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Introduccion. Fuentes de carbono tales como el amidén de
maiz, la glucosa y las melazas, pueden ser utilizadas por los
sistemas microbianos como sustratos para la produccion de
enzimas (1), antibidticos y otros metabolitos de interés
industrial  (2). Sin embargo, la produccion de dichos
metabolitos puede verse muy limitada cuando los
microorganismos productores son crecidos en fuentes de
carbono fécilmente asimilables como la glucosa por gjemplo.
Este mecanismo regulador de la sintesis se ha denominado
represion catabdlica por carbono (CCR) y se encuentra
ampliamente distribuido entre los sistemas microbianos, 10
cual asegura una utilizacion organizada y secuencia de la
fuente de carbono, cuando mas de un carbohidrato se
encuentra de manera simultdnea en el medio de cultivo. Los
mecanismos responsables de la represion catabdlica son
diversos y complejos y posiblemente existan diferentes
sistemas en un solo microbio (3).

En el género Streptomyces, tanto la utilizacion de diferentes
fuentes de carbono como la sintesis de varios metabolitos
secundarios es susceptible arepresion catabdlica por glucosa
(4, 5). El conocer y sortear éste mecanismo regulador en los
estreptomicetos puede tener implicaciones comerciales, si
consideramos que casi el 70% de los antibiéticos de interés
clinico son producidos por este género (5).

Para que se lleve a cabo la CCR en esta bacteria, varios
grupos de investigacion han coincidido en sefidlar una
posible accién reguladora de la enzima glucosa cinasa (Glk)
(4, 6, 7, 8, 9, 10). Esta enzima catdiza la fosforilacion de
glucosa a glucosa 6fosfato. Las principales evidencias que
soportan la accion de la Glk han sido obtenidas en
Streptomyces coelicolor. Mutantes de éste microorganismo,
aisladas por su insensibilidad a CCR, revierten su fenotipo al
recibir un fragmento de DNA de 2.9 kb (6). Parte de dicho
fragmento (1.2 kb) codifica para la Glk. Adicionalmente,
estas mutantes muestran insensibilidad cruzada al efecto
represor de otras fuentes de carbono que no se metabolizan
por la Glk (8). No obstante, el andlisis de la secuencia de
aminoécidos de Glk no revelamotivos de unién a DNA (7).
Un mecanismo clave para la CCR en enterobacterias y
bacterias Gram-positivas con bajo contenido de GC, es €
sistema fosfoenolpiruvato:fosfotransferasa (PTS). Dicho
mecanismo ha sido identificado y caracterizado en tres
especies de Streptomyces (11). En estas especies se ha
establecido su participacion para la utilizacion de fructosa,

asi como en laregulacion que éste carbohidrato ejerce sobre la
utilizacion de otras fuentes de carbono (12). Sin embargo, no
puede explicar la accién que gercen otras fuentes de carbono
represoras como la glucosa, la xilosa, la galactosa y la
arabinosa, las cuales aparentemente no son utilizadas por el

sistema PTS de esta bacteria. Por otra parte, en la esencia de
este proceso en Sreptomyces (y en otras bacterias Gram+
positivas), se ha descartado la participacion de los niveles de
AMP ciclico intracelular, asi como de |la proteina receptora de
este nucledtido (3, 7).

Streptomyces peucetius var. caesius produce el antitumoral

doxorrubicina (DXR), € cual se forma como parte de una
familia de antibiéticos denominados antraciclinas. A pesar de
poseer efectos toxicos colaterales, éste compuesto es muy

importante en la clinica como agente terapéutico para €l
tratamiento de diversas neoplasias. Su uso en oncologia data de
los afios 70's y los tumores que con mayor frecuencia
responden a su empleo incluyen: carcinoma esofégico y de
mama; cancer gastrico, de prostata y de ovario; leucemia;

