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ABSTRACT

Several mutants in the pyruvide Kinase structural genes (pykA and pykF) and in the
phosphotransterase system were used ta study the role of the pyruvate kinase isoenzymes from
Eschiericliia coli on pyruvate biosynthesis, These mutants were evaluated at a fermentation level
using glucase as the only carbon source as well us in solid medium supplemented with severul
alycolytic and gluconeogenic carbon sources, Contrarily to some previous reports, the results
showed that the cell needs both pyruvate Kinases (PykA and PykT) to reach the sime growth rate
as the wild type struin. These enzymes are also important throughout all the lite cycle of the
miu‘m‘n'g:mimn and not only in a particular phase. Furthermore. the PykF isoenzyme contributes
in a major proportion to pyruvite biosynthesis than PykA when glucose is used as the only
carbon source., The biomass yields on glucose indicated that prs mutants and especially prs and
pts-pyk A mutants directed glucose to biomass with a higher efficiency than the other struins and
that they did not produce any detectable quantities of mixed acids, The doUble mutant in pyruvate
kinase (pykA-pykF) also showed a significant reduction of the acetate 101mat10u as compared
\wth the wild type strain. In addition, carbon evaluation xume.stx tlmt the metabolic ntermechates
may be converted to storage polymers i in both single and dnuble pyruvate k:mme mutants and m
the prv-m-LF mutant as the biomuss, CO, and acetate prnclm.ecl by these stmlnq bmuﬂht the \()% -
of the total carbon. These results also indicate g lm.h plusticity of the carbon metabnlm parhwa\f\ |

that allows the cells to respond to environmental chunges,
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RESUMEN

Diversas mutantes, tanto en los genes estructurales de lus piruvato cinasas (pykA 'y pykF)
como en el sistema de Ia fosfotransterasa (PTS o sistema PT) han sido utilizadas para’estudiar
el papel de las piruvato cinasas de Eschericlia coli en la biosintesis del piruvato, ya que estos
dos sistemas representan las vias de aporte de piruvato en la célula. Este conjunto de mutantes,
fue caracterizado tanto a nivel de fermentador en medio minimo con glocosa como dnica fuente
de carbono, como en cajas con medio mimimo con distintas fuentes de carbono, tanto glicoliticas
como gluconeogénicas. Los resultados mostraron que a diferencia de lo reportado unteriormente,
ambuas piruvato cinasas (PykA y PykF) son importantes pura aleanzar velocidades de crecimiento
similares a las mostradas por la cepa silvestre y que estas enzimas, ademds, se requieren a lo
largo de todo el ciclo de vida del organismo. La isoenzima Pyk[F aporta piruvato en una mayor
cantidad que la isoenzima PykA cuando se utiliza glucosa como Ja tinica fuente de carbono, Los
rendimientos de biomasa obtenidos en buase a glucosa, mostraron que las mutantes pts y en
especial las prs y prs-pyk A canalizan mids eficientemente la glucosa hacia la formacién de
biomasa. En estas cepas, ademds, no se detectd la formaciin de ningtin producto de fermentacidn
dcido-mixta como en la cepa silvestre o en cepas con mutaciones en una de las dos piruvato
cinasas. La doble mutante en piruvato cinusa (pykA-pykF) mostré asimismo, una disminucion
significativa en la formacién de acetato. Los balances de carbono realizados, sugieren la
faormacidn de polimeros de almacenamiento de carbono en las cepas con uno o ambes genes de
piruvato cinasa mutados asf como en la pts-pykF, que fueron las c‘epas en do‘nde los datos de

biomasa, CO, y acetato s6lo aportaron alrededor del R0% del carbono total, Los resultados delos
| rendimientos CO,-sustrato y de los andlisis radiorrespirométricos de las distintas mutantes,
sugieren una mayor participuacién de lu viu de lus pentosas en las cepas que llevan las m'ut'uci(mes |

pis y pts-pykA. Por otro lado, el hecho de que las mutantes pykA-pykF y pts- ]?ﬁ'le-pyl\l- ean
- capaces crecer en fuentes de carbono como el eluconato pero no-en ribosa o xilosa sunlere ln

participacién de vias alternativas de utilizacidn de carbono como la via de Lntnez Doudnroﬂ |
Estos resultados indican una alta plasticidad de las vias involucradas en el metabo]mno del
carbono, 10 que le permite que Ia célula adaptase a dlferente.s sxtuauones y “sobrevi vlr en
diferentes condiciones medlmmblemales
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A mi familia por su constante impulso.

Al los Dres. Francisco Bolfvar y Fernando Valle por su valiosa asesorfa y apoyo.

Al M. en C. Alfredo Martinez por su importante colaboracién para la realizacién de éste
trabajo.

A mis compafieros por su amistad y entusiasmo.

‘A todos los miembros del jurado por sus valiosos comentarios y sugerencias a este trabajo.



INDICE GENERAL

Pdgina
I. ABREVIATURAS . . . . . . . . . . . . 1
ILRESUMEN . . . . . . . . . . . . . .02
II INTRODUCCION .3
IV. ANTECEDENTES 7
V. OBJETIVOS 8
VI. MATERIALES Y METODOS 9
VII. RESULTADOS
- Construccién de la triple mutante (pis-pykA-pykFy . . . . . . . 17
- Efecto de las mu»taci,ones en los genes pyk y pis sobre el cmcimientol
y utilizacion de la glucosa .~ . | C 20
- Evaluacién de pardmetios cinéticos de las fermentaciones < I
Rendimiento biomasa-sustrato (Yxs)
Velocidad especifica de consumo de Sustrato (Qs)
Rendimiento biomasa-CO, (Yxxo,)
vVelocidad especifica de produccién de CO, (Qcoy)
Rendimiento CO,-sustrato (Yepars)
Rendimientos acetzlto-susn'atb (Yps)
Vel.ocidades especificas de produccién de acetato (Q,..,)
- Estimacién de la recuperacién del carbono . . . . . . . . . 27
- Crecimiento de las cepas en medio sdlido con diferentes fuentes def carbono . . 28

- Analisis enziméticos



- Andlisis radiorrespirométricos

VIII. DISCUSION
IX. CONCLUSIONES GENERALES
X. PERSPECTIVAS

XI. BIBLIOGRAFIA

X1, ANEXO

Articulo publicado

34

40
49

. 51

53

58



I. ABREVIATURAS

Gm
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PCR
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velocidad especffica de consumo de substrato
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tiempo de duplicacién
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volimen de aire/minuto/voldmen de medio
rendimiento CQ,-sustrato

rendimiento acetato-sustrato

rendimiento biomasa-sustrato

rendimiento biomasa-CQ,



II. RESUMEN

Diversas mutantes, tanto en los genes estructurales de las piruvato cinasas (pykA y pykE)
como en el sistema de la fosfotransferasa (PTS o sistema PT) han sido utilizadas para estudiar
el papel de las piruvato cinasas de Escherichia coli en la biosfntesis del piruvato, ya que estos
dos sistemas representan las vfas de aporte de piruvato en la célula, Este conjunto de mutantes,
fue caracterizado tanto a nivel de fermentador en medio minimo con glucosa como unica fuente
de carbono, como en cajas con medio minimo con distintas fuentes de carbono, tanto glicolfticas
como gluconeogénicas. Los resultados mostraron que a diferencia de lo reportado anteriormente,
ambas piruvato cinasas (PykA y PykF) son importantes para alcanzar velocidades de crecimiento
similares a las mostradas por la cepa silvestre y que estas enzimas, ademds, se requieren a lo
largo de todo el ciclo de vida del organismo. La isoenzima PykF aporta piruvato en una mayor
cantidad que la isoenzima PykA cuando se utiliza glucbsa como la dnica fuente de carbono. Los
rendimientos de biomasa obtenidos en base a glucosa, mostraron que las mutantes _pis y en
especial las pts y pts-pykA canalizan mds eficientemente la glucosa hacia la formacion de

‘biomasa. En estas cepas, ademds, no se detect la formacién de ningin producto de fe'rménta'ciénf

