad por la glucosa (Ruiz Villafan, 2014) a
diferencia de la ATP-Glk que tiene un valor de Km de 1.6 mM para este
carbohidrato (Imriskova et al., 2004), por lo que no se ha podido establecer cual de

las dos Glks presenta mayor afinidad por la glucosa en este microorganismo.

Por otra parte, como era de esperarse, la expresion de la Pp-Glk tuvo un efecto
directo sobre el metabolismo primario de la cepa M1740, ya que se observé que
dicha cepa alcanz6 mayores niveles de crecimiento que la cepa nula ATP-GIk y
ademas present6 los mismos niveles de crecimiento que la cepa silvestre M145, lo
gque demuestra que gracias a la Pp-Glk los niveles de crecimiento de la cepa
M1740 se restablecen a los niveles de la cepa silvestre. Es decir, esta enzima
permite recuperar la capacidad para crecer en glucosa como uUnica fuente de

carbono.
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Por otro lado, se observé que la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius fue incapaz
de restablecer la sensibilidad de la actividad agarolitica a represion catabdlica por
glucosa en la cepa M1740, lo que coincide con la hipotesis planteada al inicio, la
cual se basé en lo reportes previos hechos por Kwakman y Postma y por Angell et
al., que determinaron que la ATP-Glk en S. coelicolor tiene una funcién
regulatoria muy importante para el adecuado funcionamiento del mecanismo RCC
en dicho microorganismo y que dicha funcién es independiente de su funcion

cinasa (Angell et al., 1994; Kwakman y Postma, 1994).

Empero, recientes trabajos han demostrado que la ATP-GIk no tiene un papel tan
preponderante como se pensaba anteriormente sobre el mecanismo de RCC
(Gubbens et al., 2012; Romero-Rodriguez et al., 2016a). Sin embargo, Romero-
Rodriguez et al. observaron que la regulacion catabdlica de la agarasa DagA si
parece estar mediada de manera dependiente de la funcion regulatoria de la ATP-
Glk, aunque no se ha esclarecido el mecanismo exacto en cdmo se lleva a cabo
esta regulacion (Romero-Rodriguez et al., 2016a). Con base en lo anterior y en los
resultados obtenidos en el presente trabajo, se reafirma que la regulacion
catabdlica de la actividad agarolitica es dependiente de la funcidn regulatoria de la
ATP-GIk. Asi mismo bajo nuestras condiciones, se descarta que la Pp-Glk de S.
peucetius var. caesius participe de manera directa en el mecanismo de represion

catabdlica por carbono de la actividad agarolitica en S. coelicolor.

Por otra parte, hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer trabajo donde
se determina la sensibilidad de la actividad amilolitica de S. coelicolor a represion
catabdlica por glucosa; En dicho ensayo se observd que la actividad amilolitica
solo fue parcialmente sensible a represion catabodlica por glucosa en las cepas
M1740 y M145 pero fue totalmente insensible en la cepa nula ATP-GIk. Lo anterior
parece sugerir dos cosas: la primera es que la regulacion de la actividad amilolitica
en este microorganismo es dependiente del metabolismo de la glucosa pero
independiente de la Glk que participe en el catabolismo de la misma o la segunda,

qgue la Pp-Glk al igual que la ATP-Glk de S. coelicolor, también podria tener una
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funcién regulatoria capaz de restablecer la sensibilidad de la actividad amilolitica a

represion catabdlica por carbono.

Sin embargo, en S. peucetius var. caesius se ha observado que la sensibilidad de
la actividad amilolitica a represion catabodlica por glucosa parece ser dependiente
de la ATP-Glk e independiente de la Pp-Glk (Rocha et al., datos sin publicar), lo
gue parece sugerir entonces que en este microorganismo la Pp-Glk no tiene una
funcion regulatoria en el mecanismo RCC, a diferencia de ATP-GIk que si parece

tenerla.

Lo anterior sustenta fuertemente la idea de que la Pp-Glk tampoco deberia de
presentar una funcion regulatoria en el mecanismo RCC en S. coelicolor, lo que
pareceria estar apoyado por nuestros resultados al determinar la sensibilidad de la
actividad agarolitica a represion catabdlica, lo que nos hace pensar que el efecto
de la represion catabdlica de la actividad amilolitica es dependiente Unicamente
del catabolismo de la glucosa y no del tipo de Glk que participe en el metabolismo

de la misma.

