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RESUMEN 

Con la finalidad de construir un modelo genético que nos permita probar, a nivel 

molecular, la unidn de posibles sefiales metabdlicas y/o macromoléculas a un promotor 

sensible a represién por glucosa, se planted la necesidad de obtener mutantes de 

Streptomyces peucetius var. caesius que no fueran productoras de B-galactosidasa para que 

en un futuro, se clone el operén fac por complementacién de Ia funcién en este 

microorganismo. 

Tnicialmente, se requerfa de un medio de cultivo en el que la esporulacién se presentara en 

proporcién elevada Cinco diferentes medios de cultivo fueron empieados: de entre elios, la 

mayor abundancia de esporas se obtuve en e! medio YMG", mientras que en el medio R2YE, 

la esporulacién fue nula. En todos fog casos en que hubo esporulacién, ésta resulté 

favorecida al mantener a los microorganismos en total ausencia de luz durante la incubacién 

en comparacién con los crecidos en presencia de luz. Se realizaron tratamientos 

mutagénicos a las esporas cultivadas en YMG* uttlizando 3 y 1 mg/ml de N-metil-N’ -nitro- 

N-nitresoguanidina (NTG), en amortiguador Tris-maleatos (TM) 0.5 M, a pH 85 y 7.8, 

respectivamente Dado que las esporas de estos microorganismos no se lograron 

restablecer bajo las condiciones empleadas, se tomé Ia decisién de trabajar con micelio. 

Para ello, muestras de microorganismos en esta fase del ciclo de vida fueron cultivados en 

medio YMB liquido suplementado con glicina para obtener una pared debilitada y 

posteriormente, sometido a dos ciclos de homogeneizacién hasta obtener un micelio 

finamente fragmentado. El micelio fue mutagenizado con NTG ( mg/ml} y sembrado por 

plaqueo en YMG Se cuaniificaron las colonias para determinar la curva de sobrevivencia, asi 

como la frecuencia de aparicién de mutantes (nimero de mutantes/ndimero de células 

viables). Los resultades mostraron que a los 15 min de exposicién al mutdgeno se presents la 

mayor incidencia de mutantes, con un porcentaje de sobrevivencia del 0.075%. 

Posteriormente, la muestra de 15 min fue sometida a un método de enriquecimiento con 

ampicilina. Se obtuvieron 18 mutantes que fueron seleccionadas por su incapacidad para 

crecer en un medio minimo (MM) suplementado con lactosa como tnica fuente de carbono. Y 

una mutante mds, que en medio sdlido YMG con lactosa 20 mM, presenta reaccién al X-gal. 
La cepa original fue utilizada como control. Al determinar Ia actividad de §-galactosidasa en 

tres de las mutantes, éstas presentaron valores inferiores al control, es decir, las cepas 

obtenidas en el presente trabajo resultaron ser mutantes parciales de §-galactosidasa, con 

un valor promedio de actividad del 52.82% con respecto a la cepa original. Estos resultados 

pueden explicarse por la presencia de isoenzimas con actividad de B-galactosidasa, o bien, 

por una mutacién que afecte parcialmente la actividad o quizds, por una mutacidn 

regulatoria. También es posible que se haya afectado el sistema de transporte de lactosa. 

Serdn necesarios mds estudios para caracterizar la f-galactosidasa de las mutantes 
obtenidas y de fa cepa original, antes de diseMar un nuevo protocolo de mutagénesis pare fa 

busqueda de cepas sin Ja enzima -galactosidasa.



1 INTRODUCCION 

Los estreptomicetos al igual que todos los microorganismos requieren de nutrientes para 

sobrevivir, Diferentes azticares como lactosa, glucosa, maltesa, ramnosa, rafinosa, 

melobiosa, galactosa, xilosa, etc. pueden ser utilizados como fuentes de carbono. Por tanto, 

se necesitan varias enzimas para emplear dichas fuentes de carbono y producir energia que 

aprovechard la célula (Madigan ef al, 1998). Resultaria un enorme gasto energético si la 

célula sintetizara simultdneamente todas las enzimas que requiere. Asi, han surgido 

diferentes mecanismos que reprimen todos los genes que codifican a las enzimas que no son 

necesarias y que activan oportunamente a otros genes cuando sus productos sean 

requeridos. La presencia de fuentes de carbono rdpidamente metabolizables como Ia giucosa 

impide tanto ia transcripcién como la actividad de ciertas enzimas involucradas en el 

metabolismo de fuentes de carbono alternativas, ademas de afectar también Ia siniesis de 

varios metabolitos secundarios como los antibidticos. (Demain, 1989, Segura et al, 1996). 

De tal forma, los metabolismos primario y secundario estan regulados por {a disponibilidad 

de nutrimentos mediante un mecanismo denominado represién catabdlica ejercida por la 

fuente de carbono. (Hueck and Hillen, 1995; Paulsen, 1996: Sater e7 al, 1995; Segura ef al, 

1996; Trumbly, 1992). 

Streptomyces peucetius var. caesius se caracteriza por presentar un ciclo de vida con 

una diferenciacién morfo-fisiolégica tnica dentro de las bacterias. Es un microorganismo de 

gran importancia para ta biotecnologia, ya que el producto de su metabolismo secundario, fa 

doxorrubicina, posee propiedades farmacoldégicas con un espectro mds amplio de actividad 

antineopldsica y con menos cardiotoxicidad que otros, por lo cudi es usado extensamente en 

el tratamiento de ciertos tipos de cdncer (Arcamone ef a/, 1969: Hershberg, 1989: 

Vandamme, 1984). La produccién de este antibidtico y el metabolismo de fuentes de 

carbone alternativas se ven afectadas negativamente en presencia de altas concentraciones 

de glucosa (Segura, 1995; Segura ef af , 1996). El mecanismo por el cual se lleva a cabo la 

represion catabédlica en el género Streptomyces atin no se ha comprendido del todo, aunque 

es diferente al que se presenta en Escherichia coli y bacterias Gram positivas de bajo 

contenido en GC como en el género Baciflus (Kwakman and Postma, 1994, Postma et a/, 1993; 

Postma et a/, 1996). Por lo anterior, se ha decidido {a tarea de profundizar en el 

conocimiento de dicho fendédmeno. Diversos autores (Angell ef al, 1994; Hodgson, 1982. 

Ingram ef a/, 1995; Kwakwan and Postma, 1994) han sugerido fa participacidn directa de la 

enzima glucosa cinasa (Glk) como una proteina clave en la expresién de dicho fenémeno 

regulatorio. Por el contrario, utilizando S. peucetius var caesius, nuestro grupo de trabajo 

ha obtenido evidencia experimental que sugiere que es el flujo en el catabolismo de glucosa 

mds que la Glk per se el responsable de fa represién por glucosa (Escalante et al, 1999; 

Ramos, 1998). Con la finalidad de construir un modelo genético que nos permita probar a 

nivel molecular, la unién de posibles sefiales metabdlicas y macromoléculas a un promotor 
sensible a represién por glucosa, se planted como objetivo para este trabajo, el seleccionar 

una mutante no productora de 8-galactosidasa que en un futuro permita por 

complementacidn de la funcidn, clonar el operdn /ac en este microorganismo.



2. MARCO TEORICO 

2.1 Caracteristicas del género Streptomyces 

Anterlormente reconocidos como hongos debido a su morfologia y similar papel 

ecolégico, los actinomicetos constituyen un grupo de bacterias filamentosas en su 

mayoria, aunque también presentan formas unicelulares tipicas. (Goodfellow ef a/, 

   1983). Actualmente se han reubicade dentro del grupo de las bacterias y se les 

denomina Actinobacteria (Margulis and Schwartz, 1998). Dentro de este grupo se 

encuentran los estreptomicetos, cuya clasificacién taxonémica segtin ei Taxonomy 

Browser es la siguiente: 

» Bacteria 

2 Firmicutes 

* Actinobacteria 

¢ Actinobacteridae 

* Actinomycetales 

@ Streptomycineae 

e Streptomycetaceae 

« Streptomyces 

e Streptomyces peucetius var, caesius 

Representantes del género Streptomyces se encuentran ampliamente 

distribuidas en la naturaleza. El nicho principal es el suelo (10* a 10’ unidades 

formadoras de colonias por gramo de suelo seco) donde estdé generalmente en 

forma de esporas mds que como micelio vegetative. Su presencia esta relacionada 

positivamente con la materia orgdnica y el agua contenida en el suelo, pero



también se encuentran en ambientes dulceacuicolas, ambientes marinos, en 

manglares, en el forraje y materiales relacionados, asi como en el aire (Cross, 

1981: Hirsch and Mc Cann-Mc Cormik 1985; Lloyd, 1969). 

Los estreptomicetos son aerobios estrictos, prefieren suelos de contenido 

moderado de humedad y la mayoria crece dptimamnente en rangos de 

temperaturas meséfilas 10 - 37°C (Hirsch and Mc Cann-Me Cormik, 1985). 

Los estreptomicetos pueden agruparse en 2 categorias basadas en el 

requerimiento de pH para su crecimiento. Los acidofilicos crecen en rangos de pH 

de 3.5 - 6.5 siendo el dptimo cercano a 5, mientras los neutrofilices crecen de 5 - 

9 cuyo éptimo es alrededor de 7, aunque algunos se han aislade de suelos con pH 

de mds de 9 (Hirsch and Me Cann-Mc Cormik , 1985). 

Las caracteristicas mds interesantes de la biologia del género Streptomyces 

corresponden al ciclo de vida (Figura 1), ya que presentan un crecimiento tipo 

miceliar con una diferenciacién morfo-fistolégica Unica dentro de las bacterias: ya 

que la mayoria de éstas son unicelulares y se multiplican por fisién binaria (Hirsch 

and Mc Cann-Me Cormik, 1985; Madigan et al, 1998). Estas actinobacterias 

presentan un tipo de crecimiento vegetative micelial, en el que las hifas 

cenoctticas crecen por extensién apical para formar un micelio ramificado 

(Chater, 1998). Este micelio se nutre de compuestos insolubles presentes en el 

suelo, mediante la secrecién de una gama variada de enzimas. Una vez que los 

nutrientes se han agotado, comienza un complejo proceso de diferenciacién 

morfo-fisioldgica (Hirsch and Me Cann-Mc Cormik, 1985; Madigan et af, 1998). 

Dicho proceso comienza con el surgimiento de hifas aéreas que crecen 

nutrigndose de la lisis del micelio vegetative. Posteriormente, las hifas aéreas 

comienzan a enroscarse (Figura 2A) y a septarse para dar lugar a la formacién de 

cadenas de esporas (Figura 2B), que en la mayoria de los casos, al madurar



adquieren pigmentacién lo que coincide con la produccién de metabolitos 

gecundarios Cabe sefialar que las esporas constituyen la unica etapa unicelular, ya 

que al germinar éstas vuelven a generar un micelio vegetative (Hirsch and Mc 

Cann-Me Cormik, 1985: Hopwood, 1988; Servin, 1994). 

Micelio 
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Figura 1.- Ciclo de vida de Streptomyces coelicolor (Hopwood, 1988) Dib. 