écidofmixta_como en la cepa silvestre 0 en cepas con mutaciones en una de las dos p‘iruv:ato -
cinasas. La doble mutante en piruvato Cinasa (pykA-pykF) mostré asimismo, una disminﬁc:ié_n_
significativa en la formacién de acetato. Los balances de carbono realizados, sugieren la
for;nacién de polfmeros de almacenamiento de 'carbono en las cepas con uno o 'anibds-ge_nes de
piruvato cinasa mutados asf como en la prs-pykF, que fueron las cepas en donde los datos de
biomasa, CO, y acetato s6lo, aportaron alrededor del 80% del carbono toLal-.'LOS resultados _de los
rendimientos CO,-sustrato y de los andlisis radiorrespirométriéos; de las distintas mutantes,
sugieren una mayor participacién de la vfa die las pentosas en las cepas que llevan las mutaciones
pts y pts-pykA. Por otro lado, el hecho de que las mutantes pykA-pykF y pzs-pykA-pku sean
- capaces crecer en fuentes de carbono como el gluconato pero no en ribosa o xilosa sugiere la
participacién de vfas alternativas de utilizacién de carbono como la via de Entner'-DQu‘dorbff.
Estos resultados indican una alta plasticidad de las vias involucradas en el metaboliémo del
carbono, lo que le permite que la célula adaptase a diferentes s_ituacio_nes y' sobrevi\.zi.r_en_

diferentes condiciones medioambientales.



III. INTRODUCCION

En el metabolismo central de Escherichia coli se incluyen la via de Embden-Meyerhof-Parnas
que convierte la glucosa 6-P a piruvato, el ciclo de los 4cidos tricarboxflicos que oxida acetil
CoA a CO, y la vfa de las pentosas que oxida glucosa 6-P a CQ,. Estas vfas proveen a la célula
de los doce metabolitos precursores de los cuales se sintetizan los 75-100 bloques primarios,
coenzimas y grupos prostéticos por reacciones que emplean energfa, poder reductor y fuentes de
nitrGgeno, azufre y unidades de carbono. Otra via central en E. coli es 1a vfa inducible de Entner-
Doudoroff la cual metaboliza gluconato. El metabolismo central también incluye a las vias
anaplerdticas que involucran reacciones de conexion entre vias, reacciones de flujo reverso y
reacciones de relleno de pozas de metabolitos precursores que son utilizados para biosintesis
(Neidhadt, 1990).

El piruvato es el primer intermediario no fosforilado de la vfa glicolitica y ocupa un papel
central en el metabolismo, tanto en las reacciones del catabolismo como de la biosfntesis,
virtualmente en todas las células, Su formacién depende de las condiciones de crecimiento y de
las necesidades del organismo, y debido a su papel central, existen varias vias metabdlicas que
pueden producir este compuesto. Cuando los microorganismos, como E. coli, crecen en glucosa
como la dnica fuente de carbono, obtienen la mayor parte del piruvato durante la ihtemalizacidn
de la glucosa mediante el uso del sistema de la fosfotransferasa (Fig. 1) (Holms, 1986). Durante
este proceso, el grupo fosfato del fosfoenolpiruvato (PEP) es\‘transferido ala molécula d_e gluéjo_sa_, '.
generando piruvatoy glucosa 6-P (Postma et al., 1993; Saier & Chin, 1990). Otra __rutai‘metabélica
“importante para la obtencién del piruvato es a través de la accién de las enzimas piruva'io ci.naSas |
| '(A’I‘P:piruvatov 2-0O-fosfotransferasa, EC 2.7.1.40). Estas enzimas catalizan" Ia segunda_'de las dos
reaccioncs de formaci6n de adenosina 5' trifosfato (ATP) en la via | glic_ozl'itic_a; La _reécCién'
catalizada por este tipo de enzima lleva a cabo la conversi6n de PEP a piruvato por la adicién
de un protén y la pérdida de un grupo fosfato, el cual es ‘traﬁsferido a la adenosina 5' difosfato
ADP (Muihead et al., 1986; Waywood et al., 1974). Esta reaccién es el ltimo paso de la via |
glicolitica y es irreversible en condiciones‘fisiolégicas. La enzima piruvato cinasa junto con la
fosfofructocinasa (PKF), juega un papel central en la regulacion de la via glicolftica (Fraenkel,

1992). Finalmente, el piruvato también puede producirse a través de la via de 'Enmer-Doud_orOff |

3



(Fraenkel, 1987), 0 por la via del metilglioxal (Cooper & Anderson, 1970).

En E.coli, a diferencia de otros procariotes y varios eucariotes, existen dos formas no
interconvertibles de la piruvato cinasa, PykA y PykF codificadas por los genes pykA y pykF,
respectivamente (Garrido-Pertierra & Cooper, 1983; Malcovat & Valentini, 1973; Waywood et
al., 1975). Ambas isoenzimas son activadas por el sustrato (PEP), pero difieren en la naturaleza
de sus efectores alostéricos. La isoenzima PykF es activada por la fructosa-1-6-dP e inhibida por
el ATP, mientras que la isoenzima PykA es activada por el AMP y los azicares monofosforilados
(ribosa-fosfato), e inhibida por PO,y SO,? La piruvato cinasa es tinica entre las cinasas en su
requerimento absoluto por el cation Mg** que participa en la coordinacién de los sustratos en el
sitio activo (Muirhead er al., 1986). La enzima es un homotetrdmero de 484 (PykA) o 522 (PykF)
residuos de aminoédcidos por subunidad. La secuencia de aminodcidos en estas enzimas estd
altamente conservada, sobretodo en las regiones centrales (Jetten er al, 1994), Recientemente, se¢
ha determinado la estructura tridimensional de la isoenzima PykF de E. coli. Cada subunidad del
homotetrdmero puede dividirse en 3 dominios; un dominio grande tipo barril (B/0); (dominio A),
un dominio pequeiio tipo B barril (dominio B) y un dominio C-terminal con una topologfa o/f3
plegada (dominio C). El sitio de union del efector alostérico estd localizado en la interfase entre
~ los dominios A y C; mientras que el sitio activo se estructura en el espacio de interzicci‘(’m entre

los dominios A y B (Mattevi ez al , 1995).

En la actualidad, se han clonado mds de 30 genes estructurales de piruvatb cinasa de
diferentes fuentes.,En muchos casos, estas enzimas han sido purificadas y se han determinado sus
parﬁmetms bioqufmicos y cinéticos. La funcién de las piruvato cinasas parece ser ‘univer‘sal, y
en ca'so d_e no estar presehte s¢ ha comprobado que su papel puede ser cubierto_.al'mems
parcialmente porvl'a piruvato fosfato dicinasa, enzima que cataliza la forniaéién de ATP a partir
de PEP mediante un mecanismo de doble fosforilacién dependiente de Ppi y AMP (Receves,
1968). Estas enzimas, ademds, en general, suelen tener otras fu»nciones adicionales como una
actividad de ATPasa dependiente de ATP y bicarbonato, la fosforilacion de glicolato dependieme.
de ATP, la descarboxilacién de oxaloacetato y la de proveer nucledtidos trifosfatos bajo ciertas

condiciones anaerébicas (Creighton & Rose, 1976; Kayne, 1973; Saeki er al, 1974)_.Una fuente

4



de interés adicional para el estudio de las piruvato cinasas surge de su variabilidad en el eritrocito
del humano (Kayne, 1973). Como podrfa esperarse de las enzimas con un papel clave en
glicdlisis, los cambios en su actividad catalftica provocan severos dafios metabdlicos. Asi, la
deficiencia de la piruvato cinasa en el eritrocito es la causa mas comun de la anemia hemolftica

no esferocftica hereditaria (Baronciani, 1993).

