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RESUMEN

La represién catabdlica por carbono (RCC) ha
sido definida como la inhibiciéon de la expresion de
genes requeridos para la utilizacion de fuentes de
carbono secundarias, causada por sustratos
carbonados que son degradados rapidamente. El
mecanismo responsable de éste efecto involucra el
transporte y metabolismo de la fuente de carbono
represora. Dentro de los sistemas de transporte de
carbohidratos que muestran funciones de
regulacion metabdlica y transcripcional en bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, el mas estudiado
y mejor entendido es el sistema fosfotransferasa
dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS) de
Escherichia coli. En otros sistemas microbianos
como Bacillus subitilis y en algunos Streptococcus y
Lactococcus, el conocimiento sobre el PTS y su
participacion en la RCC ha alcanzado un buen nivel
de comprensién. Con relacién a bacterias Gram-
positivas con alto contenido de guanina-citosina
(GC) como los estreptomicetos, si bien se han
reportado avances en el conocimiento del sistema
de transporte y metabolismo de la glucosa y otras
fuentes de carbono, no existe a la fecha un modelo
aceptable que explique el mecanismo de RCC en
este género. En esta revision se analizan los
principales mecanismos de regulaciéon por carbono
en bacterias Gram-positivas con alto y bajo
contenido de GC en su genoma como son S.
coelicolor y B. subtilis, respectivamente.
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ABSTRACT

The carbon catabolite repression (RCC) has
been defined as the inhibition in the expression of
genes required for secondary carbon sources
utilization, caused by carbonated substrates that are
rapidly degraded. The mechanism responsible for
this effect involves the transport and metabolism of
the repressor carbon source. Among the
carbohydrate transport systems showing metabolic
and transcriptional regulatory functions in Gram-
positive and Gram-negative bacteria, the most
studied and better understood is the
phosphoenolpyruvate-dependent
phosphotransferase system (PTS) from Escherichia
coli. In other microbial systems like Bacillus subtilis
and some Streptococcus and Lactococcus, the
knowledge on the PTS and its participation in the
CCR has reached a good level of comprehension.
In regard to Gram-positive bacteria with high
guanine and cytosine content (GC) like the
streptomycetes, although there are some advances
in the knowledge of the transport and metabolism of
glucose and other carbon sources, there is not an
acceptable model to explain the CCR mechanism in
this genus. In this review, the main carbon
regulatory mechanisms in Gram-positive bacteria
with high and low GC content like S. coelicolor and
B. subtilis, respectively, are analyzed.

INTRODUCCION
Cuando las bacterias son expuestas a diferentes
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fuentes de carbono, prefieren aquellos
carbohidratos que son mas faciles de degradar y
que les proporcionan los mejores rendimientos para
su crecimiento y desarrollo. EI mecanismo de
control global que gobierna y coordina la utilizacién
de fuentes de carbono de manera sistematica y
organizada se denomina represion catabdlica por
carbono (RCC) (Saier & Reizer, 1992).

Se sabe que este mecanismo puede operar a
distintos niveles (trascripcidon, procesamiento de
RNA, traduccidon y modificacién de proteinas),
generando respuestas que afectan directa o
indirectamente la actividad de las enzimas
sensibles al fenémeno (exclusion de inductores,
represion transcripcional o interrupcion de la
traduccion de proteinas) (Kwakman & Postma,
1994).

Existen diversos sistemas de control que se
encuentran relacionados con la regulaciéon por
fuente de carbono. Dentro de ellos, uno de los
mejor conocidos es el sistema de fosfotransferasa
dependiente de fosfoenolpiruvato (PTS), tanto de
Escherichia coli como de Bacillus subitilis. Por otro
lado, en los ultimos 25 afios se ha venido
trabajando arduamente en la comprension de los
fenémenos de RCC en bacterias Gram-positivas
con alto contenido de GC como son los
Streptomyces. En este género se ha visto que la
sintesis de pigmentos, antibidticos y demas
metabolitos secundarios que producen parecen
estar regulada por el mecanismo de RCC.

Todos los genes u operones que participan en
el catabolismo de carbohidratos son regulados por
proteinas de control especifico e inductores
requeridos para su expresion. El control directo de
la actividad de los reguladores, o de la formacion de
inductores, es una medida eficiente para silenciar la
expresion. Por estos mecanismos las bacterias son
capaces de establecer una jerarquia en la
utilizacion  de  carbohidratos  (Bruckner &
Titgemeyer, 2002) y las capacita para incrementar
su nutricidon con miras a optimizar su tasa de
crecimiento en ambientes naturales donde existen

mezclas complejas de nutrientes (Stilke & Hillen,
1999).

El complejo regulatorio responsable de la RCC
provee a las bacterias de dos facultades
importantes: 1) utilizar una fuente de carbono de
manera preferencial en una mezcla presente en el
medio de cultivo y 2) incorporar el carbohidrato
limitante y utilizarlo de acuerdo a sus capacidades
metabolicas (Bruckner & Titgemeyer, 2002). En
ambos casos, los mismos mecanismos de control
son empleados, pero la fuerza de la respuesta
regulatoria es diferente (Bruckner & Titgemeyer,
2002). La eleccién de un carbohidrato determinado
es hecha a nivel de induccién azucar-especifico. La
represion de los genes empleados en la utilizaciéon
de carbohidratos alternos asegura que unicamente
sea expresada una cantidad minima de genes, para
producir una cierta cantidad de energia y elementos
carbonados a partir de una fuente de carbono. Asi,
la utilizacién jerarquica de azucares significa usar
carbono y fuentes de energia econdmicas
(Bruckner & Titgemeyer, 2002).

Si s6lo una fuente de carbono esta disponible,
de cualquier forma la RCC esta presente, lo cual es
una consecuencia del metabolismo del carbohidrato
que actua como un dispositivo de autorregulacion
interna que limita el consumo del carbohidrato y
funciona como sistema economizador de alimento.

Los sistemas en donde el fenomeno de RCC
estd mejor caracterizado son por un lado, la
bacteria Gram-negativa E. coli y por otro, las
bacterias Gram-positivas con bajo contenido de GC
en su genoma como B. subtilis y Bacillus
megaterium. Asi mismo, existen avances en la
comprensién de la RCC en bacterias Gram-
positivas con alto contenido de GC en su genoma
como Streptomyces y Mycobacterium (Stilke &
Hillen, 1999).

En esta revision se analizan los principales
mecanismos de regulacion por carbono en
bacterias Gram-positivas. Se revisaran en especial
los avances logrados sobre dicho fenédmeno en las
bacterias B. subtilis y S. coelicolor.
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REGULACION POR CARBONO EN BACTERIAS
GRAM-POSITIVAS CON BAJO CONTENIDO DE
GC: BACILLUS SUBTILIS

Sistema PTS

Dentro de los sistemas de transporte y
fosforilacion de carbohidratos que han sido
descritos en numerosos géneros bacterianos, hasta
ahora, el mejor estudiado es el sistema de
transporte de fosfotransferasa PTS (sugar
phosphotransferase system) dependiente de
fosfoenolpiruvato (PEP). Ademas del transporte y
fosforilacion de azucares, el sistema PTS lleva a
cabo varias funciones de regulacién metabdlica y
transcripcional en diversas bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, entre las que destacan
la activacion de proteinas inductoras de operones
catabdlicos, el metabolismo del nitrégeno, la
quimiotaxis, la respuesta a estrés y patogenicidad
(Stilke & Hillen, 1998; Nothaft et al., 2003). Mas de
20 carbohidratos diferentes son transportados por
este sistema y en dicho proceso se utiliza al PEP
como donador del grupo fosfato (Postma et al.,
1993).

El sistema PTS consta de dos enzimas
generales no especificas que son la enzima El y la
proteina estable al calor HP. Ademas se incluyen
una gran cantidad de permeasas especificas para
cada carbohidrato en particular, llamadas Ell. Las
enzimas Ell poseen tres o cuatro dominios, dos de
ellos estan involucrados en la transferencia de
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fosfato (EIIA y EIIB) y el tercero (EIIC) actua como
permeasa de membrana (Stilke & Hillen, 1999).
EllIA es citoplasmico y soluble, EIIB es un dominio
periférico de membrana que aunque es hidrdfilo, se
liga al lado citoplasmico de la membrana a través
de EIIC. EIIC es una proteina integral de membrana
que se une a su azucar especifico para liberarlo en
el interior de la célula.