osteosarcoma, sarcoma de Kapos y linfomas (13). La DXR
fue aislada en 1969 de células de una mutante sobreproductora
del anticancerigeno S. peucetius var. caesius ATCC 27952).
Dicha mutante fue derivada de la cepa silvestre de S. peucetius
ATCC 29050, productora de daunorrubicina (DNR), otro
compuesto antitumoral. En la actuaidad la DXR es formada
por hidroxlacion de DNR en proporciones que alcanzan los
225 kg anuales. Dicho volumen, ademés de ser empleado en
clinica, sirve de materia prima para la busqueda de derivados
guimicos con mejores propiedades y menores efectos toxicos
colaterales para el tratamiento del cancer. La produccion

fermentativa de este compuesto es muy ineficiente,
consecuentemente, el entendimiento de los mecanismos
regulatorios que controlan su produccion se visualiza como una
herramienta para el desarrollo de cepas sobreproductoras y
para mejorar €l proceso fermentativo, dado lo costoso del
producto.

En los dltimos afios nuestro grupo de trabajo se ha abocado al
estudio de dichos mecanismos en una cepa de S. peucetiusvar.
caesius, productora de DXR. En ella hemos observado que
tanto la utilizacion de diversas fuentes de carbono como la
sintesis de metabolitos secundarios, son reprimidas por glucosa
(9, 14). Otras fuentes de carbono como la arabinosa y la
galactosa, también ejercen este efecto negativo sobre el
metabolismo primario y secundario (9). Por un proceso de
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seleccion en placa se logro el aislamiento de mutantes de S.
peucetius var. caesius, capaces de utilizar lactosa en
presencia del andlogo de glucosa 2—desoxigRIu005a (DOXG).
Las mutantes resistentes a DOXG (doxg ™), también son
insensibles a la CCR egjercida por glucosay presentan bajos
niveles de Glk (9). Adicionalmente a la baja actividad de
Glk, las mutantes presentan disminuida su capacidad para
incorporar glucosa (14). De este modo, con bajos niveles de
Glk y deficiencias en la incorporacion de glucosa, las
mutantes doxg " logran sortear el efecto negativo de DOXG,
al producir una minima concentracién de DOXG 6fosfato.
Estos resultados mas que proponer a la Glk como
responsable de la CCR, apoyan al catabolismo de glucosay
la formacion de intermediarios metabdlicos, como los
posiblesinvolucrados en este fendmeno de regulacion.

El objetivo del presente trabgjo es obtener evidencia
adicional que apoye alguno de los dos mecanismos
propuestos. participacion de la Glk como reguladora versus
la formacion de intermediarios de la glucdlisis que disparen
el fendbmeno, o bien que genere alternativas adicionales.

M etodologia. Microorganismos, condiciones de crecimiento
y produccion de metabolitos S. peucetius var. caesiusNRRL
B-5337 fue proporcionado por el ARS Culture Collection,
U.S. Department of Agriculture, Peoria, IL. USA. La cepa
doxgR-21, previamente aislada en nuestro laboratorio como
resistente a DOXG, presenta una Glk disminuida e
insensibilidad a CCR (9). S. coelicolor (A3(2) M145 (SCP-
1, SCP-2, protétrofo) fue amablemente donado por Luis
Servin-Gonzalez (Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM, México DF). Esporas de estos microorganismos
fueron obtenidas y mantenidas como se reportd previamente
(9). Por comodidad, para medir la produccion del
antitumoral empleamos un método colorimétrico  que
determina las antraciclinas totales (9). Para la determinacion
de R-galactosidasa, Glk y produccién de antraciclinas
usamos muestras de 2.5 ml de un cultivo crecido en medio
YM (50 ml), en matraces Erlenmeyer de 250-ml. La ?-
galactosidasay el transporte de glucosa se midieron a las 36
hy laantraciclinas y Glk alas 48 h de incubacién tal y como
se reportd anteriormente (14). La determinacion del efecto
de productos del catabolismo de glucosa [glucosa-6-fosfato,
fructosa 1,6 his-fosfato, fosfoenolpiruvato, piruvato, acetato,
citrato, ?-cetoglutarato, o succinato (20 nM)], se llevé a
cabo seglin Ramos y col., (15). Los cultivos se crecieron a
29 °C en una agitadora giratoriaa 180 rpm.