Enrique Vazquez. 
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Streptomyces , micrografias electrdnicas (11000x) ( Grubbs, 1998). 
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Los estreptomicetos poseen una estructura celular tipica de bacterias, la 

pared celular consiste de una capa rigida de peptidoglicano compuesta por dos 

azdcares derivados: N-acetilglucosamina y dcido N-acetilmurdmico, asi como un 

pequetio grupo de aminodcidos; L-alanina, D-alanina, deido D-glutamice y ya sea 

lisina 0 dcide L-diaminopimélico (L-DAP). Estos constituyentes se conectan para 

formar una estructura repetida, en la cual las cadenas de glicano formadas por 

azticares se conectan por medio de uniones cruzadas, y que estén formadas por 

aminodcidos. Los enlaces glucosidicos que conectan a los azticares de las cadenas 

de glicano son muy fuertes. Sin embargo, estas cadenas por si solas no pueden 

proveer rigidez en todas direcciones. En las bacterias Gram positivas las untones 

cruzadas se llevan a cabo por interpuentes peptidicos (Figura 3). Los tipes de 

aminodcides asi como el ntimero de que se componen varian entre especies 

(Madigan et a/,1998). Streptomyces presenta una pared celular quimiotipo I, esto



es que los mayores constituyentes son L-DAP y glicina. Ademds, el de 

peptidoglicano es tipo A3y en donde A implica un entrecruzamiento entre fa 

posicién 3 y 4 de dos subunidades peptidicas; 3 indica que el puente peptidico es 

de glicina o algtin L-aminodcide monocarboxitico y y indica que el aminodcido en la 

posicién 3 es dcido meso-diaminopimélico (DeJong and McCoy, 1966; Goodfellow 

and Cross, 1983). 
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Figura 3.- Estructura de la pared celular en bacterias Gram negativas y Gram 

positivas. G: N-acetilglucosamina; M: dcido-N-acetilmurdmico (Madigan et al., 

1998).



Streptomyces pertenecen al grupo de las bacterias Gram positivas con alto 

contenido de guanina-citosina (GC) (72% en promedio) (Madigan et al., 1998). El 

material genético se encuentra distribuido en paquetes discretos a lo largo de 

toda la hifa, la cudl contiene numerosas copias de! cromosoma. En contraste, las 

esporas contienen un solo cromosoma es decir son “uninucleadas" (Chen, 1996). El 

DNA de estos microorganismos es uno de los pocos ejemplos de cromosoma lineal 

en bacterias (Chen, 1996; Kelsto, 1997) y mide aproximadamente 8 Mb de 

longitud (Lin et a/, 1993, Chen, 1995). Este posee gran inestabilidad ya que los 

extremas terminales del cromosoma experimentan deleciones espontdneas, con 

una frecuencia mayor al 0.1% en relacién con las esporas cultivadas (Leblond and 

Decaris, 1994). Ademds de que estos extremos contienen secuencias repetidas 

invertidas y proteinas covalentemente unidas al extremo 5° (Lin et al, 1993: 

Lezhava ef al, 1995; Leblond and Decaris, 1994; Pandza ef af, 1997). 

Aunada a la diferenciacién morfolégica existe una diferenciacidn fisiolégica 

que tiene caracteristicas importantes para la biotecnologia, ya que es la etapa en 

la que se producen metabolites secundarios y proteinas extracelulares (Demain, 

1989; Segura ef a/, 1996). El metabolito secundario de estas actinobacterias que 

nos es mas familiar, es un compuesto muy voldtil llamado geosmina (trans-1,10- 

dimetil-trans-9-decalo!) ademds de metil-lisoborneol, los cuales imparten a los 

suelos su olor caracteristico a “tierra mojada’ (Locci, 1989). Una proporcién 

grande de los metabolitos secundarios poseen actividad antibidtica (de los 6000 

antimicrobianos conocidos el 60.3% son preducidos por estreptomicetos) aunque 

también se les ha empleado como antineopldsicos, pigmentos, herbicidas y 

surfactantes (Santana ef a/, 1994). La produccién de enzimas extracelulares por 

representantes de este género, esenciales en la degradacién de biomasa y la 

asimilacién de diversas fuentes de nutrientes comprende gran variedad de



enzimas hidroliticas extracelulares como quitinasas, celulasas, amilasas, xilanasas 

y proteasas. Entre los polimeros que pueden degradar se incluyen el almiddn, 

pectina y ciertas hemicelulosas; ademds, aparentemente se encuentran 

1986, Frost and Moss, 1987; Hirsch and Mc Cann-Mc Cormik , 1985; Rose, 1979; 

involucrados en la biodegradacién de lignina en la naturaleza. (Crandall and Hamill, 

Sdnchez et al, 1997). 
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Figura 4.- Micelio aéreo de Streptomyces peucetius var, caesius ATCC 27952. 

Tomada por José Avilés.



2.2 Streptomyces peucetius var. caesius 

La variedad caesius de S. peucetius (Figura 4) fue obtenida por tratamiento 

mutagénico a partir de S, peucetius (Arcamone ef al, 1969) a su vez aislado de 

una muestra de suelo de Peucetia, una de las dos antiguas regiones de {a actual 

Apulia al centro de Italia en 1957 y posteriormente fue descrito por Grein ef af. 

(1963). Esta variedad produce un antibidtico policétido que pertenece al grupo de 

las antraciclinas (doxorrubicina), cuya formula es Cz7H2gNOu y su peso 

molecular corresponde a 543.54 g/mol (Figura 5) (Arcamone ef al, 1969; Blum et 

al, 1974). Dicho bactericida acta sobre Gram positivas y sdlo en algunos casos 

sobre Gram negativas (Vanek ef al, 1977). 

antraciclinona 

(grupo croméforo) 

     

  

RO 

aminoazicar 

(daunosamina) 

Rt R2 Formula P (g/mol) 

Daunorrubicina CH3CO CH3 Co7HagNOig 527.51 

Doxorrubicina CH2OHCO CH3 Co7pHagNOuy, 543.54 

Figura 5.- Estructura quimica de la doxorrubicina y daunorrubicina.



No obstante, la mayor importancia de este antibidtico radica en que posee 

mejores propiedades farmacoldgicas (mds amplio espectro de actividad 

antineopldsica y menos cardiotoxicidad) que la daunorrubicina (Figura 5), 

producto de su cepa padre (Arcamone ef a/, 1998: Grein, 1987; Hershberger, 

1989; Lomovskaya et al, 1998; Vandamme, 1984). Se ha demostrado en células 

cancerosas que ambos antibidticos llevan a cabo interacciones electrostdticas con 

el DNA de doble cadena. Esta accién, como agentes "intercalantes", es 

intesis de DNA y RNA (Di Marco ef al, 1975). 

  

A nivel celular esto se traduce en la inhibicién de la mitosis. También se ha 

reportado la induccién de rompimientos en el DNA (Simpkins ef a/, 1984; White 

and Stroshane, 1984) y es posible ia existencia de un mecanismo adicional, ya que 

este compuesto es citotdxico para las células de leucemia sin necesidad de entrar 

a éstas (Tritton and Yee, 1982). 

En la actualidad ia doxorrubicina se comercializa como doxorrubicina liposomal 

(DOXIL®) ya que el clorhidrato de doxorrubicina es encapsulado en liposomas 

(STEALTH ©) para su administracién intravenosa, el cual muestra ser efectivo en 

una variedad de tumores. De hecho este antibidtico ha sido aprobado por la FDA 

(Food and Drug Administration, de los Estados Unidos) para tratamiento del 

sarcoma de Kaposi (Mallery, ef af, 1999; Nasti et al, 1999; Newell, et al, 1998). 

Se sabe que en S. peucetius var. caesius la produccién de antraciclinas se fleva 

a cabo en presencia de diversas fuentes de carbono como glucosa, manosa, 

celobiosa, lactosa, fructosa, maltosa y almidén, siendo la primera, la fuente mds 

empleada en Ia produccién de antibidticos (Dekleva ef a/, 1985). La produccién de 

metabolitos primarios y secundarios, se encuentra regulada tanto por fuentes de 

carbono (Demain, 1989; Hodgson, 1982; Segura et al, 1996), como por nitrdgeno y 

Wi



2.3 El fendmene de represién catabélica ejercida por la fuente de carbono 

En bacterias y microorganismos eucariontes, los genes que codifican vias 

metabdlicas para fuentes de carbone alternas como lactosa, glicerol o maltosa, 

estén inducides especificamente por sus respectivos sustrates (Hindle and 

Smith, 1994). Sin embargo, si una fuente de carbono rdpidamente metabolizable 

como la glucosa, estd presente en el medio, la sintesis de enzimas catabdlicas 

alternativas se reprime. Este mecanismo conocido ya desde hace mas de 90 akos 

citado por Ronne (1995) (Epps and Gale, 1942; Monod, 1947) es llamado represién 

catabélica ejercida por Ia fuente de carbono, lo que evita la produccién 

innecesaria de metabolitos intermediarios comunes (Magasanik, 1961). De tal 

modo que se asegura la utilizacién organizada y secuencial de las diversas fuentes 

de carbono presentes en el medio. Utiliza primero la glucosa, con lo cual coordina 

el metabolismo de las fuentes de carbono y energia alternas, maximizando asi su 

eficiencia. (Postma ef al, 1993; Saier ef al, 1996; Wanner et al, 1978). 

2.3.1 Represién catabdlica en bacterias Gram negativas. 

El fenédmeno de represién catabélica es un mecanismo de regulacién que se 

encuentra ampliamente distribuido entre los seres vivos. Sin embargo, el 

organismo donde mejor se ha caracterizado es en E coli (Figura 6) En esta 

bacteria el metabolismo de carbone esta regulado por el sistema de transporte 

de fosfotransferasa (PTS) dependiente de fosfoenol piruvato (PEP) (Saier, 1989; 

Saier ef af, 1995). El PTS es un sistema de transporte de mds de 20 diferentes 

carbohidratos, en donde se usa el PEP como el donador de fosforilo en una 

reaccién dependiente de ATP que involucra al menos dos proteinas, la enzima EI



(I) y ia proteina de histidina (HPr) (Postma et al, 1993; Sater et al, 1989). En 

este sistema la proteina especifica para glucosa (ITA®"), funciona como un 

efector alostérico que controla dicho mecanismo uniéndose en su forma no 

fosforilada a permeasas de carbohidratos (p. ej. permeasas transportadoras de 

lactosa-H’). La enzima ITA* se fosforila reversiblemente en un residuo de 

histidina por la enzima I y la HPr det PTS, regulando positivamente la actividad de 

ia adeniiato ciclasa lo cud! produce un aumento de niveles intracelulares en el AMP 

ciclice (cAMP) (Saier, 1989). Se ha viste que estos niveles de cAMP inducen la 

sintesis de muchas enzimas catabdlicas sensibles a represién. Dicha molécula se 

une a una proteina represora de catabolite (CPR) y actta sobre los promotores de 

muchos genes promoviendo asi su transcripcién. (Botsford e7 al, 1992; Ishiuka ef 

al, 1993: Kolb et al, 1993). Por tanto, el PTS es un sistema que dornina y regula la 

actividad de otros transportadores de carbohidratos presentes en la célula 

(Saier, 1989: Sater et al, 1995). 

2.3.2 Represién catabélica en bacterias Gram positivas. 

Las bacterias Gram positivas se dividen en dos grandes grupos: las de bajo y 

las de alto contenido de GC. Dentro del primer grupo, Bacillus subtilis ha servido 

como organismo modelo en el-estudio de la regulacién del metabolismo de carbono 

(Figura 7), En este grupo se ha observado la presencia de tres elementos 

importantes: en primer lugar un factor de transcripcién llamado proteina A de 

control del catabolite (CcpA) homdlogo a varias proteinas represoras, en segundo, 

secuencias consenso presentes en el DNA, llamadas elementos de represién 

catabélica (CRE) y por tiltimo la proteina HPr del sistema fosfoenolpiruvato 

fosfotransferasa para el transporte de azticares (Hueck and Hillen, 1995; Saier



et al, 1995). El modelo del mecanismo de represién catabélica en & subtilis, 

propone que la produccién de intermediarios metabdlicos como fructosa 1,6- 

bifosfato (FBP) o 6-fosfogluconato y 2-fosfoglicerato, resultado del metabolismo 

de las fuentes de carbono represoras, inducen la activacidn de una cinasa que 

fosforila a la HPr en su serina 46, La HPr fosforilada se une y activa a la proteina 

CcepA produciendo un aumento en su afinidad por los CRE presentes en las 

regiones reguladoras de los operones sensibles a represién. Este complejo 

formado entre la CcpA activada y el DNA, podria retardar o bloquear |a 

transcripcién de diversos genes uniéndose a los CRE presentes en la regiones 

reguladoras de los operones sensibles a represidn y en conjunto con otras 

moléculas efectoras (Hueck and Hillen, 1995; Miwa et a@/, 1997: Saier et al, 

1995). 

