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RESUMEN 

A pesar de la interesante biológia de las especies de Streptomyces, poco se sabe a 

cerca de los mecanismos que regulan la expresión de los genes involucrados en el 

metabolismo primario y secundario. la represión catabólica por fuenle de carbono es un 

importante mecanismo de regulación metabólica en esle género, donde se ha sugerido que 

la enzima glucosa cinasa (Glk) juega un importante papel en dicho mecanismo de regulación. 

El objetivo de este trabajo fue contribuir al esludio del mecanismo de regulación catabólica 

por fuente de carbono en Streptomyces. Empleando un procedimiento de enriquecimiento 

con ampicilina, a partir de una mutanle resistente a 2-dog (2-dogR-21) e insensible a 

represión catabólica por carbono, se aislaron 8 mutantes de Streptomyces peucetius var. 

caesius por su sensibilidad a un análogo no metabolizable de la glucosa, la 2-desoxiglucosa 

(2-dog). Estas mutantes y la cepa padre fueron examinadas por su sensibilidad a 2-dog, su 

actividad de glucosa cinasa (Glk), su capacidad para incorporar glucosa y su sensibilidad a 

repreSión catabólica (Re). Dos de las cepas sensibles a 2-dog (2_dogs) aisladas mostraron 

insensibilidad a Re por carbono, mientras que la producción de p-galactosidasa y de 

antraciclinas totales fue reprimida por glucosa en las 6 cepas restantes. Se encontró una 

correlación entre la sensibilidad a 2-dog y la actividad de Glk en todas las cepas analizadas. 

Sin embargo, na se encontró una relación evidente entre la actividad enzimática de Glk, la 

sensibilidad a Re y el transporte de glucosa. No obstante, a pesar del incremento en la 

actividad de Glk, las dos cepas 2-dogS insensibles Re, prácticamente no incorporaron 

glucosa. Además, todas las cepas 2_dogS aisladas, mostraron una sola banda de actividad 

de Glk de igual movilidad a la revelada en la cepa original y en la cepa padre 2-dogR-21. los 

resultados de este estudio sugieren que, en S. peucetius varo caesius, más que un papel 

regulador independiente de su capacidad catalitica, la Glk parece participar en el mecanismo 

de Re en conjunto con otros factores, como el mecanismo de transporte de la fuente de 

carbono represora, determinando el flujo metabólico y la acumulación de metabolitos 

efectores de la represión. Por olra' parte, se determinó el efecto de glucosa sobre el 

mecanismo de transporte de galactosa tanto en la cepa original, como en la mutante 2-dogR
-

21. El transporte de galactosa se encontró aun reprimido en la mutante 2-dogR-21, y la 

glucosa por sí misma reprimió e inhibió la incorporación de galactosa en la cepa original de 

este microorganismo, lo que sugiere que varios mecanismos de represión catabólica por 

carbono podrian existir en una sola especie de Streptomyces. 



1. INTRODUCCIÓN 

Todas los organismos vivientes poseen gran capacidad para generar la energía 

requerida en los procesos celulares. Sin embargo, existen mecanismos de regulación que 

previenen el gasto superfluo de energia y que controlan todos los aspectos del 

metabolismo celular. Así, tanto el metabolismo primario como el metabolismo secundario 

están regulados por la disponibilidad de nutrimentos. La presencia de fuentes de carbono 

rápidamente metabolizables, como la glucosa, controla la actividad de diversas enzimas e 

impide la expresión de un gran número de genes involucrados en el metabolismo de 

fuentes de carbono alternativas, yen la biosíntesis de metabolitos secundarios, como los 

antibióticos (Demain, 1989; Segura el al., 1996). Este mecanismo de control metabólico se 

conoce como represión catabólica por fuente de carbono y se ha estudiado en diferentes 

microorganismos, encontrándose gran complejidad y diversidad en los procesos de 

regulación por este fenómeno (Trumbly, 1992; HuecK and Hillen, 1995; Saier el al., 1995; 

Paulsen, 1996). 

Streptomyces peucetius var. caesius es un microorganismo de gran importancia 

médica e industrial, ya que es el productor de doxorrubicina, un antibiótico que posee 

actividad antineoplasica (Arcamone el al., 1969; Arcamone, 1981; Hershberger, 1989; 

Vandamme, 1984). La producción de este antibiótico y el metabolismo de fuentes de 

carbono alternativas se ven afectados negativamente en presencia de altas 

concentraciones de glucosa (Segura el al., 1996). El mecanismo por el cual se lleva a 

cabo la represión catabólica por fuente de carbono en el género Streptomyces aun no se 

entiende completamente. sin embargo, se sabe que es considerablemente diferente al que 

existe en Escherichia cofi y en bacterias Gram-positivas de bajo contenido en GC como 

Bacillus sublilis (Postma el al., 1993; Postma el al., 1996). La actividad de la enzima 

glucosa cinasa (Glk.), la capacidad de incorporar \a fuente de carbono y otros factores o 

proteínas represoras, parecen mediar el proceso global de regulación por fuente de 

carbono en este género (Hodgson, 1982; Angell el al., 1994; Kwakman and Postma, 1994; 

Ingram el al., 1995). 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 CARACTERíSTICAS DEL GENERO STREPTOMYCES 

Los actinomicetos son un grupo numeroso de bacterias miceliales o 

filamentosas, frecuentemente ramificadas, dentro del cual se encuentra 

clasificado el género Streptomyces. Se han descubierto y clasificado más de 

500 especies de Streptomyces se han descubierto y clasificado. Este género 

está constituido por bacterias Gram-positivas, generalmente aerobias 

estrictas, ampliamente distribuidas en suelos, sin embargo, algunas de ellas 

se han encontrado en ambientes acuáticos, donde participan en la 

descomposición de materia orgánica. Estas bacterias multicelulares forman 

micelio filamentoso (fig. 2.1 Al que experimenta un ciclo complejo de 

diferenciación mOrfológica (Hirsch et al., 1985; Madigan et al., 1997). Las 

esporas producidas por estos microorganismos germinan para formar un 

micelio vegetativo ramificado que coloniza el substrato y, cuando los 

nutrimentos escasean, desarrollan hifas aéreas que eventualmente se 

diferenciarán hacia esporas (fig. 2.1 B). La formación de las hifas aéreas 

comúnmente coincide con la producción de metabolitos secundarios (Hirsch 

et al., 1985; Hopwood, 1988). El micelio de los Streptomyces es 

multinucleado, cada compartimento de las hitas contiene numerosas copias 

del cromosoma. En contraste, las esporas contienen solo un cromosoma. El 

ADN de estos microorganismos es rico en GC (72% en promedio) y son uno 

de los pocos ejemplos de bacterias con cromosoma lineal (fig. 2.2) (Chen, 

1996; Kolsto, 1997). Los extremos terminales del cromosoma, o telómeros, 

consisten en secuencias repetidas invertidas de diversos tamaños, y 

proteínas covalentemente unidas al extremo S' (Un et al., 1993; Lezhava el 

al., 1995; Leblond et al., 1996; Pandza el al., 1997). Su cromosoma es muy 
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inestable y puede experimentar deleciones espontáneas, donde los telómeros 

son frecuentemente eliminados, con una frecuencia mayor al 0.1 % de las 

esporas cultivadas (Leblond and Decaris, 1994) 

Los estreptomicetos poseen gran capacidad para sintetizar numerosos 

metabolitos secundarios y proteinas extracelulares. La producción de 

enzimas extracelulares por los microorganismos de este género, esencial en 

la degradación de biomasa y la asimilación de diversas fuentes de 

nutrimentos, comprende gran variedad de enzimas hidrolíticas como 

quitinasas, celulasas, amilasas, xilanasas y proteasas (Crandall and Hamill, 

1986; Frost and Moss, 1987, Rose, 1979). Más del 60 % de los antibióticos 

naturales conocidos son producidos por organismos del género 

Slreplomyees. La versatilidad biosintética y la complejidad morfológica del 

género, confieren a estos microorganismos gran importancia industrial y 

científica (Hirsch el al., 1985; Hopwood, 1988). 

B Esoora 

ESPlJfuh,ción 

Fig. 2.1 (a) Micelio aéreo y esporas de Streptomyces coelicolor (Microscopia 
electrónica de barrido, Mari< Buttner, Kim Findlay, John Innes Centre); (b) Ciclo de vida de 
los microorganismos del género Streptomyces. 

5 



ISI/7 

lsua 

sep1 -::-le-... 
Q 

"" 

Fig 2.2 Mapa flsico del cromosoma de S. coelicolor. 

2.2 STREPTOMYCES PEUCETlUSVAR. CAESIUS 

Extremos del 
cromosoma 

S. peucetius variedad caesius, obtenido por tratamiento mutagénico a 

partir de Streptomyces peucetius, el microorganismo productor de 

daunorrubicina, es la cepa productora de doxorrubicina (fig. 2.3), un 

antibiótico del grupo de las antraciclinas que posee una importante actividad 

antitumoral (Arcamone, el al., 1969). El espectro bactericida de este 

antibiótico comprende principalmente bacterias Gram-positivas y sólo en 

algunos casos Gram-negativas (Vanek et al. 1977). Sin embargo, la 

importancia de este compuesto no radica en su uso como agente 

antimicrobiano, sino en la capacidad antineoplásica de amplio espectro que 
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posee (Arcamone, 1981). Actualmente, la doxorrubicina, también conocida 

como adriamicina, es un agente antitumoral de origen microbiano que ha sido 

ampliamente utilizado en la clínica (Hershberger, 1989; Vandamme, 1984; 

Myers el al., 1988; Arcamone el al., 1998). Las antraciclinas pueden 

enlazarse específicamente con el ADN de doble cadena de las células 

cancerosas, intercalándose entre pares de bases adyacentes en la estructura 

de la doble hélice. Esto trae como consecuencia una inhibición de la síntesis 

de AON y ARN (Di Marco el al., 1975), Y por lo tanto inhibición de la mitosis 

(Simpkins el al., 1984; White and Stroshane, 1984; Tri!ton and Yee, 1982). 

g;xwo OH ". 

"OH 

"20 o Olio 

antraciclinona (grupo crom6foro) 

aminoazClcar (daunosamina) d
H

., O 

• N 

NO " 

tiHl H 

Rf R2 
Oaunorrubicina Cfi3CO eH3 
Ooxorrubicina CHZOHCO CH3 
Canninomicina CH,CO H. 

Fig. 2.3 Estructura de la doxorrubicina y otras antraciclinas importantes. 

S. peucetius varo caesius crece y produce antraciclinas en presencia de 

varias fuentes de carbono como glucosa, manosa, celobiosa, lactosa, 

fructosa, maltosa y almidón, siendo la glucosa la fuente de carbono más 

empleada en la producción de antibióticos (Dekleva el al., 1985). Al igual que 

en otros microorganismos, en S. peucelius varo caesius el metabolismo 

primario y la síntesis de metabolitos secundarios están regulados por la 

presencia de algunas fuentes de carbono (Demain, 1989; Hodgson, 1982; 

Segura el al., 1996), nitrógeno y fosfato (Dekleva el al., 1985; Snell, 1997), 
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asi como por diversos factores ambientales como la disponibilidad de 

oxígeno, la temperatura y el pH (Grein, 1987). 

2.3 MECANISMOS DE REGULACiÓN METABÓLICA 

El crecimiento, o simplemente la supervivencia, de un organismo 

requiere un complejo grado de coordinación en sus actividades, que 

responda a los cambios en el medio ambiente. Todos los procesos 

fisiológicos están sujetos a alguna forma de regulación para asegurar niveles 

adecuados de cada metabolito y evitar gastos de energía innecesarios. 

los microorganismos pueden asimilar una amplia variedad de 

substratos orgánicos e inorgánicos, muchos de ellos de gran complejidad. Sin 

embargo, en presencia de substratos más fácilmente asimilables, se evita el 

gasto de la energía empleada en sintetizar enzimas necesarias para el 

metabolismo de estos complejos nutrimentos. 

Además del control de la incorporación de substratos y de las vías del 

catabolismo celular, se requiere controlar la biosintesis de macromoléculas y 

metabolitos secundarios. 

la disponibilidad de metabolitos primarios precursores del metabolismo 

secundario puede ser un factor determinante en la producción de metabolitos 

secundarios. la fuente de carbono, nitrógeno y fosfato, asi como algunos 

elementos traza como Fe2
', Mn2

', Cu2
+ repercuten directamente sobre la 

síntesis de estos metabolitos (Grein, 1987). 

