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Introduccion. Las bacterias del género Streptomyces son
importantes industrialmente por su capacidad de producir una
gran variedad de metabolitos secundarios (1). Sin embargo, se
conoce poco acerca de los mecanismos de regulacion que
afectan su produccion (2). Uno de los mecanismos de regulacion
mas estudiados es la represion catabolica por carbono (RCC),
mecanismo que controla la expresion de genes involucrados en
el transporte y metabolismo de fuentes de carbono alternativas.
En Escherichia coli y Bacillus subtilis, el sistema PTS tiene un
papel preponderante, pero no en Streptomyces pues esta
limitado a fructosa y N-acetilglucosamina (3). En Streptomyces,
la RCC tiene un mecanismo dependiente y otro independiente de
la glucosa cinasa de ATP (ATP-GIk). Se ha propuesto que en la
RCC dependiente de ATP-GIk, la cinasa participa en conjunto
con reguladores transcripcionales (RT) para regular la expresion
de genes (2,4). En un andlisis transcripcional realizado en S.
coelicolor M145 en condiciones represoras (glucosa 0.5% + agar
0.5%) se identificaron 134 genes dependientes de ATP-GIk, 9 de
estos genes fueron RT que probablemente sean los efectores en
la RCC. De estos RT, dos pertenecen a la familia GntR, uno a la
familia LuxR, otro a la familia SARP, cuatro pertenecen a la
familia MerR, y también se identificé a ArgR (2). En el presente
estudio se predijeron los sitios de union y genes blanco de los 9
RT, permitiendo la seleccién de uno de ellos para evaluar su
contribucion en la RCC en S. coelicolor.

Metodologia. Para la prediccion de los sitios de unién se
extrajeron las secuencias -400 a +50 de los RT y 10 de los
ortélogos de cada RT y se analizaron en el programa MEME. Las
secuencias obtenidas se alinearon con una base de datos que
contenia las secuencias -400 a +50 de los 134 genes
dependientes de ATP-Glk para obtener los genes blanco,
utilizando el programa MAST. Se identificé al RT que tenia un
mayor numero de genes blanco involucrados en el metabolismo
del carbono y se elimin6 el gen mediante la metodologia de PCR-
targeting (5). Se evalué el efecto de la mutacion al comparar en
condiciones represoras a S. coelicolor M145 y la cepa Art en el
consumo de glucosa, la actividad de la ATP-GIk, la produccion
de antibidticos y la expresion de 3 genes blanco putativos del RT

).

Resultados. De acuerdo al analisis bioinformatico, ambos
reguladores de la familia GntR tuvieron un alto nimero de genes
blanco. Debido a que el denominado GntR1 tuvo resultados
estadisticamente mas significativos que los obtenidos con el
denominado GntR2, se decidi6 generar la mutante AgntR1.

La mutante AgntR1 mostré una velocidad de consumo de
glucosa mayor en comparacion a la cepa M145, probablemente
debido a que la cepa mutante también mostré6 una mayor
actividad de la ATP-GIk. Adicionalmente, la cepa mutante

produjo mas antibiéticos en comparacion con la cepa M145,
indicando que la cepa mutante no presenta RCC en la
produccién de la produccion de antibidticos (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion fisiolégica entre S. coelicolor M145 y la mutante
AgntR1. Incubacion de 144 h.

Velocidad iy Produccion

de o Produccién de
Medicion consumo Actividad de actinorrodi

d ATP-Glk undecilpro
e digiosina na
glucosa

M145 0.49 mM/h | 120 U/mg 2.2 ymol/g 8.6 umol/g
Mutante 0.66 mM/h | 249 U/mg 3.0 umol/g 14.3 pmol/g

De la lista de genes blanco putativos de GntR1 se eligieron a los
genes glkA, gntR2 y luxR para medir su expresion. Debido a que
en los cultivos se utilizé agar como segunda fuente de carbono,
también se cuantificé la expresion del gen dagA, responsable del
primer paso de la degradacion de agar y que esté sujeto a RCC.
La expresion de los genes demostrd una expresion diferencial en
los genes blanco putativos de GntR1, y que la actividad alta de
ATP-GIlk en la cepa mutante tiene correlacién con su expresion
elevada (Fig. 1). Ademas, se eliminé la represion ejercida por la
presencia de glucosa y la ATP-Glk sobre dagA.
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Fig. 1. Comparacion de la expresion de genes en S. coelicolor M145 y
la mutante AgntR1.

Conclusiones. La mutacion en GntR1 provoco el aumento de la
velocidad de consumo de glucosay la eliminacion de la represién
de glucosa sobre dagA, sugiriendo que GntR1 contribuye en el
proceso de RCC.
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