Aislamiento de mutantes sensibles a DOXG. Para este
objetivo se partioé de una suspension de esporas de la cepa
doxgR-21, a cual se aplicd un método de enriquecimiento
con ampicilina para matar a todas las células doxg®. El
micelio remanente fue centrifugado, lavado con salina,
resuspendido en 50 ml de medio CD con lactosa/NH,4Cl vy €
procedimiento de enriquecimiento se repitié creciendo las
células viables por 48 h. Para evitar el aislamiento de cepas
incapaces de crecer en glucosa, €l cultivo final fue inoculado
en medio YM solido suplementado de glucosa 100 mM.
Colonias individuales fueron aisladas de estas cajas y

probadas por su sensibilidad a DOXG en presencia de lactosa
(mutantes doxg®). Bajo estas condiciones, 8 de 223 colonias
probadas fueron inhibidas por DOXG (15).

Ensayos enzimaticos. La actividad de Glk se determind en
extractos libres de células de acuerdo a Imriskova y col., (16).
?-Galactosidasa se ensay6 a 37 °C y pH 7.5, de acuerdo a
Eckhardt y col., (17), GIK y ?-galactosidasa son expresadas
como unidades por mg de proteina celular total. Una unidad
(V) es definida como la cantidad de enzima que produce 1
nmola de NADPH por minuto o 1 pumola de D-galactosa por
minuto, respectivamente, bajo las condiciones empleadas.
Andlisis de Southern blot y clonacion. El gen glkAde S
coelicolor fue empleado como sonda para detectar su
homonimo en DNA de S. peucetius var. caesius, asi como en
las mutantes derivadas de este Ultimo microorganismo. El
DNA cromosomal fue extraido por e método descrito por
Hopwood y coal., (18). El Southern blot y la hibridacién se
llevaron a cabo por métodos tradicionales (19). La glucosa
cinasade S. peucetius var. caesius fue amplificada usando PCR
a partir de DNA total DNA de la cepa original. Los
oligonucledtidos fueron disefiados con base en estudios de
secuenciacion reportados (16), cubriendo los primeros y los
ultimos cinco aminoécidos. Sitios de restriccion fueron
adicionados a los oligonucletdtidos usados. forward (5
AATCTAGATGGGACTCACCATC 3) con Xbal, y reverse
(5 GTAAGCTTCACATGATCGGGTC 3) con Hindlll (15).
L os productos de PCR fueron purificados y clonados usando
€l kit TOPO TA de Invitrogen (Carlsbad, CA).

Resultados y discusion. La aplicacion de un procedimiento de
enriquecimiento con ampicilina a una cepa de S. peucetiusvar.
caesius resistente a DOXG (doxg"), permitié la seleccion de
ocho mutantes que recuperaron la sensibilidad a dicho andlogo
(doxg®). La caracterizacion de tres de las cepas doxg >, mostr6
niveles de Glk por encima de la cepa padre (doxg"-21), pero
menores gue la cepa original (Cuadro 1). Una de las mutantes
(doxg®-53), recuperé de manera parcial su sensibilidad a la
represion catabdlica (medida por la capacidad de produccién
de antraciclinas en 495 mM de D-glucosa con relacién a 100

Cuadro 1. Fenctipo de diferentes cepas de S. peucetius var. caesius

Cepas Sensib | Transporte| Glk | Represién de| Relacion

doxg* | deglucosa | (%)t | antraciclinas | Transp/Glk
(%)t (%)%

Origind S 100 100 925 1.0

doxg™-21 R 54 14 0.0 3.8

doxg>2 S 18 35 5.6 05

doxg™>-11 S 72 84 15.0 0.8

doxg™>53 S 150 19 50.8 7.8

* doxg: 2-desoxiglucosa fue usada a una concentracion del0 mM. S:

sensible, R: resistente.

TTransporte de glucosa: 100% significa 2.21 ?molas mg de peso
seco’t, Glk 100% de actividad significa 170 U mg de proteina™.