Las bacterias pueden utilizar una amplia variedad de compuestos como 

fuentes únicas de nitrógeno celular, que comprende desde compuestos 

inorgánicos como N2 y nitratos, hasta aminoácidos como histidina y arginina, 

o nucleósidos como la citidina. La fuente de nitrógeno más comúnmente 

usada por las bacterias entéricas es el amonio, siendo el glutamato el 
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principal producto de su asimilación y el precursor de glutamina, de diversos 

aminoácidos y de purinas y pirimidinas. En el género Slreplomyces, la fuente 

de nitrógeno posee, en general, un efecto estimulador de la producción de 

antibióticos y metabolitos secundarios; sin embargo, se ha observado que los 

compuestos nitrogenados afectan la síntesis de antibióticos al nivel de 

metabolismo secundario mediante su disponibilidad como substrato para las 

sintetasas de antibióticos, o a través de la modulación de la biosíntesis, 

actividad o estabilidad de las enzimas involucradas (Shapiro, 1989). 

El fósforo es un elemento esencial en la célula. Está presente en ácidos 

nucléicos, fosfolípidos, nucleótidos, etc. El metabolismo del fosfato y de los 

compuestos fosforilados controla un sistema global que comprende diversos 

genes, Los niveles de nucleótidos reguladores como ATP, ADP, AMP, AMP 

cíclico, ppGpp, etc" están controlados por varios sistemas ligados al 

metabolismo energético, transporte de carbohidratos, metabolismo de fosfato, 

metabolismo de nitrógeno, etc, El fosfato afecta, también negativamente, la 

síntesis de antraciclinas, Se ha encontrado un efecto inhibidor del fosfato 

sobre la síntesis de tilosina y estreptomicina en Streplomyces kilasaloensis 

(Tanaka el al" 1984), En Slreplomyces coeruleorubidus el fosfato inhibe la 

síntesis de doxorrubicina y en S, peucetius los niveles de fosfalo inorgánico 

superiores a 10 mglml afectan negativamente la producción de antraciclinas 

(Dekleva el al" 1985). Sin embargo, el mecanismo por el cual se lleva a cabo 

esta regulación por fosfatos aun no se conoce del todo. 

Tanto en bacterias como en microorganismos eucariotes, los genes que 

codifican vías metabólicas alternas para fuentes de carbono como lactosa, 

glicerol o 

substratos. 

maltosa, son inducidos específicamente por sus respectivos 

Sin embargo, si una fuente de carbono rápidamente 



metabolizable, generalmente la glucosa, está presente en el medio, se 

reprime la sintesis de las enzimas catabólicas alternativas. Este mecanismo 

de regulación es llamado represión catabólica por fuente de carbono y su 

objetivo es evitar una producción superflua de metabolitos intermediarios 

comunes (Magasanik, 1961; Postma el al., 1993; Saier el al., 1996). 

En la producción de antracicJinas por S. peucetius var. caesius, se 

emplea un medio que contiene glucosa como principal fuente de carbono 

(Arcamone el al., 1969). Sin embargo, la glucosa en altas concentraciones 

afecta negativamente la síntesis de antraciclinas (incluida la doxorrubicina) 

Dekleva y Strohl (1987) han observado resultados similares en S. peucetius. 

Ellos sugieren que este efecto se debe, no a un fenómeno de represión 

catabólica por glucosa, sino a un efecto inhibidor favorecido por la 

acidificación del medio como resultado de la producción de piruvato y 

diversos intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Dekleva and 

Strohl, 1987). Más recientemente, se ha demostrado en Streplomyces 

lividans que la excreción de ácidos orgánicos producida por el metabolismo 

de glucosa es dependiente de la fuente de nitrógeno (Madden et al, 1996). 

Las fuentes de nitrógeno como nitrato o aminoácidos favorecen la excreción 

de niveles elevados de piruvato y 2-oxoglutarato, respectivamente. Sin 

embargo, la adición de sales de amonio previene completamente la 

formación de ácidos orgánicos. En S. peucetius varo caesius, usando un 

medio quimicamente definido con (NH4hS04 como fuente de nitrógeno y 

CaCOJ como amortiguador, el efecto negativo de la glucosa sobre la sintesis 

de antraciclinas fue aun evidente, sin detectar cambios significativos en el pH 

(Escalante el al., 1999). Esto sugiere un efecto directo de la glucosa que 

afecta negativamente la biosíntesis de antibióticos. 
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2.3.1 REPRESiÓN CATABÓLICA POR FUENTE DE CARBONO 

La represión catabólica (RC) puede definirse como la inhibición de la 

expresión genética ylo la actividad enzimática causada por la presencia, en el 

medio de cultivo, de fuentes de carbono que se metabolizan rápidamente 

(Wanner el al., 1978; Postma el al., 1993; Saier el al., 1996). Este 

mecanismo de regulación se encuentra ampliamente distribuido entre los 

sistemas microbianos, donde se han encontrado complejos y diversos niveles 

de regulación por carbono. 

La represión catabólica está mejor estudiada y entendida en las 

bacterias entéricas, donde el sistema de transporte de fosfotransferasa 

dependiente de fosfoenol piruvato (PTS de sus siglas en inglés) realiza un 

doble papel: 1) regula el transporte de substratos (o la generación de 

inductores citoplásmicos) para las vías sensibles a RC; 2) modula la síntesis 

de AMP cíclico (AMPc) y 3) Inhibe alostéricamente la actividad de enzimas 

catabólicas (como la glicerol cinasa) (Postma el al., 1993; Saier, 1989; Saier, 

1993; Saier el al., 1995). Los niveles intracelulares de AMPc activan la 

síntesis de muchas enzimas catabólicas sensibles a la represión. El AMPc 

se une a la proteína receptora de AMPc (CRP) y actúa sobre los promotores 

de cientos de genes sensibles a RC estimulando su transcripción (Botsford 

and Harman, 1992; Ishiuka el al. 1993; Kolb el al., 1993). Una pequeña 

enzima glucosa-específica \lA (IIAgIC
), constituyente del sistema PTS, parece 

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

desfosforilada a algunas permeasas de carbohidratos (por ejemplo 

permeasas simportadoras de lactosa-H+) o a la glicerol cinasa, enzimas que 

existen normalmente en su forma activa, para inhibir alostéricamente la 

actividad de estas proteínas. A su vez, la forma fosforilada de la enzima /lAg lc 
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regula positivamente la actividad de la adenilato ciclasa res~ltando en un 

aumento de los niveles intracelulares de AMPc (Saier, 1989). Se han 

encontrado, sin embargo mecanismos adicionales de RC existentes también 

en bacterias entéricas (Ullmann and Danchin, 1983; Ullmann, 1985; Saier, 

1991 ). 

Dentro de las bacterias Gram-positivas, considerando especies de 

Bacillus y Slreplomyces, se ha observado que el AMPc no interviene en el 

mecanismo de RC (Bostford and Harman, 1992; Hodgson, 1994; Hueck & 

Hillen, 1995; Saier el al., 1995). En Bacillus subtillis se ha establecido la 

participación de al menos tres elementos importantes en dicho mecanismo de 

regulación: 1) un factor de transcripción llamado proteína CcpA homólogo a 

varias proteínas represoras, 2) secuencias consenso presentes en el ADN, 

llamadas elementos de represión catabólica (CRE de sus siglas en inglés) y 

3) la proteína HPr del sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa para el 

transporte de azúcares (Hueck & Hillen, 1995; Saier el al., 1995; Miwa el aJ., 

1997). Además, la producción de intermediarios metabólicos como fructosa 

1,6-bisfosfato (FBP) o 6-fosfogluconato, resultado del metabolismo de las 

fuentes de carbono represoras, parecen inducir la activación de proteína

cinasas que regulan la actividad represora de la HPr, que al ser fosforilada se 

une y activa a la proteína CcpA formando un complejo represor (Reizer el al, 

1984). Este complejo formado por la proteína CcpA activada, podría retardar 

o bloquear la transcripción de diversos genes al unirse a los CRE presentes 

en las regiones reguladoras de los operones sensibles a represión y en 

conjunto con otras moléculas efectoras (Hueck & Hillen, 1995; Saier el al, 

1995). 
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2.3.2 REPRESiÓN CATABÓLICA EN STREPTOMYCES 

En Streptomyces, la regulación de la utilización de la fuente de carbono 

es uno de los aspectos más importantes e interesantes de su biología. Del 

estudio de mutantes bloqueadas en el proceso de diferenciación, ha quedado 

claro que hay una conexión dírecta entre la represión catabólica por fuente de 

carbono, la activación de la biosíntesis de antibióticos y la diferenciación 

morfológíca (Pope el al., 1996). Diversas fuentes de carbono afectan la 

expresión de genes involucrados en el transporte (Hodgson, 1982) y en la 

utilización de fuentes de carbono alternativas (Hodgson, 1982; Mattern et al., 

1993; Smíth & Chater, 1988), así como en la síntesis de enzimas 

ex1racelulares y meta bolitas secundarías (Delic el al., 1992; Segura el al., 

1996; Servín-González el al., 1994). 

Sín embargo, el mecanísmo de represión catabólica por fuente de 

carbono en Slreptomyces aun no se entiende completamente. Mientras que 

las proteínas I y HPr del sistema de transporte de fosfotransferasa 

dependiente de fosfoenol piruvato (PTS), así como el complejo enzimático 

específico para fructosa (enzima 11), se han encontrado en algunos 

estreptomicetos (Titgemeyer el al., 1995), los intentos para identificar dicho 

sistema de transporte en muchas otras especies de Streptomyces han sido 

en vano (Sabater el al., 1972; Novotná and Hostálek, 1985). Esto, aunado a 

la ausencia de fluctuaciones en los niveles de AMPc con el cambio de fuente 

de carbono en Slreplomyces coelicolor (Hodgson, 1994) Y Slreptomyces 

venezuelae, así como la ausencia de una cinasa que se encuentra presente 

en B. subtillis, capaz de fosforilar a la enzima HPr (Gersh et al., 1980: 

Chatterjee and Vining, 1982), sugiere que el mecanismo de represión 

catabólica por fuente de carbono es considerablemente diferente al que 
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existe en Escherichia coli y en otras bacterias Gram-positivas de bajo 

contenido en GC como B. subtifis (Postma et a/., 1993; Postma el a/., 1996). 

En S. coelic%r, el organismo mejor caracterizado de este género, la 

inactivación de la enzima glucosa cinasa dependiente de ATP (Glk), 

codificada por el gen g/kA, resulta en la incapacidad para utilizar glucosa y en 

una pérdida pleiotrópica de la sensibilidad a represión catabólica (Hodgson, 

1982; Seno and Chater, 1983; Kwakman and Postma, 1994). Este tipo de 

mutantes resistentes a RC son capaces de crecer en presencia de lactosa y 

un análogo no metabolizable de la glucosa, la 2-desoxiglucosa (2-dog), 

además, son incapaces de utilizar glucosa como única fuente de carbono sin 

que el transporte de este carbohidrato parezca estar afectado (Hodgson, 

1982). 

La complementación de este tipo de mutantes con el gen que codifica 

para esta enzima, g/kA (Ikeda el a/., 1984), restablece la sensibilidad a 

represión catabólica en las mutantes resistentes a 2-dog. Sin embargo, la 

complementación de mutantes g/kA de S. coe/ic%r con un gen análogo de 

Glk de Zymomonas mobi/is, restablece la actividad de esta enzima pero no la 

sensibilidad a RC por glucosa (Angell el al., 1994). Esto ha sugerido un 

importante papel de la enzima Glk en el mecanismo de represión catabólica 

en el género Slreplomyces. Por otro lado, la sobre-expresión del gen g/kA en 

mutantes afectadas en dicho gen, no restablece la sensibilidad a represión 

catabólica por glucosa, y en cepas g/kA + causa pérdida de la sensibilidad a 

este mecanismo de represión, lo cual sugiere que la fosforilación de glucosa 

por sí misma no es suficiente para que se lleve a cabo la represión catabólica 

por glucosa y que el gen g/kA juega un papel regulador específico en este 

mecanismo de regulación metabólica en S coelicolor (Angell el a/., 1994). 