El hecho de que las dos piruvato cinasas catalizen la misma reaccién asi como la
multiplicidad de controles operativos que hay sobre estas enzimas han dado lugar al surgimiento
de numerosas preguntas sobre su papel fisiol6gico y sus mecanismos de regulacién (Waywood
and Sanwal, 1974).
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IV. ANTECEDENTES

Aun cuando las secuencias de DNA de pykA y de pyAF de E. coli se encuentran depositadas
en el banco de datos, 1a secuencia de pykFF se obtuvo por secuencia directa del DNA genémico
(Ohara et al, 1989), mientras que la clonacién de pykA no fué publicada.’Debido a esto, los
genes estructurales de las piruvato cinasas (pykA y pykF) de E. coli fueron clonados
recientemente por nuestro grupo (Ponce, tesis de maestria) y éstas clonas sirvieron para construir
cepas mutantes en uno o ambos genes (pykA, pykF y pykA-pykF) por medio de la interrupcion
de los genes pyk con genes de resistencia a antibiéticos. Por otro lado, también se cuenta en el
laboratorio con cepas que tienen deletado el sistema de la fosfotransferasa, pero que son capaces
de crecer en glucosa como unica fuente de carbono, asf como con mutantes pts Glc* con una de
las dos piruvato cinasas mutadas (pts-pykA y pts-pykF), No se contaba, inicialmente, con una
mutante que ademds de tener el sistema PT deletado tuviera ambos genes de piruvato cinasa
mutados para poder llegar 2 un mejor entendimento del papel fisiolégico que juegan las piruvato
cinasas en el metabolismo celular de Escherichia coli por lo que en este trabajo se llevé a cabo
su construccién y posterior caracterizacién junto con las demds cepas construidas anteriormente.

Existen reportes en la literatura que sefialan que E. coli es capaz de crecer :normahﬁente en
condiciones aerGbicas y en presencia de fuentes de carbono PTS aun en ausencia de las dos
piruvato cinasas, debido al aporte de piruvato por el sistema PT (Garricio~Pertierfa & Cooper,
| 1977). En el mismo reporte s menciona que la ausencia de la protefna PykA no afectaba el
crecimiento en ninguna de las fuentes de carbono probadas, sin embargo el papel de PykA no

fué definido claramente.



V. OBJETIVOS

El presente trabajo se plante6 como objetivo general el estudiar el papel fisiol6gico de las

isoenzimas de piruvato cinasa de Escherichia coli (PykA y PykF) en el metabolismo celular.

Para la realizaci6n de éste objetivo se plantearon los siguientes objetivos particulares:
. Construir 1a triple mutante (pts-pykA-pykF)

. Caracterizar las cepas mutantes de la piruvato cinasa y en el sistema PT (pykA, pykF, pykA-

pykE, pts, pts-pykA y pts-pykF), asf como la triple mutante (pts-pykA-pykE) a través de:

- Obtener las cinéticas de crecimiento y de consumo de glucosa

- Obtener rendimientos y velocidades de consumo y produccién de CO,

- Medir los metabolitos producidos a lo largo de las fermentaciones

- Estirnacién de los balances de carbono

- Medir la actividad enziméti'ca especffica de las piruvato cinasas PykA y PykF alo

largo de todo el ciclo del cultivo celular.

. Crecer las cepas en medio sélido con diferentes fuentes de carbono (glicolfticas y

gluconeogénicas).

. Realizar y evaluar andlisis radiorrespirométricos con las diferentes mutantes construidas.



VI. MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Los microorganismos usados en este estudio fueron las cepas, E. coli ATCC 47002, la cepa K-12
y las mutantes derivadas de ella (Tabla 1). Las células fueron crecidas rutinariamente a 37°C en
medio minimo M-9 suplementado con 2 g/L. de glucosa con o sin casaminodcidos, dependiendo
del experimento. Para la preparacion de los in6culos, las cepas fueron crecidas en matraces con
medio m{nimo M-9 suplementados con casaminodcidos hasta alcanzar una densidad déptica de 0.5.
Las células fueron lavadas y utilizadas para inocular 2 litros de medio minimo con glucosa en
el fermentador. En todos los experimentos realizados, los fermentadores fueron inoculados con
el mismo nimero de células.

Para el crecimiento de las mutantes en medio sélido con diferentes fuentes de carbono se utilizé
medio minimo M-9 pH 7.4 con 2 g/L de glucosa o gluconato, 2.4 g/L. de ribosa o xilosa, 3 g/L
de succinato y 4 g/L. de piruvato, respectivamente. Las cajas fueron plaqueadas con cultivos

diluidos para tener colonias aisladas e incubadas a 37°C hasta por 96 horas.

Construccion de la triple mutante (pts-pykA-pykF) |

Para la construccién de la mutante que tuviera tanto Ia delecion en el sistema PT como en ambas
piruvato cinasas se construyeron tres plasmidos diferentes los cuales contenfan el gene pku
interrumpidcj por tres genes de resistencia a antibidticos diferentés. Uno de los pldsmidos
construidos, llamado pBGS18-FAp, contiene al gene de pykF interrumpido en la parte media,‘por
el gene de ieSistencia a ampicilina (Ap) que se obtuvo del pldsmido pCLink~1. Para la
construccién de este pldsmido, la regi6n estructural de pykF que se tenfa clonado en u'n puUC19
fuvo que ser subclonada en el pldsmido pBGS18, debido a que el pUCI19 lleva ‘el gené de
resistencia a ampicilina y ésto impedirfa la selecci6n de la interrupcién. El pldsmido pBGSlIS en
cambio tiene un gene de resitencia a la kanamicina, El segundo pldsmido construido se denoming
pPykF-Gm y contiene al gene de pykF interrumpido por el gene de resistencia a la gentamicina
(Gm), el cual proviene del pldsmido pGMQL. Por tltimo, se construy6 el pldsmido pPykF-Sm,
que contiene al gene de pykF interrumpido por el gene de resistencia al antibidtico estreptomicina

(Sm), el cual proviene del pldsmido pHP4542,



TABLA 1. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio

Cepa Genotipo o fenotipo relevante Fuente

JM101 supE thi (lac proAB)YF traD36 proAB lacl4Z M15) Coleccidn del iaboratorio
ATCC 47002 F- recB21 recC22 sbcl5 leu-6 ara-14 his-4 X ATCC2

PB12 Como la IM101 pero (ptsH-I-cr#)::kan; Glct Colecci6n del laboratoriob
PB22 Como la IM101 pero pykA::cam Colecci6n del laboratorio
PB24 Como la IM101 pero pykF::cam Coleccién del faboratorio
PB25 Como la IM101 pero pykA::kan pykF::cam Coleccién del laboratorio
PB26 Como 1a PB12 pero pykA::can Coleccidn del laboratorio
PB27 Como la PB12 pero pykF::cam Coleccién del laboratorio
PB28 Como 1a PB12 pero pykA::cat pykF::gen Este trabajo

- 4American Type Culture Collection,Rockville, Md.
b Parala descripcién y el andlisis de esta cepa ver Flores et al, 1996



I.os tres pldsmidos construidos fueron linealizados y usados para transformar células
competentes de la cepa ATCC 47002 para tratar de integrar al cromosoma las inserciones por un
evento de doble recombinacién homdloga (Oden et al., 1990). Todas las transformantes fueron
plaqueadas en cajas con medio Luria-Bertani con los antibiéticos respectivos en concentraciones
que permitieran la seleccién del gene de resistencia en monocopia. Para la seleccién de los genes
de resistencia a antibidticos en multicopia se utilizaron concentraciones de 100 pg/ml de Sm, 15
ung/mlde Gmy 200 ng/ml de Ap, respectivamente. Para la seleccién de estos mismos genes, pero
en monocopia, se usaron sélo 25 pg/ml de Sm, 5 pg/ml de Gm y 50pg/ml de Ap. Las
interrupciones en el cromosoma fueron corroboradas por experimentos en 1os que se amplificaron
regiones especfficas del cromosoma mediante 1a reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).
Posteriormente, se realizaron transducciones a las cepas de interés utilizando al fago P1 (Silhavi

et al., 1984),

Condiciones de fermentacién

Las cinéticas de crecimiento se llevaron a cabo en un fermentador de 6 litros (LLSL. Biolafitte,
New Jersey, USA) con un volumen de operacidn de 2 L y bajo condiciones controladas. Para
todas las cepas examinadas, lag fermentaciones fueron realizadas de 2 a 4 veces, con el fin de
obtener datos estadisticamente reproducibles. El pH se mantuvo en 7.4 por medio de adiciones
automdticas de NaOH 0.5 N. Las fermentaciones fueron realizadas a una velocidad constante de
600 rpm y con un flujo de aire de 1 yolﬁmen de aire/minuto/volimen de mcdio (vvm). El
oxfgen_d disuelto se midié con un sensor de oxfgeno polarografico (Ingold Electrodes, Inc.,'
Masmchusétts, USA). En las condiciones experimentales utilizadas (éoncentracién de glucosa,
velocidades de aereacién y de agitacion), los niveles de oxfgeno disuelto nunca fueron menores
al 60% de saturacion, El control de las variables de fermentacion se ob‘tuv_o‘ mediante un
controlador automético (Maestro, LSL Biolafite). Los datos de las fermentaciones fueron
capturados en una computadora IBM-compatible, utilizando un software comercial (Meﬁtor, LSL
Biolafite). El andlisis de di6xido de carbono se llevé a cabo en linea utilizando el analizador de
gases multiple Perkin-Elmer (Mass spectrometer, MGA-1200, Pomina, CA).