Por su parte, Virolle et al., observaron que al expresar una amilasa de S. limosus
en S. coelicolor ésta era sensible a represion catabdlica en presencia de glucosa y
de manera dependiente de la ATP-GIlk (Virolle y Bibb, 1987). No obstante, si los
resultados obtenidos por Virolle et al., guardan relacién con nuestros hallazgos,
probablemente lo que ellos observaron fue que la cepa nula ATP-GIk resultd
insensible a represién por glucosa por su incapacidad para metabolizar dicho
carbohidrato y no precisamente por la funcion regulatoria de la ATP-Glk sobre el
mecanismo RCC. En conjunto, todo lo anterior parecer sugerir entonces que la Pp-
Glk S. peucetius var. caesius no participa directamente en el mecanismo RCC en

S. coelicolor.

Sorpresivamente no se observd una relacion directa entre la actividad amilolitica
gue presentd cada una de las cepas y el consumo de almidén que cada una de
ellas presentd en los dos medios probados, aunque el o los motivos de este

fendmeno no son del todo claros, esto podria ser generado por el hecho de que en
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S. coelicolor se han identificado varios genes cuyo producto es o parece ser una
a-amilasa (7 genes en total, 5 de ellos putativos segun la base de datos del NCBI:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y debido a que se desconoce cudl o cuéles de ellos
son sensibles a represion catabdlica, es probable que se puedan expresar varias
amilasas y que cada una tenga una regulacion distinta, lo que en conjunto podria
estar generando los resultados obtenidos, aunque seria necesario realizar otros

ensayos para corroborar la veracidad de la afirmacion anterior.

En S. peucetius var. caesius y S. aureofaciens se ha asociado la actividad de la
Pp-Glk con la sobreproduccion de metabolitos secundarios (antraciclinas vy
clortetraciclina respectivamente). Ambos microorganismos tienen la caracteristica
de presentar mayor actividad Pp-Glk que de ATP-GIk (Hostalek et al., 1976; Ruiz-
Villafan et al., 2014). Teniendo esto en cuenta, se planteé como hipotesis que
gracias a la expresion de la Pp-Glk de S. peucetius var. caesius se favorecia
positivamente la produccion de metabolitos secundarios en S. coelicolor, como los

antibiodticos actinorrodina y/o undecilprodigiosina.

Sin embargo, contrario a la hipétesis planteada, se observé que los niveles de
produccion especifica de ACT y RED en la cepa M1740 fueron muy inferiores en
comparacion a la cepa AATP-GIk, pero fueron similares a los niveles de la cepa
silvestre M145, lo que demuestra que al menos bajo las condiciones utilizadas, la
actividad de la Pp-GlIk por si sola no favorece la produccion de dichos antibiéticos
en S. coelicolor y que por el contrario, ayuda a revertir la produccion de ambos

antibioticos a los niveles de la cepa silvestre M145.

Quimicamente, las antraciclinas, la clortetraciclina y la actinorrodina son
policétidos aromaticos formados por una policétido sintasa de tipo Il, por lo que
sus rutas biosintéticas incluyen pasos en comun, a diferencia de la
undecilprodigiosina que es un tripirrol generado a partir de una ruta biosintética
totalmente distinta, donde participa una acido graso sintasa. Por lo que para ser
mas especificos, nuestros resultados demuestran que la Pp-Glk de S. peucetius
var. caesius no favorece la produccion de antibidticos de naturaleza policétida y no

policétida en S. coelicolor.
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Sin embargo, una consideracion importante que hay que tener en cuenta es que a
diferencia de la cepa M1740 que Unicamente presenta actividad Pp-Glk, S.
peucetius var. caesius y S. aureofaciens presentan actividad tanto de ATP-Glk
como de Pp-Glk y cada una de ellas es principalmente activa en ciertas fases del
crecimiento de ambos microorganismos, por lo que existe la posibilidad de que la
sobreproduccién de metabolitos secundarios en estas cepas sea el resultado en
conjunto de la actividad de ambas GIks, lo que les permitiria generar y disponer de
una mayor cantidad de precursores para la produccion de metabolitos secundarios
tal y como lo sugiere Ruiz-Villafdn en el caso de S. peucetius var. caesius (Ruiz
Villafan, 2014). No obstante, la informacién disponible al respecto es muy limitada,
por lo que valdria la pena probar dicha hipétesis, ya que cualquier intento por
tratar de comprender los fendmenos que causan la sobreproduccién de
metabolitos secundarios en el género Streptomyces es, desde el punto de vista
industrial, de alta relevancia por las posibles ventajas y aplicaciones que ello

implicaria.