14 



El gen g/kA ha sido secuenciado y se ha demostrado que es transcrito 

por dos promotores, uno de ellos se encuentra adyacente al gen hacia el 

extremo 3' y el otro se encuentra más alejado hacia esta misma dirección 

(Angell et a/. 1992). El fragmento secuenciado contiene un marco abierto de 

lectura parcial (orf1) y dos marcos abiertos de lectura completos que 

codifican para proteínas de 20.1 kDa (orf2) y 33.1 kDa (orf3). El g/kA-orf3 por 

sí solo restablece la actividad de glucosa cinasa y la utílización de glucosa, 

así como la sensibilidad a 2-dog y la represión catabólica de diversos genes 

como el dagA, en las mutantes de S. coelic%r resistentes a 2-dog. Además, 

para alcanzar los niveles de actividad de glucosa cinasa encontrados en la 

cepa silvestre, es necesaria la transcripción desde ambos promotores. Sin 

embargo, no se ha encontrado ninguna función o similitud del producto del 

orf2 con otras proteínas conocidas. Esta secuencia es transcrita junto con el 

resto del gen g/kA, por lo que se ha pensado que posee un papel en el 

metabolismo de glucosa, o en el mecanismo de represión catabólica (Angell 

et a/., 1992). 

Angell y colaboradores (1994) aislaron a partir de mutantes de S. 

coe/ic%r con una deleción en el gen g/kA, cepas capaces de utilizar glucosa 

y con niveles de Glk similares a los de la cepa original. El análisis de estas 

nuevas mutantes mostró que la recuperación de la actividad de Glk se debía 

a una segunda actividad de glucosa cinasa (Glk-II) que restablecía la 

sensibilidad a 2-dog y la utilización de glucosa, pero no así la sensibilidad del 

gen dagA a la represión catabólica (Angell el a/., 1994). La movilidad 

electroforética de esta nueva actividad de Glk encontrada, fue diferente a la 

presentada por la actividad de la cepa original, en un gel de actividad in silu. 

Se ha pensado que el papel de la Glk en el mecanismo de represión 

catabólica por fuente de carbono es independiente de su actividad catalítica 

(capacidad para fosforilar glucosa a glucosa-6-fosfato), y que depende de 
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una propiedad represora adicional que le permita actuar sobre los operones 

sensibles a represión, afectando su transcripción. El análisis de la secuencia 

del producto del gen glkA-orf3 muestra la existencia de extensas secuencias 

de aminoácidos similares a las encontradas en una familia de proteínas que 

incluye diversas glucosa-cinasas y proteínas represoras como la NagC de E. 

coli y la XylR de B. sublilis (Titgemeyer el al., 1994). Sin embargo, a 

diferencia de estas proteínas represoras, la Glk carece de una extensión 

N-terminal que posee dominios de unión a ADN y que está presente en 

dichas proteínas represoras (Titgemeyer el al., 1994). 

Se han identificado secuencias reguladoras presentes en los operones 

de los genes chi63 de Streptomyces plicatus (Delic el al., 1992), amI de 

Slreptomyces limosus (Virolle & Gagnat, 1994) Y gal de S. coelic%r (Maltern 

el a/., 1993), donde la presencia de deleciones o modificaciones afecta la 

regulación negativa por carbono. Dichas secuencias podrían representar 

secuencias reguladoras que actúen en cis uniéndose a proteínas o complejos 

represores. Sin embargo, estas regiones no muestran estructuras similares o 

secuencias consenso, como sucede en las bacterias Gram-positivas con bajo 

contenido de GC. 
, 

Otro dato que apoya la participación de la Glk en la RC consiste en que 

la sensibilidad a la Re ejercida por diversas fuentes de carbono como 

arabinosa, galactosa, citrato y glutamato, sobre la expresión de la glicerol 

cinasa y la agarasa se pierde en mutantes de S. coe/ic%r con deleciones en 

el gen glkA, aun cuando estas fuentes no sean metabolizadas vía glucosa 

cinasa (Kwakman & Postma, 1994). Además no sólo la presencia de 

deleciones en el gen g/kA, sino también la sobre-expresión de este gen en S 

coelic%r, muestran un efecto derregulador sobre el mecanismo de represión 

ejercido por varias fuentes de carbono (Angel! el al., 1994; Kwakman & 

Postma, 1994). 
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Como hemos visto hasta aquí, se tienen evidencias que sugieren un 

papel determinante de la Glk en el mecanismo de represión catabólica, 

independiente de su actividad catalítica. Sin embargo, se han obtenido 

resultados que involucran otros factores diferentes a esta enzima y que 

pudieran estar participando de manera importante en el fenómeno de 

represión por carbono. 

lngram y colaboradores (1995) aislaron y caracterizaron una mutante de 

s. coetic%r, cerA 1, afectada en la expresión de diversos promotores 

regulados catabólicamente. Estas mutantes se caracterizan por una 

alteración en la transcripción de los promotores ga/P1, gy/ y chi63 sensibles a 

glucosa. Sin embargo, esta mutación no tiene efecto sobre la expresión del 

promotor galP2 que dirige la transcripción constitutiva de los genes gafE y 

ga/K. La mutación cerA 1 parece tener un efecto específico sobre la 

transcripción de promotores sensibles a represión catabólica. Esta mutación 

se localiza cercana al locus argA y es distinta de otras mutaciones 

involucradas en el control catabólico, como la g/kA. Las mutantes ccrA 1, a 

diferencia de las g/kA, pueden utilizar glucosa como única fuente de carbono 

y no son resistentes a 2-dog (lngram el al, 1995). Estos resultados sugieren 

que la mutación cerA 1 afecta un gen cuyo producto puede estar involucrado 

en el mecanismo general de regulación por represión catabólica en 

Slreptomyces. 

En Streptomyces tividans se ha identificado un gen regulador, reg1, que 

codifica para una proteina de 345 aminoácidos (Reg1). Esta proteina 

contiene motivos de hélice-vuelta-hélice de unión a ADN en la región 

N-terminal y, al igual que la proteína MalR (el represor de ma/E, un gen 

involucrado en el transporte y utilización de maltosa) de S. coetic%r A3(2), 

pertenece a la familia de proteína reguladoras Lac1/GaIR (Nguyen el a/., 

1997; Wezel el al, 1997). Las mutantes reg1 de S. /ividans están afectadas 
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en la expresión de diversos genes. La producción de a-amilasas y la 

producción de quitinasa se encuentran liberadas de la represión catabólica 

por glucosa, sugiriendo que reg1 pudiera ser un regulador pleiotrópico en 

este microorganismo (Nguyen el al., 1997). Por otro lado, las mutantes malR 

de S. coelicolor se caracterizan por una transcripción constitutiva e insensible 

a glucosa del gen malE a un nivel considerablemente superior al observado 

en la cepa silvestre. La proteína MalR parece ser un regulador de la 

inducción por substrato y de la represión por glucosa en el metabolismo de 

maltosa (Wezel el al., 1997). 

Aunque el mecanismo por el cual se lleva a cabo la represión catabólica 

por fuente de carbono en el género Slreptomyces aun no es claro, se ha 

propuesto que la enzima Glk pudiera tener una actividad represora 

independiente de su actividad catalítica, que le permitiera regular la 

transcripción de los múltiples operones sensibles a represión. Sin embargo, 

es evidente que existen otros factores, como las proteínas reguladoras Reg1, 

MalR y CcrA 1, que interviene en este mecanismo. Adicionalmente, podrían 

participar diversos intermediarios producto del metabolismo de las fuentes de 

carbono represoras, como por ejemplo, los intermediarios de la glucólisis: 

glucosa, glucosa-6-fosfato, fructosa-1,6-difosfato; o bien, nucleótidos de 

importancia en el mantenimiento y balance de los niveles de energía celular, 

como ATP, ADP, etc., ya que uno de los papeles de la represión catabólica 

es mantener los niveles adecuados de energía en la célula. 

2.4 TRANSPORTE DE CARBOHIDRATOS 

El sistema de transporte de carbohidratos más importante dentro de las 

bacterias entéricas y algunas bacterias Gram-positivas, es el sistema de 

transporte de fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS). Más 
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de 20 carbohidratos diferentes son transportados vía PTS, sistema que usa 

fosfoenolpiruvato (PEP) como donador del grupo fosfato en una cadena de 

transferencia de fosfato que involucra dos proteínas principales, la enilma I y 

la HPr, así como un complejo proteico asociado a membrana específico para 

cada carbohidrato, el complejo 11. Dentro del complejo 11, la permeasa IIC 

cata liza la traslocación del carbohidrato al citoplasma con una fosforilación 

concomitante (Saier and Reizer, 1992; Postma el al., 1993). 

Se sabe que el PTS, además de participar en el transporte de 

carbohidratos, interviene en la quimiotaxis y en diversos mecanismos de 

regulación del metabolismo bacteriano (Reizer el al., 1988; Tigemeyer, 1993). 

Este sistema de transporte regula la actividad de otros tipos de permeasas 

para carbohidratos como simportadores de azúcar-H', simportadores de 

azúcar-Na' y transportadores activos dependientes de ATP. La regulación 

unidireccional permite a las bacterias utilizar a los carbohidratos substratos 

del PTS preferentemente sobre los carbohidratos transportados por otros 

sistemas (Saier el al., 1995). 

Varios tipos de regulación como la represión catabólica, la exclus',ón y 

la expulsión del inductor se han descrito y caracterizado tanto en bacterias 

entéricas (Saier, 1989; 1993) como en bacterias Gram-positivas de bajo 

contenido en GC (Reizer el al., 1993; Ye el al., 1994). En las bacterias 

entéricas Gram-negativas, la represión catabólica y los niveles citoplásmicos 

de los carbohidratos inductores están regulados por el estado de fosforilación 

de la proteína IIAg1c del PTS (Saier, 1989; Saier and Reizer, 1992). A 

diferencia de estos microorganismos, en las bacterias Gram-positivas de bajo 

contenido en GC, una proteína-cinasa dependiente de ATP que fosforila la 
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enzima HPr del PTS, está involucrada en la regulación por fuente de carbono 

(Ye el al., 1994). 

Los microorganismos del género Streptomyces son capaces de utilizar 

una gran variedad de carbohidratos como fuente de carbono, sin embargo, el 

conocimiento acerca de las vías de asimilación de carbohidratos y su 

regulación aun es limitado. Se ha documentado la existencia de sistemas de 

transporte inducibles o constitutivos de diversos carbohidratos (Sabater el al., 

1972; Sabater and Asensio, 1973; Hodgson, 1982; Ramos, 1998). En S. 

coelicolor, S. lividans y Slreplomyces griseofuscus se han identificado dos 

proteínas del PTS, la enzima I y la HPr, así como un complejo 11 especifico 

para fructosa (Titgemeyer el al., 1995). A pesar de ello, dicho sistema de 

transporte de carbohidratos parece no estar presente en muchas otras 

especies de Slreptomyces (Sabater el al., 1972; Novotná and Hostálek, 

1985). Además, los Streptomyces capaces de utilizar glucosa, fructosa y 

manosa, muestran actividades de glucocinasa, fructocinasa y manocinasa 

(Ikeda el al., 1984; Angell el al., 1992), sugiriendo que los sistemas de 

transporte para estos carbohidratos no son del tipo PTS. Por otra parte, la 

incorporación de celobiosa y xilobiosa en S. /ividans parece estar mediada 

por una proteína dependiente de ATP (Hurtubise el al., 1995). 

El transporte de carbohidratos, a su vez, parece estar regulado por 

represión catabólica por fuente de carbono. Hodgson (1982) demostró que en 

S. coelicolor los sistemas de transporte para arabinosa. galactosa y fructosa 

son reprimidos por glucosa a nivel transcripcional. Adicionalmente, la glucosa 

es capaz de reprimir la síntesis de las enzimas involucradas en el 

metabolismo de galactosa y fructosa en este microorganismo (Hodgson, 

1982). El efecto represor de la glucosa sobre la incorporación de 
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carbohidratos, parece no llevarse a cabo en mutantes de S. coe/ic%r 

resistentes a 2-dog. 