“Aunque las especies de Strepromyces son capaces de utilizar un gran ndmero 

de carbohidratos para su crecimiento, el conocimiento de rutas metabdlicas de 

carbohidratos asf como su regulacién son atin limitados (Romano, 1986; Saier, 

1996). En Streptomyces, diversas fuentes de carbono afectan ia expresién de 

genes involucrados en utilizacién de fuentes de carbono alternativas (Hodgson, 

1982; Mattern ef af, 1993; Smith and Chater, 1988), en la sintesis de enzimas y 

metabolitos secundarios, asf como en el transporte de carbohidratos (Hodgson, 

1982: Delic ef al, 1992; Segura et al, 1996; Servin et al, 1994). 

Se ha detectado en algunos estreptomicetos (Streptomyces coelicolor, S. 

griseofuscus y S. lividans) el sistema fosfotransferasa (PTS) dependiente de 

fosfoenol piruvato (PEP) solamente para fructosa (Titgemeyer et af, 1995). Los 

intentos para identificar dicho sistema de transporte en muchas otras especies 

de Streptomyces han sido en vano (Sabater ef al, 1972; Novotnd and Hostdlek, 

1985). Se sabe que el mecanismo de represién catabdlica por fuente de carbono



es considerablemente diferente al que existe en E coli y en bacterias Gram 

positivas de bajo contenido en GC como 2. subtilis (Postma et af, 1993; Postma ef 

al, 1996), debido a la ausencia de fluctuaciones en los niveles de cAMP con el 

cambio de fuente de carbono en Streptomyces coelicolor (Hodgson, 1994) y 

Streptomyces venezuelae (Gersh et al, 1980; Chatterjee and Vining, 1982). 

Para el estudio de este mecanismo de regulacién Hodgson (1982) aislé 

mutantes de S. coelicolor por su habilidad para crecer en lactosa y en presencia 

de un andlogo de la glucosa, la 2-desoxiglucosa (2-DOG) las cuales fueron 

vesistentes al fendmeno de represién catabdlica. Estas mutantes mostraron bajos 

niveles de actividad de la enzima glucosa cinasa dependiente de ATP (Glk), que es 

la responsable de !a fosforilacién de la giucosa, ademés de que fueron incapaces 

de utilizar glucosa, no obstante, el transporte de este carbohidrato no se 

encontré afectado (Hodgson, 1982: Segura ef al, 1996). 

Angell y colaboradores (1992), en experimentos de restrtucidn de la funcidn de 

mutantes deficientes de Glk (glk), encontraron un fragmento de 2.9 Kb que 

contiene un marco de lectura abierto parcial (ORF1) y des marcos de lectura 

abiertos completos (ORF2) y (ORF3) que codifican para proteinas de 20.1 y 33.1 

kilodaltones (kDa) respectivamente. Esta Ultima, codifica para la glucosa cinasa 

(GIk) de S, coelicolor. Se ha observado que el g/kA-ORF3 por si solo, restablece la 

actividad de Glk, a utilizacién de glucosa, al igual que la sensibilidad a 2-DOG y Ia 

represién catabdlica de diversos genes como el dagA, que codifica para una 

agarasa extracelular, en las mutantes de S. coelicolor resistentes a 2-DOG 

(Angell ef al, 1992). Sin embargo, para alcanzar los niveles de la actividad de Glk 

encontrados en la cepa silvestre, es necesaria la expresién tanto del QIkA-ORF3 

como del g/kA-ORF2. Ademds, la secuencia del ORF2 es transcrita junto con el 

resto de g/KA, por lo que se ha pensado que posee algiin papel en el metabolismo 
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de glucosa y sugiere que esta funcionalmente relacionado y de cierta manera 

sujeto a expresién coordinada, Ademds se ha observado que el ORF2 codifica una 

proteina invoiucrada tanto en el transporte de glucosa como en su metabolismo 

Por ditimo, el producto del fragmento g/kA-ORF3 muestra varias secciones de las 

secuencias de aminodcidos que son similares a las encontradas en una familia de 

proteinas como la proteina represora de la sintesis de N-acetilglucosamina 

(NagC) de E coli y a represora de la sintesis de xilosa (XyIR) de & subtilis. Sin 

  

argo, !a Gik de S, coelicolor carece de un extremo N-terminal con dommios 

de unién a DNA, que estan presentes en dichas proteinas represoras (Titgemeyer 

et al, 1994). 

Posteriormente, Angell y colaboradores (1994) aislaron a partir de mutantes 

de S. coelicofor (que presentan una delecién en el fragmento gikA-ORF3) cepas 

capaces de utilizar glucosa y presentar niveles de Glk similares a los de la cepa 

orignal (denominadas mutantes supresoras), Ooservaron que estas nuevas 

mutantes presentan una segunda actividad de glucosa cinasa (Glk-IT), ya que en 

un zimograma mostré un corrimiento electroforético diferente al presentado por 

la actividad de la cepa original. Con esta segunda actividad se restablece fa 

sensibilidad a 2-DOG, la utilizacién de glucosa, pero no la sensibilidad dei gen 

dagA a \aq represién catabédlica Ademds, mediante experimentos de 

transformacién con la Glk de Zymomonas mobilis, se recupera |a utilizacién de 

glucosa, la actividad de Glk, pero no la represidn catabdlica por glucosa del gen de 

agarasa (Angell ef al, 1994). Ademds la sobre-expresion de este gen en mutantes 

de S. coelicolor con una delecién en gikA, no restablece la represion por glucosa 

sobre el gen dagA, este resultado sugiere que la fosforilacién de glucosa por si 

sola no es suficiente para la represién catabélica y por tanto g/kA-ORF3 juega un



papel importante en la represién por glucosa en este organismo (Angell ef a/, 

1994; Kwakman and Postma, 1994). 

Aunque el papel de la Gik en el fendmeno de represién por fuente de carbono 

no se ha esclarecido, existen evidencias que indican que posiblemente éste sea 

independiente de ja actividad catalitica (fosfortiar glucosa a glucosa 6-fosfato) 

que realiza y que posea también una propiedad represora adicional que ie permita 

actuar sobre los operones sensibles a regulacién por carbono, impidiendo su 

transcripci6n. O bien, que sea la Glk capaz de unirse a algin otro factor proteico 

de unidn a DNA, formando un complejo represor que acttie al nivel de 

transcripcién de los genes sensibles a la represién catabdlica (Kwakman and 

Postma, 1994), 

Podrian participar conjuntamente con la Glk diversos intermediarios productos 

del metabolismo de las fuentes de carbono, (la glucosa-6-fosfato, la fructosa- 

1,6-bifosfato, o bien nucledtidos de importancia en el mantenimiento y balance de 

los niveles de energia celular, es decir ATP, ADP, etc) como inductores 

considerando que una de las funciones del fenédmeno de represién catabdlica es 

mantener los niveles de energia idéneos en la célula (Figura 8) (Escalante ef a/, 

1999). 

Se ha visto que la utilizacién de diversas fuentes de carbono es comtinmente 

ejercida por diferentes mecanismos regulatorios, Por ejemplo el operén de 

lactosa estd controlado por glucosa a dos niveles: por exclusién del inductor y por 

represion catabélica, El transporte de lactosa por la permeasa /ac es inhibido por 

glucosa, un fenédmeno conocido como exclusién del inductor. El segundo mecanismo 

mediante el cual la glucosa afecta el operén es a través de la represién catabdlica 

(Wong et a/, 1997).



Por ltimo, se esta estudiando {a utilizactin de diversas fuentes de carbono en 

S. coelicolor como modelo para investigar mecanismos de fa regulacién de las 

mismas. Asi, la ruta del catabolismo de glicerol esté determinada por el operdn 

gyl(ABX, el cual contiene dos promotores que son inducibles por glicerol y son 

reprimidos por glucosa. Ademds se ha visto que la unidad de transcripcién gy/R 

contiene un marco de lectura abierto que codifica para una proteina de peso 

molecular de 27600 Da. Esta proteina posee una regién que es similar a los 

dominios hélice-vuelta-hélice de ciertas proteinas de unlén a DNA. La 

trascripcién de gy/R es también inducible por glicerol pero es poco reprimible por 

glucosa (Hindle and Smith, 1994; Smith and Chater, 1988). 

Por tanto, el interés en estudiar los mecanismos que controlan la expresién de 

diversos operones en el género Streptomyces, ayudarén a dilucidar este 

fendmeno y diferenciarlo de otras bacterias como E. col/y B. subtilis, 
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Figura.- 6 Mecanismo propuesto para la regulacién del metabolismo de carbono en E 

col, PEP: fosfoenol piruvato. I y HPr: enzimas acopiadas a energia del sistema de 

transporte de azticares dependiente de PEP. TIA: efector alostérico (enzima glucosa 

espectfica). TIBC: enzima membranal de transporte especifica para el carbohidrato. P. 

grupo fosfato. CRP: proteina receptora de cAMP (Modificado de Ramos, 1998). 
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Figura 7.- Modelo del mecanismo de represién catabdlica propuesto para & subrilis. 

HPr: proteina constituyente del sistema de transporte (PTS) de azdcares dependiente 

de fosfoenol piruvato (PEP). FBP. fructosa 1,6-bisfosfato. CcpA factor de transcripcidn 

homdlogo a proteinas represoras. (Tomado de Ramos, 1998) 
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Figura 8.- Modelo hipotético del fendmeno de represién catabélica ejercida por 
la fuente de carbono en Streptomyces peucetius var. caesius (Tomade de 
Ramos,1998)



2.4 Ef operén de lactosa (operén /ac) 

La expresién génica en procariontes puede ser controlada a dos niveles: en la 

transeripcién del DNA a RNA, en donde muchos genes son requlados y 

controlados y en \a traduccién del RNA a proteinas (Lewin, 1997). 

En dichos organismos es comtin que el conjunto de genes distintos se 

encuentran estructurados en un operén. Se sitdan en serie y son controlados por 

una regién reguladora comin (Palmer, 1985). El mensaje producide por un operdn 

es policistrénico es decir, la expresién de todos fos genes reside en una sola 

molécula de mRNA (Madigan et al, 1998). 

El lugar mds factible para regular ta transcripcién se encuentra en o alrededor 

de fa regién promotora del operén. Controlando la habilidad de la RNA polimerasa 

(RNApol) para unirse al promotor, Una vez undo, para transcribir genes 

estructurales, la célula es capaz de modular la cantidad de mensaje que puede ser 

producido y por lo tanto Ja cantidad de productos de genes eventualmente 

Sintetizados (Moat and Foster, 1988). Las secuencias adyacentes a la regién 

codificante estén involucradas en su control y son llamadas regiones reguladoras. 