Por otra parte, al evaluar la morfologia macroscépica de las colonias de la cepa
M1740 no es raro que se hayan observado diferencias en las mismas respecto a
las colonias de la cepa nula ATP-GIK, las cuales son generadas por la capacidad
de una cepay la incapacidad de la otra para metabolizar la glucosa. En cambio, la
cepa M1740 presentd una morfologia colonial macroscépica parecida al de la cepa
silvestre M145; No obstante, se observd que la cepa M1740 sufrié de un proceso
de diferenciaciéon morfolégica mas rapido que la cepa M145, lo cual podria estar
relacionado directamente con la velocidad con la que cada una de las cepas es

capaz de consumir la glucosa presente en los medios examinados.

En un estudio preliminar en medio liquido NMMP con almidon 1% y glucosa 100
mM se observé que la cepa M1740 consume mas rapido la glucosa presente en el
medio que la cepa M145 y debido a que la glucosa retrasa el proceso de
diferenciacion morfolégica, seria normal observar entonces que la cepa M1740

experimente antes el proceso de diferenciacion morfologica en medio solido que la
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cepa M145, que fue precisamente el resultado obtenido. Sin embargo, habria que

realizar mas pruebas para corroborar que la afirmacion anterior es cierta.

A si mismo, se observo que la glucosa tuvo un efecto negativo en la produccion de
ACT, RED y en el proceso de diferenciacion morfologica en las cepas M1740 y
M145, a diferencia de la cepa AATP-Glk que resultd insensible a dicho efecto. Lo
anterior evidencia que de manera independiente al tipo de Glk que participe, es el
metabolismo de la glucosa en si lo que desencadena los efectos regulatorios que
dicho carbohidrato ejerce sobre el proceso de diferenciacién morfoldgica y sobre la
produccion de ambos antibiéticos. Similares resultados fueron observados y
reportados por Gubben et al., y por Romero-Rodriguez et al.,, (Gubbens et al.,
2012; Romero-Rodriguez et al., 2016a). Sin embargo, aun no se ha esclarecido

por completo la forma en como la glucosa ejerce dicha regulacién en S. coelicolor.

Evolutivamente, se ha propuesto que las ATP-GIks y las Pp-Glks de la familia HK
segun la clasificacion de Kawai et al., (que incluye las Glks de los
microorganismos Gram positivos, Gram negativos, cianobacterias, entre otros
organismos) provienen de un ancestro en comun que seguramente utilizaba el Pp
como molécula donadora de grupo fosfato (Kawai et al., 2005), lo cual estaria
sustentado por el hecho de que el Pp ha sido sefialado como el acarreador de
energia y donador de fosfato mas antiguo (Kornberg et al.,1999). Sin embargo,
ciertos eventos habrian generado que la mayoria de las Glks evolucionaran de
manera divergente y se fueran haciendo estructuralmente més complejas a costa
de su capacidad para utilizar el Pp, dando asi origen a las ATP-Glks y Pp-Glks
actuales (Kawai et al., 2005). No obstante, la teoria anterior no permite explicar
porque Unicamente los actinomicetos preservaron y continuaron haciendo uso de
las Pp-Glks.

Asi mismo, se sabe que el Pp se encuentra en altas concentraciones en la
naturaleza y también se ha encontrado en una gran variedad de organismos
distintos como bacterias, hongos, plantas y animales (Kulaev y Vagabov, 1983).
Ademas, se ha reportado que el Pp puede desempefiar una gran variedad de

funciones bioldgicas distintas en los seres vivos e incluso puede ser utilizado como
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sustituto del ATP en algunas de ellas, como por ejemplo, en la donacién de grupo
fosfato (Kornberg, 1995).

No obstante, el ATP es la molécula utilizada por excelencia por los seres vivos
como principal fuente de energia y es utilizada ademas para llevar a cabo otras
funciones en las células, por lo que su formacion y utilizacion esta altamente

conservada en los tres dominios de la naturaleza.