La cascada de fosforilacion inicia con la enzima
El (El), la cual se autofosforila utilizando
fosfoenolpiruvato (PEP) y transfiere el grupo fosfato
de alta energia (en presencia de Mg™") a la proteina
HPr (proteina pequefa, termoestable y rica en
histidina). Estas dos proteinas tienen localizaciéon
citoplasmica y su sintesis es constitutiva. La
sintesis de las enzimas EIIABC se induce por el
sustrato correspondiente.

La HPr fosforilada (HPr-P) transfiere el fosfato a
la enzima ElIA. En presencia de Mg, la EIIA
transfiere rapidamente el fosfato a la enzima
especifica EIIB, con la que se asocia (p. ej., EIIB),
que a su vez fosforila el azucar (en el caso de la
glucosa, ésta se convierte en glucosa-6-P). En este
momento la EIIC pierde su afinidad por el azucar
modificado, que de esta forma entra al citoplasma y
queda listo para actuar como sustrato de la primera
reaccion de su catabolismo (ver Fig. 1).

Fig. 1. Sistema de

transporte de fosfotransferasa

(PTS) dependiente de

Sz fosfoenolpiruvato (PEP). Las

enzimas El, HPr, EIIA y EIIB

son fosfotransferasas y la EIIC

es una permeasa que cataliza la

translocacién del carbohidrato

del periplasma al citosol. La

enzima EIIC es especifica para

cada azucar (Adaptado de
Postma et al., 1993).
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En las bacterias Gram-positivas con bajo
contenido de G-C en su genoma, el mecanismo de
RCC estd intimamente ligado a proteinas del
sistema PTS. Especificamente, en B. subtilis y B.
megaterium, la mayoria de las sefales de la RCC
son dependientes de las enzimas HPr, HPr
cinasa/fosfatasa (HPr-K/P) y la enzima de control
catabodlico (CcpA). Ellas son las encargadas de
sensar el estado fisiolégico de la célula y regular el
consumo de carbono (Stulke & Hillen, 1999). En
estos sistemas se ha reportado la presencia de una
proteina homologa a HPr, denominada Crh. Dicha
proteina muestra un 45% de homologia en su
sencuencia con HPr y ambas son fosforiladas de
manera eficiente por la HPr-K/P. Sin embargo, las
contribucion de Crh a la RCC difiere a la de HPr. Se
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cree que Crh puede estar involucrada en la RCC
por fuentes de carbono como malato o succinato.
La justificacién a esta hipétesis sera explicada mas
adelante.

En B. subtilis, la glucosa u otra fuente de
carbono rapidamente  metabolizable genera
intermediarios metabdlicos, como la fructosa 1,6-
bifosfato (FBF). Este metabolito activa la HPr-K/P
que fosforila a HPr en la serina 46. La interaccion
de HPr-Ser-P con CcpA permite que CcpA se una a
regiones del DNA denominadas sitios cre
(elementos de respuesta de catabolito) (Kim &
Chambliss, 1997). De esta manera, el complejo
FBF-HPr-Ser-P-CcpA unido a cre en las regiones
regulatorias de operones sensibles a RCC, inhiben
la iniciacion de la transcripcion (ver Fig. 2).
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Inactivacidn transcripcional por la union del complejo
Ccph-HPr-P a secuencias CREs

Fig. 2. Mecanismo de RCC en B. subtilis.

En Bacillus y otras bacterias Gram-positivas con
bajo contenido de GC, la proteina HPr-K/P puede
actuar como cinasa o como fosfatasa, dependiendo
del estado nutricional de la célula (Hanson et al.,
2002). La actividad cinasa de HPr-K/P en B. subitilis

es dependiente de intermediarios de la glucdlisis
como la fructosa 1,6-bifosfato y es inhibida por el
fosfato inorganico. De manera contraria, la actividad
fosfatasa es estimulada por fosfato inorganico.
Existen otras HPr-K/P que son activadas por
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altas concentraciones de ATP y son independientes
de fructosa 1,6-bifosfato, como es el caso de las
HPr-K/P provenientes de Enterococcus faecalis y
Streptococcus salivarius (Hanson et al., 2002). La
enzima HPr puede ser fosforilada en dos sitios: en
la His-15 por la enzima El del sistema PTS y en la
Ser-46 por HPr-K/P dependiente de ATP, la cual es
activada por el metabolito fructosa-1,6-bifosfato
(FBP) (Galinier et al., 1998; Reizer et al., 1998). La
fosforilacién en la serina 46 tiene exclusivamente
propdsitos regulatorios.

La RCC en B. subitilis se da de dos formas: una
es reprimiendo los genes catabdlicos y los
operones mediante la proteina de control catabdlico
A, CcpA, la cual previene la transcripcion de genes
(actuando sobre elementos cre) y otra, al no inducir
operones catabdlicos gracias a la fosforilacion de la
enzima HPr, que a su vez, puede estimular la
actividad de algunas enzimas, inductores,
activadores transcripcionales, o antiterminadores
(Henkin, 1996).

La fosforilacion de HPr en la Serina-46 es
importante para la RCC en B. subtilis. En 1996,
Reizer et al., reportaron que la fosforilacion en la
histidina-15 también es importante para RCC en B.
subtilis. Se sabe de la interaccion especifica entre
CcpA y HPr-Ser-P, pero no de CcpA con HPr sin
fosforilar (Deutscher et al., 1995). El complejo HPr-
Ser-P/CcpA puede actuar como represor o
activador de la transcripcion (Henkin, 1996). Los
datos de Reizer et al. (1996), sugieren que la
histidina-15 también es requerida para la formacién
del complejo y por consiguiente, para la RCC.
Mutaciones en la histidina-15, pueden generar
cambios estructurales que pueden ocasionar una
disminucion en la afinidad de unién de HPr-Ser-P a
CcpA. La sensibilidad de la interaccion de HPr-Ser-
P con CcpA es dependiente de PEP y la
fosforilacién de la His-15 catalizada por la enzima
El sugiere una relacion entre la RCC y el sistema
de transporte PTS (Reizer et al., 1996).

Unicamente la HPr-Ser-P se puede unir a CcpA.
Si HPr no esta fosforilada, si esta fosforilada en His-

15 o si esta doblemente fosforilada (en la Ser-46 y
en la His-15), entonces no puede interactuar con
CcpA. Esto indica que la fosforilacion de la His-15
puede ser una sefal de regulaciéon en la RCC, ya
que HPr-His-P no se puede unir a CcpA y esto
ocasiona la activacién y represion de genes sujetos
de RCC.

La concentracién intracelular de HPr-Ser-P es
determinada por la actividad de cuatro diferentes
enzimas: la fosforilacion de HPr por la HPr-K/P
dependiente de ATP, la desfosforilacion de HPr
doblemente fosforilado por una enzima EIIA para
formar HPr-Ser-P, la desfosforilacion de HPr-Ser-P
por la enzima HPr-K/P vy la fosforilacion de HPr-Ser-
P por la enzima El dependiente de PEP (Reizer et
al., 1996). La incorporacion de azucares por el
sistema PTS conduce a la desfosforilacion de
proteinas PTS histidil-fosforiladas y altas
concentraciones de intermediarios glucoliticos que
activan la HPr-K/P. Bajo estas condiciones, se
espera encontrar altas cantidades de HPr-Ser-P en
la célula en correlacion con una fuerte RCC en B.
subtilis. Por el contrario, cuando se internalizan
azucares que no son incorporados por la via PTS,
las proteinas PTS se encuentran fosforiladas y se
espera que el doble de proteinas HPr-histidil-
fosforiladas estén presentes en la célula. Ninguna
de las dos formas de HPr interactia con CcpA in
vitro (Deutscher et al., 1995).

En el afo 2002, Hanson y colaboradores
mediante el empleo de mutaciones puntuales en
dos regiones altamente conservadas en B. subtilis
(Hanson et al., 2002), identificaron secuencias de
aminoacidos que son determinantes para las
actividades de cinasa y fosfatasa de la enzima HPr-
K/P de este microorganismo. Una de ellas, ubicada
en la posicién 153-160, es un motivo de unién a
ATP/GTP (llamado caja de Walker A) (Walker et al.,
1982). Dicha region se encuentra también presente
en proteinas de unién a
transportadores ABC, proteasas, chaperonas asi
como en algunas cinasas que fosforilan sustratos
de bajo peso molecular (Poncet et al.,, 2004). La

nucleadtidos,

28



articulos

otra regiéon, denominada de “firma”’, es una
secuencia ubicada en la posicion 202-211. En este
estudio se demostré que mutaciones en una de las
regiones funcionales de la HPr-K/P afectan de
forma mas drastica el crecimiento, que cuando se
mutan ambas actividades. Esto demuestra una
ventaja fisiologica al tener dos actividades
contrarias en un mismo polipéptido, ya que
aumenta la posibilidad de interrupcion de ambas
actividades por mutaciéon, permaneciendo el
crecimiento sin ser afectado.