1 Diferencia en por ciento entre antraciclinas producidas a 100 y 495
mM D-glucosa



mM del azlcar), mientras que las otras permanecieron
insensibles (15). En una de las cepas resistentes a CCR
(doxgS-2), e nivel de Glk fue del (35%), pero en la segunda
(doxgS-11) fue del 84% (20). Los resultados obtenidos, no
permiten observar una clara relacion entre la actividad de
Ak y la sensibilidad a la represién catabdlica, ya que la
resistencia a represion se observé por igual en mutantes con
baja (14% en la doxg"-21) y elevada concentracion de Glk
(84% en la doxg®-11), mostrando que la fosforilacion de
glucosa por si sola, no es suficiente paraexplicar larepresion
gue ejerce esta fuente de carbono (20). En otros
estreptomicetos se han publicado resultados que concuerdan
con los nuestros. Por un lado se ha visto que la regulacion
por glucosa del promotor chi63, puede llevarse acabo en
mutantes de S. coelicolor que carecen de Glk (21). Ademas,
en Streptomyces rubiginosus Wong y col., (22) observaron
gue la represién de xyl tampoco se media por la Glk.
Finamente, Angell y col. (23) aislaron mutantes Glc* de S.
coelicolor a partir de una cepa doxgR, las cuales recuperaron
su sensibilidad a DOXG y los niveles de Glk de la cepa
original, pero no la sensibilidad a represion por glucosa del
gen de agarasa (dagA). En este Gltimo reporte nos llamé la
atencion que la Glk de las mutantes Glc™ muestra cambios en
su movilidad electroforética con respecto a la cepa original.
Es decir, aparece una nueva actividad capaz de llevar a cabo
la fosforilacién de glucosa. En la Glk de nuestras mutantes
(doxg® y doxg R), no se observaron diferencias de movilidad
electroforética con relacién a la cepa original. Es decir, se
evidencié la existencia de una sola Glk con un peso
molecular aproximado de 135,000 Da La enzima parece
estar agregada en forma de tetrdmero, ya que en condiciones
desnaturalizantes genera subunidades de 32,000 (16).

Con e fin de evaluar la presencia de mutaciones para
explicar la baja actividad de Glk en las mutantes doxg, se
realizaron experimentos de Southern blot, utilizando DNA
digerido de las diferentes cepas de S. peucetiusvar. caesiusy
una sonda de glkA de S. coelicolor. Los resultados muestran
bandas sencillas y homdlogas de hibridacién. Asi mismo, de
la clonacion y andlisis de secuencias del gen glk de lacepa
original y de sus mutantes doxg, no se aprecian diferencias
entre ellas. Adicionamente, a comparar estas secuencias
con lasreportadas para S. coelicolor y S. lividans, seobserva
un 87% de identidad. Estos resultados apoyan que en la cepa
original y en las mutantes derivadas de ella, existe una sola
Glk y que las mutantes no presentan ninguna alteracion en la
enzima que expliqgue su baa actividad. Por otro lado,
sugieren la presencia de una alteracion en otro (s) sitio del
genoma.

Por otra parte, con relacion a la cepa padre (doxg®-21), las
mutantes doxg® aisladas presentaron también diferencias en
laincorporacion de glucosa (Cuadro 1), la cual se encuentra
disminuida en las cepas resistentes a represion por glucosa
(18 y 72%), pero incrementada (150%) en aguella que es
sensible a efecto represivo (15).

De este modo, si hien nuestros resultados no parecen
involucrar ala Glk en el fenébmeno de represion por glucosa,