Lo anterior permitiria explicar y justificar la probable transiciébn/adaptacion de las
Pp-Glks de los actinomicetos para utilizar ATP como donador de fosfato de
manera alterna al Pp (Hsieh et al., 1993) siendo un claro ejemplo de esto la Pp-Glk
de S. coelicolor, por lo que es altamente probable que otras Pp-Glks expresadas
en otros estreptomicetos también tengan la capacidad de utilizar el ATP como
donador de fosfato, aunque una caracterizacién preliminar de la Pp-Glk de S.
peucetius var. caesius mostr6 que dicha enzima es incapaz de utilizar el ATP

como donador de fosfato (Ruiz Villafan, 2014).

No obstante, se ha observado que la gran mayoria de los estreptomicetos
estudiados hasta ahora presentan mayor actividad ATP-Glk que de Pp-Glk, siendo
las Unicas excepciones reportadas S. peucetius var. caesius y S. aureofaciens que
han mostrado la tendencia inversa (Hostalek et al., 1976; Ruiz-Villafan et al.,
2014), lo que demuestra que las ATP-Glks parecen ser de mayor importancia en
este género que las Pp-Glks y que solo en casos muy especificos, la Pp-Glk
parece tener un papel igual o superior de importante que la ATP-Glk sobre el
catabolismo de la glucosa, como en el caso S. aureofaciens y S. peucetius var.
caesius, aunque aun falta por esclarecer las causas por las cuales este fenbmeno

hasta la fecha, se presenta Unicamente en el caso de estos dos estreptomicetos.
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9. Conclusiones

e La Pp-Glk de S. peucetius var. caesius fue capaz de restablecer el
consumo de glucosa en la cepa nula ATP-GIk de S. coelicolor y le permitio
crecer en medio minimo con este carbohidrato como Unica fuente de

carbono.

e Se observé que la expresion de la Pp-Glk Glk permitié restablecer los
niveles de crecimiento de la cepa nula ATP-a los niveles de la cepa
silvestre M145.

e Se descarta que la Pp-Glk participe de manera directa sobre el mecanismo

RCC en S. coelicolor.

e En cuanto al metabolismo secundario, se observé que la actividad de la Pp-
Glk permitié restablecer los niveles de produccién de ACT y RED en la cepa
nula ATP-GIlk a los niveles de la cepa silvestre M145.

e Al evaluar el efecto de la Pp-Glk sobre la morfologia macroscopica colonial
se observé que la cepa complementada presentd un fenotipo parecido al de

la cepa silvestre M145.

e Por ultimo, se observé que el efecto regulatorio que ejerce la glucosa sobre
la produccién de ACT, RED y sobre el proceso de diferenciacion
morfolégica depende Unicamente del catabolismo de la glucosa y no del

tipo de Glk que participe en el metabolismo de la misma.
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11. Anexos

11.1 Medios de cultivo

Medio Luria-Bertani (LB)
Triptona

Extracto de levadura
NaCl

Agar

Medio soya-manitol (MS)
Manitol
Harina de soya

Agar

Medio agar nutritivo (DNA)

Agar nutritivo marca Difco

1.0% m/v
0.5% m/v
1.0% m/v
1.5% m/v

2.0% m/v
2.0% m/v
2.0% m/v

2.3% mlv

Medio purpura de bromocresol glucosa (PBG)

Peptona

Extracto de carne
Glucosa

Agar

Puarpura de bromocresol

Medio minimo (MM)
KoHPO,4

(NH4)2SO,4

MgSO,

FeSO,

0.5% m/v
0.3% m/v
1.0% m/v
2.0% m/v
c.b.p.

Ajustar pHa 7.0

0.050% m/v
0.100% m/v
0.020% m/v
0.001% m/v

70



Medio minimo liqguido (NMMP)

(NH4)2804 0.20% m/v
Casaminoacidos 0.50% m/v
MgSOq, 0.06% m/v

Complementar cada 80 mL de medio después de esterilizar
Buffer de fosfatos NaH,PO4/K,;HPO,4

[0.1M] ajustado a pH 6.8 15.0 mL
Solucion de elementos traza 0.1 mL
Medio R5

Sacarosa 10.30% m/v
K2SO4 0.025% m/v
MgCl,*6H,0 1.012% m/v
Glucosa 1.000% m/v
Casaminoacidos 0.010% m/v
Extracto de levadura 0.500% m/v
Agar 2.200% m/v

Complementar cada 100 mL de medio después de esterilizar con:

KH,PO, [0.5%] 1.0 mL
CaCl,*2H,0 [5M] 0.4 mL
L-prolina [20%] 1.5mL
NaOH [1N] 0.7 mL
Solucion de elementos traza 0.2 mL
Buffer TES 10 mL
Glucosa [1M] 5.55 mL
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11.2 Amplificacion del gen ppglk de S. peucetius var. caesius

Secuencia del gen ppglk
5
gccctcaaggagaagttcccgctgctcatctcgeccgecgagcgacgacatctgctacgccacgcagaaccgeca
gctcgcggtcaagcagatgggtgagcaggcggagctcgtcatcgtggtcggetcgecgcaactcgtccaactcegt
acgactcgtcgaggtcgccaagctcgcgggcgcgcgggaggcegtacctcgtggacttcgccgacgagatcgac
gagagctggctggagggcgtcaccacggtgggcgtcacctccggggcctcggtgeccgaggtectcgtggagcea
ggtcctggaatacctgaccacgcacggctacgaggacgtggaactcgtcaaggcggccgaggagtccatcacct
tctcgetgcccaaggagttgcgecgtgacctgcgcgcggaggceggccgcecctggtggecgagegcaccgcgag
cgccccaggcaccccctcgggcegagtgactgtcecgtecgtacgacgtaacgtagagccATGCAGATCTTC
GGCGTGGACATCGGTGGATCAGGGATCAAGGGCGCTCCCGTGGACCTGGAC
AAGGGCGACCTGGCGGAGGAGCGCTACAAGGTGCTCACGCCGCACCLCGGC
CACACCCGACGCGGTGGCGGACGGTGTGAAGGAGGTCGTCGACCACTTCGG
CTGGACGGGCCAGGTCGGGATCACCTTCCCGGGCGTGGTCACCGGLCGGLTC
CACCATCCGCACGGCCGCCAACGTGGACAAGGACTGGATAGACACCGACGC
GCGCGCCCTGCTCGGCGACCGGCTGGGCGGCCTCCAGGTGACCGTGCTGA
ACGACGCGGACGCGGCGGGTGTCGCGGAGATGGAGTTCGGCGCGGGCAAG
GGCCGCCGGGGCACGGTCTTCCTCCTCACCTTCGGTACGGGGATCGGCAGC
GCCCTTTTCGTGGACGGCACCCTCGTCCCGAACACGGAGCTGGGCCATCTG
GAGCTGAACGGCCACGACGCCGAGAAGCACGCTAVCTCCACGAAGGCCAAG
GAGGACCACGACCTCTCCTGGGAGCACTGGGCCCACCGGGTGCAGAAGTAC
CTCGCCCATGTCGAGATGCTCTTCTCGCCCGAGCTCTTCATCATCGGCGGCG
GCGTCAGCCGCAAGGCCCAGAAGTTCCTGCCGCTGATCGAGGGCATCAAGG
CGGAGATGGTCCCGGCCCAGCTGCAGAACAACGCGGGGATCGTGGGLGCG
GCGATGCGGGCGGCACAGACCCACTAGcgcgggtgtgacctcaggeegtgggagegtgacc
tcaggccgtacggcgtcgctgtgcggcecttgcgggtcatcatccgegcecttgegtacggtcacgatgaccccggec
agcagcgtccctccgtagagccatcccgegtgcatggcgagcegeggtgaccagcecccatcageccggecgecga
atccgccgtcctgtcggcgaccggcagcagtccgacggcgaaggcgatcggtacggcgacgacggcggtg
acgaggtcggcccgcecgcacccataccgcggtcagcacgcagaccggcaggaacagcactccgtagacgac
gagcgaggccccgaagagcagctggtccacacaggccagcgcgaacatcgacgccgcgcagaagagcecca
ctgccgaggcecggtgagccggggattggggaacctgegtaccgectgcaccaggggcgatacgggegcecgceg
gtccgcggggceccgcggeacaccggegecggee 3
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Notas:

A) Las bases que no forman parte de la regién codificante estan indicadas con
letras minuUsculas, mientras que en mayusculas se indican las bases que se

encuentran dentro de la regidn codificante del gen ppglk.

B) Las bases que estdn sombreadas de color amarillo indican la region que es
sustituida por la secuencia del cebador Forward, mientras que la region de color
verde indica la region que es sustituida por la secuencia inversa del cebador

Reverse.