Gorke et al., en el 2004, compararon los niveles
de expresion del gen crh (que codifica para la
proteina homologa a HPr, Crh) y del gen ptsH (que
codifica para HPr) y su influencia sobre la RCC en
B. subitlis. Ellos encontraron que la transcripcion de
ptsH comparada con la de crh resulté ser 3 a 9
veces mas fuerte cuando es empleado un sustrato
incorporado por el sistema PTS vy, por consiguiente,
bajo fuertes condiciones de RCC. Los genes ptsH y
ptsl son co-transcritos desde un promotor
localizado rio arriba de ptsH. Este promotor esta
activo constitutivamente y no estd sujeto a
regulacion por fuente de carbono. En presencia de
glucosa, el gen ptsH es transcrito adicionalmente
desde el promotor rio arriba del gen ptsG (que
codifica para la enzima Ell especifica de glucosa).

De la misma forma, ptsH es traducido de 10 a 20
veces mas que crh, lo que sugiere que HPr es
sintetizado en grandes cantidades en la célula. La
utilizacion de sustratos incorporados por el sistema
PTS estimula la transcripcion de ptsH. Combinando
la alta tasa de transcripcion con la eficiente
traduccion de ptsH, se incrementa el nivel de
sintesis de HPr 100 veces por encima de Crh
(Gorke et al., 2004). Estas diferencias tan drasticas
en el nivel de sintesis de HPr y Crh pueden ser
explicadas por el papel menor que juega la proteina
Crh en la RCC. La proteina Crh-Ser-P puede ser
sustituida de manera parcial por HPr-Ser-P en la
RCC, mientras que HPr-Ser-P puede ser totalmente
sustituida por Crh-Ser-P en este fendmeno. La
observacion de que la sintesis de Crh es 10 veces

mas alta que la de HPr en bacterias que utilizan
citrato o succinato, sugiere que tal vez Crh no este
involucrada en la RCC por dichas fuentes de
carbono (Gorke et al., 2004).

Un alineamiento de la secuencia de HPR-K/P
con proteinas de la base de datos del National
Center of Biotechnology Information (NCBI), revela
la existencia de 44 HPr-K/P reportadas, unas de
ellas son de gran longitud y varian entre 304 y 342
residuos de aminoacidos, mientras que las de
longitud corta corresponden a un fragmento de las
mayores. Las de gran longitud constan de tres
dominios, un dominio amino terminal de funcion
desconocida, un dominio catalitico de
aproximadamente 100 residuos y un dominio
carboxilo terminal responsable de la asociacién de
la proteina en una estructura multimérica. Las de
longitud menor sélo contienen el dominio catalitico.
El sitio de interaccion de estas proteinas con HPr
esta altamente conservado, los genes que codifican
para proteinas homologas a HPr-K/P se encuentran
agrupados con genes que codifican para proteinas
similares a HPr (Warner & Lolkema, 2003).

Asi mismo, se han reportado 105 proteinas
similares a HPr y éstas se encuentran distribuidas
en 87 organismos diferentes, lo que indica que en
algunas bacterias es posible que exista mas de una
molécula HPr. Las secuencias de HPr varian entre
82 y 112 residuos. De estas secuencias, 8 carecen
del sitio activo de histidina, mientras que otras tres
no contienen el sitio regulador de serina (Warner &
Lolkema, 2003).

Existen 17 bacterias del phylum Firmicutes, al
cual pertenece B. subtilis, con su genoma
secuenciado. Todos estos genomas contienen
secuencias que codifican para la HPr-K/P.
Secuencias homologas para esta proteina fueron
encontradas en 11 de estos 17 microorganismos, y
es de esperar que en los 6 restantes también
posean una secuencia homodloga (Warner &
Lolkema, 2003).

En B. subtilis, la histidina del sitio activo Crh es
reemplazada por una glutamina, mientras que el
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resto de aminoacidos permanece similar a
secuencias de HPr de organismos semejantes. Un
alineamiento multiple de secuencias de proteinas
similares a HPr, revela los mismos motivos de
secuencia en tres proteinas similares a HPr de
bacilos que pueden contener Crh y HPr de manera
simultanea (Warner & Lolkema, 2003). Esto sugiere
que se encuentran bastante conservadas en este
género.

Los genes que codifican para la proteina HPr en
Bacillus estan organizados como un operén, junto
con el gen que codifica para la enzima El de PTS y
usualmente son transcritos policistronicamente. En
B. subtilis, el par de genes es precedido por el gen
que codifica para enzimas del PTS especificas para
cada azucar EIABC. En cuatro especies de
Bacillus, el gen que codifica para Crh esta
agrupado con tres genes. Estos son: yvcJ, yvcK y
yvcL. En B. subtilis estos genes codifican para
proteinas cuya funcion se desconoce, ademas de
que este cluster no esta asociado con ninguna
proteina del sistema PTS (Warner & Lolkema,
2003).

CcpA, pertenece a la familia de proteinas
reguladoras Lacl/GalR (Henkin, 1996). Es el
principal componente en la RCC en B. subitilis y
otras bacterias Gram-positivas con bajo contenido
de GC (Henkin, 1996; Stulke & Hillen, 1999). Genes
ccpA han sido clonados de mutantes en
Staphylococcus xylosus, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus casei y Streptococcus, donde ha sido
demostrada su implicacion en la RCC, lo que
sugiere un mecanismo comun en las bacterias
Gram-positivas con bajo contenido de GC. Al
inactivar el gen ccpB, el cual codifica para un ccpA
homologo, se incrementa parcialmente la RCC de
los genes gnty xyl.

La unién de CcpA a los sitios cre es posible por
la formacion de un complejo entre los coefectores
HPr y Crh fosforilados (Repizo et al., 2006). La
forma en que se afecta la unién de CcpA a las
secuencias cre, por efecto de las fuentes de
carbono represoras, fue demostrada en B. subitilis y

B. megaterium al introducirles una mutacién en
ptsH1. Como resultado de ello, se previene la
fosforilacién de HPr en la Serina 46 y se genera un
fenotipo similar al que presentan las mutantes en
ccpA. Esto indica que la interaccion especifica entre
CcpA y HPr-Serd6-P, resulta en su unién a cre
(Stulke & Hillen, 1999).

En el caso de algunas enzimas como f-
xilosidasa, inositol deshidrogenasa y a-amilasa, la
expresion es reprimida en mutantes ccpA, pero no
lo es, o s6lo parcialmente en mutantes ptsH1. 3-
Xilosidasa e inositol deshidrogenasa son
desrreprimidas cuando HPr y Crh estan ausentes.
Crh puede ser fosforilada por la HPr cinasa pero no
es fosforilada por la enzima EIl. La enzima Crp-
Ser46-P puede ser otro corepresor de CcpA
(Galinier et al., 1997). Glucosa-6-fosfato y NADP
han sido también identificados como correpresores
de CcpA (Kim et al., 1998). EI NADP tiene poco
efecto sobre la union de CcpA a las secuencias cre
del gen amyE, esto incrementa la habilidad de
CcpA para inhibir la transcripcién y sugiriere que la
unién a DNA vy la inhibicion de la transcripcion por
CcpA son dos propiedades distintas (Kim et al.,
1998). Estudios de estructura han demostrado que
CcpA esta compuesta de un dominio de unién a
DNA en su extremo amino terminal y un dominio
que interactta con HPr-Ser-P en su extremo
carboxilo terminal. El complejo tetramérico consiste
en un dimero de CcpA, dos moléculas de HPr-Ser-
P y la secuencia cre (Jones et al., 1997) (ver Fig.
2). Los residuos del domino que se encuentra en el
extremo carboxilo terminal, expuestos a la
superficie de CcpA, se requieren para la interaccion
con HPr-Ser-P y para la RCC (Kraus et al., 1998).

Los sitios cre para los genes acsA, xyl, gnt y hut,
en B.subtilis, estan rio abajo de la region de inicio
de la transcripcion, mientras que los sitios cre de
los genes lev, bglPH, acu, amyE y mmg, se
encuentran en la regién promotora o adyacentes a
ella (Zalieckas et al., 1998). Los sitios cre se
caracterizan por ser secuencias de 14 pb con
simetria de diada y la mayoria de ellos estan
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flanqueados por regiones ricas en secuencias A+T.

