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Introduccion.  Streptomyces peucetius var. caesius
produce doxorrubicina (DXR), este es un metabolito
secundario de importancia médica por su uso en terapias
antitumorales. Como en muchos otros microorganismos, la
sintesis de metabolitos secundarios como la DXR estan
sujetos a represion catabolica por fuente de carbono
(RCC). Aunque existen amplios estudios sobre RCC en
microorganismos modelo como Escherichia coli y
Bacillus subtilis, no se sabe el funcionamiento de la RCC
en el género Streptomyces (1). Existen evidencias de que
en el mecanismo de RCC se encuentra involucrada la
glucosa cinasa (GIk) sin embargo ain no se conoce como
lleva a cabo su funcion reguladora (2). En nuestro grupo
de trabajo, se ha observado que el gen SC0O2127, contiguo
y corriente arriba de glk ejerce un efecto positivo sobre la
actividad de Glk y sobre el transporte de glucosa en
S .peucetius var. caesius(3).

Debido a la importancia que parece tener este gen sobre
Glk y por tanto sobre la RCC, el actual trabajo tiene como
objetivo aislar, clonar y secuenciar el gen homélogo a
SC02127 en Streptomyces peucetius var. caesius.

Metodologia. Con base en las secuencias de Streptomyces
avermitilis y Streptomyces coelicolor se disefiaron oligos
para amplificar por PCR el fragmento homoélogo a
SC02127 y glk en el genoma de S. peucetius var. caesius
(Forward 5’ATG AGC GAA GAG CGC CCC ACG
TCCGA 3’, Reverse 5’GTC GCT CGA GGA TCC TCA
CAT GAT CGG GTC GGG TTC 3’). Una vez
amplificados se clonaron ambos fragmentos en el
plasmido pGEM-T Easy (Promega) y se secuenciaron los
vectores para un posterior analisis de secuencias.

Resultados y discusion. En un principio se disefiaron
varios pares de oligos para amplificar la region
correspondiente al gen homologo SC0O2127, sin embargo
no se obtuvo ninguna amplificacién. Debido a lo anterior
se decidié usar otra estrategia, probando oligos que se
alinearon en glk y SAV6073, homologo de SCO2127 en S.
avermitilis (Figura 1). Los fragmentos amplificados por
PCR tenian un tamafo de 1500 pares de bases lo cual
corresponde al tamafio esperado (Figura 2). Las secuencias
obtenidas se analizaron por alineamiento en el programa
BLAST de la pagina http://www.ncbi.nIm.nih.gov y en la
pagina http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/. Los resultados
arrojaron una identidad del 92% con el gen SAV6073 y del
82% con SCO2127 en su extremo amino y una identidad
del 98% con el extremo carboxilo del gen glk de S.
peucetius var. caesius. Es importante sefialar que se
tiene parcialmente secuenciados los extremos amino de
SC02127 y carboxilo de Glk.
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Fig. 1 Esquema de la ubicacion del gen SAV6073 y
SC02127en los genomas de S. avermitilis y S. coelicolor. Las
flechas en color azul indican la region donde se alinean los
oligos. Las flechas en negro indican el tamafio de cada gen y
de ambos respectivamente.

Conclusiones. De acuerdo con los resultados el
fragmento clonado _de 1500 pb contiene las regiones
objetivo (SC02127 y glk) lo cual en posteriores
secuenciaciones nos permitira_obtener la secuencia
completa del gen homologo a SCO2127 en S. peucetius
var. caesius.
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Fig 2.Fragmento amplificado por PCR de gradiente con un
peso de 1500 pb. La Tm va de 65°a 72°C
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