no descartan que sea la relacién entre la Glk y el transporte de
glucosalaresponsabl e de este efecto. En apoyo a este punto de
vista, encontramos que dos de las mutantes doxg® (2 'y 11),
resistentes a su vez a regulacién catabdlica por carbono,
mostraron una relacion parecida de Glk/transporte de glucosa
(compare en el Cuadro 1, los valores de tal relacién entre las
mutantes doxg ° que son resistentes a CCR y su cepa padre). Un
cambio en esta relacion, con un incremento sustancial en los
niveles de transporte de glucosa (150%), fue necesario para
que una de las cepas (doxg >-53), recuperara su sensibilidad ala
represion catabdlica por glucosa (20), sugiriendo asi un papel
para €l flujo de la glicdlisis, o la formacion de un producto de
degradacion de glucosa que dispare el fendmeno de la CCR.
En este sentido, es predecible que el binomio transporte de
glucosa:Glk, impacte no solo los niveles de glucosa 6-fosfato
producidos, sino los de otros intermediarios de la glicdlisis. De
este modo, es factible suponer que alguno de esos
intermediarios participe como una sefill metabdlica en €
proceso de regulacion por carbono. En apoyo a esta
posibilidad, demostramos que la glucosa 6-fosfato y el
fosfoenol piruvato, afectaron de manera negativa (mas de 50%)
la produccion de antraciclinas (15). En contraste, 1a adicién de
fructosa 1, 6hisfosfato, revirtié la CCR en la cepa original (de
mas de 50% a solo 7% con respecto a control). Una posible
explicacion de estos resultados esta relacionada con el efecto
activador de fructosa 1, 6bisfosfato sobre la enzima piruvato
cinasa, cuya accion ha sido reportada en varios
microorganismos y en mamiferos (24). Este efecto podria
evitar la acumulacién de fosfoenolpiruvato (y con ello su
efecto represivo), a facilitar su conversion a piruvato y acetil
CoA, precursores a su vez de las antraciclinas (25). En soporte
a este punto, piruvato y acetato también causaron una
desrrepresion de laformacién de antraciclinas.

Asi las cosas, para que se gjerzala CCR en este organismo, es
necesario € transporte de glucosay su fosforilacion por la Glk
para permitir la formacion de los catabolitos sefial. No
obstante, unavez formados, desconocemos como puedan llevar
a cabo su accién los catabolitos mencionados. En este sentido,
es poco probable que el metabolito sefial pueda combinarse de
manera directa con e DNA. Lo més probable es que para
gercer su accion, esta sefiadl se combine con alguna
macromol écula o aporrepresor, antes de unirse alos operadores
sensibles a su accién, tal y como ocurre en otros géneros
microbianos (3). En apoyo a esta posibilidad, la aplicacion de
técnicas de complementacion y andlisis de cambio de
movilidad electroforética del DNA en Streptomyces plicatus,
han sugerido el concurso de una proteina en éste proceso
regulatorio (26). Dicha proteina, aun no identificada, se une de
manera especifica a promotor de quitinaza (chi63) en
condiciones de represion por glucosa (26).

En nuestro laboratorio logramos transformar protoplastos de la
cepa doxg-21 de S. peucetiusvar. caesius (lacual esresistente
a represion por glucosa y tiene afectada su transporte de
glucosay su actividad de GIk), con un fragmento de DNA de
2.9 Kb de Streptomyces coelicolor que codifica parala Glk (6).
Como resultado de la transformacién, la cepa doxg"-21
recuperd tanto su sensibilidad a la represion por glucosa como
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los niveles de Glk y de transporte de glucosa de la cepa
origina. Dicho fragmento de 2.9 Kb contiene tres marcos de
lectura abiertos, uno de ellosincompleto (SC6E10.22¢) y dos
completos, SC6E10.21c (21c) y SC6E10.20c (20c). Sabemos
gue 20c codifica parala Glk y en €l resto del documento nos
referiremos a mismo como glk (7), pero no sabemos nada
sobre el 21c. Con €l fin de evaluar la influencia de cada una
de esas regiones sobre el transporte de glucosay la actividad
de Glk, los fragmentos 21c y glk fueron empleados por

separado para transformar a la cepa doxg"-21. Como puede
verse en el Cuadro 2, la cepa transformada con 21¢ recuperé
su sensibilidad a represion por glucosa, su habilidad para
transportar éste azlcar y aun y cuando esta regién no
codifica para la Glk, también se recobré la actividad de la
enzima. Por lo que toca a la cepatransformada con el genglk
se observé en ellarecuperacion delaactividad de Glk y de la

Cuadro 2. Fenotipo de la mutante doxgR-21 transformada con las
regiones SC6E10.21cy glk.