En 1999, Rosana-Ani et al., relacionaron la
actividad de la glucosa cinasa (Glk, enzima
responsable de la fosforilacion de la glucosa) de B.
subtilis con el fendmeno de RCC en dicho
microorganismo. En estudios anteriores se habia
propuesto que el principal papel de la HPr-K/P era
el control celular de tasas de metabolismo de
carbohidratos y niveles de induccion (Reizer et
al.,1984) y que el cambio en la concentracion de
glucosa-6-fosfato mediada por la GIlk podria
representar una sefial de RCC. Confirmando lo
anterior, se observé que la interaccion CcpA-cre es
también estimulada por la glucosa-6-fosfato in vitro.
La contribucion de la Glk en el fenébmeno de RCC
en B. subtilis puede ser indirecta, ya que substrato
y producto, es decir, glucosa y glucosa-6-fosfato,
pueden actuar como sefiales alternativas. Es decir,
si la actividad de Glk se elimina, la glucosa no
fosforilada se acumula en el citoplasma y se
exporta al medio. Esta glucosa vuelve a entrar a la
célula por la permeasa de PTS y acciona la RCC
por la principal cascada regulatoria, a la cual CcpA,
HPr, cre y HPr-K/P pertenecen. Por otra parte, la
glucosa-6-fosfato refleja en si una sefial para la
RCC al accionar la interaccion HPr-Ser-P/CcpA/cre,
actuando asi como un anti-inductor, en el caso del
represor de la xilosa y del represor de trealosa. Por
lo anterior, se cree que la Glk esta involucrada en
funciones regulatorias de RCC a nivel enzimatico,
que pueden representar respuestas rapidas a
cambios en las fuentes de carbono, obtenidas por
regulacién a nivel transcripcional. Sin embargo, son
necesarios mas estudios a este respecto (Rosana-
Ani et al., 1999).

REGULACION POR CARBONO EN BACTERIAS
GRAM-POSITIVAS CON ALTO CONTENIDO DE
GC: LOS ESTREPTOMICETOS

El género Streptomyces sintetiza mas del 60%
de los antibidticos (Demain, 1989) que son
producidos fermentativamente. Su sintesis puede
ocurrir a partir de diversas fuentes de carbono (FC)

y puede ser susceptible a RCC. En Streptomyces
coelicolor, la Glk parece jugar un papel regulatorio a
nivel de transcripcion y exclusién de inductores
(Kwakman y Postma, 1994).

Sistema PTS en Streptomyces

La presencia del sistema PTS en S. coelicolor
fue reportada por primera vez en el afio 1995
(Titgemeyer, 1995). En 1999 dos grupos reportaron
la clonacién del gen ptsH cuyo producto es la
fosfotransferasa HPr (Butler et al., 1999, Parche et
al., 1999). En el afio 2000, Parche et al., reportaron
la existencia de tres genes de S. coelicolor que
codifican para proteinas homélogas no especificas
del PTS y 6 genes que codifican para proteinas
homologas especificas. S. coelicolor tiene menos
genes pts que la gran cantidad que posee E. coli y
los 27 genes pts que contiene B. subtilis.

Se conoce la existencia del sistema PTS para
internalizar la fructosa en S. coelicolor y también los
genes que codifican, tanto para las enzimas El,
EIIA®™ y HPr, como para dos posibles permeasas
de N-acetilglucosamina y una posible permeasa de
maltosa (NagE1, NagE2 y MalX1) (Parche et al.,
2000). No obstante, no se sabe el papel directo del
sistema PTS en el fendmeno de RCC. Asi mismo,
la actividad cinasa de HPr-K/P parece estar
ausente en S. coelicolor (Stilke & Hillen, 1999).

En el ano 2003, Nothaft et al. sugirieron que la
fuente de carbono N-acetilglucosamina podia ser el
posible sustrato de NagE1 o NagE2 y se comprobd,
por caracterizacion in vitro, que la enzima EIIA®"
funcionaba como una proteina EIIA especifica para
N-acetilglucosamina. Por medio de analisis
mutacional del gen ccr-pstl, se demostré que El y
EIIA"  son parte del sistema PTS para N-
acetilglucosamina, y que si falta uno u otro, las
células no pueden crecer en presencia de ella,
mientras que la utilizacion de galactosa,
glucosamina, glucosa, glutamato, glicerol, lactosa,
maltosa, manitol, manosa, ribosa, sorbitol, sacarosa
y xilosa, no parece verse afectada. La expresiéon de
ccr-pstl como un operon y ptsH juntos, son
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inducidos por la presencia de N-acetilglucosamina.

En 2004, Derouaux et al., caracterizaron la
proteina receptora de catabolito Crp, la cual esta
involucrada en el sistema PTS de S. coelicolor.
Esta proteina, codificada por el gen SCO3571 o
gen crp, es la unica proteina de la superfamilia
CRP-FNR presente en S. coelicolor. La inactivacién
de dicha proteina genera una deficiencia en la
germinacion de esporas y un fenotipo similar al de
la mutante en el gen que codifica para la adenilato
ciclasa (cya), que imposibilita la produccién de AMP
ciclico (AMPc). Esto sugiere que el AMPc puede
ser una molécula clave para iniciar los eventos de
germinacion pues el sistema adenilato ciclasa-
AMPc-Crp activa el proceso de desarrollo. En este
trabajo se comprobé por tres métodos distintos que
la proteina Crp de S. coelicolor es capaz de unirse
a AMPc: (1) al comparar la secuencia de
aminoacidos de Crp con 2 secuencias de la
superfamilia CRP-FNR [Crp de E. coli y el factor
regulador de la virulencia (Vfr) de Pseudomonas
aeruginosal, que son capaces de unirse a AMPc, se
observa que sus dominios de unién al nucleétido se
encuentran altamente conservados; (2) al enfrentar
in vitro a la proteina Crp-His6 purificada, con el
AMPc unido a una matriz de agarosa, se observa
una alta capacidad de uniéon de la proteina al
nucledtido; (3) al enfrentar in vivo extractos
celulares totales de S. coelicolor con AMPc, se
detecté por cromatografia de afinidad una alta
eficiencia de uniéon. No obstante, en este estudio,
no pudo establecerse la capacidad de unién de la
proteina Crp a secuencias de DNA.

Transporte de carbohidratos

Uno de los estudios mas completos acerca de
los sistemas de incorporacion de carbohidratos es
el reportado por Bertram et al., en el 2004. A raiz de
la publicacion de la secuencia completa del genoma
de S. coelicolor, se realizaron tres consideraciones
importantes sobre la incorporacion de carbohidratos
a la célula: (1) 172 genes codifican para proteinas
que son excretadas como hidrolasas, quitinasas,

celulasas, lipasas, nucleasas y proteasas (2)
alrededor de 81 permeasas del sistema ABC (ATP
binding cassette) estan presentes en el genoma de
S. coelicolor, éstas pueden ser utilizadas para
incorporar azucares, oligopéptidos y nucledsidos y
(3) se detectaron 45 secuencias que parecen
codificar para proteinas de union a solutos y estas
también parecen ser importantes para la
incorporacion de carbohidratos. La gran cantidad de
exoenzimas y sistemas ABC detectado, diez veces
mayor que en otras bacterias, nos da una idea de la
amplia capacidad
estreptomicetos (Bentley et al., 2002).

En el genoma de S. coelicolor estan presentes
53 sistemas de transporte de carbohidratos. De
estos, 22 incluyen 14 permeasas de la familia de
transportadores ABC, 4 permeasas especificas del
sistema PTS, 2 copias de una proteina de la
superfamilia mayor de facilitadores (MSF), una
proteina de la familia simporte de soluto de sodio
(SSS) y un facilitador de la familia mayor de
proteinas intrinsecas (MIP) (ver Fig. 3). En la Tabla
1 se resumen los hallazgos de Bertram et al., 2004,
relacionados con los sistemas de incorporacion de
carbohidratos en S. coelicolor.

metabdlica de los

Estudios sobre los transportadores de glucosa en
S. coelicolor

En el 2005 van Wezel et al., realizaron un
analisis bioquimico de la permeasa de glucosa
GlIcP de S. coelicolor y describieron su papel en la
regulacion transcripcional por medio de mutaciones
en glcP1 y glcP2. GIcP es una proteina con dos
juegos de seis dominios transmembranales, unidos
entre si por un asa citopldsmica. Esto concuerda
con la clasificacion de ésta como miembro de la
superfamilia mayor de facilitadores (MFS), a la cual
pertenecen permeasas de azucares bacterianos y
eucaridticos, simportes dependientes de H' y las
proteinas facilitadoras. La proteina GIcP esta
codificada por dos genes en el cromosoma de S.
coelicolor: Uno de ellos, glcP1(sco5578), esta
localizado en la region central del cromosoma y el
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Gy aly

Fig. 3. Sistemas de incorporacion de carbohidratos en S. coelicolor (Adaptado de Bertram et al., 2004)

otro, glcP2 (sco7153), esta ubicado en el brazo
derecho del mismo, con diferencia entre ellas de
s6lo una base, quizas producto de una mutacion
silenciosa, ya que codifican para el mismo producto
de 472 aminoacidos. Una regién duplicada de 36 pb
rio abajo de la region palindrome de 16 nt, contiene
el sitio de unién a factores de transcripcion.