Estas regiones estén constituidas de un promotor, donde inicia la transcripcién y 

la regién del operador que es el sitio donde se une una proteina reguladora. Estas 

proteinas cuando previenen la transcripeién (control negativo), son denommadas 

represoras; o bien, en e! caso contrario, cuando incrementan la transcripcién 

(control positive) se les conoce como activadoras. Ambos tipos de proteinas 

requieren de efectores unidos a moléculas tales como azticares 9 aminodcidos 

para su actividad (Madigan ef af, 1998). Dado que un operon esta bajo contro! 

negativo o positivo, puede ser referido como reprimible o inducible (Lewin, 1997).



El primero de estos sistemas de control conocido y que se ha revisado en este 

trabajo, es decir, el operon /ac fue investigado detalladamente en E& coli, por 

Jacob y Monod en 1965 y gracias a su hallazgo, ganaron el premio Nobel (Palmer, 

1985). 

El operén /ac es el responsable de fa utilizacién de lactosa como fuente de 

carbono, La lactosa es un disacérido compuesto de glucosa y galactosa. En E. col’ 

el producto del gen lacZ es \a &-galactosidasa, la cual rompe el enlace 8-1,4 de ia 

lactosa liberando a tos monosacdridos (Figura 9). La enzima es un tetrdmero de 4 

subunidades idénticas con un peso molecular de 116,400 Daltones (Da) cada una. 

La entrada de lactosa a la célula requiere de la permeasa /ec (46,500 Da) la cudl 

es el producto del gen facY. La permeasa es hidrofdbica y probablemente 

funciona como dimero. Mutaciones en cualquiera de los genes facZo lacY en E. coli 

gon fenotipicamente Lac’, asi las mutantes no pueden crecer en lactosa cuando se 

dispone como Gnica fuente de carbono. El gen facA codifica para tiogalactésido 

transacetilasa que es una proteina dimérica (30,000 Da por subunidad) a Ia cual 

no se le ha asignado un pape! importante (Lewin, 1997). El promotor se conoce 

como facP , en tanto que el operador como /acO . El gen fact codifica para una 

proteina tetramérica represora de 38,000 Da por subunidad. El operador 

contiene alrededor de 28 pb y esta adyacente al gen /acZ (Dawes and Sutherland, 

1993), 

La induccidn del operén /ac ocurre cuando las células se cultivan en presencia 

de lactosa. El bajo nivel de la B-galactosidasa presente en las células convierte o 

la lactosa en alolactosa, esto es, que el residuo galactosilo esta presente en la 

pasicién seis en lugar de la cuarta posicién de la glucosa. Alolactosa es justamente 

el inductor del operén. El represor (Jacl) es una molécula alostérica con distintos 

sitios de unién al DNA y ai inductor. La unién del inductor al represor puede 
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ocurrir si el represor esta libre en el citoplasma o unido al DNA (Dawes and 

Sutherland, 1993). 

La unién del inductor al represor modifica alostéricamente al represor, 

disminuyendo asi su afinidad por el DNA de facO, Una vez que el represor es 

removido de /acO, procede la transcripcién de /acZ¥A, Por tanto, el operén fac es 

un sistema inducible controlado negativamente (Wong ef al, 1997). 

Se sabe que el operén de la lactosa esté controlado por glucosa a dos niveles: i) 

el transporte de lactosa se inhibe por la presencia de ta glucosa, exclusién del 

inducter, 11) por ofre lado, se lleva a cabo la represién catabdlica. 

En presencia de glucosa y lactosa, la unin de la proteina represora no se lleva 

a cabo ni tampoco la activacién del promotor. En ausencia de ambas el promotor 

se activa pero el operador se reprime En ausencia de lactosa y presencia de 

glucosa ambas influencias negativas ocurren. La franscripcién del operén sac 

ocurre solo cuando fa célula realmente lo requiere es decir, cuando la lactosa esta 

presente y no hay de ningtin modo glucosa disponible (Palmer, 1985). 

Existen diversas mutaciones reguladoras que han sido identificadas en el 

operon Jac y que sirven para ilustrar los conceptos generales de la expresién de 

genes. Mutaciones en el locus /acI pueden dar tres fenotipos: i) que no haya 

represor o que éste no sea funcional, lo cual llevard a un constante mensaje de 

sintesis de lacZYA en donde el inductor puede estar presente o no (expresion 

constitutiva); ti) la produccién de un super represor, incrementa union al operador 

y/o propiedades de unién al inductor disminuidas, estas mutaciones resultan en 

un operén fac no inducible y tii) que fac contenga su propio promotor distinto del 

lacP (Dawes and Sutherland, 1993). 

Recientemente, se estudian estos mecanismos de regulacién en el género 

Streptomyces (Smith and Chater, 1988). Se sabe que S. coelicolor no utiliza 
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lactosa muy eficientemente y que su ®-galactosidasa es una enzima extracelular 

muy grande (Burnett et a/, 1985). Esto aunado a que aparentemente es incapaz 

de consumir X-gal y que la enzima de E coli posee pobre estabilidad estructural, 

ast como deficiente expresién del gen lacZ en Streptomyces spp., ha interferide 

con el uso de facZ como gen reportero para Streptomyces spp. Sin embargo, 

diversos estudios de la expresién de lacZ en S. Mvidans y S$. coelicolor fueron 

facilitados por e! uso de mutantes y/o condiciones de crecimiento en donde la 

actividad de 8-galactosidasa endégena estd baja o ausente (King and Chater, 

1986). 

Ademés, se ha clonado, identificado y parcialmente secuenciado el gen que 

codifica para una &-galactosidasa extracelular de 130 kDa en S. fividans. 

Observaron también que la produccién de ®-galactosidasa depende de la presencia 

de secuencia sefial y que es ésta la proteina principal en los sobrenadantes de los 

cultivos y extractos de cepas que expresan el gen clonado de B-galactosidasa 

(Eckhardt ef a/,1987), 
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Figura 8.- Modo de accién de la enzima B-galactosidasa. 
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lactosa en Streptomyces peucetius vor. caesius Una vez que la fuente de carbono es 

introducida a la célula (1) se fosforila por medio de la enzima glucosa cinasa (Glk)(2Z). La 

combinacién de alguno de jos intermediarios metabdlicos unidos a una proteina, forman 
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polimerasa (RNApol) (4). Cuando el inductor (lactosa) esta presente, se une al represor y 

cambia su forma (5), asi el represor no puede unirse a la regién del promotor (6) y fa 

RNApol transcribe los genes estructurales produciendo las 3 enzimas (7).



3. ANTECEDENTES 

Se sabe que diversas fuentes de carbono (almidén, glucosa, sacarosa, melazas, 

etc) son comlnmente usados para la produccién de metabolites primarios (ej. 

enzimas) y metabolitos secundarios (ej. antibidticos) (Frost and Moss, 1987: Rose, 

1979). Sin embargo, con frecuencia su produccién se ve limitada debido al fenémeno 

de represién catabélica ejercida por la fuente de carbono, en donde los mecanismos 

responsables son diferentes entre los diversos microorganismos (Paulsen, 1996; 

Saier ef a/, 1995). 

En S. peucetius var. caesius \a utilizacién de diversas fuentes de carbono, asi 

como la sintesis de metabolitos secundarios es reprimida por glucosa (Demain, 1989, 

Hodgson, 1982; Segura ef al, 1996). Mutantes de esta variedad de microorganismo 

(2-dog®), aisladas por su habilidad de crecer en lactosa en presencia de un andlego 

de glucosa, 2-desoxiglucosa (2-DOG), resultaron ser insensibles (resistentes) al 

fenédmeno de represién y presentaron bajos niveles de Gik, entre 12.5% y 33% con 

relacién a la actividad encontrada en fa cepa original. En dichas mutantes la sintesis 

de #galactosidasa, D-xilosa isomerasa y la produccién de antraciclinas totales 

resultaron también ser insensibles a la represién por glucosa (Segura ef at, 1996). 

Otras fuentes de carbono diferentes a la glucosa como la arabinosa, galactosa y 

glutamate, que no son metabolizables via Glk, también ejercen el fenémeno de 

represién en estas mutantes resistentes a 2-DOG (2-dog®), sugiriendo algtin tipo de 

relacién entre la actividad de Ja Glk y la sensibilidad a la represidn por carbono como 

se ha visto en otras especies de Streptomyces (Segura et al, 1996; Kwakman and 

Postma, 1994).



Con e! fin de determinar si el transporte de diferentes fuentes de carbone 

represoras se encontraba afectado en mutantes 2-dog®, se cuantificé la 

incorporacién de glucosa, galactosa, arabinosa y glutamato marcados con 4C tanto en 

la mutante 2-dog®-21 como en la cepa silvestre. La mutante 2-dog®-21 transporté 

sdlo un 52% de la glucosa incorporada por Ia cepa original en el sistema inducido (en 

donde el microorganismo fue crecido en presencia de la fuente de carbono de la que 

se determinaria el transporte) ademds, el transporte de galactosa y arabinosa por la 

mutante fue de 38 y 18.6% respectivamente, comparada con el transporte d 

carbohidratos en la cepa original. De tal modo que el transporte de estos tres 

azucares (glucosa, galactosa y arabinosa) mostré ser estimulado especificamente por 

la fuente de carbono, tanto en la cepa original como en la mutante 2-dog®-21, en 

cambio e! transporte de glutamato no se vid afectado con la disminucién de la 

actividad de Glk en la mutante 2-dog®-21 (Segura er a/, 1995; Ramos, 1998). 

Al crecer las cepas en ausencia de la fuente de carbono inductora, sistema no 

inducido (crecer en una fuente de carbono diferente a la que se le determinaria el 

transporte) la incorporacién de las fuentes de carbono se vio abatida, lo cual a 

diferencia de lo reportade por Hodgson (1982) para S. coelicolor nos indica que les 

sistemas de transporte para dichas fuentes de carbono fueron estimulados 

especificamente. Asi, se concluyé que la enzima Glk no fue responsable de la 

incorporacién de los carbohidratos en estas cepas (Ramos, 1998). 

Los trabajos que actualmente se realizan en nuestro \aboratorio en cuanto a la 

purificacién y caracterizacién de fa enzima Glik son de gran ayuda para establecer su 

papel en el fendmeno de represién catabélica por la fuente de carbono en el género 

Streptomyces. 

Para determinar el papel de la Glk en dicho fendmeno se aislaron nuevas cepas a 

partir de la mutante 2-dog®-21 que hubieran recuperado su sensibilidad a 2-DO6.



Asi, dos de las cepas aisladas fueron resistentes a represién por fuente de carbono 

(glucosa, galactosa y arabinosa) sobre la produccién de antraciclinas totales 

denominadas 2-dog®-2 y 2-dog®-11 (Ramos, 1998). 

En estas mutantes se detectd que fa actividad de la Glk fue incrementada en 15% 

en comparacién a ta mutante 2-dog®-21. Le mutante 2-dog®-2 presenta una actividad 

de 35% mientras que la cepa 2-dog®-i1 muestra 84% y ambas resultan ser 

resistentes a represién catabélica por carbone. Por e} contrario, la cepa 2-dog®-53 

presenta una actividad de Glk de 28% y es sensible a represion catabdlica. Por lo que 

no existe una relacién aparente entre Ia actividad de la Glk, los niveles de transporte 

de azticares y la sensibilidad a represién catabdlica por la fuente de carbono en las 

cepas estudiadas (Ramos, 1998) (Apéndice 2). 

Sin duda alguna, todos estos trabajos contribuyen a la obtencién de mayor 

informacién acerca del fendmeno de represin catabélica por fuente de carbono, en 

esta variedad de microorganisme. 
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4. JUSTIFICACION 

Ef presente trabajo tiene como finalidad obtener una cepa no productora de B- 

galactosidasa de 5S. peucetius var. caesius. Considerande que ésta enzima es 

codificada por una regién de DNA que forma parte del operdn de lactosa, el cual es 

sensible a represién catabélica, su estudio aportara bases para una mejor 

comprension de este mecanismo de regulacién. 