1) Cebadores utilizados para clonar el gen ppglk por PCR

A) Forward: (5"-ACGACGTAACGTAGACATATGCAGATCTTCGGC- 3)
B) Reverse: (5"-ACGGCCTGAGGTCAAGCTTGCGCTAGTGGGTC- 3)
2) Secuencia del producto de PCR

Cadena de DNA 5"---------- 3

57 Ndel

acgacgtaacgtagacatATGCAGATCTTCGGCGTGGACATCGGTGGATCAGGGATCAAGGGCGCTCCCGTGGACCTGGA
CAAGGGCGACCTGGCGGAGGAGCGCTACAAGGTGCTCACGCCGCACCCGGCCACACCCGACGCGGTGGCGGACGGTGTGA
AGGAGGTCGTCGACCACTTCGGCTGGACGGGCCAGGTCGGGATCACCTTCCCGGGCGTGGTCACCGGCGGCTCCACCATC
CGCACGGCCGCCAACGTGGACAAGGACTGGATAGACACCGACGCGCGCGCCCTGCTCGGCGACCGGCTGGGCGGCCTCCA
GGTGACCGTGCTGAACGACGCGGACGCGGCGGGTGTCGCGGAGATGGAGTTCGGCGCGGGCAAGGGCCGCCGGGGCALCGG
TCTTCCTCCTCACCTTCGGTACGGGGATCGGCAGCGCCCTTTTCGTGGACGGCACCCTCGTCCCGAACACGGAGCTGGGC
CATCTGGAGCTGAACGGCCACGACGCCGAGAAGCACGCTACTCCACGAAGGCCAAGGAGGACCACGACCTCTCCTGGGAG
CACTGGGCCCACCGGGTGCAGAAGTACCTCGCCCATGTCGAGATGCTCTTCTCGCCCGAGCTCTTCATCATCGGCGGCGG
CGTCAGCCGCAAGGCCCAGAAGTTCCTGCCGCTGATCGAGGGCATCAAGGCGGAGATGGTCCCGGCCCAGCTGCAGAACA
ACGCGGGGATCGTGGGCGCGGCGATGCGGGCGGCACAGACCCACTAGegcaagettigacctcaggecgt 3”7

Hindlll

e El sitio de restriccion de la enzima Ndel esta sombreado de color azul
e El sitio de restriccion de la enzima Hindlll esta sombreado de color verde
e Las bases de la region no codificante estan en letras mindsculas y en letras

mayusculas estan las bases que se encuentran en la region codifican del

gen ppglk.
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e Las bases subrayadas corresponden a las secuencias de los cebadores

utilizados.

Secuencia de ambas cadenas de DNA del producto de PCR

NdeI (*)
|
ACGACGTAACGTAGACATATGCAGATCTTCGGCGTGGACATCGGTGGATCAGGGATCAAGGGCGCTCCCGTGGACCTGGACAAGGGCGACCTGGCGGAGG <100
TGCTGCATTGCATCTGTATACGTCTAGAAGCCGCACCTGTAGCCACCTAGTCCCTAGTTCCCGCGAGGGCACCTGGACCTGTTCCCGCTGGACCGCCTCC
10 20 30 40 50 60 70 80 90

AGCGCTACAAGGTGCTCACGCCGCACCCGGCCACACCCGACGCGGTGGCGGACGGTGTGAAGGAGGTCGTCGACCACTTCGGCTGGACGGGCCAGGTCGG <200
TCGCGATGTTCCACGAGTGCGGCGTGGGCCGGTGTGGGCTGCGCCACCGCCTGCCACACTTCCTCCAGCAGCTGGTGAAGCCGACCTGCCCGGTCCAGCC
110 120 130 140 150 160 170 180 190

GATCACCTTCCCGGGCGTGGTCACCGGCGGCTCCACCATCCGCACGGCCGCCAACGTGGACAAGGACTGGATAGACACCGACGCGCGCGCCCTGCTCGGC <300
CTAGTGGAAGGGCCCGCACCAGTGGCCGCCGAGGTGGTAGGCGTGCCGGCGGTTGCACCTGTTCCTGACCTATCTGTGGCTGCGCGCGCGGGACGAGCCG
210 220 230 240 250 260 270 280 290

GACCGGCTGGGCGGCCTCCAGGTGACCGTGCTGAACGACGCGGACGCGGCGGGTGTCGCGGAGATGGAGTTCGGCGCGGGCAAGGGCCGCCGGGGCACGG <400
CTGGCCGACCCGCCGGAGGTCCACTGGCACGACTTGCTGCGCCTGCGCCGCCCACAGCGCCTCTACCTCAAGCCGCGCCCGTTCCCGGCGGCCCCGTGCL
310 320 330 340 350 360 370 380 390