Los estudios cinéticos realizados por van Wezel
et al. (2005), revelan que la incorporacion de
glucosa se induce por la presencia de éste
carbohidrato en el medio. Para analizar la funcién
de GIcP se expresd en el vector pSU2718 con el
cual se transformaron las mutantes de E. coli
incapaces de transportar glucosa (LR2-175 y LM1).
Las cepas transformadas demostraron una
reversion de su fenotipo el cual se refleja en la
incorporacion de glucosa. Asi, por medio de la
expresion heterdloga de GIcP en E. coli se logré
determinar que codifica para una permeasa de
glucosa y que este sistema de transporte (con alta
afinidad por el carbohidrato), es indispensable para
obtener altas tasas de crecimiento en medio con
glucosa como fuente de carbono.

Para determinar el papel de GIcP en el transporte
de glucosa en S. coelicolor se generaron mutantes

en glcP1 (BAP17), glcP2 (BAP18), y en ambos
genes (BAP19). La mutante BAP18 no parece ser
afectada en su crecimiento en glucosa mientras que
BAP17 y BAP19 muestran una clara reduccion en
su tasa de crecimiento. La cepa M145 y BAP18
utilizan glucosa de manera inmediata mientras que
las cepas BAP17 y BAP19 comienzan a utilizarla
mas lentamente. La habilidad de las mutantes para
incorporar glucosa es contundente en presencia de
glcP1, pero en ausencia de este gen hay un
descenso significativo en el crecimiento en glucosa
y se pierde la alta afinidad de incorporacién, esto
sugiere que solo glcP1 es importante para obtener
una alta tasa de crecimiento en glucosa. La
mutante doble utiliza glucosa de manera muy
ineficiente. Esto demuestra que puede existir un
sistema de incorporacion alterno de muy baja
afinidad. Al parecer, el transporte de glucosa en
mutantes en glcP2 es alrededor del 50% de la cepa
silvestre lo que tal vez indique que gIcP1 es
expresada a bajo nivel comparado con la cepa
silvestre (van Wezel et al., 2005).

Posteriormente se realizaron experimentos de
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR) con oligonucledtidos especificos para los

33



articulos

Tabla 1. Sistemas de incorporacion de carbohidratos hallados en el genoma de S. coelicolor

Fuente de C

LOCUS
INVOLUCRADOS Y
POSIBLE FUNCION

POSIBLES PRODUCTOS DE EXPRESION

OBSERVACIONES

Celobiosa y

cebly ceb2

Son genes que
posiblemente codifican
para las permeasas de
celobiosa y celotriosa.

CebR: es un regulador transcripcional divergente,
que pertenece a la familia de Lacl

CebE: es una proteina de union a azucares
CebF y CebG: son proteinas integrales de
membrana: la B-glucosidasa BgIC y una probable
azUcar hidrolasa (Shl).

Todos estos genes presentaron porcentajes
elevados de identidad con relacion al operén
ceb de Streptomyces reticuli, el cual ha sido
ampliamente caracterizado. En este modelo,
los genes cebEFG son inducidos por
celobiosa y la permeasa posee una alta
afinidad por celobiosa y celotriosa.

bxI1 y bxI2

4 Son operones que BIXEFG: permeasas de B-xilésidos de tipo ABC
% posiblemente contienen | BxIA: enzima metabolica p-xilosidasa. Poseen una alta similitud con los genes bxl
§ los genes para las BxIR1 y BxIR2: posibles reguladores de la familia de S. lividans.
< permeasas de p- Lacl.

xilosidos.
§ aglly agl2 Podrian i
ol . . . i El cluster agl2REFGAX, posee una alta
8| estar involucrados en la | AgI1EFG: permeasa con una amplia especificidad ) ) . | .
ol . o, L . . . identidad con el mismo cluster de S. lividans y
2l incorporacién de a- por a-glicosidos, di y tri sacaridos. -
9 . se regula de manera muy similar.
3| glucosidos.

Dicho locus comprende un cluster ngcEFG, vy otro

3 XilEFG, separados por un gen regulador de la familia | Las proteinas del operén ngcEFG poseen
el
2 ngc-xil ROK. Es muy posible que el clister ngcEFG, | entre 31y 48% de identidad con el operon del
%| Posiblemente este codifique para el sistema de transporte de quitobiosa. | mismo nombre en Streptomyces
>
© involucrado en el El cluster xilEFG involucra genes que al parecer | olivaceoviridis.
-_g transporte de quitobiosa | codifican para una proteina de unién a un soluto, una | Una probable quitinasa puede ser codificada
.-% y xilésidos ATPasa y una proteina de membrana. Asi, el clster | por un gen en sentido opuesto localizado rio
e/ xylFGH probablemente codifica para una permeasa | arriba del clister xlEFG.

de xilésidos en S. coelicolor.

Lactosa

lac
Sistemas de transporte
ABC para lactosa

Una probable B-galactosidasa que tiene un 43% de
identidad con la B-galactosidasa BgaB de Bacillus
stearothermophilus.

Lacl: Un posible regulador de la familia Lacl con un
35% de identidad con el Lacl de E. coli.

Lac GEF: posibles componente de un sistema ABC
especifico para lactosa. Poseen entre un 24 y un
31% de identidad con los productos de los genes
LacEFG de Agrobacterium radiobacter.

Entre en gen lacl y el gen lacG se encuentra
una secuencia palindrome de 16 pb
espaciada por una secuencia de 29 pb. Se
presume que dicha secuencia es un posible
elemento regulador en cis.

Alcoholes de

SmMoREFGD Sistemas
de transporte ABC para
alcoholes de azucar
(formas reducidas de
aldosas y cetosas)

SmoR: probable regulador del operén.

SmokE: proteina de unién a soluto.

SmoF y SmoG: translocadores de membrana.
SmoD: una posible alcohol deshidrogenasa.

Dos secuencias invertidas repetidas de 8 pb
y separadas por 54 pb rio abajo de smoE
pueden servir como elemento regulador en
cis .
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Sistemas de transporte
ABC para ribosa

RbsH: proteina uUnica de fusién compuesta de un
fragmento de translocacion de membrana y un

rbs1 fragmento de unidn a soluto extracelular.
® rbs2 RbsA: una ATPasa.
__8 rbs3 RbsK: una ribocinasa .
4

RbsD: una pequefia proteina de 129 aminoacidos
similar a las proteinas de transporte de ribosa de alta
afinidad de E. coli y B. subtilis.

RbsR: un posible regulador de la familia de Lacl.

Se encontraron dos clisters mas que pueden
codificar para permeasas de ribosa: el cluster
rbs2EFA codifica para una lipoproteina de
union a sustrato, una proteina integral de
membrana y una ATPasa. Asi mismo, el
cluster rbs3EFGAK codifica para un tercer
sistema de permeasa de ribosa.

gal

Galactosa

GalK: cinasa que fosforila la galactosa para
incorporarla a la glucdlisis.

GalE1: proteina que epimeriza.

GalT: producto que transfiere un grupo uridilo.

El gen que codifica para el transportador de la
galactosa no ha sido bien elucidado aunque
se cree que podria ser el gen galP que posee
un 28% de similitud con el simportador de
galactosa dependiente de sodio presente en
Vibrio parahaemolyticus.

gyl

Glicerol

GylR: involucrado en la induccién de sustrato y la
represion catabdlica del operdn de glicerol.

GylC: muestra un 49% de identidad con el producto
GIpF de B. subtilis .

GylA y GylB: tienen un 52 y un 32% de identidad con
la glicerol cinasa GIpK y la glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa GlpD de E. coli.

