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Introduccion. S, peucetius var. caesius €s un
microorganismo muy importante desde el punto de vista
médico, ya que es productor de doxorrubicina, un antibiético
del grupo de las antraciclinas que es ampliamente utilizado
en el tratamiento de diversos tipos de céncer (1). Sin
embargo la produccién de este metabolito esté regulada por
la presencia de la fuente de carbono, fenémeno conocido
cono represion catabdlica (RC) (2,3). Diversos autores han
sugerido la participacion directa de la enzima glucosa cinasa
(Glk), como un efector clave en la regulacion de dicho
fendmeno, dado que mutantes que carecen de la actividad de
esta enzimamuestran insensibilidad aRC (4).

Pretendemos estudiar el papel de la Glk y del transporte de
glucosa como posibles reguladores en RC en S. peucetius
var. caesius. Se complementaron mutantes de esta cepa que
presentaban baja actividad de Glk, deficiencia en €l
transporte de glucosa e insensibilidad a RC (2-dog>-2, 2
dog®-11 y 2-dogR-21). Se utiliz6 un plasmido unicopia
(p1J513) que contiene dos ORFs, uno de 1.1 kb (ORF2) que
codifica para una proteina de 20.1 kDa con funcién adn
indeterminada y otro de 1.2 kb (ORF3) cuyo producto es la
Glk de S. coelicolor (4).

Metodologia. Los dos ORFs se amplificaron por PCR por
separado y se insertaron en un pldsmido multicopia (pl J486).
Se llevo a cabo la transformacion de protoplastos de las
cepas 2dog>-2, 2dog®-11 y 2dogR-21. Las transformantes
se seleccionaron por resistencia a tioestrepton. Se determino
la actividad especifica de Glk, la incorporacion de f4Cl-
glucosa y la sensibilidad a RC sobre la produccion de
antraciclinastotales.

Resultados y discusion. Todas las cepas transformadas con
los diferentes fragmentos, presentaron un aumento en la
actividad de Glk y el transporte de [*C]-glucosa. Ademés
recuperaron la sensibilidad a represion catabdlica (ver la
tabla 1). La mutantes 2-dog”-21, y 2dog®-11 parecen estar
afectadas a nivel de ORF2, ya que cuando se complementan
con este fragmento, restablecen completamente la actividad
de Glk, el transporte de [**C]-glucosay la sensibilidad a RC.
La cepa 2-dog®-2 parece tener mutaciones adicionales a
nivel de sistema de transporte de la glucosa, ya que no es
suficiente la presencia del ORF2 para recuperar la
incorporacién de este carbohidrato a niveles similares de la
cepa original. En estas mismas cepas € aumento del
transporte hasta del 35%, es suficiente para incorporar al
carbohidrato represor y para que éste ejerza RC sobre la
sintesis de antraciclinas totales. Estas evidencias sugieren

gue laregulacion por fuente de carbono puede ser debida al
flujo metabdlico de la glucosamas que alaGlk per se.

Tabla 1 Comparacion delas car acter isticas presentadas
en las cepastransfor madas

% %
Cepas Inserto | Transport | Actividad | Sensibilidad
e Glk RC
de glucosa
Origina 100 100 S
2-dog™-21 | Control 70 15 R+
ORF2 100 115 S+
ORF3 N. D. N. D. -
ORF2+3 N.D. N.D. -
2-dog>2 | Control 15 35 R+
ORF2 35 100 S+
ORF3 N.D. N.D. -
ORF2+3 36 115 S+
2-dog™11 [ Control 70 85 R*
ORF2 120 190 S+
ORF3 70 150 S+
ORF2+3 120 180 S+
Resistencia (R) y Sensibilidad (S), Represion catabdlica por fuente de

carbono (RC), Aun no determinado (N.D.)

Conclusiones. EI ORF2 es indispensable para la
recuperacion de la sensibilidad a RC a niveles similares de la
cepa original en S. peucetius var. caesius Probablemente
este fragmento tenga un papel regulatorio, coordinando el
transporte y la fosforilacion de la glucosa. La represién
catabdlica por fuente de carbono en este microorganismo
puede deberse a una regulacion por flujo metabdlico més que
alaparticipacion directadela Glk.
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