Cepas Inserto | Transporte| Glk | Sensibilidad agucosa

deglucosa | (%) Antraciclinas

(%) (?g/mg proteina)

100mM 495 mM
Origina ninguno 100 100| 149.1 14.4
dox*-21| ninguno 68 15[ 362.6 119.7
2la | SC6E10.21c 100 115 2.5 1.7
21b gk 68 95| 37.1 1.9

sensibilidad a CCR, pero no se restituy6 el transporte de
glucosa. Hay que hacer notar que la transformante con la
region 21c resulté mas sensible al efecto de glucosa que
aquella cepa formada con glk. Resultados similares a los
obtenidos con doxgR-21, fueron obtenidos al transformar las
mutantes doxg®, es decir, e fragmento 21c permiti6
recuperar tanto el transporte de glucosa como la actividad de
Glk y la sensibilidad a CCR, mientras que con €l gen glk se
recuperé laactividad delaenzimay lasensibilidad a CCR.

Estos resultados muestran que la Glk per se permite
recuperar la sensibilidad a CCR. No obstante, dicha accion
se facilita con un transporte de glucosa del 68%. También
indican que la region 21c posee un papel estimulador tanto
de la Glk como de la permeasa de glucosa, generando una
recombinante con mayor sensibilidad al efecto negativo de
dicho carbohidrato (Cuadro 2). En este punto nos
preguntamos si el efecto estimulador seria el resultado de un
efecto promotor de laregién 21c, o bien si respondia aun
producto de su expresion. Experimentos de analisis por
Northern blot, nos han mostrado la formacion de RNA
mensagjero a partir de 21c, tanto en S. coelicolor, comoenS.
peucetius var. caesius Este hallazgo indica la expresion de
dicho fragmento en ambos Streptomyces y apoya la accion
estimuladora de 21c sobre la Glk, posiblemente por un
producto codificado por dicho gen. En respaldo a esta
posibilidad, Mahr y col. (27), utilizando metodologia de

“surface plasmon resonance”, han detectado en S. coelicolor,
una proteina aun no caracterizada que se une ala Glk.

Por lo que toca a transporte de glucosa, si bien demostramos
que éste es también activado por 21c, es poco probable que su
efecto este relacionado con la sintesis de la permeasa, yaque la
cepa doxg®-2 (con bajo transporte) no se complementd con éste
fragmento de DNA. De este modo, al igual que se propuso para
laGlk, 21c podriajugar un papel regulador de la permeasa.

Conclusiones. En sintesis, las evidencias anteriores apoyan
que en e fendmeno de represion por glucosa en el género
Streptomyces, la actividad de Glk y € transporte de glucosa,
determinan variaciones en los niveles de glucosa 6fosfato y
fosfoenolpiruvato, intermediarios de la degradacién de este
azlcar (15). Que éstos intermediarios pudieran corresponder a
sefiales metabdlicas, que informen a la célula de la situacién
nutricional que se guarda con relacion a medio extracelular.

Que como resultado de su acumulacion, estos metabolitos
repriman catabdlicamente la sintesis de antraciclinas. Que para
disparar dicho proceso, parece ser necesario sincronizar y

estimular los eventos cataliticos que participan en su
formacion. Que una region de DNA denominada 21c, ubicada
rio arriba de glk, parece ser necesaria para estimular de manera
sincronizada los niveles de la permeasa de glucosa y la Glk.

Que dicha accién posiblemente se deba al producto de
expresion de la region 21c, la cual fue transcrita formando
RNA mensgjero. Actualmente se desarrollan estudios para
conocer |as caracteristicas del posible producto y en su caso, su
concentracion, afinidad y forma de participacion, en el proceso
de represion por glucosa en el género Streptomyces. Nos es
clara la relevancia que puede tener la identificacion y
caracterizacion de dicho producto asi como su mecanismo de
accion, en la definicion del mecanismo de  represion
catabdlica, en un género de gran importancia industrial como
son |os estreptomicetos.
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