GyIX: muestra similitud con otras proteinas de

funcién desconocida en otros actinomicetos.

glcP1
glcP2

Glucosa

Por el barrido del genoma de S. coelicolor en busca
de permeasas no-PTS como la GlcP de Synecocystis
sp. y la GIf de Zymomonas mobilis se encontré una
proteina de 51 y 33% de identidad, respectivamente,
la cual fue designada GIcP. El gen que codifica para
esta proteina posee dos copias en el genoma de S.
coelicolor, con 99% de identidad entre ellas. Los
genes adyacentes a éstos no codifican para genes
metabdlicos o regulatorios cuyas funciones pudieran
estar asociadas a glcP1 y a glcP2.

La glucosa es la fuente de carbono preferida
de S. coelicolor pero el transportador de
glucosa no habia sido identificado.

Adaptado de Bertram et al., 2004

genes de glcP1 y glcP2, con el fin de determinar los
niveles de transcripcion de dichos genes. Estos
experimentos demostraron que los niveles de
transcrito de glcP1 en la mutante en glcP2 son
bastante reducidos comparados con los de la cepa
silvestre. La explicacién aparente es la generacién
de un RNA de interferencia y que la expresion de
glcP1 es fuertemente inducible por glucosa. No se
detecté expresion de glcP2 bajo las condiciones
probadas lo que supone que este gen es menos
importante que glcP1, o juega algun papel en
condiciones de cultivo diferentes. La ubicacion de
glcP2 en el variable e inestable brazo derecho del
cromosoma de S. coelicolor hace pensar que es un

posible resultado de la presién evolutiva o un
evento reciente de duplicacion (van Wezel et al.,
2005).

La identificacion de GIcP como el principal
transportador de glucosa en S. coelicolor A3(2) da
nuevas luces sobre las etapas tempranas de los
procesos mediados por glucosa en este
microorganismo (van Wezel et al., 2005).

Diferenciacion Morfolégicay RCC

Otros mecanismos de insensibilidad a RCC
estan relacionados con la diferenciacion celular. Un
estudio de la relaciéon entre el desarrollo de hifas
aéreas y esporas y la RCC fue realizado por Pope
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et al.,en 1996. Ellos reportaron que en seis clases
diferentes de mutantes bld (incapaces de producir
hifas aéreas) de S. coelicolor, la expresion del gen
galP1l es insensible a represion catabdlica. La
posterior caracterizacion de las mutantes bldA vy
bldB indicé que en estas cepas la transcripicién de
galP1, gen que se cree esta involucrado en la
incorporacion de galactosa, es independiente de
galactosa e insensible a RC. La complementacion
de dichas mutantes con el bldA o bldB restaura
tanto la sensibilidad a RC como la producciéon de
hifas aéreas (Pope et al., 1996).

Los estudios de regulacion de otros genes
sujetos a RC indican que en la mutante bld la
expresion de dagA y gyl también es insensible a RC
y que la complementacion de estas mutantes con el
gen bldB reestablece la sensibilidad a RC. La
mutacién bldB no afecta la expresion de promotores
insensibles a RC, lo que sugiere que esta mutacion
no afecta la transcripcion a nivel general sino que
afecta especificamente a los genes sujetos a RC
(Pope et al., 1996). En S. lividans se identificé el
gen regulador regl que estd involucrado en la
represion de la a-amilasa. Dicho gen codifica para
la proteina Reg1 que contiene motivos de union a
DNA en su extremo N-terminal, comparte algunas
similitudes con la familia Lacl/GalR. Reg1 posee un
95% de identidad con MalR y un 31% de identidad
con la proteina CcpA de B. subtilis (Naguyen et al.,
1997). El represor transcripcional del gen gyl
(GyIR), esta también sujeto a RC. Contiene sitios
de union a DNA y tiene similitud con represores
transcripcionales. Se ha visto que mutaciones en
los genes glkA, ccrAl y bld, afectan la RC del gen
gyl. Se cree que la regulacién de dicho operén
requiere de diversos reguladores tanto especificos
como generales (Hindle & Smith, 1994)

En el afio 2006, Rigali et al., reportaron que
concentraciones extracelulares por encima de 10
mM de N-acetilglucosamina, monémero que la
quitina, previenen que S. coelicolor progrese mas
alld del estadio de micelio vegetativo. Asi mismo,
evidenciaron que la sefial es transmitida a través

del regulador DasR (deficient in aerial mycellium
and spore formation) perteneciente a la familia
GntR que controla el regulébn de N-
acetilglucosamina y los genes ptsH, ptsl, y ccr,
necesarios para la incorporacion de N-
acetilglucosamina. En un trabajo anterior Rigali et
al., predijeron la secuencia de union del regulador
DasR a la secuencia consenso
ACTGGTCTAGACCACT, localizada rio arriba de
los genes ptsH, ptsl, y ccr, que codifican para las
fosfotransferasas HPr, la enzima El y la enzima
EIIAS", respectivamente (Rigali et al.,2004). Asi
mismo, se examind un posible sitio de unién de
DasR rio arriba de muchos de los genes
relacionados con el metabolismo de la N-
acetilglucosamina.

Al realizar la mutacién del gene dasR en S.
coelicolor M145, se observé que la mutante no es
capaz de generar micelio aéreo ni esporas. Un
paso importante en la formacion de hifas aéreas es
la produccion del antibiético SapB; una moléculas
hidrofébica derivada del producto codificado por el
gen ramS que permite que emerjan la hifas aéreas.
La produccion de SapB esta regulada por los genes
bld. Se ha visto que la “complementacién” entre
mutantes que crecen juntas es satisfactoria. Esta
relacién es unidireccional: una mutante actua como
secretor y la otra es un receptor de las moléculas
excretadas restaurando la formacion de hifas
aéreas. Asi, es propuesta una complementacion
jerarquica de mutantes bld: bldJ— bldK— bldA/H—
bldG— bldC— bldD en donde las mutantes de las
izquierda son donadores y las de la derecha los
receptores. Experimentos de complementacion
demuestran que la esporulacion puede ser inducida
en la mutante en dasR por crecimiento cercano a
cepa silvestre M145 y a las mutantes bldA, bldB,
bldC, bldF y whiG, mientras que la proximidad a las
mutantes bldD, bldG, bldJ y bldK no genera el
mismo efecto. Esto demuestra que la mutante en
dasR no se ajusta a la cascada de
complementacion anteriormente mencionada y no
puede complementar ninguna de las mutantes bld.
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(Rigali et al., 2006).

La internalizacion de N-acetilglucosamina
mediada por el sistema PTS parece ser constitutiva
en mutantes dasR, mientras que en la cepa
silvestre, la incorporacién es inducida por la
presencia de N-acetilglucosamina. Los niveles de
proteinas HPr y EIIA°" en ausencia o presencia de
N-acetilglucosamina son los mismos en la mutante
dasR, mientras que en la cepa silvestre sélo son
detectables en presencia de dicho sustrato. Para
establecer la relacion entre mutantes dasR vy
mutantes pts, fue llevada a <cabo una
complementacién similar a la anteriormente
descrita, revelando que las mutantes dasR no
pueden actuar como secretoras y por consiguiente
no pueden complementar mutantes pts y que las
mutantes pts apenas si pueden restaurar el
desarrollo en la mutante dasR. Una mutante en
nageE2 (en ftransporte de N-acetilglucosamina),
puede restaurar el desarrollo de la mutante dasR,
pero mutantes ptsl, ptsH y crr no generan el mismo
efecto en la mutante dasR. Esto indica que el
fenotipo de mutantes incapaces de generar micelio
aéreo no refleja la imposibilidad de utilizar N-
acetilglucosamina.

Finalmente Rigali et al. (2006), generaron un
modelo del posible mecanismo de regulacion de
DasR en la utilizacion de N-acetilglucosamina (ver
Fig. 4). Cuando hay baja concentracion de N-
acetilglucosamina y existe glucosa, la glucosa es el
sustrato predilecto. Esta es transportada por el
simporte GIcP, mientras que el sistema PTS para
N-acetilglucosamina es expresado a nivel basal
(Nothaft et al., 2003) y los componentes del PTS
transfieren el fosfato a proteinas especificas para el
desarrollo. Cuando la concentracion extracelular de
N-acetilglucosamina es alta, ésta es transportada y
metabolizada a glucosamina-6-P, que induce el
regulén de N-acetilglucosamina por inhibicién de la
capacidad de unién a DNA de DasR. En estas
condiciones, los componentes del sistema PTS
activan la transferencia del grupo fosfato del PEP a
la N-acetilglucosamina. Asi, la concentracion

extracelular de N-acetilglucosamina determina la
transferencia del fosfato al azucar transportado o a
proteinas de desarrollo dependientes del PTS
(Rigali et al., 2006). DasR es parte de un sistema
de deteccion nutricional, actuando como un
regulador pleiotropico 'y  multifuncional en
actinomicetos, y controla el regulon de la N-
acetilglucosamina y otras rutas relacionadas,
ademas del transporte de otros azucares (Rigali et
al., 2006).