Es importante mencionar que a diferencia de S. co/ic%r, donde se ha 

informado que el sistema de transporte de glucosa es constitutivo, mientras 

que los sistemas para arabinosa, galactosa y fructosa son inducibles 

(Hodgson, 1982), en S. peucelius var. caesius la presencia de glucosa en el 

medio parece ser también necesaria para la expresión del sistema de 

transporte de este carbohidrato (Ramos, 1998). 

2.5 ANTECEDENTES EN STREPTOMYCES PEUCET/US VAR. CAESIUS 

La producción de doxorrubicina y la asimilación de diversas fuentes de 

carbono por S. peucelius varo caesius se encuentran sujetas a represión 

catabólica (Segura el al., 1996). Se han aislado mutantes de este 

microorganismo, capaces de crecer en lactosa y en presencia de un análogo 

de glucosa, la 2-desoxiglucosa (2-dog), que muestran insensibilidad a 

represión por carbono. La síntesis de p-galactosidasa, D-xilosa isomerasa y 

la producción de antraciclinas totales resultaron ser insensibles al efecto 

negativo de la glucosa en estas mutantes. Además, la actividad de la enzima 

glucosa cinasa (Glk) se encuentra afectada, es de solo entre el 19 y 30% de 

la actividad encontrada en la cepa original (Segura el a/., 1996). 

Las mutantes 2-dogR también se caracterizan por ser insensibles a la 

represión catabólica ejercida por otras fuentes de carbono, tales como 

galactosa, arabínosa y glutamato, fuentes de carbono no metabolizadas vía 

Glk. Esto ha sugerido, la existencia de algún tipo de relación entre la 

actividad de Glk y la sensibilidad a la represión por carbono, como en otras 
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especies de Slreplomyces (Segura el al., 1996). Sin embargo, a diferencia de 

los resultados obtenidos por Hodgson (1982), la incorporación de diversos 

carbohidratos se encuentra afectada negativamente en al menos una de 

estas mutantes (la 2-dogR-21) (Ramos, 1998). 

Ya que la sensibilidad a 2-dog se ha visto directamente relacionada con 

la actividad de Glk (Angell el al., 1994), el aislamiento de cepas, a partir de 

alguna mutante 2-dogR
, que recuperen la sensibilidad a este análogo de la 

glucosa, pOdría significar la obtención de cepas que hayan restablecido, al 

menos parcialmente, la actividad de dicha enzima. El análisis del fenotipo de 

sensibilidad a represión catabólica presentado por estas nuevas mutantes, 

podría contribuir a determinar si la Glk posee o no un papel determinante en 

este mecanismo de control en esta especie de Slreplomyces, y si el 

restablecimiento de esta actividad permite la recuperación de la capacidad 

para incorporar glucosa en niveles similares a los observados en la cepa 

original. 
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3. OBJETIVO 

Contribuir al avance en el estudio de las 

bases bioquímicas del mecanismo de represión 

catabólica por fuente de carbono en 

Streptomyces peucetius varo caesius 
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4. ESTRATEGIA 

• A partir de la mutante 2-dogR-21 de Streptomyces peucetius var. caesius, 

aislar cepas sensibles a 2-dog y caracterizar su fenotipo. 

• Medir la actividad de glucosa cinasa (Glk) en la cepas aisladas. 

• Determinar la sensibilidad del metabolismo primario (utilización de 

lactosa) y secundario (síntesis de antraciclinas) a la represión 

catabólica por glucosa y galactosa. 

• Medir la incorporación de glucosa en las cepas aisladas. 

• Determinar el efecto de glucosa sobre el sistema de incorporación de una 

fuente de carbono alternativa (galactosa). 



5 . MATERIAL Y 
,-

ME TODOS 
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5. MATERIAL y METODOS 

5.1 MICROORGANISMOS 

La cepa original utilizada en este trabajo fue S. peucetius variedad 

caesius ATCC 27952 perteneciente a la colección de cultivos del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Para el aislamiento de las cepas 

sensibles a 2-dog se utilizó una cepa resistente a represión catabólica por 

glucosa, llamada 2_dogR -21, aislada anteriormente en el laboratorio por 

Daniel Segura de acuerdo con lo informado para S. coelicolor (Hodgson, 

1982) por su capacidad para crecer en lactosa en presencia de un análogo 

no metabolizable de glucosa, la 2-desoxiglucosa (2-dog). Las cepas se 

mantuvieron viables como micelio fragmentado, en una suspensión en 

glicerol al 40% a -20'C. 

5.2 ESTRATEGIA PARA LA OBTENCiÓN DE CEPAS 2_DOGs A PARTIR DE LA MUTANTE 

2-DOGR-21. 

Para la obtención de las cepas sensibles a 2-desoxiglucosa (2-dog), se 

utilizó una mutante (2-dogR-21) resistente a este análogo de la glucosa e 

insensible a represión catabólica por fuente de carbono, cuya actividad de 

glucosa cinasa se encuentra afectada (presenta 15% de la actividad 

encontrada en la cepa original). 

El aislamiento de colonias 2-dogS se realizó por un método de 

enriquecimiento con ampicilina, para lo cual se cultivó a la mutante 2-dogR-21 

en medio mínimo adicionado con lactosa 20 mM durante 36 h a 29'C y 180 

rpm. La composición del medio mínimo (MM) fue la siguiente: NaCI 0.5%, 
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K2HP04 0.03%, (NH4)2S04 0.133%, CaCO, 0.3%, MgS04 '7H20 0.05%, 

FeS04·7H20 0.002%, ZnSO.·7H20 0.005%, MnCI2AH20 0.0001%, 

CoCI2 '6H20 0.0001 %, agua destilada, pH ajustado a 7.2. Después de lavar 

las células 2 veces por centrifugación con solución salina isotónica, se 

incubaron a 29°C y 180 rpm, 24 h más, en medio mínimo sin fuente de 

nítrógeno, adicionado con lactosa 20 mM, para agotar sus reservas. Las 

células así tratadas se lavaron y se cultivaron en medio mínimo completo 

(con fuente de nitrógeno) en presencia de lactosa 20 mM y 2-dog 10 mM a 

29°C y 180 rpm. Después de 8 h de incubación se adicionó una solución de 

ampicilina (500 ¡¡g/mi) y se incubó durante 8 h más, de manera que sólo 

aquellas células incapaces de crecer en presencia del análogo de la glucosa 

no serían afectadas por el antibiótico. Este procedimiento se repitió dos veces 

desde el inicio y finalmente las células se lavaron y se cultivaron en placas de 

agar de medio YMG que contenía extracto de levadura 0.4%, extracto de 

malta 1.0%, glucosa 0.4%, agar 1.5% yagua destilada, pH ajustado a 7.2. Se 

confirmó la sensibilidad a 2-dog de las mutantes obtenidas, utilizando placas 

de agar de medio mínimo adicionado con lactosa 20 mM y 2-dog 10 mM. 

Mediante este procedimiento se aislaron 8 mutantes espontáneas que 

recuperaron la sensibilidad al análogo de la glucosa. 

Se probó, de manera cualitativa, la sensibilidad de las cepas aisladas a 

represión catabólica por glucosa sobre la producción de antraciclinas totales. 

Con este fin se cultivaron las cepas en placas de agar YM (extracto de 

levadura 0.3%, extracto de malta 0.3%) adicionado con glucosa 100 mM y 

300 mM. Las antraciclinas producidas por el microorganismo poseen una 

coloración anaranjada rojiza, de manera que aquellas colonias insensibles a 

represión catabólica por glucosa, mostrarían este color al crecer tanto en 

concentraciones bajas de glucosa (100 mM), como en concentraciones 
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represoras (330 mM), mientras que aquellas que hubieran perdido su 

insensibilidad a represión catabólica, solo serían capaces de producir 

antraciclinas y, por tanto, de desarrollar una coloración roja intensa, en 

concentraciones no represoras del carbohidrato. Así, de manera preliminar se 

encontró que 2 de las 8 cepas aisladas conservaron la insensibilidad a 

represión por glucosa (cepas 2-dogS -2 y 2-dogS -11), mientras que las 6 

restantes recuperaron dicha sensibilidad. Estos resultados fueron 

comprobados cuantitativamente. Las 2 cepas insensibles y una de las 6 

cepas sensibles a represión catabólica, elegida al azar (2-dogS-53), se 

emplearon en las determinaciones siguientes, usando como controles a la 

cepa original de S. peucetius varo caesius y a la cepa padre 2-dogR -21. 

5.3 MEDIOS y CONDICIONES DE CULTIVO. 

5.3,1 PREPARACiÓN DE INÓCULOS. Los cultivos de las cepas se realizaron 

a partir de inóculos obtenidos en matraces Erlenmeyer de 125 mi con 5 

perlas de vidrio de 5 mm para dispersar el micelio y 25 mi de medio YMG, 

que contenía extracto de levadura 0.4%, extracto de malta 1.0%, glucosa 

0.4% yagua destilada, pH ajustado a 7.2 (Dekleva et al., 1985). Los matraces 

se inocularon con una asada del micelio crecido en cajas Petri con medio 

YMG sólido o con 0.5 mi de una suspensión de micelio en glicerol al 40%, y 

se incubaron durante 72 h a 29°C con agitación de 200 rpm. El micelio 

obtenido se lavó tres veces con solución salina isotónica estéril (NaCI 0.85%) 

y se resuspendió en 5 mi de la misma solución, volumen con el que se 

inoculó cada matraz de cultivo. 
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5.3.2 CULTIVOS. Para determinar la sensibilidad a represión catabólica 

por glucosa y galactosa de las cepas analizadas, se cultivó cada cepa en 

matraces Erlenmeyer de 250 mi con 5 perlas de vidrio de 5 mm y 50 mi de 

medio YM (extracto de levadura 0.3%, extracto de malta 0.3%) adicionado 

con lactosa 20 mM y la fuente de carbono represora (glucosa o galactosa) en 

concentración baja (100 mM) y concentración represora (330 mM). Se 

tomaron muestras de 4 mi a las 24 y 48 horas después de incubar a 29°C y 

200 rpm, para determinar actividad de j3-galactosidasa y producción de 

antraciclinas totales. 

Los cultivos para la determinación del transporte de las fuentes de 

carbono, se obtuvieron en matraces Fernbach con 10 perlas de vidrio de 5 

mm y 500 mi de UM (uptake medium) (Escalante et al., 1999) suplementado 

con extracto de levadura (0.3%) y la fuente de carbono correspondiente: 

glucosa 100 mM, galactosa 100 mM o galactosa 100 mM más glucosa 330 

mM. La composición del UM fue la siguiente: NaCI 0.5%, K,HPO. 0.03%, 

(NH.JzSO. 0.133%, MgSO.·7H20 0.05%, FeSO.·7H20 0.002%, ZnSO.·7H20 

0.005%, MnCI2-4H20 0.0001%, CoCI,'6H20 0.0001%, MOPS 100 mM, agua 

destilada, pH ajustado a 7.2. Los cultivos se incubaron durante 36 h a 29°C, 

con agitación de 200 rpm. 

5.3.3 OBTENCiÓN DE EXTRACTO ENZIMÁTICO LIBRE DE CÉLULAS. Para la 

obtención del extracto enzimático de cada una de las cepas analizadas, se 

prepararon inóculos en matraces Erlenmeyer de 125 mi como se indica en la 

preparación de inóculos. Cada matraz Fernbach con 10 perlas de vidrio de 5 

mm y 500 mi de medio YM, que contenia extracto de levadura 0.3% y 

extracto de malta 0.3%, adicionado con glucosa 100 mM, se inoculó con el 

micelio obtenido por cada dos matraces Erlenmeyer de 125 mI. Se incubaron 
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durante 48 h a 29'C y 180 rpm. Con el micelio contenido en cada 50 mi de 

los 500 mi totales, se prepararon polvos de acetona filtrando el micelio al 

vacio y agregando 25 mi de acetona. Los filtros con el micelio desecado con 

acetona se conservaron a -20'C. Para la obtención del extracto enzimático, 

los polvos de acetona contenidos en un filtro se trituraron en un mortero con 

hielo seco para romper las células. Se resuspendió el micelio triturado en 3 

mi de amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 7, frío. Se colocó en tubos de 

ultracentrífuga y se llevaron hasta el borde con amortiguador Tris-HCI 50 mM 

pH 7 para evitar que se colapsaran. Se centrifugaron a 45,000 rpm y 5 'C 

durante 1 h. El sobrenadante (extracto enzimático) se separó con pipeta 

Pasteur y se guardó a -20'C. 