Para evaluar el efecto fisiol6gico de las mutaciones en las cepas construidas, se calcularon 10s

balances de materiales, mientras que para los cdlculos de la velocidad de produccién de didxido
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de carbono y de la cantidad total de CO, producido durante las fermentaciones, éstos se

realizaron con los datos de CO, gaseoso.

METODOS ANALITICOS
Determinacion de proteina,

La concentracién de protefnas se determing por el método descrito por Lowry et al. (1951),
utilizando albvimina sérica bovina como estdndar (Sigma Co., St Louis, MO).

Determinaciones de glucosa.

Para determinar la concentracion de glucosa en las muestras de las fermentaciones, éstas fueron
centrifugadas por 5 minutos a 12000 x g. La glucosa remanente se determind en el sobrenadante
utilizando un analizador de glucosa (Modelo 2700, Yellow Springs Instruments, Yellow Spring
OH).

Concentracién celular.

La concentracién celular se determiné midiendo 1a turbidez de los cultivos a 600 nm (DOgy,) en
un espectrofotémetro (Beckman DU-70, Fullertoﬁ, CA). Para presentar los datos como pesd seco
de células por litro de cultivo (cuando esto fue requerido), se realizd la conversion de los datos
de densidad éptica (DO) a datos de peso seco de células por medio de una curva de calibracién

que obtenida previamente (1 DOy, = 037 g/L).

Evaluacién de los pardmetros cinéticos de las fermentaciones.

Para evaluar los efectos del fondo genético sobre los pardmetros cinéricos de las fermentaciones,
se utilizaron los datos comprendidos entre la fase de crecimiento exponencial y el inicio de la
fase estacionaria, la cual coincide con 1la caida de la velocidad de producci‘é'n de 'CO'2 Como
consecuencia de la utilizacién de la glucosa.

Velocidad especifica de crecimiento.

La velocidad especifica de crecimiento (h!) se calcul6 a partir de la pehdiente de 1a linea recta

resultante al graficar los datos del logaritmo natural de la densidad Gptica contra el tiempo.
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Calculos de los rendimientos y velocidades especificas
Los rendimientos globales (Y) comprenden la parte de sustrato transformado en biomasa (o en
producto), o la relacién entre la biomasa formada respecto a un determinado metabolito durante

la etapa de crecimiento exponencial, Dichos rendimientos se calcularon de la siguiente manera:

.

Y= (X -X)/(5-3) [ 2w/8s ] (1)
Yacs = (Acet - Acety) /( Sy - S) [ mol,,, / moly ] (2)
Y acex= (Acet - Acety) / (X - X, ) [ Shce/8p ] (3)
Yeous = (CO, - CO,0 )/ (Sp-S) [ moluq, / molg | (4)
Yyeor = (X -X,)/(CO,-CO,,) [ gp / molig, ] (5)

donde X denota la biomasa, S 1a glucosa, Acet. el acetato, CQ, el bidxido de carbono y 0 el valor
del pardmetro al inicio de la etapa exponencial.

Las velocidades especificas de consumo de glucosa (Qg) y de formacién de biéxido de carbono
(Qegz) se calcularon dividiendo la velocidad especffica de crecimiento entre el rendimiento
respectivo, Para el cdlculo de la velocidad especifica de formacién de acetato (Qy..) se dividio

la velocidad especffica de crecimiento entre el valor recfproco del rendimiento Y, . .

Estimacidn de la recuperacién de carbono,

En virtud de que la glucosa consumida se convierte en biomasa (células), otros produ‘ctos
extracelulares (cémo el dcido acético), y biéxido de carbono, se puede establecer un balance de
materiales para estimar la cantidad de carbono que se recupera (C..). |

Los flujos (o velocidades especificas) pueden ser convertidos en flujos de carbono en base mol-C
para cada una de las especies descritas en el pdrrafo anterior., De manera ‘q:ue el balaht_:e de
carbono atémico estd dado por: | | |

mol-C producido = mol-C consumido
Q% + Qe + Qo = Q5 (A)

donde Q" representa el flujo de carbono en base mol-C para cada una de las especies citadas.
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En consecuencia, la recuperacidén de carbono se obtiene dividiendo cada uno de los términos

de la ecuacidn (A) entre Q% :
Cree (%) = [Q'x/Q°s + Qe Qs + Qe0o/Q's ] x 100

El cdlculo de Q° se llevé a cabo considerando los gramos de proteina por gramo de peso seco
de las células determinados experimentalmente y una composicion elemental promedio de E. coli
de CH, O,;5 Nj,s. De esta manera el peso molecular promedio de las células fue 25.5 (Andersen
& Meyerburg, 1980).

El célculo de Q°, .., Q%02 ¥ QF5 se realizd conociendo los pesos moleculares de los compuestos

en cuestidn y las siguientes relaciones estequiométricas:

Q%eet = 2 Qupcer (CH,0) = CH,O,
Qe = 1 Qco, (CO,) = CO,

-~

Q% =6 Qg (CH,0) = CiH,,0q

Identificaci6n y cuantificacion de 4cidos orgénicos producidos en las fermentaciones.

Para determinar, identificar y cuantificar la formacién de productos de fermentacién dcido-mixta
en las difer_entes. fermentaciones se utilizé la cromatograffa lfquida de alta presidn ‘(HP‘LC). Los
sobrénadantes provenientes de los cultivos de las fermentaciones se centrifugaron duranté 15
minutos a 12,000 x g y se pasaron por una pre-columna empacada con un soporte C~18 (Waters) |
para luego poder ihyectarlas en las columnas. LLos sobrenadantes o‘bteni‘dos se diluyeron ¢
inyectaron automvéti(:amehte por medio de una bomba progrémable (modelo ‘2_15‘0, LKB
BROMMA), y un calentador de columna controlado por un refractémetro d1ferenc1dl (.Wa_ters‘
410). El sistema fue controlado mediante el software para cromatograffa Waters Maxima 820,
El sistema de separaci6n consisti6 de una columna de exclusién Aminex HPX-87H Iron (7.8 x
300 mm, BIORAD) protegida por una columna Micro-guard (Cau‘o‘ H Cartridge), arnbas
empacadas con un soporte de estireno divinilbenceno en su forma dcida. La elucion se 1'].ev6 a
cabo isocrdticamente usando H,SO, 0.0025 N (filtrado a través de un filtro de 0.45 _p.m y

desgasado con helio) como fase mébil a 60°C y a una velocidad de flujo-de 0.5 ml/mi_ﬁ. La
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columna fue calibrada con estdndares de dcidos orgdnicos preparados con reactivos grado
analitico (Merk, Co.) e inyectados en las mismas condiciones que las muestras de fermentacion.
Los compuestos se detectaron con un refractometro diferencial (Waters 410) a una sensibilidad

de 16.