Avances en la comprension de la RC por glucosa
en Streptomyces

En 1982, Hodgson reportd el aislamiento de
mutantes de S. coelicolor resistentes a la inhibicion
de su crecimiento por un andlogo de la glucosa, la
2-desoxiglucosa (Dog). La Dog, al ser fosforilada en
el primer paso de la glucdlisis, se convierte en Dog-
6-P, compuesto es altamente toxico para la célula
que no puede ser metabolizado por los pasos
siguientes de la via glucolitica y cuya acumulacion
redunda en la muerte celular.

Las mutantes aisladas fueron denominadas
Dog®. Estas presentan un decremento en la
sensibilidad a represion por varias fuentes de
carbono, apreciable por la sintesis de los pigmentos
coloreados actinorrodina y undecilprodigosina, vy
una reduccién en la actividad de Glk, aunque el
transporte de glucosa no estaba afectado
(Hodgson, 1982). A dichas mutantes DogR de S.
coelicolor, se les complementé la deficiencia con un
fragmento de 2.9 kb que contiene el gen glkA, con
el cual recuperaron la capacidad para utilizar
glucosa, la actividad de GIkA y la sensibilidad a
RCC (ausencia de produccion de pigmentos) (lkeda
et al., 1984). La expresion del gen de glkA en E. coli
confirmé que su producto es una proteina que
cataliza la fosforilacién de la glucosa (Angell et al.,
1992). Sabiendo que en B. subtilis, Glk es
importante a nivel de generacion del intermediario
glucosa-6-P, en S. coelicolor se traté de averiguar
si el papel de Glk en la RCC era semejante. Para lo
anterior, se realizd la complementacion de
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Fig. 4. Modelo del efecto de bajas y altas concentraciones de N-acetilglucosamina (N-AcGlc) en el medio. Abreviaturas: N-

AcGlc: N-acetilglucosamina, PTSN¢'c:

: sistema PTS para incorporacién de N-acetilglucosamina, PEP: fosfoenolpiruvato,

N-AcGlc-6-P: N-acetilglucosamina-6-fosfato, N-Glc-6-P: glucosamina-6-fosfato, NagA: N-acetilglucosamina-6-fosfato-
desacetilasa, NagB: glucosamina-6-fosfato-isomerasa, G6Pi:glucosa-6-fosfato-isomerasa, GlkA: glucosa cinasa (Adaptado

de Rigali et al., 2008).

mutantes en glkA de S. coelicolor con un gen
analogo de la glucosa cinasa de Zymomonas
mobilis. Este gen reestablece la capacidad de
utilizacion de la glucosa y la actividad de GIk, pero
no la sensibilidad a RCC (Angell et al., 1992). Esto
sugiere que la Gk tiene una actividad regulatoria
diferente a la catalitica y juega un papel importante
en la regulacion del metabolismo del carbono.

En estudios ulteriores por mapeo con la
nucleasa S1, se caracteriz6 cada ORF del
fragmento de 2.9 kb: el ORF1 (SC02128) es un
marco de lectura incompleto que hipotéticamente
codifica para una proteina de 44.7 kDa, el ORF2
(SC02127) es un marco de lectura completo que
hipotéticamente codifica para una proteina de 20.1

kDa, y finalmente el ORF3 (SC0O2126) es el gen
glkA  que codifica para la glucosa cinasa
dependiente de ATP, una proteina de 33.1 kDA
encargada de la fosforilacion de la glucosa (ver Fig.
5). Estudios de complementacion demostraron que
con glkA se reestablece la capacidad de utilizar
glucosa, la actividad de GIKA y sélo parcialmente la
sensibilidad a RCC, pero para alcanzar los niveles
de actividad de Glk encontrados en la cepa silvestre
es necesaria la transcripcion a partir de ambos
promotores. Al transformar con glkA y SCO02127
simultaneamente, ademas del fenotipo anterior, se
reestablece completamente la sensibilidad a RCC a
niveles similares a los de la cepa silvestre (Angell et
al., 1992). La funcion del gen SC02127 aun se
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Fig. 5. Fragmento de 2.9 kb con el cual se complementaron las mutantes Dog™ de S. coelicolor (Ikeda et al., 1984).

desconoce, aunque su cotranscripcién con glkA
sugiere que existe una coneccién funcional entre
los dos productos

Resultados similares se obtuvieron con las
mutantes DogR de Streptomyces peucetius var.
caesius (Segura et al.,, 1996). Estas mutantes
también se caracterizan por ser insensibles a RCC
y la actividad de Glk se encuentra disminuida entre
el 10 y 30% de la cepa original. A diferencia de las

mutantes de S. coelicolor, las de S. peucetius var.
caesius pueden crecer en glucosa como Uunica
fuente de carbono y tienen afectado parcialmente el
transporte de glucosa (Escalante et al.,1999).

A partir de una cepa Dog® de S. peucetius var.
caesius se aislaron una nueva serie de mutantes
por su sensibilidad a Dog, en la Tabla 2 se
muestran algunas de las caracteristicas de las
mutantes Dog® obtenidas (Ramos et al., 2004).

Tabla 2. Caracteristicas de las mutantes Dog de S. peucetius var. caesius

Cepa Sensibilidad | Transporte Actividad Sensibilidad
a Dog® de glucosa %" | de Glk %° a RCC
Original S 100 100 S
Dog" R 51 15 R
Dog®-2 S 18 37 R
Dog®-11 S 71 84 R

Las cepas sensibles (S) no crecen en presencia de 2-desoxiglucosa mas lactosa 55 mM

y las resistentes (R) si crecen.

b Incorporacion de glucosa 100% (2.21 mmol/mg de peso seco de micelio).

°Glk: 100% (170 U/mg proteina).

9La sensibilidad a RCC se determino por la formacion de pigmento rojo (antraciclinas)
producido en presencia de glucosa 500 mM. Las cepas resistentes (R) no producen
pigmento y las sensibles (S) si (Adaptado de Ramos et al., 2004).

Estas cepas, al igual que la cepa parental,
mostraron resistencia a la RCC por glucosa, con
deficiencias en la incorporacion de glucosa y en la
actividad de Glk, esto refleja que no hay correlacion
directa entre la actividad de GIk, la sensibilidad a
Dog y la RCC como si se observa en mutantes de
S. coelicolor (Hodgson, 1982).

Revisando el efecto del gen glkA y SC02127 de
S. coelicolor, sobre la actividad de GIKk, el transporte
de glucosa y la sensibilidad a RCC de mutantes
DogR de S. peucetius var. caesius, Guzman et al.,
en el 2005, evidenciaron el papel estimulatorio de
SCO02127 sobre estos pardmetros y como
consecuencia sobre el catabolismo de la glucosa.
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En S. peucetius var. caesius se detectdé por
Southern blot la presencia de genes homdlogos a
glkA y SCO2127 de S. coelicolor que se cree estan
adyacentes en el genoma. Se sabe que existen
genes homodlogos a glkA y SC02127 en
Streptomyces avermitilis con identidad de 86 y 95%
respectivamente con los de S. coelicolor, lo que
sugiere que estan altamente conservados (Guzman
et al., 2005).

Los estudios de complementacion con el gen de
glkA en mutantes DogR de S. peucetius var. caesius

permitieron la recuperacion de actividad de Glk,
pero no el transporte de glucosa, mientras que la
complementacién de las mutantes Dog® de S.
peucetius var. caesius con el gen SCO02127
aumentd la actividad de Glk, el transporte de
glucosa y la sensibilidad a la RCC, lo que se vio
reflejado en la imposibilidad de sintetizar pB-
galactosidasa (enzima requerida para utilizacion de
lactosa) y antraciclinas (metabolitos secundarios)
en presencia de glucosa (Tabla 3) (Guzman et al.,
2005).

Tabla 3. Efecto de la complementacién de los genes SC0O2127 y glkA sobre transporte, actividad de Glk y

sensibilidad a RCC en S. peucetius var. caesius

Cepa Inserto Transporte de glucosa %° | Actividad de Glk %" | Sensibilidad a RCC®
Original | -------- 100 100 S

Dog® |- 51 15

SDR-1 |glkA 49 95 S

SDR-2 |SC02127 108 115 S

SDR-3 | SC02127+glkA 113 331 S

# Incorporacion de glucosa: 100% (2.21 umol/mg de micelio seco).

® Glk: 100% (170 U/mg de proteina).