5.4 MÉTODOS ANALincos 

5.4.1 DETERMINACiÓN DE LA ACTIVIDAD DE GLUCOSA CINASA. La actividad 

se determinó por la formación de glucosa-6-fosfato (G6P), la cual se detectó 

en una reacción acoplada con glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) 

midiendo espectrofotométricamente la reducción de NADP a 340 nm (Angell 

et a/.,1992). Los extractos enzimáticos se obtuvieron a partir del micelio 

crecido en medio YM (extracto de levadura 0.3%, extracto de malta 0.3%, pH 

7.2) adicionado con glucosa al 6% e incubado a 29'C y 200 rpm, durante 

48 h. 

La reacción para la determinación de la actividad de glucosa cinasa se 

realizó a temperatura ambiente en tubos de 5 mi que contenían los reactivos 

en las cantidades que se muestra en la tabla 5.1. La reacción se inició con el 

extracto enzimático y se leyó la absorbencia a 340 nm a los 20, 40, 60, 80, 

100 Y 120 segundos. 
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Sistema de Agua Glucosa G6PDH Extracto 
Tubo reacción Destilada 200 mM (¡ti) enzimático 

(mi) J¡d) 11'1) j¡JJl' 
1. Blanco * - 1950 - - 50 
2. Blanco de reactivo' 1.746 200 - 4 50 
3. Cepa original 1.746 200 4 50 
4. Mutante 2-<109"-21 1.746 - 200 4 50 
5. Mulante 2-d098-2 1.746 - 200 4 50 
6. Mulante 2-<1098-11 1.746 - 200 4 50 
7. Mulante 2-<1098-53 1.746 - 200 4 50 

Tabla 5.1. Determinación de la actividad de glucosa cinasa en extractos enzimáticos 
libres de células. 'Se hizo un blanco para cada cepa. empleando el extracto enzimático 
respectivo. 1 Extracto enzimático de la cepa correspondiente. 

5.4.2 ZIMOGRAMA DE LA ACTIVIDAD DE GLUCOSA CINASA. Los extractos 

enzimáticos de las cepas analizadas (cepa original, mutantes 2-dogR-21, 

2-dogS-2, 2-dogS-11 y 2-dogS-53) se sometieron a electroforesis a 4"C en un 

gel de poliacrilamida al 10% (wlv), usando un buffer Tris-glicina (pH 9.3). 

Para evitar la inactivación de las enzimas por TEMED o persulfato de amonio, 

el gel se corrió 1 h antes de que las muestras se cargaran. La glucosa cinasa 

se localizó en el gel usando un sistema de revelado basado en la formación 

de formazán por la reducción de metil-tiazoil-tetrazolium (MTT) (Harris and 

Hopkinson, 1976). El gel se lavó con amortiguador Tris 50 mM pH 7.2 antes 

de revelar la actividad para evitar inhibir la mezcla de revelado por el buffer 

alcalino de corrimiento. La mezcla de reacción (10 mi) se aplicó al gel de 

electroforesis, como un gel de agarosa al 0.8%, que contenía Tris 100 mM pH 

7.5, glucosa 20 mM, MgCI, 25 mM, NADP 0.5 mM, ATP 1 mM, MTT 0.17 

mg/ml, fenozin meto-sulfato 0.08 mg/ml y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

0.5 U/mI. Las bandas fueron visibles después de lOa 20 minutos de 

incubación a 42"C en la oscuridad. 
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5.4.3 DETERMINACiÓN DE LA ACTIVIDAD DE J3-GALACTOSIDASA. La actividad 

de la enzima J3-galactosidasa se determinó espectrofotométricamente usando 

o-nitrofenil- J3-galacto¡::;iranósido (ONPG) como substrato (Eckardt el al, 

1987), correspondiendo cada unidad de actividad enzimática a 1 nmol de 

ONPG hidrolizado a 37'C por minuto por mg de proteína del cultivo. Las 

muestras de 1 mi se centrifugaron a 7,000 rpm durante 10 min para separar 

el micelio, el cual se lavó con 1 mi de amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M 

pH 7.5 Y se resuspendió en 1 mi de este mismo amortiguador. Se añadieron 

20 ¡tI de MgCI26H20 0.1 M en J3-mercaptoetanol 4.5 M Y 40 ¡tI de tolueno. La 

mezcla se agitó y se preincubó durante 5 minutos a 37°C con agitación 

periódica. La reacción se inició añadiendo 400 l.tI de ONPG 4 mglml y se 

tomaron muestras de 0.5 mi a distintos tiempos. La reacción se detuvo 

añadiendo 0.5 mi de Na2C03 1 M al sistema de reacción. El producto 

generado de la hidrólisis del ONPG se cuantificó a 420 nm, ajustando el 

aparato con amortiguador de fosfatos. 

5.4.4 MÉTODOS DE EXTRACCiÓN Y CUANTIFICACiÓN DE ANTRACICLlNAS 

TOTALES. Para la cuantificación de la concentración de antraciclinas 

intracelulares se tomaron muestras de 1 mi, se centrifugaron a 5000 rpm 

durante 10 mino Y se realizaron extracciones añadiendo al micelio 1 mi de 

una mezcla de acetona: H2S04 0.1 N (4:1), agitando 20 a 30 segundos y 

centrifugando. Este procedimiento de extracción se repitió hasta que en la 

acetona acidulada resultante no se detectó color. Las antraciclinas extraidas 

se cuantificaron espectrofotométricamente midiendo la absorbencia a 495 nm 

y calculando su concentración con la ecuación de Lambert-Beer usando un 

coeficiente de extinción de 220 (1%, 1 cm) (Dekleva el al., 1985). 
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5.4.5 DETERMINACIÓN DE PROTEíNA POR EL MÉTODO DE lOWRY. la 

cantidad de proteína contenida en los extractos líbres de células se cuantificó 

por el método desarrollado por Oliver H. lowry (lowry, 1951), para lo cual se 

tomaron 100 ¡.tI del extracto enzimático, se colocaron en un tubo Eppendorf y 

se añadieron 100 ¡.tI de ácido tricloroacético al10 %. Se agitó vigorosamente 

y se congeló a -20 oC durante por lo menos 24 h. Después de descongelar, la 

muestra se centrifugó durante 10 minutos a 5000 rpm. Se desechó el 

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 100 ¡.tI de NaOH 0.4 N. Se 

incubó durante 2 h a 3rC para acelerar la hidrólisis de la proteína y se 

realizó la cuantificación de la misma. Todas las determinaciones se hicieron 

por duplicado como se indica a continuación. 

los 100 ¡.¡.I de cada muestra se llevaron a 1 mi con agua destilada y se 

añadieron 5 mi del reactivo de lowry, mezclando perfectamente y dejando 

reposar durante 10 minutos. Posteriormente se añadieron 0.5 mi del reactivo 

fenólico de Folin-Ciocalteu diluido 1 :2, se agitó perfectamente y se dejó 

reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de que la 

muestra reactiva desarrolló una coloración azul, su absorbencia se leyó a 595 

nm contra un blanco de 1 mi de agua tratado de la misma manera que las 

muestras. Para calcular la concentración de proteína contenida en las 

muestras, se interpoló la lectura obtenida para cada una de ellas en una 

curva estándar de albúmina sérica bovina (ASB), de concentraciones de 50, 

1 DO, 150, 200 Y 250 Ilg/ml. 

Reactivo de Lowry: 

1) Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 N (98% v/v) 

2) Tartrato de sodio y potasio a12% (1% v/v) 

3) Sulfato de cobre pentahidratado a11% (1% v/v) 
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5.4.6 TRANSPORTE DE LAS FUENTES DE CARBONO REPRESORAS. Se 

determinó la incorporación de glucosa en la cepa original de S. peucetius var. 

caesius. en la mutante 2-dogR-21 yen 3 de las 11 cepas 2_dogS obtenidas. 

Para determinar el efecto de la glucosa sobre el sistema de transporte de 

galactosa, se determinó la incorporación de este último carbohidrato en la 

cepa original de S. peucetius varo caesius en diferentes condiciones. 

De cada cepa se recolectó la biomasa obtenida en 500 mi de medio UM 

adicionado con la fuente de carbono en matraces Fernbach, después de 

haberlo incubado durante 36 h a 29°C con agitación de 200 rpm. El micelio se 

lavó dos veces con solución salina isotónica (NaCI 0.85 %) Y se eliminó el 

exceso de líquido sobre un papel filtro. Se pesaron y resuspendieron 250 mg 

(peso húmedo) del micelio de cada cepa y/o condición de crecimiento, en 4.5 

mi de medio Y (extracto de levadura 0.075%, agua destilada, pH ajustado a 

7.2). Después de incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y con 

agitación constante, se añadieron 0.5 mI de una solución de la fuente de 

carbono correspondiente que contenía 25 ¡tI de la misma marcada 

radioactivamente con ,.c y 475 ¡tI de la fuente de carbono no radioactiva 10 

mM como acarreador. Las actividades especificas de las fuentes de carbono 

marcadas se muestran en la Tabla 5.2. Después de agregar la marca se 

tomaron muestras de 1 mi a 105 10, 30 Y 60 segundos sin dejar de agitar. 

Cada muestra se filtró inmediatamente en membranas de 0.45 ¡tm en un 

aparato multifiltrador conectado a una bomba de vacío y después de lavar 

dos veces con agua destilada se dejaron secar las membranas. La marca 

incorporada se determinó introduciendo las membranas en frascos con 4 mi 

de solución de PPO OA %, POPOP 0.04 % en tolueno, para medir las 

cuentas por minuto en un contador de centelleo. 
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Actividad específica Actividad ajustada 
Fuente de carbono (mCi/mmolt (\-lCilmmoll 
O.[U· "C]glucosa 297 1.049 
O·rl.14Cjgalactosa 56.50 521.458 

Tabla 5.2 Actividad especifica y actividad ajustada de las fuentes de carbono 
marcadas radioactivamente, empleadas en la determinación del transporte. 

Para determinar el efecto de la glucosa sobre el transporte de 

galactosa, se cultivaron la cepa original y la mutante 2·dogR.21 en diferentes 

condiciones como se muestra en la tabla 5.3, y se cuantificó la incorporación 

de galactosa en ausencia y presencia de glucosa. Al cultivar el 

microorganismo en presencia de glucosa 100 mM, se tienen condiciones no 

represoras, mientras que con una concentración de glucosa 330 mM o 

mayor, se ha observado represión de la sintesis de diversas enzimas (Segura 

el al., 1996). 

Crecimiento en UM Fuente de carbono Observaciones 
adicionado con: incorporada 
Galactosa 100 mM Galactosa Control positivo 

(sistema inducido) 
Galactosa 100 mM Galactosa en presencia de Efecto inhibidor de glucosa 

glucosa (1:1) 
Glucosa 100 mM Galactosa Control negativo 

(sistema no inducido) 
Galactosa 100 mM + Galactosa Efecto represor de glucosa 
glucosa 300 mM 

Tabla 5.3 Condiciones para la determinación del efecto de glucosa sobre el sistema 
de transporte de galactosa en la cepa original y en la mutante 2-dogR-21 de S. peucetius 
var. caesius. 
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5.4.7 DETERMINACIÓN DE PESO SECO. Del micelio obtenido para la 

determinación del transporte de las fuentes de carbono, se pesaron 

adicionalmente 250 mg de cada cepa (peso húmedo) y se colocaron en 

charolas de aluminio secas y previamente pesadas. El micelio se secó en la 

estufa a una temperatura de 50 a 60'C, hasta obtener peso constante 

(aproximadamente 14 h). 
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6. RESULTADOS y 

DISCUSIÓN 
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6. RESULTADOS y DISCUSiÓN 

6.1 AISLAMIENTO DE CEPAS 2.DOG
S 

A PARTIR DE UNA MUTANTE 2·DOG
R 

RESISTENTE 

A REPRESiÓN CATABÓLICA. 