Andlisis enzimatico

Para el andlisis de actividad de piruvato cinasa, las células se crecieron en medio minimo
suplementado con 2 g/1. de glucosa (Sambrook et al, 1989) hasta la fase logarftmica tardfa y se
cosecharon por centrifugacién. Los paquetes celulares fueron lavades con un amortiguador
fosfatos sodio-potasio SmM y EDTA 1mM (pH 7.5). Las células fueron lisadas por sonicacién
y centrifugadas a 23,000 x g a 0°C por 20 minutos y colectar el sobrenadante. La actividad de
piruvato cinasa se midié a 25°C acoplando la formacién de piruvato a la reaccion catalizada por
la enzima lactato deshidrogenasa, esencialmente como se reporta en Malcovati er al. (1982). La
desaparicién de NADH de la reaccién fué monitoreanda espectofotométricamente a 340 nm, La
actividad se reporta como unidades internacionales (U.I.) de enzima por miligramo de proteina
(U.L/mg). Una unidad internacional de piruvato cinasa se define como la cantidad de enzima

que cataliza la formacién de 1 micromol de piruvato por minuto por miligramo de protefna.

Andlisis radiorres pirométricos

Para la realizacién de los andlisis radiorrespirométricos se disefi¢ un reactor con una columna
de vidrio pequeiia, la cual tiene una chaqueta que permite mantener la columna a Una,temperatura'
constante de 37°C por medio de un circulador termostdtico de agua (2219 Multitemp II). Para
la agitacion de las células en el reactor se inyecté un flujo de aire constante (220 ml/min). El aire‘
de entrada fue burbujeado a través de una solucién de KOH 0.1 N antes de entrar al reactor pafa
eliminar el VCO?_ del aire de entrada. A la salida se instalé una trampa con hielo seco para eliminar
I_a humedad del aire y después burbujearlo a un matraz conteniendo 50 ml de KOH 01 N, donde
quedé'atrapado el CO, producido por las células durante el experimento, Para la preparacion del
inéculo se tomd una colonia y se crecid por toda la noche en un matraz con 10 ml dé medio
minimo M-9 pH 7.4 con 2g/L. de glucosa, suplementado con casaaminodcidos. De éste matraz

se tomaron 2 m} para inocularlos en un matraz de 500 ml con 40 ml del mismo medio anterior.
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Las células fueron crecidas hasta una densidad Optica de 0.5, la cual se midié por medio de un
espectrofotdmetro (Beckman DU-70, Fullerton, CA) a DOy, Las células fueron centrifugadas a
10,000 x g por 15 segundos, lavadas con M-9 y resuspendidas en medio minimo pH 7.0 sin
glucosa, para tener una concentracién final de células de 2 g/L.. Para la reaccidn se tomaron 4 ml
de medio mfnimo pH 7.0, 2 ml de células, 0.4 g de glucosa no marcada y 0.8 pCi de glucosa
marcada en el carbono 1 con carbono-14 (Dupont, NEN. USA). Antes de comenzar la reaccidn,
se tom¢ una muestra de 20 pl para cuantificar la cantidad exacta de marca radioactiva al inicio
del experimento. Una vez iniciado el experimento, se tomaron muestras de 200 pl cada 15
minutos durante 6 horas (400 minutos). El KOH fué adicionado a viales con 2 ml de liquido de
centelleo (EcoLite, ICN). Las muestras fueron agitadas y cuantificadas durante 3 minutos por
medio de un contador de centelleo (Beckman modelo LS 6000IC, Fullerton, CA). Los
experimentos de control indicaron que no hay liberacién no-biolégica de C. El tratamiento de
los datos se llevd a cabo unicamente con los datos abtenidos en los primeros 300 minutos de
Ia reaccion. Para poder hacer comparaciones entre las distintas cepas todoys los datos que se
presentan se normalizaron en base a la concentracién inicial de glucosa marcada. A partir de los
porcentajes de recuperacién relativa de “CO,, se realizaron ajustes polinorﬂiaies de quinto orden.
Dichas ecuaciones se derivaron para calcular la velocidad relativa de recuperacion de *CO,. En
base a las cinéticas de velocidad y de porcentaje de recuperacién de "“CO,, se determing la

aportacién de CO, por la via de las pentosas al catabolizar (1-"*C)glucosa.
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VII. RESULTADOS

Construccién de la triple mutante (pts-pykA-pykF)
Debido a que la mayor aportacion de piruvato en la célula proviene del transporte y fosforilacién
de fuentes de carbono por el sistema PT, como la glucosa, usando PEP como donador del grupo
fosfato, y a que otra parte importante del piruvato se forma a través de la accidn de los productos
de los genes de la piruvato cinasa, el estudio de las mutantes con las que ya se cuenta (Tabla 1),
asi como la construccion y estudio de la wiple mutante (prs-pkA-pykF), resultan de gran
relevancia para entender mejor el papel de estos genes y de las enzimas para las que codifican,
en el metabolismo bacteriano.
Para la construccién de la wriple mutante se requirié contar con un tercer marcador de resistencia,
ya que la mutante en prs tiene resistencia al antibidtico kanamicina y las mutantes en piruvato
cinasa tienen resistencia al cloranfenicol o a la kanamicina (Tabla 1). Debido a que ya se tenfa
el gene pykA interrumpido con 2 marcadores diferentes (Cm y Km), se decidi¢ trabajar en la
construccién de una nueva interrupcién de pykF ya que éste sélo se tenfa interrumpido por el
gene de resistencia a Cm.
Se realizaron diferentes construcciones en las que ¢l gene pykF quedd interrumpido por uno de
los tres genes de resistencia a los antibidticos ampicilina, gentamicina o estreptomicina (Fig. 2a-
c). De las colonias obtenidas al hacer la transformacin de los plésmidos (pPykF-Gm, pGgS18-
FAp y pPykF-Sm) linealizados en la cepa ATCC 47002, en 10s tres casos se obtuvieron
colonias resistentes a los antibidticos respectivos. Sin embargo, al hacer experimentos PCR para |
corroborar las interrupciones se observd que sélo se tenfa la interrupcién de pyAF con él gene de
resistencia a gentamiéina. Esta mutacién en pykF fue transducida de'la ce‘pa de ATCC 47002 a
la mutante prs pykA, dando lugar a la triple mutante; prs-pyk A-pykF, que se denominé PB28
(Fig. 3 y Tabla 1). |
El hecho de que no se pudiera realizar la integracién en cromosoma del gene pykF interrumpido-
con los genes de resistencia a ampicilina o a estreptomicina en la cepa ATTCC 47002 podria
deberse a diferentes causas. Se sabe que algunos genes de resistencia a antibiGticos funcionan

bien mientras se encuentren en pldsmidos multicopia pero no asi estando en monocopia.
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Fig. 2. Construccién de los vectores para integrar al Cromosoma el gene pykF interrumpido por
uno de los genes de resistencia a antibiéticos: a)Gentamicina, b)Ampicilina y c) Estreptomicina,
y asf lograr 1a construccién de la triple mutante (p1s pyk A pykF)a partir de la mutante prs pykA.



Esto puede deberse a que los antibi6ticos como la estreptomicina actian a nivel ribosoma por
10 que para obtener la reistencia éste antibidtico podrfa requerirse que este se encuentre en
multcopia y no en monocopia. Asimismo, debido a que para la seleccidn de los genes de
resistencia en monocopia se utilizan cantidades muy pequefias de antibidticos, en algunos casos
es dificil distinguir entre las resistencias que forman parte del fondo genético de la cepa y las
colonias que llevan el gene de resistencia. Este podria ser probablemente el caso del antibiético
ampicilina que muestra cierta resistencia natural al antibitico. En otros casos, el hecho de que
los genes de resistencia provengan de transposones deja la posibilidad de que €stos tengan
secuencias de insercién (IS) que hagan que el marcador se pierda o quede en otro sitio del
cromosoma diferente al original por lo que aunque se tiene la resistencia al antibiétco, €ste no

se encuentra en el gene de interés,

Fig. 3. Comprobacién por PCR de la interrupcién por insercién de los genes pykA y pykF de la
cepa PB28 de Escherichia coli. A)Gene pykA silvestre, B)Gene pykA interrumpido por el gene
que codifica para la acetl-transferasa de cloranfenicol (car) de 1 Kb, C)Gene pykF silvestre,
D)Gene pykF interrumpido en el gene de resistencia a gentamicina (1.6 Kb). |
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Efecto de las mutaciones en los genes pyk y pts sobre el crecimiento y la utilizacidn de Ia

glucosa.