En nuestro grupo de trabajo, de manera paralela, se estan realizando estudios de 

purificacién y caracterizacién de la enzima Glk; ademds, se busca identificar las 

sefiales catabdlicas que pudieran participar en regiones reguladoras del DNA. Todo 

eilo con el propédsito de disponer de un sistema que permita hacer ensayos en dicha 

region (operador) y probar si la Glk combinada con alguna sefial metabdlica sea la 

responsable de unirse a DNA. 

De la misma manera que jos anteriores, el presente trabajo profundizard tanto en 

el conocimienta de fendmena de represién catabdlica ejercida por la fuente de 

carbono en Streptomyces peucetius var. caesius, como en el estudio de jas bases 

bioguimicas y moleculares de dicho proceso regulatorio, Por consiguiente, para iniciar 

este trabajo se propone el siguiente objetivo: 

5. OBJETIVO GENERAL 

Establecer la metodologia necesaria para obtener cepas mutantes que no 

produzcan la enzima &galactosidasa a partir de la cepa original de Streptomyces 

peucetius var. caesius ATCC-27952. 
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6. ESTRATEGIA GENERAL 

    

    

     

Obtencién del material bioldgico 
  

  

    Esporas Micelio Fragmentado 

Medio de esporulacién, R2YE, medio de Medio YMB y 2 ciclos de 

esporulacién modificado!, modificado*: y YMG? homogeneizacién 

“s 
| Determinacidn de las condiciones de mutagénesis 

t t 

    
  

    

  

NTG 3 mg/ml TM pH 8.5 en 10 mi NTG 1 mg/ml TM pH 7.8 en 5 mil 

NTG 3 mg/mi TM pH 8.5 en 5 mi 5, 15, 30, 60, 90 min de exposicién 

NTG 1 mg/ml TM pH 7.8 en 5 ml         
  

x -_ 
Obtencién de curva de sobrevivientes y curva de 

frecuencia de aparicién de mutantes en YMG; 

MM + Lactosa 20 mM +2-DOG 10 mM. 

4 
Determinacién del método de enriquecimiento 

con ampicilina 500 pg/ml 

: 
Aislamiento de 200 colonias y seleccién de mutantes en 

MM + lactosa 20 mM 
YMG + lactosa 20 mM + X-gal 40 pg/ml 

y 
Caracterizacién de las mutantes seleccionadas: 

crecimiento y actividad especifica de B-galactosidasa 

  

      
  

      

  

  

    
LL 
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7. MATERIAL y METODOS 

7.1 Modelo de investigacién 

El modelo biolégice empleade en el presente trabajo corresponde a! grupo de 

las actinobacterias, el denominado S, peucetius var. caesius ATCC 27952, cepa 

productora de doxorrubicina, es depositado y mantenido en la coleccién de 

cultivos del Institute de Investigaciones Biomédicas de 

7.2 Preservacion de la cepa 

Se utilizaron placas de medio sdlido conteniendo YMG (Apéndice 1). Las placas 

fueron sembradas por extensidn e incubadas a una temperatura de 29°C durante 

72 h. El indculo se preparé raspando el micelio con un asa bacterioldgica, 

afiadiéndolo a matraces Erlenmeyer con capacidad de 250 ml con deflectores 

inferiores y 5 perlas de vidrio de 5 mm de didmetro que contenian 50 ml de medio 

YMG, éstos fueron incubados a una temperatura de 29°C por 48 h con agitacién 

rotatoria de 180 revoluciones por minuto (rpm). 

Una vez transcurrido el tiempo de crecimiento, el micelio obtenido se pasé a un 

tubo para lavar las células tres veces con solucién salina isoténica (SSI) 

(Apéndice 1) y se centrifugé a 7,500 rmp durante 10 min. Posteriormente se 

resuspendié en 2ml de medio YMG y glicerol al 70%, aimacenaéndose a una 

temperatura de -20°C. 

Cabe sefialar que tanto los deflectores como las perlas prevén una buena 

oxigenacién y disgregacién de! micelio.



7.2 Obtencién de esporas 

Para la generacion de esporas, una muestra de 100 yl del microorganismo fue 

sembrada por extensién en placa sobre los siguientes medios sélidos: medio de 

esporulacién, RZYE, medio de esporulacion modificado!, medio de esporulacién 

modificado® y por ultimo YM6*, tapéndose con papel de aluminio y como control 

cajas sin tapar (Apéndice 1). Después de incubar entre 72 y 96h a 29°C, las 

esporas fueron obtenidas raspando con un asa bacterioldgica el micelio agree 

desarrollado sobre la superficie de! medio, posteriormente se resuspendieron en 

$32. La solucién fue filtrada de acuerdo a lo reportada por Hopwood ef af 

(1985) empleando un dispositive de fibra de vidrio, aunque también se probd con 

algodén obteniendo mejores resultados. Finalmente, las eSporas fueron 

concentradas en un botén por centrifugacién a 13,000 rpm y almacenadas en 

glicerol al 100% a -20°C. Finalmente, se probé otro medio para obtener esporas, 

se inoculd un matraz Erlenmeyer de 125 ml con 25 ml de medio YMG con 0.5 mi de 

micelio mantenido en glicerol al 70% congelado y se incubé a una temperatura de 

29 °C durante 24 h en agitacién rotatoria de 180 rpm. El micelio resultante se 

lavé tres veces con SSI 0.85% y se inoculd t mi del mismo en matraces 

Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de medio YMG, con deflectores inferiores y 5 

perlas de vidrio de 5 mm de didmetro. Los matraces fueron incubados a una 

temperatura de 29°C durante 48 h con agitacién rotatoria de 180 rpm. Una vez 

crecido el microorganismo, ef micelio resultante se lavé tres veces como ya se 

indicé anteriormente y se sembraron 100 ul en cajas de YMG? sélido. Las cajas se 

incubaron 96 h tapadas con papel de aluminio. La recoleccién de esporas se 

efecto de la misma manera descrita anteriormente. 
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Cabe sefialar que las esporas deben ser colectadas entre las 72 y 96 h atin con 

un 50% de la produccién total en caja visto cualitativamente, ya que después no 

es posible visualizarlas o se incrustan mucho al micelio y no es posible 

recuperarlas. 

7.3 Produccién de micelio “fragmentado". 

Para el precrecimiento a partir de una suspensién de micelio en glicerol al 

100%, se sembrd | mi en dos matraces Erlenmeyer de 250 ml! con 50 ml de medio 

YMB (Apéndice 1) con sacarosa al 34%. Los matraces fueron incubados a una 

temperatura de 29°C durante 96 h a 180 rpm. 

El micelio obtenido se lavé con amortiguador Tris-maleatos (TM) 0.05 

equimolar a pH 8.5 (Apéndice 1) y se procedié a disgregar en un homogenizador 

de tejidos con pistilo de tefién durante 90 s a 1,500 rpm en condiciones estériles. 

Del homogenado se tomaron muestras de 1 mi y se adiciond i mi de gliceral al 

20% en SSI, guarddndose a -20°C. 

Para el crecimiento se inoculd 1 ml del homogenado en un matraz Erlenmeyer de 

250 mi con deflectores y 5 perlas de vidrio de 5 mm de didmetro con 50 mi de 

medio YMB en presencia de glicina (5g/l) y se incubd en las mismas condiciones 

durante 36 h. 

El micelio se lavé con el mismo amortiguador y se homogeneizé 90 s a 200 rpm, 

obteniendo un volumen final de 5 mi. 
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7.4 Mutagénesis 

Se procedié a realizar el tratamiento mutagénico sobre micelio homogenado, 

como se menciona a continuacién: dicho tratamiento se Ilevé a cabo con NTG (N- 

meti-N’ -nitro-N-nitrosoguanidina) (Apéndice 1) a una concentracidn de 1 mg/ml 

en amortiguador TM 0.05 equimolar pH 7.8 a 29°C (Apéndice 1). Los tiempos de 

exposicién al mutdgeno fueron: 5, 15, 30,60 y 90 min Transcurridos cada uno de 

los tiempos se lavé e! micelio tres veces con SSI, se procedid a hacer diluciones 

con glicerol al 20% en SST, almacendndose una porcién en glicerol al 100% para su 

posterior andlisis. Las diluciones se sembraron en placas con YMG y las unidades 

formadoras de colonia se cuantificaron con el objeto de obtener Ia curva de 

sobrevivientes. 

7.5 Determinacién de frecuencia de aparicién de mutantes. 

Con el objeto de obtener el tiempo dptimo de mutagénesis en el cual se 

encuentra el mayor numero de sobrevivientes, se realizaron dos pruebas para 

obtener mutantes capaces de crecer en Medio Minimo (MM) adicionado con 

lactosa 20 mM y 2-desoxiglucosa 10 mM, con lo cual se obtuve la curva de numero 

de mutantes por nimero de células viables respecto al tiempo de! tratamiento 

mutagénico 
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7.6 Enriquecimiento 

Se trabajé con el micelio homogenado mutagenizado del tiempo de exposicidn 

correspondiente a 15 min. El protocolo fue el siguiente: 

i+ Se inoculé 0.2 ml del micelio homogenado mutagenizado en matraces 

Erlenmeyer de 50 ml con 10 ml de MM adicionado con glucosa 20 mM y se incubé 

auna temperatura de 29°C durante 36 h a 180 rpm. 

2.- Se inoculé en MM en las mismas condiciones durante 24 h, en este matraz 

no $e adiciona {a fuente de carbono. 

3.- Se inoculé en MM adicionado con lactosa 20 mM en las mismas condiciones 

durante 8 h, transcurrido ese tiempo se adiciond ampicilina a una concentracién 

final de 500 pg/ml incubando durante 8 h més. Dicho antibidtice tiene cardcter 

bactericida ya que inhibe el Ultimo paso en la sintesis de glicanos, la reaccién de 

transpeptidacién que entrecruza la cadena lateral de péptidos dei esqueleto del 

polisacdrido dei peptidoglicano (Salyers, 1994). 

4- Se realizaron nuevamente fos 3 pasos anteriores, bajo las mismas 

condiciones y se procedié a realizar diluciones decimales hasta 10° en glicerol al 

20% en SSI sembrando en placas de YMG sdlide. 

Nota 

Para todos los casos se emplearon matraces Erlenmeyer de 50 mi con 10 ml de 

medio, incubando en las mismas condiciones que el punto 1. Este experimento se 

realizé por duplicado. 

Después de cada paso se lavé tres veces el micelio con SSI y se resuspendié en 

el menor volumen posible para inocular el matraz subsecuente. 
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Diagrama del método de enriquecimiento: 

Tiempo 15 min de 
mutagénesis, 200 yl 

a | 

MM + FdN + Glucasa 20 mM [Fane fuente | 
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MAM + FUN 
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MM + FdN + Lactose 20 mM 
  

| 
| Bhr 29°C 180 rpm 

7 

| Resuspender botén en 3 mi 

de glicerol al 20% en SST 
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¥ 
MiAséndo + Lactasa 20 mM + X-gal [40 pg/ml] 
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7.7 Aislamiento y seleccién de mutantes 

Del enriquecimiento se aislaron 200 colonias, cada una de las cuales fueron 

sembradas por picadura en dos medios: MM adicionado con lactosa 20 mM y en 

YMG adicionado con lactosa 20 mM y X-gal (40 pg/ml) (Apéndice 1), cubriendo 

estas Ultimas con papel aluminio, debido a que dicho sustrato indigogénico para R- 

galactosidasa es fotosensible. Ambas placas se incubaron a 29°C durante 48 h. El 

experimento anterior se realizé por duplicado. 