La glucosa cinasa (Glk) se ha señalado como un factor esencial en la 

utilización de glucosa y en el mecanismo de represión catabólica (RC) por 

fuente de carbono en el género Slreplomyces (Hodgson, 1982, Seno & 

Chater, 1983, Angel! el al., 1992, Angel! el al., 1994, Kwakman & Postma, 

1994, Segura el al., 1996). Más aún, la sensibilidad al análogo no 

metabolizable de la glucosa, la 2·dog, se ha visto directamente relacionada 

con la presencia de Glk en este género (Angel! el al., 1994). Con el objeto de 

examinar la posible relación entre la resistencia a 2·dog, la actividad de Glk y 

la sensibilidad a represión catabólica en S. peucetius varo caesius, se empleó 

un método de enriquecimiento con ampicilina para aislar, a partir de una 

mutante resistente a 2-dog (2.dogR
) con bajos niveles de Glk e insensible a 

represión catabólica por carbono, cepas que hubieran recuperado su 

sensibilidad al análogo de la glucosa. Bajo estas condiciones se aislaron 8 

mutantes espontáneas incapaces de crecer en medio mínimo completo 

suplementado con lactosa 20 mM y en presencia de 2·dog 10 mM. 

El efecto de glucosa sobre la síntesis de antraciclinas totales en las 

cepas aisladas, se determinó de manera cualitativa en placas de agar con 

medio sólido. De manera preliminar, se encontró que 2 de las 8 cepas 

conservaban la insensibilidad a RC por glucosa (cepas 2·dogs·2 y 2.dogs.11), 

mientras que el resto resultó ser sensible a este mecanismo de regulación. 

Las dos cepas resistentes y una de las 6 cepas sensibles a RC, elegida al 

azar (2·dogs.53), fueron evaluadas por su actividad y movilidad 

electroforética de Glk, por su habilidad para transportar glucosa y por su 
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sensibilidad a represión catabólica. Estos resultados se analizaron 

comparándolos con los obtenidos para la cepa original (o silvestre) y para la 

mutante que dio origen a estas nuevas cepas 2-dogS (la mutante 2-dogR-21). 

Las características de estas cepas se resumen en la tabla 6.1. 

CEPA DESCRIPCiÓN 

Original Cepa original de S. peucetius var. caesius ATCC27952. 

Sensible a 2-dog, sensible a represión catabólica por fuente de 

carbono. 

2-dog~-21 Mutante aislada a partir de la cepa original por su capacidad 

para crecer en presencia de lactosa y 2-dog. Resistente a 2-dog, 

resistente a represión catabólica por fuente de carbono y con 

bajos niveles de actividad de Glk (14% de la actividad 

encontrada en la cepa original). 

2-dog' Cepas aisladas en el presente trabajo a partir de la mutante 

2-dogR-21, por recuperación de su sensibilidad a 2-dog. 

Tabla 6.1 Características de las cepas progenitoras. 

6.2 SENSIBILIDAD A REPRESiÓN CATABÓLICA POR CARBONO 

Con el objeto de examinar la sensibilidad a glucosa en las cepas 

aisladas, se probó el efecto de este carbohidrato sobre la expresión de la 

enzima ~-galactosidasa y la biosíntesis de antraciclinas totales, tomando 

como controles a la cepa original (sensible a represión catabólica) y a la cepa 

2-dogR-21 (insensible a represión catabólica). 
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Fig. 6.1 Efecto de glucosa sobre la producción específica de p-galactosídasa ha) y 
antraciclínas totales (b). por la cepa original y las mutantes 2-dogR-21. 2-dogS-2. 2-<1og -11 
Y 2-dogS -53 de S. peucetius var. caesius a las 48 h de crecimiento. Las cepas se 
cultivaron en medio YM adicionado con lactosa 20 mM y glucosa 100 (t:l) 6 330 (O) mM. 
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Como se puede observar en las figuras 6.1 a y 6.1 b, la cepa original de 

S. peucetius var. caesius mostró una disminución considerable en la síntesis 

de ~-galactosidasa y de antraciclinas totales en presencia de concentraciones 

altas de glucosa (330 mM), mientras que la mutante 2-dogR-21 fue insensible 

a esta condición de represión para los dos parámetros determinados. El 

efecto de altas concentraciones de glucosa varió entre las diferentes cepas 

sensibles a 2-dog aisladas. Comparadas con la cepa original, donde la 

glucosa reprimió más del 90% de la producción de la ~-galactosidasa y las 

antraciclinas, las cepas 2-dogS-2 y 2-dogS-11 mostraron insensibilidad a la 

represión ejercida por dicho carbohidrato. En contraste con estos resultados, 

en la cepa 2-dogS-53 la síntesis de p-galactosidasa mostró una sensibilidad 

alta a glucosa (93%), mientras que la producción de antibióticos fue afectada 

parcialmente (50%) en presencia de concentraciones altas del carbohidrato. 

Además de la glucosa, existen otras fuentes de carbono que reprimen 

tanto el metabolismo primario como el metabolismo secundario en diversas 

especies de Streptomyces. Mutantes afectadas en la actividad de Glk 

muestran una pérdida de la sensibilidad a la represión catabólica ejercida no 

sólo por glucosa, sino también por galactosa, arabinosa, citrato y glutamato 

(Kwakman & Postma, 1994; Segura el al., 1996). Por esta razón se decidió 

analizar el efecto de galactosa sobre los dos parámetros estudiados (síntesis 

de p-galactosidasa y producción de antraciclinas totales) en las cepas 

sensibles a 2-dog aisladas. 

Los resultados obtenidos de este experimento se muestran en las 

figuras 6.2a y 6.2b, donde podemos observar un comportamiento similar al 

presentado por las mutantes en presencia glucosa, es decir, mientras que la 

producción de p-galactosidasa y de antraciclinas se ven poco afectadas en 

las mutantes 2-dogS-2 y 2-dogS-ll, la galactosa, en altas concentraciones, 
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reprime fuertemente la síntesis de f3-galactosidasa y al menos parcialmente la 

producción de los antibióticos en la cepa 2-dogS-53 . 
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Fig. 6.2 Efecto de galactosa sobre la producción especifica de p-galactosidasa ~a) y 
antraciclinas totales (b). por la cepa original y las mutantes 2_dogR_21. 2_dogS_2. 2-<1og -11 
Y 2-dogS-53 de S. peucetius vaL caesius a las 48 h de crecimiento. las cepas se 
cultivaron en medio YM adicionado con lactosa 20 mM y galactosa 100 (¡¡j) Ó 330 (O) 
mM. Estas gráficas contienen datos obtenidos de un experimento representativo realizado 
por duplicado. 
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6.3 ACTIVIDAD DE GLUCOSA CINASA 

Con el objeto de explicar las diferencias en sensibilidad a represión 

catabólica entre las cepas 2-dogS aisladas, y basados en la relación directa 

entre la actividad de glucosa cinasa (Glk) y la sensibilidad a 2-dog que se ha 

observado en otras especies de Streptomyces, se cuantificó la actividad de la 

enzima Glk buscando una posible correlación entre los niveles de actividad 

de dicha enzima y el fenotipo de resistencia o sensibilidad a represión 

catabólica por carbono presentado por cada cepa. 
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fig. 6.3 Actividad específica de Glk en la cepa original y en las mutantes 2-dogR-21, 
2-dogs_2, 2-dogS-l1 y 2.dogS-53 de S. peucetius varo caesius a las 48h de fermentación. 
Las cepas se cultivaron en medio YM adicionado con glucosa 100 mM. 
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Considerando como el 100% la actividad presente en la cepa original, la 

mutante 2-dogR-21, a partir de la cual se aislaron el resto de las cepas, 

mostró sólo el 14% de esta actividad, 

Como podemos observar en la figura 6,3, los niveles enzimáticos 

encontrados en las cepas 2-dogS varían entre 48 y 142 unídades específicas, 

Estos son valores intermedios entre los encontrados en la cepa original y los 

encontrados en la mutante 2-dogR-21 (cepa padre), es decir, las 3 cepas 

2-dogS analizadas mostraron un restablecimiento parcial de la actividad de 

Glk al recuperar su sensibilidad a 2-dog, Mientras que la cepa 2-dogS-53 

duplica los valores de actividad de Glk encontrados en la mutante 2-dogR-21, 

las mutantes 2-dogS-2 y 2-dogS-11 (cepas que mostraron insensibilidad a 

represión catabólica por fuente de carbono) presentaron 3 y 6 veces la 

actividad de la cepa padre, respectivamente, lo que representa hasta el 42% 

y 84% de la actividad de Glk observada en la cepa original. 

Estos resultados confirman la existencia de una relación entre los 

niveles de actividad de la enzima glucosa cinasa y la sensibilidad a 2-dog en 

este microorganismo, Al restablecerse parcialmente la actividad de Glk las 

cepas recuperaron su sensibilidad al análogo no metabolizable de la glucosa, 

Sin embargo, a diferencia de lo esperado, al aumentar los niveles de 

actividad de Glk en las cepas 2-dogS 2 y 11 aisladas, no se restableció la 

sensibilidad a represión catabólica por glucosa ni por galactosa, en la misma 

proporción, 

El aumento en la actividad de Glk pOdria ser resultado de la activación 

de un gen normalmente silencioso, como se ha reportado en S, coe/ícolor 

(Angel! et al., 1994), o bien, de la modificación de otra hexocinasa existente 

en el microorganismo, Una actividad diferente a la de Glk, podría restablecer 

la capacidad para fosforilar glucosa pero no la sensibilidad a represión 

catabólica en las cepas 2-dogS aisladas, Para investigar esta posibilidad, se 
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realizó un zimograma de la actividad de Glk donde se reveló dicha actividad 

en un gel de poliacrilamida donde se corrieron los extractos enzimáticos de 

las cepas analizadas. Para todas las cepas 2-dogS analizadas, se observó 

una sola banda de actividad de igual movilidad a la encontrada en la cepa 

original y en la cepa padre 2-dogR-21 (Fig. 6.4). Estos resultados podrian 

sugerir que las cepas 2-dogS aisladas son revertantes de dicha actividad. Sin 

embargo, puede tratarse también de mutantes supresoras con una nueva 

mutación en el gen que codifica para la Glk, que de alguna manera 

restablezca su actividad de cinasa pero no su papel regulador en el 

mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono. 
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Fig. 6.4 Zimograma de la actividad de glucosa cinasa. Los extractos enzimáticos de 
5 cepas de $. peucetius varo caesius se sometieron a electroforesis en un gel nativo de 
pOliacrilamida al 10% (wlv). revelado por actividad de Glk. Las siguientes cantidades de 
proteína se colocaron en cada carril: 2-dogR-21, 45 ¡lg; 2-dogS-2, 18 J.1g; original, 68 ).1g; 
2-dogs-11, 17 J.!g; 2-dogS-53, 33 1-'9. 
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En todas las mutantes 2-dog se observó una bandade actividad de Glk 

más tenue que la revelada para la cepa original. Esto probablemente se deba 

a la disminución de la actividad enzimática específica en dichas mutantes 

(Fig. 6.3). Sin embargo, la diferencia en la intensidad de las manchas 

reveladas parece no corresponder a la actividad enzimática especifica 

determinada in vitro (Fig. 6.3). Esto podría deberse a la diferencia en la 

cantidad de proteína cargada en cada carril y a que el zimograma se reveló a 

42°C, temperatura que ha sido determinada como óptima para la Glk de la 

cepa original (Imriskova, l., comunicación personal), mientras que la actividad 

in vitro fue determinada a temperatura ambiente. Sin embargo, al determinar 

el porcentaje relativo de la intensidad de las bandas de actividad, usando un 

densitómetro (CAMAG Scanner), se obtiene una relación cercana entre su 

intensidad (Fig. 6.4) Y la actividad específica (Fig. 6.3) en todas las cepas. 

Empleando métodos de cromatografia de filtración en gel y 

electroforesis en gel de poliacrilamida de extractos enzimáticos de la cepa 

original, se ha determinado el peso molecular de esta enzima obteniendo un 

valor aproximado de 32 kDa para la subunidad monomérica que se encuentra 

normalmente formando un homotetrámero de 135 kDa (Imriskova, l., 

comunicación personal). 