TCTTCCTCCTCACCTTCGGTACGGGGATCGGCAGCGCCCTTTTCGTGGACGGCACCCTCGTCCCGAACACGGAGCTGGGCCATCTGGAGCTGAACGGCCA <500
AGAAGGAGGAGTGGAAGCCATGCCCCTAGCCGTCGCGGGAAAAGCACCTGCCGTGGGAGCAGGGCTTGTGCCTCGACCCGGTAGACCTCGACTTGCCGGT
410 420 430 440 450 460 470 480 490

CGACGCCGAGAAGCACGCTACTCCACGAAGGCCAAGGAGGACCACGACCTCTCCTGGGAGCACTGGGCCCACCGGGTGCAGAAGTACCTCGCCCATGTCG <600
GCTGCGGCTCTTCGTGCGATGAGGTGCTTCCGGTTCCTCCTGGTGCTGGAGAGGACCCTCGTGACCCGGGTGGCCCACGTCTTCATGGAGCGGGTACAGC
510 520 530 540 550 560 570 580 590

AGATGCTCTTCTCGCCCGAGCTCTTCATCATCGGCGGCGGCGTCAGCCGCAAGGCCCAGAAGTTCCTGCCGCTGATCGAGGGCATCAAGGCGGAGATGGT <700
TCTACGAGAAGAGCGGGCTCGAGAAGTAGTAGCCGCCGCCGCAGTCGGCGTTCCGGGTCTTCAAGGACGGCGACTAGCTCCCGTAGTTCCGCCTCTACCA
610 620 630 640 650 660 670 680 690

HindIITI (*)
|
CCCGGCCCAGCTGCAGAACAACGCGGGGATCGTGGGCGCGGCGATGCGGGCGGCACAGACCCACTAGCGCRRBEMAGACCTCAGGCCGT <789
GGGCCGGGTCGACGTCTTGTTGCGCCCCTAGCACCCGCGCCGCTACGCCCGCCGTGTCTGGGTGATCGCGHICEARNCTGGAGTCCGGCA
710 720 730 740 750 760 770 780

e El sitio de restriccion de la enzima Ndel esta sombreado de color azul
e El sitio de restriccion de la enzima Hindlll esta sombreado de color -

e Las bases que codifican el gen ppglk estan subrayadas.
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11.3 Clonacién del gen ppglk en el plasmido pKU1021

La clonacion del gen ppglk en el pldsmido pKU1021 (figura 22) se realizé
empleando las enzimas de restriccion Hindlll y Ndel para generar asi el plasmido
pKPV4O0 (figura 23).

c{3)l 3683.. 6213

333...1147 aphll

Prps. 34674313

MNdel 4313

Hindlll 4873

pKU1021

1760.. 1800 attP phiC31

Figura 22. Mapa del plasmido pKU1021.

En color rojo se representan los genes o secuencias de interés. El sitio PrpsJ
corresponde a la secuencia del promotor del operdn rpsJ. El gen aac(3)l codifica
una aminoglucésido N-acetiltransferasa que otorga resistencia a gentamicina. El
gen aphll codifica una aminoglucoésido 3" -fosfotransferasa que otorga resistencia a
kanamicina. La secuencia oriT indica el sitio de origen de la transferencia durante
el proceso de conjugacion. La secuencia attP corresponde al sitio de union del

phago @C31. El sitio pMB1lori indica el sitio de origen de replicaciéon del plasmido.
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Gen ppglk

Hindlll 4873

Figura 23. Mapa del plasmido pKPV40

En color azul se representa el sitio de clonacién del gen ppglk y en color rojo se
representan otros genes o secuencias de interés. La expresion del gen ppglk
qguedo bajo control del promotor del operén rpsJ. El gen aac(3)l codifica una
aminoglucésido N-acetiltransferasa que otorga resistencia a gentamicina. El gen
aphll codifica una aminoglucésido 3’-fosfotransferasa que otorga resistencia a
kanamicina. La secuencia oriT indica el sitio de origen de la transferencia durante
el proceso de conjugacion. La secuencia attP corresponde al sitio de union del

phago ¢C31. El sitio pMB1lori indica el sitio de origen de replicacion del plasmido.
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