Posteriormente, las mutantes seleccionadas por su incapacidad para crecer én 

lactosa se sembraron por estria en placas con medio YMG sélido para su 

propagacién. 

7.8 Métodes Analiticos 

Se realizaron cultivos en medio liquide precreciendo en matraces Erlenmeyer 

de 125 ml con 25 ml de medio YMG y 5 perlas de vidrio de 5 mm de diametro. Se 

lavé tres veces el micelio total con SSI, resuspendiéndose en el menor volumen 

posible, Se inoculé 1 ml en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de MM, 

adicionando lactosa 20 mM o YMG adicionado con lactosa 27 mM segiin el 

experimento. 

Se tomaron alfcuotas de 5 mia los tiempos 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h segin el 

experimento, mismas que fueron analizadas en cuanto a crecimiento, variacién de 

pH y ensayos de @-galactosidasa. 
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7.8.1 Crecimiento 

Las muestras fueron centrifugadas durante 10 min a 5000 rpm separando el 

sobrenadante de! micetio, este Ultimo fue resuspendido en dcido tricloroacético 

(TCA) al 10% y congelado durante 12 h. Transcurrido ese tiempo se centrifugé en 

las mismas condiciones y al precipitado se le adiciond 1 ml de NaOH 0.4 N 

dejdndolo 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 

100 jl a las cuales se les determind Ja cantidad de proteina por el método de 

Lowry ef a/ (1951) utilizande como referencia una curva patrén de albdmina 

sérica bovina (ASB) de 5, 10, 25, 50, 75 y 100 ug/ml. Las muestras fueron leidas 

espectrofotométricamente a 595 nm. Estos experimentos se realizaron por 

triplicados. 

7.9.2 Determinacién de pH 

La variacién de pH durante cada cultive efectuade se realizd con 

los sobrenadantes, determindndose los valores con un potencidémetro digital, para 

cada muestra, 

7.9.3 Actividad de 8-galactosidasa 

Le actividad se determiné por el método de Miller (1977) usando o-nitrofenal- 

8-D-galactopirandéside (ONPG) 4 mg/ml como sustrato. La actividad se determiné 

intracelularmente ya que en experimentos previos en ja cepa original (no 

mostrados) la actividad extracelular presenté valores inferiores (<50%) a las de 

la actividad intracelular. Por tanto, se emplearon 2 ml de muestra, los cuales se 
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centrifugaron para eliminar ei sobrenadante, ef micelio fue jiavado con 

amortiguador de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.5, posteriormente se resuspendié 

en 2 ml con el mismo amortiguador. Se afiadieron 20 pl de MgCle.6H20, 0.1M en B- 

mercaptoetanol 4.5 M (precipita y estabiliza proteinas), enseguida se agregaron 

40 yl de tolueno (disuelve la membrana), agitande y preincubando la suspensin a 

37 °C durante 5 min. Transcurrido ese tiempo se adicionaron 400 ul de ONPG 

(que en presencia de B-galactosidasa es convertido en galactosa y o-nitrofenol 

que es amarillo y puede leerse por absorbancia). Se tomaron muestras de 500 pl a 

diferentes tiempos de incubacién 0, 8 y 16 min a 37°C. La reaccién fue detenida 

con 500 pl de NazCQ3 1 M (cambia el pH a 11, en el cudl la enzima es inactiva). Los 

sobrenadantes fueron leidos espectrofotométricamente por densidad éptica D.O. 

a 420 nm. La actividad enzimdtica se expresé en unidades, una unidad se define 

como la cantidad de B-galactosidasa que produce 1 nmol de o-nitrofenil/minuto/ml 

de medio a pH 7.5 y 37°C. 
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8.RESULTADOS y DISCUSIGN 

8.1 Obtencién de esporas y tratamiento mutagénico 

Se sabe que muchos estreptomicetes producen esporas haploides unicelulares. 

Sin embargo, las condiciones de cultivo, el cultivo mismo y muchos genes estan 

involucrados en la formacién de éstas. 

Eventualmente el crecimiento de ta hifa aérea se detiene y en contraste al 

crecimiento vegetative, se forman sincrénicamente paredes cruzadas 

regularmente espaciadas que subdividen las puntas de las hifas en muchos 

compartimentos unigendmicos, cada uno de ellos destinados a convertirse en 

espora, Los septos de esporulacidén estdn morfolégicamente diferenciadas de las 

paredes cruzadas de las hifas vegetativas. Tipicamente consisten de dos capas 

membranales separadas por una doble capa de material de pared celular, sin duda 

alguna esto representa un arreglo que permite la separacién eventual de las 

esporas adyacentes. Por otro lado, las cadenas de esporas pueden consistir de 

varias decenas de éstas y una sola colonia creciendo de 4 a 6 dias en MM sélido 

puede producir 10’ esporas (Chater, 1993). 

Asi, el hecho de obtener esporas garantiza que las generaciones subsecuentes 

a las esporas que hayan sufrido una mutacién, conservardn dicha informacién 

mutada, 

Para la obtencién de esporas se probaron 5 diferentes medios de cultivo 

(Apéndice 1) de ello observamos que la esporulacién dependié del medio en el que 

se cultiv la muestra de estos microorganismos (Tabla 1).



  

[Tabla 1.- Obtencién de esporas de acuerdo a los diferentes medios de 

iesporulacién probades. 1 a ey 
| Esporulacién visible 

Medio utilizado Nula Escasa  Moderada Abundante | 

De esporulacion | * 

  

Medio R2YE * 

      
De esporulacion modificado! 
  

| 

! 
De esporulacién modificado® | 
      ymG? * 

{ 

| 
| 
| 
t 

| 
| 
| 

| 

En estos medios, 1a esporulacién se observo en diferentes grados de manera 

cualitativa al microscopio estereoscépico. Observando la superficie blancuzca 

sobre las colonias, que en este estreptomiceto corresponde a las cadenas de 

esporas, Asi, e! medio éptimo para la obtencién de esporas se selecciond de 

acuerdo a la mayor cantidad de zona blancuzca. Por tanto, el mejor medio para 

este propésito fue el YMG incubado durante 96 h a 29°C, previo tratamiento 

(seecién 7.2). En todos los casos, las cajas sin fapar usadas como control, 

mostraron menor esporulacién en comparacidn con aquellas cajas fapadas con 

papel de aluminio, Asi, la obscuridad parece haber favorecido la esporulacién, 

quizds debido a que su hébitat natural es el suelo, la ausencia de luz asemeja mds 

sus Condiciones naturales. 

El mutégeno empleado en este trabajo fué NTG, el cual es uno de los 

mutdgenos quimicos mds efectivos, ya que se ‘obtiene una gran proporcion de 

mutantes con un rango bajo de muertes. Como agente alquilante que es, causa 

mutaciones multiples como transversiones, transiciones, deleciones y 

corrimientos en el marco de lectura que impiden !a replicacién adecuada del DNA 

(Crueger and Crueger, 1982). Se ha observado en S. coelicolor que entre el 8 y



10% de las colonias sobrevivientes al tratamiento con NTG son auxdtrofas para 

una variedad de compuestos y en & coli, arriba del 50% de la poblacién 

sobreviviente consiste en mutantes. Ademds, el 90% de las mutaciones inducidas 

por NTG son transiciones GCAT y considerando que los miembros del género 

Streptomyces poseen un gran contenido de GC en su genoma, la eleccién del 

mutdégeno fue la correcta. Ademds, este quimico se descompone facilmente en 

solucién écida y se forma dcido nitroso. Aunque este ultimo compuesto es también 

un mutdégena, no es muy efective en el rango de pH donde la NTG es activa (pH 6- 

9) (Crueger and Crueger, 1982). 

Segiin lo reportado por otros autores, la concentracién éptima de NTG para la 

mutagénesis de la mayoria de las cepas de Streptomyces varia de 1.a 3 mg/ml en 

amortiguador TM 0.05 equimolar a pH 8, ya que a pH 9 se provoca una répida 

descomposicién del reactivo a diazometano (gas téxico mutagénico) y por tanto 

una intensa mutagénesis (Baltz, 1986: Delic ef af, 1970). Asi, para un intenso 

tratamiento se recomienda usar 3 mg/m! del compuesto a pH 9 durante 2 h. 

Aunque el compuesto NTG usualmente se emplea a 1 mg/ml, pH 8 durante th 

(Hopwood et af, 1985). Con base en fo anterior se decidié probar dos 

concentraciones de NTG y variar el pH del amortiguador TM con ei objeto de 

establecer las condiciones mds favorables. 

Una vez obtenida una esperulacién moderada, se procedié a realizar el 

tratamiento mutagénico con 3 mg/ml de NTG en 10 mi de amortiguador TM a pH 

8.5. De este tratamiento no se observd ninguna colonia sobreviviente, atin en el 

tiempo cera de exposicién al mutdgeno, El segundo tratamiento mutagénico se 

realizé en voltimenes mds pequefios (1 ml) utilizando una concentracién del 

mutégeno NTG de 3 mg/ml en 5 ml de amortiguador TM a pH 8.5. En este 
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tratamiento tampoco se observé ninguna colonia sobreviviente, atin en el tiempo 

cero que tuvo contacto con el mutdgeno. 

Ef tercer tratamiento mutagénico fue realizado con una menor concentracién 

de NTG (1 mg/ml) en 5 ml de amortiguador TM con un pH menor (7.8) pero 

tampoco se observd ninguna unidad formadora de colonia atin en células que no 

tuvieron exposicin al mutégeno y que las esporas fueron recolectadas 2 h previas 

al tratamiento, Por lo que las esporas resultaron ser ldbiles desde su recolecci6n. 

A pesar de que las esporas por lo general son més resistentes que el micelio, ya 

que son consideradas como estructuras de resistencia, podemos concluir que los 

resultados obtenidos con los 5 medios de esporulacién no fueron satisfactorios ya 

que las esporas obtenidas no lograron restablecerse al tratamiento con ef 

mutdgeno, de tal forma que no se observa ninguna unidad formadora de colonia en 

ninguna de las diluciones aun después de 15 dias de incubacién. 

Con jos resultados anteriores, se procedié a realizar e! tratamiento mutagénico 

con otro tipo de forma diferenciada que exhiben estas actinobacterias, es decir 

micelio fragmentado. 

8.2 Obtencién de micelio fragmentado 

El material “nuclear” de los esteptomicetos esté situado en el centro de la 

célula y distribuido en paquetes discretos a lo largo de toda la hifa y 

considerando que estos microorganismos son filamentosos, es dificil preparar 

suspensiones fisiolégicas homogéneas de las hifas (Baltz, 1986). Por elo, se 

procedié a obtener micelio fragmentado para ser utilizade en el tratamiento 

mutagénico. Ast se crecié al microorganismo en el medio YMB y se utilizé el 

tratamiento descrito en material y métodos. Come se mencioné anteriormente el 
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medio contenfa sacarosa (340 g/l). Esta concentracion impide la formacién de 

botén, asegurando asi que e! micelio disperso obtenido en el cultivo se 

homogeneizara mediante dicho tratamiento. Ademds, el medio de cultrvo estaba 

suplementado con glicina ( g/l). Este aminoécido se utiliza para la sensibilizacién 

de la pared celular. La glicina inhibe el crecimiento hasta de! 80% si se aplican 

concentraciones desde 0,05 M hasta 1.33 M. Se sabe que en la estructura de los 

precursores del peptidoglicana y por tanto en el petidoglicano correspondiente, la 

glicina puede remplazar a a L-alania en ta posicién 1 y residuos de D-alanina en 

las posiciones 4 y 5 de ta subunidad del péptido (Hammes ef al.1973), Stominger 

y Birge (1995) determinaron que el remplazamiento de residuos de D-alanina es 

més comdn, sin embargo observaren que la L-alanina es remplazada por efecto de 

la glicina en Staphylococcus aureus por ia acumulacién del dcido uridin difosfato 

N-acetil murdmico y otros precursores de la pared celular (Hammes ef al, 1973). 