6.4 TRANSPORTE DE GLUCOSA 

El metabolismo de glucosa o cualquier fuente de carbono represora se 

inicia con la incorporación del carbohidrato a la célula. Los niveles 

intracelulares del carbohidrato represor o cualquiera de los intermediarios del 

metabolismo de éste, podrían determinar el que se lleve a cabo o no, el 
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mecanismo de regulación metabólica. Asi, el transporte de glucosa parece 

ser un paso determinante para ejercer su efecto represor. Por esta razón, y 

en busca de una posible relación entre el transporte de glucosa y el fenotipo 

mostrado por las mutantes, se cuantificó la incorporación de este 

carbohidrato en las cepas 2-dogS y se comparó con la cepa original y la 

mutante 2-dogR-21. Las cepas se cultivaron en presencia de glucosa para 

asegurar la inducción del sistema de transporte del carbohidrato y se probó 

su habilidad para incorporar D-[U-14C]glucosa. 

En la figura 6.5 se pueden apreciar los resultados de la determinación 

del transporte de glucosa. En las cepas 2-dogS-2 y 2-dogS-11 se observó una 

incorporación de glucosa de sólo 6% y 14%, respectivamente, con respecto 

a la cepa original. Esto representa una disminución en la incorporación de 

glucosa con respecto a la cepa padre, ya que dicha mutante (2-dogR-21) 

presentó un transporte equivalente al 52% del observado en la cepa original. 

En contraste, la cepa 2-dogS-53 presentó una incorporación de glucosa 

ligeramente mayor a la mostrada por la cepa 2-dogR-21. 

Cabe resaltar que mientras las cepas 2-dogS -2 y 2-dogS -11, insensibles 

a represión por glucosa, mostraron baja incorporación de glucosa y que, a 

pesar de haber recuperado de 3 a 6 veces la actividad de Glk, permanecen 

insensibles a represión catabólica, la cepa 2-dogS -53 con un aumento de 

aproximadamente 16% en el transporte de glucosa y la duplicación de los 

valores de actividad de Glk con respecto a la cepa padre (2-dogR-21 j, 

recuperó su sensibilidad a este mecanismo de regulación metabólica por 

carbono. 
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Fig. 6.5 Transporte de glucosa en la cepa original (.), la mutante 2-dogR-21 (e) y 
diferentes cepas 2-dog

S
; 2-<1ogs_2 (+), 2-dogS-11 (Á) y 2-dogS-53 (*). La cepa se cultivó 

durante 36 h en un medio suplementado con glucosa 100 mM y se determinó la 
incorporación de D-[U-"Cl9Iucosa. 
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6.5 RELACIÓN ENTRE LOS PARÁMETROS CUANTIFICADOS EN LAS 5 CEPAS 

ANALIZADAS Y DISCUSIÓN. 

Hasta ahora sólo se ha resaltado la relación existente entre la 

sensibilidad a 2-dog y los niveles de Glk. Se sabe que la 2-dog es un análogo 

no metabolizable de la glucosa que posee un efecto tóxico sobre el 

crecimiento celular. Además, en estudios previos, realizados en este 

laboratorio, se ha observado que la totalidad de la 2-dog incorporada por la 

cepa original se encuentra como 2-dog-6-fosfato en el interior de la célula. 

Este metabolito fosforilado podría ser el responsable de la toxicidad al 

interactuar con el ADN y diversas proteínas (Angell el al., 1994). Así, un 

aumento en la actividad de Glk representa mayor capacidad para fosforilar 

glucosa y sus análogos y una posible acumulación del metabolito tóxico. Esto 

explica el aislamiento de cepas con una actividad de Glk parcialmente 

restablecida al someter a la cepa padre (con baja actividad de Glk) a un 

proceso de selección por recuperación de la sensibilidad de 2-dog. 

Sin embargo, para explicar las diferencias entre el comportamiento de 

las cepas 2_dogS en cuanto al mecanismo de regulación por fuente de 

carbono, se buscó una posible relación entre la actividad de Glk, el transporte 

de glucosa y la sensibilidad a represión catabólica en las mutantes aisladas. 

Como se muestra en la tabla 6.2, todas las mutantes 2_dogS
, así como la 

cepa padre, mostraron valores de actividad de Glk y de transporte de glucosa 

menores a los de la cepa original, pero no se observa una correspondencia 

evidente entre la susceptibilidad a represión catabólica por carbono y la 

actividad de Glk. Sin embargo, es claro que las dos cepas 2-dogS resistentes 

a RC, prácticamente no transportaron glucosa. 
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Cepa Sensibilidad a Actividad de Transporte de Sensibilidad a 
2-d09 • Glk (%)" glucosaJ'4J' RC· 

Original S 100 100 S 

2-<109R
-21 R 14 52 R 

2_dogS_2 S 42 6 R 

2-<1ogS-11 S 84 14 R 

2-<1ogS-53 S 28 68 S 

Tabla 6.2 Fenotipo presentado por las cepas de S. peucefius var. caesius 
analizadas. S: sensible, R: resistente. 82-dog: 2-desoxiglucosa usada a concentración de 
10 mM. "Gil<: 100% de actividad representa 170 Ulmg de proteína. 'Transporte de glucosa: 
100% representa 19.5 nmol/mg de peso seco. ·Para determinar la sensibilidad a represión 
catabólica (Re) las cepas se cultivaron en medio YM adicionado con lactosa 20 mM y 
glucosa 330 mM y se determinó la producción de p-galactosidasa y antraciclinas totales. 

Las cepas 2-<1og5 2 Y 11 que conservaron su insensibilidad a represión 

por glucosa, presentaron una actividad de Glk de 3 y 6 veces mayor que la de 

la cepa padre, respectivamente. Asumiendo que la actividad de Glk 

cuantificada in vitro refleja la concentración de esta enzima en la célula, estos 

resultados no apoyan la idea de la actividad de Glk como un factor regulador 

esencial en el mecanismo de represión por fuente de carbono, ya que el solo 

aumento en la capacidad para fosforilar glucosa no es suficiente para reprimir 

la expresión de los genes de la j3-galactosidasa y de las enzimas 

involucradas en la biosíntesis de antraciclinas. De manera similar a estos 

resultados, en Streplomyces rubiginosus se ha encontrado que la represión 

catabólica por glucosa de los genes xyl no está mediada por glucosa cinasa 

(Wong el al., 1991 l. Sin embargo, hay que considerar que la incorporación de 

glucosa se encuentra significativamente disminuida en las cepas 2-dog5-2 y 

2-dogS-11; mientras que en la mutante 2-dog5-53, donde además de haberse 

recuperado, aunque escasamente, la actividad de Glk, los valores del 
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transporte de glucosa son algo mayores a los de la cepa padre (2-dogR-21) y 

se recupera la sensibilidad a represión catabólica por carbono. 

Al parecer se requiere de niveles de transporte y de actividad de Glk 

tales que permitan alcanzar concentraciones intracelulares del carbohidrato 

represor o de cualquiera de los intermediarios producto de su metabolismo, 

suficientes para llevar a cabo el mecanismo de represión. Así, tanto la 

incorporación como la capacidad para metabolizar (fosforilar como primer 

paso) la fuente de carbono represora, son los factores que determinan la 

formación de estos metabolitos que podrían servir como efectores en el 

mecanismo de represión por carbono, probablemente uniéndose o 

interactuando con proteínas o factores adicionales involucrados en dicho 

mecanismo de regulación. 

Así, en las cepas 2-dogS obtenidas en este trabajo, la combinación 

entre los niveles de Glk y la habilidad para transportar glucosa, determinarían 

el comportamiento de las cepas en condiciones de represión, conservando su 

resistencia a represión catabólica aquellas donde, ya sea por un transporte 

de glucosa escaso o por una baja producción de glucosa-6-fosfato (G6P), 

exista una disminución suficiente en el flujo del metabolismo de la fuente de 

carbono represora. 

En la cepa original, donde la capacidad para fosforilar glucosa y los 

valores transporte de glucosa se encuentran al 100%, el flujo de este 

carbohidrato represor a través de las vías metabólicas podría permitir la 

acumulación suficiente de glucosa-6-fosfato u otros metabolitos efectores, 

con lo que el mecanismo habitual de regulación catabólica por fuente de 

carbono se lleva a cabo normalmente. Mientras que en la mutante 2-dogR -21 
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aislada a partir de la cepa original, la considerable baja actividad de Glk (86% 

menor a la cepa original) aunada a un transporte deficiente de glucosa, 

pcdría determinar el fenotipo de resistencia a represión catabólica presentado 

por esta cepa. Se sabe que en el género Streptomyces los niveles de AMPc 

no están involucrados en el mecanismo de represión catabólica como sucede 

en las bacterias Gram-negativas (Gersh et al.. 1980; Hodgson. 1994; 

Chatterjee and Vining, 1982), sin embargo, se pensó que algún otro 

nucleótido como el ATP podría intervenir en dicho mecanismo de regulación. 

Por tal razón se midieron los niveles intracelulares de ATP en la cepa original 

y en la mutante 2-dogR-21 resistente a represión catabólica, en condiciones 

de represión (330 mM de glucosa) y de no represión (100 mM de glucosa), 

sin encontrar diferencias significativas en la concentración de este nucleótido 

(resultados no mostrados). 

Cabe señalar que nuestros resultados difieren con los obtenidos por 

Angell y colaboradores (1994) quienes aislaron cepas Glk+ de S. coe/ic%r a 

partir de una mutante insensible a represión por glucosa con una deleción en 

el gen g/kA. Estas cepas se caracterizan por niveles de Glk similares a los 

encontrados en la cepa silvestre, conservando la resistencia de los genes 

dagA a represión por glucosa. Sin embargo, la actividad de Glk que se 

recupera en estas cepas Glk+ (llamada Glk 11) parece ser una nueva 

actividad, ya que en un zimograma o gel de actividad in situ revela una banda 

de movilidad electroforática diferente a la observada en la cepa silvestre (Glk 

1). Estas cepas Glk+ son mutantes supresoras más que revertantes de dicha 

actividad enzimática, lo que apoya la hipótesis de un posible papel regulador 

de la Glk en la regulación por carbono en S. coelic%r, ya que esta nueva 

actividad restablece la capacidad para fosforilar glucosa pero no la 

sensibilidad a represión. Sin embargo, en las cepas analizadas en el presente 
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trabaja no se encontró diferencia entre la movilidad electroforética de la 

banda de Glk de las mutantes 2-dogS aisladas y la movilidad de la banda 

revelada para las cepas original y 2-dogR-21. Estos resultados podrían sugerir 

que las mutantes 2-dogS son cepas revertantes de la actividad de Glk. Sin 

embargo, puede tratarse también de mutantes supresoras con una nueva 

mutación en el gen que codifica para la Glk, que de alguna manera 

restablezca su actividad de cinasa pero no su papel regulador en el 

mecanismo de represión catabólica por fuente de carbono. Es posible 

también que haya ocurrido otra mutación en un regulador común de la 

enzima Glk y del sistema de transporte de glucosa, afectando el flujo 

metabólico y el efecto represor de esta fuente de carbono. No obstante, los 

resultados obtenidos sugieren que la enzima Glk, más que un papel 

regulador independiente de su capacidad catalítica, parece participar en la 

regulación catabólica en S. peucetius varo caesius junto con otros factores 

como el mecanismo de transporte de la fuente de carbono represora, 

determinando el flujo metabólico y la acumulación de metabolitos efectores 

de la represión. La glucosa-6-fosfato, la fructosa-6-fosfato, 

la fructosa-1,6-bisfosfato o cualquiera de los intermediarios de las vías de 

asimilación de glucosa, pOdrían ser los metabolitos efectores del mecanismo 

de represión catabólica. 

6.6 EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE EL SISTEMA DE TRANSPORTE DE GALACTOSA. 

La regulación del metabolismo primario por fuente de carbono es un 

proceso complejo que parece actuar a varios niveles, iniciando con la 

regulación de la incorporación de fuentes de carbono alternativas (Hodgson, 

1982). Con el objeto de investigar el efecto de glucosa sobre el sistema de 

transporte de una fuente de carbono alternativa en S. peucetius var. caesius, 
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se cuantificó la incorporación de galactosa evaluando el efecto represor y/o 

inhibidor de la glucosa sobre este proceso. Para tal efecto se cultivó la cepa 

original en presencia de galactosa para asegurar la inducción del sistema de 

transporte de este carbohidrato, y se cuantificó la incorporación de 

D-[1-14C]galactosa. El efecto inhibidor de glucosa se evaluó determinando la 

incorporación de galactosa en presencia de una concentración equimolar de 

glucosa, mientras que la represión por glucosa se probó al cuantificar el 

transporte de galactosa empleando micelio del microorganismo cultivado en 

un medio adicionado con galactosa 100 mM y una concentración represora 

de glucosa (330 mM). Adicionalmente, se midió el transporte de galactosa en 

micelio cultivado en presencia de glucosa como única fuente de carbono. 