Para entender el papel relativo de cada uno de los genes pyk en el metabolismo celular, se
realizaron varias fermentaciones a nivel de 2 L (de 2 a 4 fermentaciones para cada cepa), tanto
con la cepa silvestre como con las mutantes en piruvato cinasa en un fondo silvestre o en un
fondo carente del sistema PT. Todas las fermentaciones se levaron a cabo en medio minimo con
glucosa como unica fuente de carbono, ya que aun las cepas con el sistema PT deletado son
capaces de crecer en glucosa al ser ésta transportada a través de la permeasa de la galactosa
(GalP) (Flores et al., 1996).

Como se observa en la Fig. 4, todas las cepas alcanzaron una densidad 6ptica final similar; sin
embargo, Jas cepas que llevan las mutaciones en los genes pyk y/o pts mostraron velocidades de
crecimiento diferentes, las cuales se presentan el la tabla 2 como el tiempo de duplicacidn (tp)
obtenido durante la fase de crecimiento exponencial, Las mutantes pykA o pykF en un fondo
genético silvestre (prs*), mostraron un ligero incremento en los tiempos de duplicacién en
comparacién con la cepa'parental. La doble mutante en piruvato cinasa‘ (pykA-pykF) mostrd un
tp 40% mayor al mostrado por la cepa silvestre. Esto se reflejé en el aUmentd del tiempo
requerido para alcanzar la mdxima densidad celular (7 h de la cepa silvestre vs. 10 h de 1a doble
mutante). -

La cepa PB12, carente del sistema PT, pero capaz de crecer en glucosa como fuente de carbono
(pts'Glc™), mostré un t, 80% mayor que el t; mostrado pdr la cepa silvestre y 40% mayor que
la doble mutante en piruvato cinasa. La mutante prs-pykA mostr6 un t, similar al ‘O_bse,ri\fado por
la cepa que tiene el sistema PT deletado y por 1o tanto requirid el mismo\tiempo que la prs para
llegar a la fase _estacio'naria. El mayor efecto sobre el crecimiento se observé con la introduccién
de la mutacién pykF en el fondo pts Gluc', Esta mutante mostré un in\cre'm“ent‘o enel t, del 140%
con respecto al mostrado por la cepa silvestre, llevdndola a alcanzar la maxima densidad celular |
‘hasta después de 15 horas de la fermentacién (Fig. 4 y Tabla 2). No se llevaron a cabo
fermentaciones con glucosa para la triple mutante (prAs-pykA— pykE) debi.do a que esta mutante
es incapaz de crecer en glucosa como tinica fuente de carbono (Tabla 6).

Se hicieron las mediciones de la glucosa del mismo grupo de experimentos reportados en la Fig.
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4, Los resultados mostraron que existe una correlacién entre la cantidad de biomasa formada y
la cantidad de glucosa consumida, por lo que en todas las mutantes analizadas, la entrada a la

fase estacionaria coincide con la terminacién de la glucosa del medio de cultivo (Fig. 5).

Tabla 2. Tiempos de duplicacién (ty) obtenidos para la cepa silvestre y
mutantes en pis 'y pyk

tp(min)d

Strain (promedio * SD) % Incremento®
JM101 (WT) 58.8 £2.10 0

PB22 (pykA) 69.3 £3.95 17.9
PB24 (pykF) 69.4 + 1.72 18.0
PB25 (pykA-pykF) 82.2 + 0.60 39.8
PB12 (pts) Glct 106.4 +2.79 80.9
PB26 (pts-pykA) 98.5 £ 1.62 67.6

PB27 (pts-pykF) 141.0 £ 0.06 139.8

4 Los datos se presentan como el promedio de 2 a 4 mediciones independientes.
bCalculado de las diferencias entre el tp de las cepas silvestre y mutantes.
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Figs. 4y 5. Cinéticas de crecimiento y curvas de consumo de glucosa de las
cepas silvestre y las diferentes mutantes pyk y pis en medio M-9 con glucosa.
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Evaluacién de los pardmetros cinéticos de las fermentaciones.

Rendimiento biomasa-sustrato (Y y¢).

Con el objeto de determinar la eficiencia de las mutantes pyk y pts para dirigir la glucosa a
protefna se obtuvieron los rendimientos de biomasa utilizando glucosa como sustrato limitante,
Como se observa en la Tabla 3, la interrupcién de uno o ambos genes provocd un ligero
decremento en el rendimiento de protefna. las mutantes en pts y pis-pykA, en cambio,
canalizaron la glucosa a proteina con una cficiencia 35% mayor que la cepa silvestre. Por otro
lado, la introducci6n de la mutacién pykF en una cepa carente del sistema PT, no mostrd
diferencias significativas en los rendimientos protefna-glucosa comparados con los mostrados por

la cepa silvestre,

Yelocidad especifica de consumo de substrato (Qg).

Se calculé también la velocidad de consumo de glucosa para todas las mutantes pyk y prs. Los
resultados mostraron que la velocidad especifica del consumo de glucosa en las mutantes
sencillas en piruvato cinasa, fue muy similar al mostrado por la cepa silvestre (Tabla 4). La doble
mutante en la piruvato cinasa, en cambio, mostré un ligero decremento en el Qs con respecto

a la cepa silvestre y a las mutantes en uno de los dos genes pyk. Es interesante que las nmtantes
en pts y pts-pyk mostraron un decremento significativo en la velocidad especifica de consumo
de glucosa en comparacién con la obtenida en la cepa silvestre (Tabla 4). Estas mutantes
consumieron glucosa a una velocidad 45% menor que la mostrada por la cepa silvestre y las
mutantes en una de las dos piruvato cinasas. No Se observaron sin embargo, 'di‘ferencias

significativas en los valores de Qg entre la mutante prs y las prs-pyk.

Rendimiento biomasa-CO, (Yyc0u)-

Debido a que en el catabolismo de la glucosa existen puntos especificos de produccién de CQ,,
la medicion de esta molécula en las diferentes cepas, puede aportar cierta informacién acerca de
las vfas metabdlicas que pueden estar siendo utilizadas para ¢l catabolismo de la glucosa.

Los rendimientos biomasa-CO, obtenidos para las distintas cepas mostraron que la cepa silvestre

sintetizd mds gramos de protefna por mol de CO, que todas las mutantes pyk y prs (Tabla 3).
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Y, Yooys Yo, Y s

Cepa (arls) (molCO4 fmols, (gr/molCO,) (Mol p gy mols) |
Wt 0.26 £ 1.5¢” | 1.55+ 0.07 | 28.6£1.17 | 0.45+0.02
pykA 022£0.02 | 1664039 | 2424173 | 0.52
pyKE 0201600 | 1815013 | 21.5£2.05 | 047 £0.0 |
pykA-pykF 0.22+4.5¢> | 159020 | 23.2+£3.85| 0.35
pts Glc+ 03540.02 | 236£020 | 2224082 0

| pts-pykA 0334002 | 2454003 | 23.4+23 | O

H ps-pyKE 026+0.01 | 2.02+0.02 | 22.8+277| ¢

Tabla 3. Rendimientos con base en glucosa y en COy obtenidos para las distintas

mutantes pyk y/o pis.
| Q Qco, Q. |

Cepa @y/epyh) (mmolCO/g,,1) ®acor/Eph) |
Wt 2,72 £ 0.08 21.66 1 1.82 0.4 + 4e”
ykA 2.65 % 0.22 19.01£2.17 05 |
PykE 273 %023 19.05 £ 1.57 0.43 £0.06
pykA-pykR 234 + 0.03 16.96 + 0.24 027 |

| pis Gle* 1.12 £ 0.07 15.00 + 0.52 0 | || _
ptS~pykA 1.29 £ 0.02 13.40 % 1.0 0
pts-pyk_F 1.13 £ 0.04 1254 +2.17 0

Tabla 4. Obtenci6n de velocidades de consumo de glucosa (Qs)y de produccidn de
CO2.(QCO7) y acetato (Qyeey) en las distintas mutantes pyk y/o pis.
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Velocidad especifica de produccién de CO, (Qcq,)-