De tal mode que el micelio con el que se trabajé, resulté tener una pared débil 

por lo tanto fragil, asi, al ser homogeneizada garantizé una fragmentacién del 

micelio mas fina. 

8.3 Tratamiento mutagénico del micelio y seleccién 

Para la obtencién de las mutantes se trabajé con una concentracién constante 

del mutdégeno NTG (1 mg/ml) en TM a pH 7.8 y diferentes tiempos de exposicién 

(5, 15, 30, 60 y 90 min). El tiempo cero no se expuso al mutdgeno. 

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en la mutagénesis. Como 

era de esperarse, la curva de sobrevivientes presenté un comportamiento 

decreciente, ya que al tiempo inicial (0 min) el ndmero de colonias por mi fue de 

65 000 000 y al tiempo més prolongade de exposicién (90 min) se cuantificaron 
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642 colonias correspondiendo al 100% y 0.0016%, respectivamente. Como puede 

observarse el tratamiento resulté tener una proporcién muy elevada de muertes 

desde los 5 min de exposicién (2.32%). Asf, tratamientos de 15 min y mayores 

resultaron tener un frecuencia de muertes por arriba del 99%, con un maximo a 

los 90 min de exposicidn (99.99%). 

Para determinar el tiempo mds adecuado de exposicién al mutdgeno en la 

obtencién de mutantes no productoras de §-galactosidasa, se realizé una prueba 

de resistencia inducida a 2-DOG. Esta prueba consistié en calcular el numero de 

mutantes capaces de utilizar lactosa 20 mM en presencia de 2-DOG 10 mM en un 

medio minimo sdlido, encontrando asi el mayor numero de sobrevivientes que 

resistieron a dichas pruebas y a !o que en este trabajo se denomina frecuencia de 

aparicién de las mutantes. 

Con el objeto de corroborar el resultado y asegurar que las mutantes no 

utilizaran reservas del medio rico es decir YMG, esta prueba se realizé dos veces 

(Tabla 3). Como puede observarse, la mayor frecuencia de mutacién se encontré a 

los 15 min de tratamiento con NTG. Para ello se calculd la frecuencia de aparicién 

de mutantes, esto es, el ntimero de mutantes por numero de colonias viables. Los 

valores obtenidos correspondieron a 6.676X10™ para la primer prueba (P1) y de 

1.4 X10° para la segunda prueba (P2) (Figura 10). 

De esta parte se concluye que, a pesar de que en la segunda prueba se obtiene 

menor cantidad de colonias, para ambos casos, 15 min de exposicién correspondid 

al tiempo éptime para la seleccién de mutantes incapaces de crecer en lactosa, 

mismo que posteriormente fue utilizado en el método de enriquecimiento. 
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Tabla 2.- Colonias presentes en placas con medio YMG en 600 yi a! 

diferentes tiempos de exposicién con NTG 1 mg/ml 

Tiempo de No. de colonias | Sobrevivientes | Sobrevivientes 

(log) | 
    

  

  

  

  

  
  

  
  

| 
exposicidn a | sobrevivientes en | (%) | 

NTG (min); 600 yl ! i j 

0 39000000 i 100 | 7.591 
i t 

5 | 906 CO 2.323 | 4.957 | 

15 29 580 0.075 | 48700 

30 | 2 400 0.006 3.380 

60 | 1140 6.002 3.056 
E 

90 642 aco. | 2.807 
! i i 
    

  
    

Tabla 3.- Frecuencia de aparicién de mutantes (ntmero de mutantes/ndmero 
de colonias viables) de la primer prueba (P1) y de la segunda prueba (P2) en | 

MM con lactosa 20 mM y 2-DOG 10 mM : 
           

  
   

   

  
    

Tiempo de Células viables | Frecuencia Células viables Frecuencia | 
Exposicién } en iml de aparicién j en imi de aparicién | 

aNTG | (Pt) er | (P2) (P2) 
(min) | | 

0  !  Ineontables 0.0005 | 295 | 7564x107 | 

    

           
      
  

  

    

| 5 1320 1456X10" 185 | 1 710xi0* 

5 | 1975 6.676X10% | 415 | -1402x10° | 

30. 5 2.083x10° | 05 | 2083x107 | 

oT a 
  

| 
| 

| 
| | 

Oo | 0 | 0 | 0 

| 
a 
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Figura 11.- Curva de sobrevivientes de 5S. peucetius var. caesius respecto al 

tiempo de tratamiento mutagénico con NTG (1 mg/ml) y frecuencia de aparicién 

de mutantes (ndmero de mutantes/numero de colonias viables) correspondiente a 

las pruebas (P1) y (P2) de resistencia en MM con lactosa 20 mM y 2-DOG 10 mM 

en 60011. 
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8.4 Enriquecimiento y selecci6n de mutantes no productoras de 8- 

galactosidasa 

Como sabemos los medios de enriquecimiento son aquéllos que favorecen la 

multiplicacién y aumento celular de un grupo de microorganismos con 

caracteristicas especificas. Por tanto, para fdvorecer el desarrollo de las 

mutantes de interés se combiné el uso de un medio selectivo (MM) y a variacién 

de factores tales como las fuentes de carbone (glucosa y lactosa ambas en una 

concentracién de 20 mM), asi como la ausencia de éstas. Esta combinacién 

permitié que las mutantes crecieran, se multiplicaran y convirtleran en 

predominantes, excepto las mutantes de interés. Es decir, que las mutantes 

incapaces de utilizar lactosa y sospechosas de ser 8-galactosidasa negativas (B- 

gal’) no crecerian bajo estas condiciones. El resto de las mutantes y células 

originales fueron entonces eliminadas al adicionar ampicilina en una concentracién 

final de 500 ug/ml. Se sabe que este antibidtico es de tipo bactericida y por 

tanto eliminé a todas aquellas mutantes que fueron capaces de crecer en 

presencia de los 2 carbohidratos anteriores (glucosa y lactosa). Finalmente el 

resultado obtenido consistié en mutantes no productoras de i-galactosidasa. 

El tiempo 15 min de la mutagénesis se sometio a dicho tratamiento. Una vez 

concluido éste, se sembraron en YMG sdlido todas las diluciones decimales hasta 

10° del producto de los dos matraces empleados, por triplicado, aislandose 200 

colonias enriquecidas. Posteriormente, las colonias se sembraron en dos medios 

diferentes como se especificd. 

Al revisar las cajas se encontraron muy buenos resultados, trece colonias que 

no crecieron en MM con lactosa 20 mM y que a su vez eran colonias blancas, es 
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decir, que no viraron a color azul en cajas con YMG con lactosa 20 mM y X-gal 

(indicador de 8-galactosidasa) y una colonia més (168 numerada en funcidn del 

orden de aislamiento) que resulté muy interesante ya que presenté un color azul 

intenso y ademds no produjo el color caracteristico resultado de la preduccién de 

las antraciclinas. Las colonias fueron denominadas: 5, 13, 20, 22, 23, 30, 34, 37, 

43, 57, 80, 98, 151 y 168, en funcién del orden de aislamiento. Estas colonias 

fueron sembradas de nuevo en YMG para su propagacidn. 

Se realizé una seleccién secundaria y los resultados no fueron similares yo que 

aunque no crecieron en MM con lactosa 20 mM, si lo hicieron en placas que 

contenian YMG con lactosa 20 mM y X-gal, las 13 colomas presentaron zonas de 

color azul indicando que habia &-galactosidasa presente en dichas mutantes, es 

decir recuperaron la actividad de dicha enzima. De cualquier forma se procedié a 

caracterizar estas mutantes usando como control la cepa original de S. peucetius 

var. caesius. Se determind la actividad de B-galactosidasa intracelular a 

diferentes tiempos de cultivo en MM con lactosa 20 mM (Figura 12). 

El hecho de que no utilizaran lactosa como tinica fuente de carbono nos llevd a 

pensar en que eran mutantes sospechosas de ser B-gal’ Sin embargo, su 

comportamiento en medio YMG denoté que eran mutantes parciaies, de aqui que 

se decidid no repetir el experimento por duplicado. 

De estos resultados se puede concluir que la f-galactosidasa de las 13 

mutantes sospechosas de ser &-gal, presentaron niveles de actividad especifica 

menores en relacién con el contro! (cepa original). En cuanto a la cinética de 

crecimiento de estas mutantes, se observaron patrones muy diferentes a la 

original, asi como variaciones en el pH (resultados no mostrados). 
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Figura 12.- Actividad especifica de B-galactosidasa intracelular en mutantes de 

S. peucetius var. caesius sospechosas de ser B-gal”, a 16 min de reaccién de 

muestras obtenidas a diferentes tiempos de cultiva en MM con lactosa 20 mM. C 

es el contro! (cepa original). 

Segtin lo reportado, S. peucetius var, caesius es capaz de crecer y preducir 8- 

galactosidasa en MM suplementado con lactosa 55 mM como Unica fuente de 

carbono. Esta actividad corresponde a valores de 100 U/mg de proteina 

alrededor de las 20 h de fermentacién y de 150 U/mg de proteina alrededor de 

las 40 h. Sin embargo, la produccién decrece en un 75% cuando el medio con



lactosa es suplementado con glucosa 330 mM, sugiriendo una posible accién 

represora de la glucosa sobre la sintesis de este compuesto (Segura ef al, 1996). 

Considerando esta informacién y los datos de las mutantes obtenidas (figura 

12) los resultados no eran del todo satisfactorios, por lo que se decidid buscar 

nuevas mutantes sospechosas. Asi, las diluciones 10 y 10% del enriquecimiento 

fueron utilizadas de nuevo, sembraéndolas en MM con glucosa 20 mM, de donde 

se obtuvieron doscientas nueve colonias. Al probar las colonias en MM con lactosa 

20 mM, éstas presentaron crecimiento, a excepcion de las colonias 10, 11, 14, 37y 

151, En seguida se flevé a cabo una seleccién secundaria en ef mismo medio y sdlo 

las 3 ditimas no presentaron crecimiento, por lo que se procedié a realizar una 

cinética de produccién en YMG con lactosa 27 mM precreciendo a las mutantes en 

YMG. Adicionalmente se observé que en placas que contenian YMG con lactosa 

20mM y X-gal 40 pg/ml las mutantes 14, 37 y 151 presentaron muy pocas zonas 

de color azul, indicando que habia poca actividad de la enzima B-galactosidasa. EI 

objetivo de esto fue asegurar que las mutantes sospechosas crecieran en un 

medio completo, empleande fuente de carbono, que en este caso fue glucosa (5 

mM), pero que @ su vez tuvieran lactosa en menor concentracién a lo reportado 

(55 mM) para inducir la produccidén de la enzima, si es que fuera capaz de 

producirla (Segura et af, 1996) (Figura 13).
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Figura 13.- Actividad especffica de &-galactosidasa intracelular a 16 min del 

inicio de la reaccién en las mutantes sospechosas de ser R-gal (14, 37 y 151), 

mutante 168 y C (cepa original) controles positives de S. peucetius var. caesius a 

diferentes tiempos de cultivo liquide en medio YMG suplementado con lactosa 27 

mM, 

Como se puede observar en esta figura, la produccién especifica de B- 

galactosidasa presenta niveles muy inferiores (alrededor del 30%) a los obtenidos 

en experimentos previos realizados en MM. Ademds, en la cepa original se 

observan valores més bajos de actividad en comparacién con los obtenidos 

previamente y los reportados. Por otro lado, la mutante 168 (que estaba



considerada como un control positive) presenta valores inferiores a los 

esperados. Asimismo, el resultado que se obtuvo no correspondié con lo visto en 

medio sélido, en donde las colonias son completamente azules. 