En la figura 6.6 se muestran los resultados de esta cuantificación. El 

sistema de transporte de galactosa parece no ser constitutivo, ya que se 

requiere la presencia de galactosa en el medio de crecimiento para inducir la 

incorporación de este carbohidrato. Al cultivar el microorganismo en 

presencia de glucosa como única fuente de carbono la incorporación de 

galactosa disminuyó considerablemente. Por otra parte, se observó un claro 

efecto inhibidor de la glucosa cuando este carbohidrato se añadió en 

concentración equimolar en el momento de iniciar la determinación del 

transporte de galactosa. Comparado con un control positivo, donde la 

incorporación de galactosa fue determinada en micelio cultivado en presencia 

de galactosa 100 mM, al añadir glucosa 1:1 el transporte de galactosa 

disminuyó casi 80%. También así, el micelio cultivado en presencia de 

glucosa 330 mM, presentó una fuerte disminución de la incorporación de 

galactosa (hasta 98% menor al control positivo a los 60 segundos), lo que 

sugiere que la glucosa es capaz no solo de inhibir, sino también de reprimir la 

expresión del sistema de transporte de galactosa en este microorganismo. 
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Fig. 6.6 Efecto de la glucosa sobre el sistema de transporte de galactosa en la cepa 
original de S. peucetius var. caesius. la cepa se cultivó durante 36 h en un medio 
suplementado con galactosa 100 mM (.,Á) o glucosa 100 mM (e) o galactosa 100 mM 
más glucosa 330 mM (+) y se determinó la incorporación de D-[1-"C]galactosa en 
ausencia (.,e ,+) y en presencia de una concentración equimolar de glucosa (Á). 
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Se han reportado efectos similares por glucosa sobre los sistemas de 

incorporación de diversas fuentes de carbono como arabinosa, fructosa, 

galactosa y glicerol en S. coelicofor (Hodgson, 1982), donde además, 

mutantes resistentes a 2-dog incapaces de utilizar glucosa como única fuente 

de carbono, presentaron insensibilidad al efecto represor de este 

carbohidrato sobre los sistemas de transporte de diversas fuentes de carbono 

alternativas. En estas mutantes de S. coelicofor no se observaron diferencias 

con la cepa silvestre en cuanto a la capacidad para incorporar glucosa. Sin 

embargo, en S. peucetius varo caesius a diferencia de lo obtenido por 

Hodgson (1982), en una mutante resistente a 2-dog con baja actividad de Glk 

(mutante 2-dogR -21) se observó una disminución en la incorporación de 

glucosa (fig. 6.5). Ya que esta mutante muestra insensibilidad a represión 

por glucosa y otras fuentes de carbono sobre la síntesis de p-galactosidasa y 

antraciclinas totales (figs. 6.1 y 6.2), se evaluó el efecto de la glucosa sobre el 

sistema de transporte de galactosa en esta cepa. 

Como se puede observar en la figura 6.7, al igual que en la cepa 

original, la incorporación de galactosa se inhibió en presencia de glucosa en 

la mutante 2-dogR-21 y además, contrario a lo esperado y a lo reportado para 

las mutantes 2-dogR de S. coelicofor (Hodgson, 1982), se observó un efecto 

represor de la glucosa sobre el sistema de transporte de galactosa en esta 

cepa (fig. 6.7). Es decir, la glucosa fue capaz de inhíbír y reprimir el sistema 

de incorporación de galactosa tanto en la cepa original como en la mutante 

2-dogR-21. 

Esta diferencia en el comportamiento de la mutante 2-dogR-21 en 

cuanto a sensibilidad a represión catabólica podría deberse a que el 

mecanismo por el cual se lleva a cabo la regulación por carbono sobre la 

síntesis de p-galactosidasa y antraciclinas fuera díferente al sistema que 

regula la incorporación de carbohidratos. Y que en esta mutante la 
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disminución de la actividad de Glk y del mismo transporte de glucosa afectara 

únicamente la regulación por carbono de algunos genes sin afectar la 

regulación de la expresión de sistemas de transporte de carbohidratos como 

la galactosa. 
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Fig. 6.7 Efecto de la glucosa sobre el sistema de transporte de galactosa en la 
mutante 2-dogR-21 de S. peucetius vaL caesius. La cepa se cultivó durante 36 h en un 
medio suplementado con galactosa 100 mM (_,A) o glucosa 100 mM (e) o galactosa 
100 mM más glucosa 330 mM (+) y se determinó la incorporación de D-[1-14C]galactosa 
en ausencia (_,e,.) y en presencia de una concentración equimolar de glucosa ( .... ). 
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Otra explicación a estos resultados podría tenerse si consideramos que 

el sistema de transporte de galactosa fue específicamente inducido por dicho 

carbohidrato y que la presencía de glucosa en el medio inhibe la entrada de 

galactosa. Así, la baja incorporación de galactosa en el micelio cultivado en 

presencia del inductor y de altas concentraciones de glucosa, podría deberse 

más a un mecanismo de exclusión del inductor que a una represión por 

glucosa de la expresión del sistema de transporte de galactosa. Además, ya 

que el sistema de transporte de fosfotransferasa dependiente de 

fosfoenolpiruvato (PTS) se ha visto involucrado en los sistemas de regulación 

catabólica por glucosa en diversos microorganismo, y en Streptomyces se ha 

reportado la existencia de las enzimas 1, HPr y la enzima 11 para fructosa en 3 

especies diferentes, no se puede descartar la posibilidad de que 

componentes de este sistema participen en el proceso de represión 

catabólica por carbono en este género. 

Como se ha hecho notar, existen diferencias significativas entre 

nuestros resultados y los obtenidos por Hodgson (1982) en S. coelico/or. En 

primer lugar, en nuestro sistema, el transporte de glucosa fue inducido 

específicamente por glucosa (Ramos, 1998); en segundo lugar, las cepas 

2_dogS y la cepa padre mostraron baja incorporación del carbohidrato; y 

finalmente, la mutante 2-dogR-21, al perder su sensibilidad a represión 

catabólica por glucosa sobre la síntesis de p-galactosidasa y antraciclinas 

totales, no se libera del efecto negativo que este carbohidrato ejerce sobre la 

expresión del sistema de transporte de galactosa. Esto sugiere la posibilidad 

de que en una sola especie de Slreplomyces existan múltiples mecanismos 

por los que se lleve a cabo la regulación por fuente de carbono. Además, 

entre diferentes especies de un mismo género podría haber diferencias 

importantes en el(los) sistema(s) y factores que intervienen en la represión 

catabólica. 
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7. CONCLUSIONES 
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En el presente trabajo se logró el aislamiento de 8 cepas sensibles a 

2-dog las cuales presentaron diferentes fenotipos de sensibilidad a represión 

catabólica por fuente de carbono, encontrando una correlación entre los 

niveles de actividad de la enzima glucosa cinasa (Glk) y la sensibilidad a 

2-dog en las cepas de S. peucetius varo caesius analizadas. Sin embargo, la 

sensibilidad a represión catabólica por carbono y el transporte de glucosa no 

se observaron claramente relacionados con la actividad de Glk. No obstante, 

las cepas 2-dogS resistentes a represión catabólica, a pesar del aumento en 

su actividad de Glk, prácticamente no transportaron glucosa. Además, todas 

las cepas mostraron una movilidad electroforética similar de la banda de 

actividad de Glk en un zimograma de la actividad de dicha enzima. Estos 

resultados nos llevan a concluir que en S. peucetius var. caesius: 

• La Glk, más que un papel regulador independiente de su capacidad 

catalítica, parece participar en la regulación catabólica en S. peucetius var. 

caesius junto con otros factores como el mecanismo de transporte de 

fuente de carbohidratos, determinando el flujo metabólico y la formación y 

acumulación de intermediarios del metabolismo de la fuente de carbono 

represora que pudieran actuar como efectores del mecanismo de 

represión catabólica. 

• La represión catabólica por fuente de carbono es un proceso complejo que 

actúa a varios niveles, abarcando desde la regulación de la expresión de 

genes involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios, en el 

transporte y metabolismo de fuentes de carbono represoras y alternativas, 

hasta la regulación del flujo metabólico al nivel de actividad enzimática. 
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Por otro lado, del estudio del efecto de glucosa sobre el sistema de 

transporte de galactosa en la cepa original y una mutante resistente a 

represión catabólica por fuente de carbono (2-dogR-21) se concluye que: 

• La glucosa por sí misma causa represión e inhibición del sistema de 

transporte de galactosa en este microorganismo. 

• Varios mecanismos de represión catabólica por fuente de carbono podrían 

existir en una sola especie de Streptomyces, ya que el transporte de 

galactosa se encuentra aun reprimido por glucosa en la mutante 2-dogR-21 

(mutante resistente al efecto de glucosa sobre la producción de 

p-galactosidasa y antraciclinas). 
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8. PERSPECTIVAS 

Aun existen muchas incógnitas por resolver para entender el mecanismo 

por el cual se lleva a cabo la represión catabólica (Re) por fuente de carbono 

en el género Streptomyces. Existen varios factores que se han visto 

involucrados en este mecanismo de regulación metabólica, donde parece ser 

necesaria la existencia de uno o varios metabolitos que sean detectados por 

otros factores para monitorear la situación que prevalece en el medio 

extracelular. Estos metabolitos podrían interaccíonar de alguna manera con 

una o varias proteínas reguladoras, formando un complejo represor capaz de 

regular la expresión de los genes sensibles a este tipo de control. Por esta 

razón, es importante identificar al efector metabólico, el cual pUdiera ser 

algún intermediario producto del metabolismo de la fuente de carbono 

represora. 

Ya que se ha propuesto un importante papel de la Glk en este mecanismo 

de regulación, su caracterización (secuenciación, determinación de sus 

propiedades cinéticas, establecimiento de su capacidad para restablecer la 

sensibilidad a represión catabólica en mutantes insensibles como las 

2-dogR-21, 2-dogS-2 y 2-dogS-11, y posible unión a secuencias reguladoras 

de operones sensibles a represión o a otras proteínas) podría ayudar a 

determinar si esta enzima se encuentra involucrada de manera directa en el 

proceso de represión catabólica. 

Las cepas aisladas en este trabajo podrían servir como herramienta para 

proseguir con el estudio de la represión catabólica en S. peucetius var 

caesius. Ya que existe la posibilidad de que componentes del sistema PTS, si 
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están presentes en este microorganismo, puedan también participar en la 

Re, se podría intentar la búsqueda de este sistema de transporte y su 

relación con el fenómeno de represión por carbono, por complementación de 

las cepas que presentaron un transporte de glucosa afectado 

significativamente. Además, la identificación de la(5) proteína(s) represora(s) 

o aporrepresora(s) y el estudio de su posible interacción con los supuestos 

efectores o algún otro factor, podrían ayudar a proponer un mecanismo 

general de regulación por represión catabólica en S. peucetius varo caesius. 
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ApÉNDICE 

Cepas 

CEPAS DESCRIPCIÓN 

Original Cepa original de Streptomyces peucetius var. caesius 
ATCC27952. Sensible a 2-dog, sensible a represión 
catabólica por carbono. 

2-dog~-21 Mutante aislada a partir de la cepa original. Resistente a 
2-dog, resistente a represión por carbono, con bajos 
niveles de Glk. 

2-dogO-2 Cepa aislada a partir de la mutante 2-dogK-21, sensible a 
2-doll v resistente a represión ¡>or carbono. 

2-dog~-11 Cepa aislada a partir de la mutante 2-dog~-21, sensible a 
2-dog y resistente a represión por carbono. 

2-dogO-53 Cepa aislada a partir de la mutante 2-dogK-21, sensible a 
2-dog v sensible a represión por carbono. 
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