Este pardmetro fue calculado en base a los datos de rendimiento biomasa-CO, con el objeto de
determinar si existen diferencias en cuanto a la velocidad con la que el CO, es producido en las
diferentes mutantes pyk y pzs. Aunque los rendimientos biomasa-CQ, fueron muy similares en
todas las mutantes, los resultados mostraron que la cepa silvestre produjo el CO, 4 una mayor
velocidad en comparacion con las demds cepas (Tabla 4). En las demds cepas se observé una
disminucidén gradual en los valores del QCO, conforme se le introdujeron las mutaciones en pyk
y/o pts. Las mutantes en una de las dos piruvato cinasas mostraron s6lo una ligera disminucion
en el Qgp, con respecto a la cepa silvestre. A su vez, la doble mutante en la piruvato cinasa
mostrd un pequeiio decremento en los valores de Qco, ¢n comparacién con las mutantes sencillas
y una disminucién mds importante con respecto a la cepa silvestre. La cepa prs mostré un Qqg,
aun menor al mostrado por la doble mutante en la piruvato cinasa, mientras que la cepa prs-pykF

fue la que mostré el menor valor de Qqq, de todas las mutantes,

Rendimiento CO,-sustrato (Y cqu6)-

Con el objeto»de determinar el efecto de las mutaciones el prs y pyk en la prodUcciQn de CO,
con base en la glucosa utilizada, se obtuvieron los rendimientos COz~suSU‘atd. Los resultados
mostraron que los rendimientos CO,-sustrato fueron muy similares entre la cepa silvestre y las
mutantes en uno o ambos genes pyk, ya que éstos fluctuaron entre 1.55 y 1.81 moles de CO;del
de glucosa consumida (Tabla' 3). Sin embargo, las mut_antes pts y pts-pyk A formaron un_'mb_l mas |
de CO, por mol de glucosa consumida que las Qtras cepas. En la mutante pts_-pku -le :
rendimientos CO,/glucosa también fueron mayores a los obtenidos por las ﬁ:epas si'l"\?ést_ré; y

mutantes pyk; sin embargo, fueron menores a los obtenidos por las ou*as'mu_tantes en pts.

Identificacidn y cuantificacién de los dcidos orgdnicos producidos en las ferinentacibnes. |

Para evaluar la presencia de uno o algunos de los productos de fermentacion dcido-mixta en los
sobrenadantes obtenidos de las fermentaciones (Ver materiales y métodos), se utilizd la
cromatbgraffa liguida de alta resolucién (HPLC). De los andlisis realiiados -para todas las
mutantes s6lo se detectd acetato, Este compuesto, sin embargo, solo fué detectado en la cepa

silvestre y en las mutantes pyk y no asf en las mutantes prs o pts-pyk.
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Rendimientos acetato-sustrato (Y ).

Para determinar si las mutaciones realizadas en pyk y pts tienen un afecto en la produccién de
acetato, se obtuvieron los rendimientos acetato-glucosa. La cepa silvestre y la mutante pykF
mostraron rendimientos muy similares de sintesis de acetato a partir de glucosa (Tabla 3). La
mutante pykA por su parte, mostré un incremento del 10% en la formacién de acetato con
respecto a la cepa silvestre, mientras que la doble mutante en la piruvato cinasa produjo 20%

menos acetato.

Velocidades especificas de produccién de acetato (Q, ).

Este pardmetro fue calculado con el objeto de determinar si existen diferencias en la velocidad
con la que el acetato es producido en las distintas mutantes pyk y pts construidas. Los resultados
mostraron que la mutante pykA es la cepa que produce acetato a una mayor velocidad con
respecto a la protefna formada (Tabla 4). En este caso, a diferencia del Q,,,, obtenido con base
en glucosa, la cepa silvestre produjo acetato a una menor velocidad respecto a la protefna
formada que las mutantes pykA o pykF. Sin embargo, continia siendo 30% mayor al mostrado

por la doble mutante pykA- pykF, que produjo 0.27 g de acetato/g protefna.h.



Estimacién de la recuperacién de carbono,

Con el objeto de cuantificar 1a cantidad de glucosa que se habfa utilizado para la formacién de
CQO,, de peso seco o de acetato, se realizé un balances de carbono. Los resultados mostraron que
en la cepa silvestre y en las mutantes en pts y prs-pykA, todo el carbono inicial fue recuperado
en peso seco, CO, 0 en acetato (en el caso de la cepa silvestre), obteniendose valores muy
cercanos al 100% de recuperacidn del carbono (Tabla 5). Estas dos dltimas cepas fueron ademads
las que canalizaron mas glucosa hacia la formacién de biomasa y produjeron mds CO,
(conjuntamente con la cepa pts-pykF) que todas las demds cepas analizadas (Tablas 3 y 5). Por
otro lado, en las mutantes en uno o ambos genes de la piruvato cinasa, asf como en la mutante
pts-pykF, estos productos cuantificados sdélo lograron sumar porcentajes de recuperacion de
carbono de alrededor del 80-85%, siendo que las mutantes en una de los dos genes pyk al igual
que la cepa silvestre, canalizaron alrededor del 15% del carbono a la formacién de acetato a
diferencia de la doble mutante en piruvato cinasa en la une el % de recuperacidn fué del 11%

0 de las mutantes en pts en las que no se detectd formacion de acetato.

W T | Pesoseco’ | COnb | Aceiats | %TOTAL |
{ Wt | 57.9 239 | 148 96.5
PYRA 50.7 179 | 173 85.9
ok 442 24.3 14.8 83.3
pYkA-pykF - 457 21.7 11.4 78.8
pis 76.0 | 39.9 | - 1159
prspykA | 643 31.3 : 97.6
[ prs-pykE 84 33.1 815

Tabla 5. Balance de carbono con base en la formacién de peso seco?, COyb

y acetatoC, |
Datos expresados como porcentaje de recuperacién de carbono.



Crecimiento de las diferentes cepas en medio sélido con diferentes fuentes de carbono

Debido a que existen otras rutas metabslicas capaces de sintetizar piruvato en ausencia de
glucosa, se investigé el efecto de la utilizacién de otras fuentes de carbono (en especial fuentes
de carbono no-PTS, como las pentosas y el gluconato) en el crecimiento de las mutantes en cajas
con medio minimo mas una de las fuentes de carbono.

Los resultados presentados en las Tabla 6a-d muestran que en la cepa silvestre, a diferencia de
las demds mutantes, se detect6 la presencia de colonias pequeiias en todas las fuentes de carbono
probadas, desde las 24 horas de incubacién, aunque en succinato y piruvato fueron mds pequeiias.
Las mutantes en uno de los dos genes pyk mostraron un crecimiento ligeramente menor 4l de las
colonias de la cepa silvestre en glucosa, gluconato y pentosas a este mismo tiempo. Sin embargo,
no se observd el crecimiento de ninguna colonia en succinato o piruvato sino hasta las 48 horas
de incubacidén (Tabla 6a-b). La cepa pykA-pykF mostré un tamaiio de colonia muy parecido al
de las mutantes sencillas usando glucosa como fuente de carbono; sin embargo, a este tiempo las
colonias crecidas en gluconato fueron de menor tamafio que en las mutantes sencillas, mientras
que en succinato y piruvato las colonias s6lo fueron observables hasta las 48 horas de incubacion.
Sin embargo, esta mutante no fue capaz de crecer en ninguna de las dos pentosas probadas
(ribosa o succinato) ni aun después de 96 horas de incubacion (Tabla 6d). Por btro lado, en las
cepas con el sistema PT deletado (prs, pts-pykA y pts-pykF), el tamafio de las colonias obtenido
en glucosa fue menor a las de la cepa silvestre 0 en mutantes en una o ambas piruvato Cinasas
a las 24 horas de incubacién. En gluconato el tamaiio de las colonias fue muy parecido al de las
mutantes pyk a este mismo tiempo. En ribosa las colonias fueron apenas detectables a las 24
~ horas, péro para las 72 horas éstas llegaron a tener el mismo tamafio que las crecidas en glucosa._
En xilosa en cambio, no se observé crecimiento de colonias en estas mutantes sino hasta las 48
horas, donde 1?15 COlvonias de la mutante prs-pykF mostraron ser mds grandes que ]as: obtenidas
por las mutantes pts y pts-pykA a ese mismo tiempo. Estas diferencias cbnrh1ﬂaf011 para las 72
horas y no fue sino hasta las 96 horas de cultivo que todas tuvieron el mismo tamaiio tanto entre
s{ como con respecto a las crecidas én glucosa (Tabla 6a-d). En succinato el crecimiento de las
mutantes prs se observé hasta las 72 horas de incubacién, por lo que para las 96 horas no se
logrd obtener el mismo tamaino de colonias que con las otras fueﬁtes de carbono, incluyéhdo al

piruvato, La triple mutante (pts-pykA-pykF) como era de esperarse, no crecié en glucosa como
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tinica fuente de carbono y al igual que con la doble mutante en piruvato cinasa, no crecid
tampoco en fuentes de carbono de la vfa de las pentosas (ribosa y xilosa). Esta mutante sin
embargo, fue capaz de crecer en gluconato, asf como en piruvato y succinato, aunque el tamafio
de las colonias fue menor al mostrado por las demds mutantes en estas mismas fuentes de
carbono a las 96 horas de incubacién, a excepcién de las crecidas en succinato que fueron muy

similares a las de las otras mutantes prs a este mismo tiempo.