¢ La sensibilidad a RCC se determino por la formacion de pigmento rojo (antraciclinas) en presencia de glucosa 500
mM. Las cepas resistentes (R) no producen pigmento y las sensibles (S) si

Modificado de Guzman et al., 2005

La Glk: una enzima misteriosa

En el afo 2000, Mahr et al., realizaron un
estudio con miras a la purificacion y caracterizacion
bioquimica de la Glk de S. coelicolor y demostraron
que la cantidad presente en la célula es similar en
condiciones de represion y no represion, es decir,
su expresion es constitutiva independientemente de
la fuente de carbono empleada en el medio. La Glk
es una enzima perteneciente a la familia ROK
(represor, orf, kinase) que comprende cinasas
bacterianas y reguladores como NagC de E. coli y
XyIR de B. subtilis (Titgemeyer et al., 1994). La
técnica de dicroismo circular y la prediccién de la
estructura secundaria in silico permitié saber, que la
proteina tiene alrededor de 32% de a-hélices, 26%
de hojas B extendidas, 13% hojas B plegadas y
29% de distribucion al azar. La secuencia de

aminoacidos de la glucosa cinasa de S. lividans y
S. coelicolor resulté ser idéntica y por consiguiente
se cree que tienen el mismo papel en ambos
organismos (Mahr et al., 2000).

La Glk, aparentemente no contiene los dominios
de unidon a DNA en el extremo N-terminal que se
encuentran en proteinas represoras de la familia
ROK, y por ello no puede regular directamente la
transcripcion, por ello se ha propuesto que podria
interactuar con factores de transcripcion vy
desencadenar una cascada de sefializacién para la
RCC (Angell et al., 1992).

Algunas de las proteinas con las que podria
interactuar Glk son los productos codificados por
los genes malR y gylR (MalR y GyIR), represores
de los operones de maltosa y glicerol
respectivamente. EI gen malR de S. coelicolor
A3(2), codifica para una proteina represora
homdloga a la familia de proteinas represoras
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Lacl/GalR. La interrupcion o deleciéon de dicho gen
ocasiona la expresion constitutiva del gen malE,
requerido para la utilizacion de maltosa y cuya
expresion es inducida por la presencia de dicho
sustrato y reprimida por glucosa (van Wezel et al.,
1997). Se cree que la proteina MalR es un
regulador de la induccién por sustrato y la represion
por glucosa en el metabolismo de la maltosa (van
Wezel et al., 1997).

En otros organismos como B. subtilis, B.
megatherium y E. coli, la actividad de Glk ha sido
estudiada y se ha visto que ésta es independiente
de la fuente de carbono en los dos primeros,
mientras que en E. coli ocurre algo similar, solo
que la actividad se reduce a la mitad cuando las
células se crecen en presencia de glucosa, debido
a que ésta se fosforila primordialmente por el
sistema PTS (Mahr et al., 2000).

La Glk de S. coelicolor y S. peucetius var.
caesius fueron caracterizadas bioquimicamente por
Imriskova et al., en el 2005. Ambas son enzimas
citosolicas, homotetraméricas, con un peso
molecular aproximado de cada mondémero de 32 y
31 kDa, respectivamente. La Glk de S. coelicolor
parece ser mas estable que la Glk de S. peucetius
var. caesius, ya que después de algunas horas de
almacenamiento a 4°C ésta ultima se disocia en un
85% a su forma dimérica. Sin embargo, la
presencia de 100 mM de glucosa evita su
disociacion. Este comportamiento no se observa en
la Glk de S. coelicolor (Imriskova et al., 2005).
Recientemente reportamos la secuencia del gen
que codifica para Glk en S. peucetius var. caesius
(gi:50263005 de Gene bank). Dicha secuencia
posee un 98% de identidad con la de S. avermitilis
y un 87% con la de S. lividans y S. coelicolor
(Langley et al., 2004).

En el 2007, van Wezel et al., propusieron que la
cantidad de proteina Glk es mas o menos
independiente de la fase de crecimiento pero su
actividad catalitica depende de la presencia de
glucosa en el medio (van Wezel et al.,2007). Asi
mismo, reportan que el transporte de glucosa y la

actividad de GIk presentan perfiles similares, lo que
indica una posible relacién funcional entre ellos.
Prueba de ello es que la incorporaciéon de glucosa
en una cepa mutada en Glk decae drasticamente
(van Wezel et al., 2007). Analisis de RT-PCR
muestran que tanto el nivel de expresion basal
como el nivel de expresion inducida por glucosa del
gen glcP1, son similares en la cepa mutante en glk
y en la cepa silvestre, lo que demuestra que la
expresion de glcP1 no depende de la presencia de
glk. Es decir, la diferencia en las actividades de
transporte entre la cepa silvestre y la mutante en
glk no generan diferencias en la expresién de
glcP1. Una probable explicacion es que la
incorporacion de la glucosa en la mutante es
inhibida por la acumulacién de glucosa intracelular.
Una reduccién en la incorporacién de glucosa fue
observada en una mutante en glk de S. peucetius
(Ramos et al., 2004). Estos datos hicieron pensar
que gk y glcP operan en conjunto y quizas
interactuan entre si (van Wezel et al., 2007).

Para examinar si glk se une a glcP, se
realizaron pruebas de Western blot con anticuerpos
anti-Glk, mostrando que cuando las células son
crecidas en glicerol como unica fuente de carbono,
la Glk es encontrada uUnicamente en la fraccién
citoplasmica, pero cuando las células se crecen en
glucosa, una cantidad significativa de glk es
encontrada en la fraccion membranal. Esta
observacion ha generado un modelo en el que se
propone que el tetramero de la Glk forma un
complejo con la proteina de transporte de glucosa
glcP en la membrana celular , mientras que la
forma citoplasmica de la Glk actua en respuesta a
la presencia de glucosa, ATP u otros metabolitos
aun desconocidos (van Wezel et al., 2007).

Sus datos sugieren, que la actividad de Glk es
modulada a través de la activacion o modificacion
post-traduccional dependiente de intermediarios
metabdlicos, lo que ocurre en bacterias Gram-
positivas con bajo contenido de GC donde la HPr-
K/P, activada por un metabolito, activa el complejo
represor global CcpA/HPr-Ser-P a través de la
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fosforilacién de la serina. Las modificaciones que
sufre la Glk para pasar de inactiva a activa son
desconocidas. Glk pertenece a una familia de
cinasas cuyas cisteinas son vitales para su

Glucosa

actividad y es posible que jueguen un papel clave
en el control de su funcién (van Wezel et al., 2007)
(ver Fig. 6).

Otras fuentes de
carbono

Glucosa-6-P

intermediarios

i gy

Proteinas sensora + /
<.- o mmwwe Metabolitos
-

+ .-
\)@e"
U

| % e :
Represion catabolica

Fig. 6. Modelo del posible papel regulatorio de la glucosa cinasa en Streptomyces coelicolor (Adaptado de van Wessel et al.,

2007).

Genes no reprimidos por Glk

Uno de los genes regulados por represion
catabdlica en S. coelicolor, es el gen que codifica
para la glicerol cinasa (Seno & Chater, 1983). En
1994, Kwakman y Postma observaron que la
glicerol cinasa es reprimida de dos a diez veces por
5 fuentes de carbono diferentes, entre las que se
encontraban glucosa, arabinosa, galactosa, citrato y
glutamato. En el mismo estudio, se vio la represién
de la actividad agarasa por varias fuentes de
carbono. La agarasa es una enzima extracelular
que rompe la red de agar generando disacaridos,
cuando esto sucede se puede ver claramente un
halo alrededor de la colonia. Muchos carbohidratos
causan la represion de la actividad agarasa como
glucosa, galactosa, manitol, arabinosa y algunos

intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos
como malato, citrato y succinato. Los resultados de
este estudio y otros experimentos, demostraron que
en S. coelicolor las actividades de glicerol cinasa y
agarasa son reprimidas por una amplia variedad de
fuentes de carbono.

También se vio que las actividades de glicerol
cinasa y agarasa podian ser inducidas totalmente
en mutantes glkA en presencia de las fuentes de
carbono que generan represion en la cepa silvestre.
Esto demostré que no solamente hay liberacién de
la represién por glucosa, sino también de otras
fuentes que no son metabolizadas via glucosa
cinasa. La sobrexpresion de la glucosa cinasa por
medio de un plasmid