Sabiendo que la lactosa es escindida por Ja intervencién de la enzima B- 

galactosidasa en glucosa y galactosa, se procedié a sembrar las mutantes en MM 

con lactosa 20 y 27 mM, en MM con glucosa 50 mM y en MM con galactosa 50 

mM. Se observé que tedas las mutantes crecieron en glucosa y galactosa lo que 

indica que son capaces de utilizar ambas fuentes de carbono. Sin embargo, 

también crecieron en lactosa, aunque muy poco, lo que implica que estas mutantes 

eran capaces de utilizar parcialmente la lactosa como fuente de carbono, King y 

Chater (1986), aislaron dos mutantes de S. coelicolor que no hidrolizan X-gal en 

un medio minimo suplementade con glucosa, ninguna mutante fue deficiente en la 

actividad de hidrdlisis de ONPG en los ensayos realizados. Esto sugiere que las 

cepas pueden presentar un nivel basal de la enzima. Por otro lado, cuando la 

glucosa se encuentra como unica fuente de carbono, las mutantes tienen cien 

veces mds baja la actividad de la enzima. 

Del experimento anterior, se observd que los valores de actividad de B- 

galactosidasa para la cepa control presenté un valor muy bajo en comparacidn con 

el que normalmente se encontraba, por lo que se decidiéd evaluar una muestra 

diferente (C1) cepas de la cepa utilizada de Streptomyces peucetius var. caestus 

con el objeto de escoger aquella que presentara valores de actividad similares a 

los reportados, Se midié la cantidad de enzima producida en dos muestras por 

duplicado a las 48 y 72 h de cultivo en medio YMG suplementado con lactosa 27 

mM. El promedio de los resultados presentados corresponden a la actividad 

volumétrica, en donde se observa que la diferencia entre las cepas es grande y 

por lo tanto se continuéd trabajando con la que presenta mayor actividad que es 
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similar a la reportada (Segura et a/, 1996) (Figura 14). Ademds, con esto se 

comprueba que la variabilidad de la cepa es muy grande, cosa comin en los 

estreptomicetos debido a las mutaciones que sufre constantemente, cabe sefialar 

que la cepa con ta que se trabaja es una mutante y la inestabilidad es mayor. 
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Figura 14.- Actividad volumétrica de B-galactosidasa intracelular en 5. peucetius 

var. caesius medida a 16 min de reaccidn, en dos diferentes tiempos de cultiva 

liquide en YMG con lactosa 27 mM. C, cepa de andlisis previo y Cl muestra de la 

misma cepa, La actividad se reporta en nmol/min/ml de medio. 

Finalmente, las mutantes 14, 37, 151, 168 y (C1) fueron analizadas en un cultive 

en medio YMG con lactosa 27 mM precreciendo a las mismas en medio YMG con 

objeto de determinar ia actividad de 8-galactosidasa (Fig 15), el crecimiento y ta 

variacién del pH (Figura 17).
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Figura 15.- Actividad especifica B-galactosidasa intracelular a 16 min del inicio de 

reaccién en mutantes sospechosas B-gal (14, 37 y 151); mutante 168 y € (cepa 

original) controles positives de S. peucetius var. caesius a diferentes tiempos de 

cultivo liquido en medio YMG suplementado con lactosa 27 mM. 

Los datos mostrados son el promedio del resultado de 2 matraces evaluados 

para cada una de las cepas. Como se puede observar para todas las mutantes, ia 

produccién especifica de &-galactosidasa presenté niveles superiores a los 

obtenidos en los experimentos anteriores, indicando que estas cepas recuperaron 

la actividad de 8-galactosidasa. Sin embargo, en comparacién con la cepa original, 
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las mutantes parciales 14, 37 y 151 (enumeradas en funcién del orden de 

aislamiento) presentaron niveles inferiores en cuanto a ia produccién especifica de 

la enzima ®-galactosidasa. Los valores de actividad correspondieron al 26.70%, 

41.80% y 31.02% a las 24 h de cultivo y 52.25%, 62.70% y 43.52% a las 48 h de 

fermentacidn, respectivamente Las cepas fueron cultivadas en medio YMG con 

lactosa 27 mM a 29°C y 180 rpm. Al comparar con el control, los valores de la 

mutante 168 corresponden a 60% y 41.72% a las 24 y 48 h de cultivo. Sin 

embargo, esta cepa no logré alcanzar los valores esperados ya que desde el inicio 

de su aisiamiento fue considerada como control positive ademds de que el 

comportamiento presentado en cuanto a la cinética de produccién es diferente de 

la cepa original. Por otro lado placas con medio YMG suplementado con lactosa 27 

mM y X-gal 40 ug/mi mostraron cualitativamente 1a actividad de las mutantes de 

B-galactosidasa (Figura 16). 

Por ultimo, se caracterizaron las mutantes en cuanto a crecimiento es decir, 

cuantificacién de proteina por el método Lowry como se describe en material y 

métados, asi como la variacién del pH respecto al tiempo de cultivo (Figura 17). 

Como puede verse, para todas las cepas se observé la tendencia a incrementar 

rdpidamente el crecimiento durante las primeras 24 h de cultivo, después se 

observa incluso, un decremento en la cantidad de proteina atribuible a isis celular 

por abatimiento de nutrientes. Por otro lado, ef pH de las cepas presenta un ligero 

cambio hacia ia alcalinidad con relacién al pH inicial del medio de cultivo. Ademds 

de que se observa que estas variaciones presentan ef mismo comportamiento en 

todos los casos. 
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Figura 16.- Actividad cualitativa de ®-galactosidasa en mutantes sospechosas de 

ser B-gal’ (14, 37 y 151): mutante 168 y cepa original (controles positivos) de S. 

peucetius var, caesius en medio YMG con lactosa 27 mM y X-gal 40 pg/ml. Foto 

tomada por José Avilés.
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Figura 17.- Crecimiento y variacién de pH en mutantes sospechosas de ser B-gal” 

(14, 37 y 151); 168 y C cepa original (controles positives) de S. peucetius var caesius 

a diferentes horas de cultivo liquido en medio YMG con lactosa 27 mM. 
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11. APENDICE 1 

Medio YMG (Hopwood ef a/,, 1985) 

g/l 

Extracto de levadura 4 

Extracto de malta 10 

Glucosa 4 

Ajustar pH 7.2 

Se esteriliza en autoclave a una presién de 15 tb/pulg® durante 15 min para todos 

los casos. 

5ST 

g/t 

NaCl 0.85 

Medio de esporulacién (Arcamone, 1969) 

g/l 

Sacarosa * 20 

Glucosa 10 

Almidén soluble 20 

Extracto de levadura 5 

Hidrolizado de caseina 

CaCO3 1 

Agar 15 

No se ajusta el pH 

*Se esteriliza por separado y se agrega al medio antes de realizar el vaciade en 

cajas de Petri. 
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Medio de esporulacién (mod:ficado 1 ) (Arcamone, 1969) 

g/t 

Almidén soluble 20 

Extracto de levadura 5 

CaCO3 1 

Agar (Sigma) 15 

No se ajusta el pH 
Sacarosa * 20 

*Se esteriliza por separado y se agrega al medio antes de realizar el vaciado en 

cajas de Petri. 

Medio de esporulacién (modificado 2 ) (Arcamone, 1969) 

El medio modificado 1 empleando Bacto Agar 

Medio R2YE (método alternative) (Hopwood ef al, 1985) 

g/l 

Sacarosa 103.00 

K2SO4 0.25 

MgClz.6H20 10.12 
Glucosa 10,00 

Casaminodcidos Difco 0.10 

Solucién de elementos traza 2.00 ml 

Extracto de levadura Difco 5.00 

Amortiguador TES 5.73 

Agar 15.00 

Ajustar pH 7.2 

Una vez esterilizado agregar por cada 100 mi 

KHePOx (0.5%) 1.0 ml 
CaClz.2H20 (5M) 0.4 ml 
L-prolina (20%) 15 mi 

NaOH (iN) 0.2 mi 

Medio YMG (Arcamone, 1969) 

Misma formula (Hopwood (1985) pero agar 18 g/! 
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Medio YMB o YEME (Hopwood et a/, 1985) 

g/l 

Extracto de levadura 4 

Extracto de malta 10 

Glucosa 4 
Sacarosa_* 340 

Ajustar pH 7.2 

Glicina ** 5 

*Se esterilizd por separado y fue agregado al medio posteriormente. 

** Se esterilizé por filtracién en membrana Millipore de 0.45 pm de didmetro. 

Medio Minimo (MM) (Carvajal, 1957) 

g/l 

Naci 5.000 

K2HPO4 0.300 

(NH4)2504 4.325 

MgSO4.7H20 0.500 

FeSOg.7H20 0.020 

£nSO4.7H20 0.050 

MnCl,.4H2O 0.020 

CoCl2.6H20 0.001 

CaCO3 3.000 

Ajustar pH 7.2 

Lactosa * 7.2064 (20 mM) 

Glucosa * 3.604 (20 mM) 

*Se esterilizé por separado y fue agregado al medio posteriormente. 

Otros reactivos: 

Amortiguador Tris - Maleatos (TM) 

Trizma base 0.05 M pH 8.5 y 7.8 

Acido maleico 0.05 M 

N- metil -N’ -nitro- N- nitrosoguanidina (NTG) 
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3 mg/ml y 1 mg/ml en amortiguador TM O05 equimolar pH 8.5 y 7.8 segtin 

experiments, 

Ampicilina 

Solucidn 500 pg/ml, esterilizar por filtracién. 

5-bromo-4-cloro-3-indonil-B-galactopirandsido (X-gal) 

Concentracién final en caja de 40 pg/ml, disolver en dimetil formamida y evitar 

inmediatamente la exposicidn a la luz. 

o-nitrofenil-8-D-galactopirandside (ONPG) 

4 mg/ml, preparar antes de usar. 
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APENDICE 2 

A continuaci6n se presentan algunas caracteristicas de las cepas. 
  

Cepas | Descripcién : 
  

Original {iCepa original de Streptomyces peucetius var. caesius 

‘ATCC27952, productor de doxorrubicina ! 
2-dog®-21 ;Mutante resistente a 2-DOG, resistente a represién catabdlica 
  

  

2-dog®-2 | Cepa aislada a partir de la mutante 2-dog®-21, sensible a 2-DOG 
[ y resistente a represion por carbono. a 

2-dog®-11 |Cepa aislada a partir de la mutante 2-dog*-21, sensible a 2-DOG 
y resistente a represion por carbono. 

2-dog®-53 | Cepa aislada a partir de la mutante 2-dog®-21, sensible a 2-DOG 

y sensible a represién por carbono. 

        
  

Tomado de Ramos, 1998. 

A continuacién se presentan los valores de actividad de Glk, el transporte 

de glucosa, asi como su sensibilidad a represién catabdlica, nétese que para todas 

las cepas los valores fueron menores que los mostrados por la cepa original. 
  

  

    
  

  

    

Cepa { Sensibilidad a|Transporte de| Actividad de | Sensibilidad a 

1 2-DOG glucosa (%) — GIk (%) represién 

: catabélica 

Original S$ i 100 100 Ss 

2-dog®-24 R 52 15 ! R 

2-dog®-2 s 5 35 R 

2-dogS-11 S 12 84 i R : 

2-dog®-53 s 57 28 $           
  

Tomado de Ramos, 1998. 
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