a) 24 horas de incubacion

ﬂ“ GLUCOSA | GLUCONATO | RIBOSA | XILOSA | SUCCINATO | FIRUVATO

Wt -+ ik +i + + .-

DPYKA 4+ + + * - .

DPYKE +k + - - - |
DYkA-~pykF +1: + . - - -

pIs + + + - - - i
pts-pykA + + 4 . - - "
| Dts-pykF + t * - - -
pis-pykA-pykF - . - - - - t]
b) 48 horas de incubacidn

B GLUCOSA | GLUCONATO | RIBOSA | XILOSA | SUCCINATO PmUVATo“H |
Wt 4 4+ -+ ++ + -+ |
DYKA ot ++ 4+ + + C4E 1
DYRE - ++ e + = it il -
pykA-pku '++i + - - + hea | |
pis ++ - + + - + )
pts-pykA o -+ + + - +k {l
Dts-pykEF + + + + - o "
pts-pykA—pku - - - - - i‘_—J

30




¢) 72 horas de incubacién

[ | GLUCOSA | GLUCONATO | RIBOSA | XILOSA | SUCCINATO | PIRUVATO
| Wt bt - . 43 ot 4t

| pykA ot -+ o 4 4 otk

| PYKB 44 44+ 4+ ++ ++ +4
PYkA-pykF A+t A+ - - ++ ik

I pts At o bt + + 43
prs-pykA -+ -+t +4+ 4+ + -+
pis-pykE 4 A o+ 4+ +E -
pts-pykA-pykEF - + - - +- +-

| USRI SIS S— " . e ]
d) 96 horas de incubacién

'f"“"‘ ~ | GLUCOSA | GLUCONATO | RIBOSA | XILOSA | SUCCINATO | PIRUVATO
th . -+ P -t Tt
DYKA -+ e 4+ 44 A+ 4+
pkug 4o b | ot '++‘+

I pykA-pykF bt bt - - et A
pis | +++ ++ +++ Ftt- ++ R
pis-pykA et | et Ao ot 4 ot
pts-pykEF 44+ 4 e 4+ 4 bt
pts-pykA-pykF - + . - o 4

Tabla 6. Crecimiento de colonias en medio minimo con diferentes fuentes de carbono.
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Andlisis enzimaticos.

Con el objeto de tener un mejor entendimiento del papel relativo de cada una de las dos piruvato
cinasas de E. coli, se midieron las actividades enzimdticas tanto de la isoenzima activada por
AMP como de la activada por fructosa 1,6-difosfato (Ver materiales y métodos). Las mediciones
se llevaron a cabo en el mismio grupo de experimentos presentados en la Fig. 4, Las actividades
especificas se obtuvieron a partir de extractos obtenidos a lo largo de todo el ciclo de crecimiento
de las cepas. Como se presenta en la Fig. 6, en todos los puntos muestreados se detectd actividad
enzimdtica, tanto para PykA como para PykF. Estas actividades mostraron ademds valores muy
similares a lo largo de toda la curva. En las condiciones analizadas, la actividad especifica
obtenida para la enzima PykF de la cepa silvestre fue sin embargo, 15 veces mayor que la
obtenida para la isoenzima PykA (Tabla 7). Por otro lado, se observ6 que en la ausencia de uno
de los dos genes de la piruvato cinasa, el nivel enzimético de la enzima funcional tuvo sélo un
ligero increment6 por lo que la enzima funcional no fue capaz de compensar la falta de la otra
enzima,

Los datos de la actividad especifica (Tabla 7) mostraron diferencias significativas en las
actividades de PykA y PykF entre las cepas con un fondo genético PTS y las obtenidas en las
cepas silvestre y mutantes en una de las dos piruvato cinasas. La actividad especifica de la
enzima PykF disminuyd en un 40% en las cepas prs en comparacién con las de la cepa silvestre
(0.42 Ul/mg de protefna en la cepa silvestre vs. 0.25 Ul/mg de protefna en la cepas pis 'y pis-
pykA). La actividad especifica de PykA en las mutantes con el sistema prs ‘delew‘do fueron dél

30 al 40% mayores a las obtenidas por la cepa silvestre (Tabla 7).
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Fig. 6 Actividades especificas de PykA y PykF a lo largo de todo el ciclo de vida dé_‘E. coli, |



Actividad especifica (Ul/mg protefna)
Cepa PykF PykA
Wt 0.42 +0.03 0.026 % 0.002
pykA 0.50 £ 0.04 ND
pykE ND 0.029 + 0.003
DYKA-pYKEF ND ND
pts-Glct 0.25 £ 0.02 0.037 £ 0.003
prs-pykA 0.25 % 0.03 ND
pis-pykF ND 0.042 + 0.004
| pts-pykA-pykF ND ND

Tabla. 7. Actividades especificas de las isoenzimas de piruvato cinasa (PykF y PykA) en glucosa.
ND-No detectado.

Andlisis mdlomsplmmémtos

La cuantificacién de compuestos radioactivos (como el '“CO,) puede proporcionar informacién
acerca del grado de participacién de una via, en particular en el catabolismo del carbono; por ello
s¢ llevé a cabo el disefio y montaje de un sistema para evaluar el “CO, formado como producto
del catabolismo de glucosa marcada en uno de sus 'carbon‘os con C-14. De los difg:_rfentes

| cdmpuestos marcados con C-14, que se encuentran disponibles comercialmente, se decidid |
trabajar con la glucosa marcada en el carbono 1, debido a que con la glucosa marcada en el_ |
c‘ubono 1 es posible medir el CO, que es producido por la vfa de las pentoqas, ast como una
parte del CO, produc1do en el ciclo de Krebs (Wang er al., 1958). | |
Los anﬁhs_lsv_radmrrespuométncos realizados para las diferentes mutantes‘ sépres‘entan en lzi_ Fig.
7. La curva de recuperaCién relativa de *CO, asf como la grdfica de velocidad de recuperacion
de "CO, obtenidas para la cepa silvestre resultaron ser muy similares a las grz‘ific_as reportadas
para E. coli por el grupo de Wang er al. (1958). En la curva de recuperacidn relativa de ”_CO?_
para 1a cepa silvestre (Fig. 7a) se observan claramente dos pendie'ntes, que corresponden a las dos |

méximos mcistrad_c')s en la grdficas de velocidad de recuperacién de **CQ,. Debido a que se utiliz6

34



glucosa marcada en el carbono en posicién 1, se sabe que el 4rea bajo la curva correspondiente
al primer méximo corresponde al CO, producido por la vfa de las pentosas, mientras que el drea
del segundo mdximo corresponde al CO, formado en el ciclo de Krebs (Wang er al., 1858). Las
pendientes observadas para las mutantes en una de las dos piruvato cinasas fueron menos
evidentes que en la cepa silvestre. En estas mutantes, la recuperacién méxima fue obtenida a
tiempos mds cortos que en la cepa silvestre. Asimismo, en la mutante pykFF se observéd una
disminucién en el CO, producido en el ciclo de Krebs, en comparacién al producido por la cepa
silvestre. Aunque la presencia del segundo méximo no parecid ser muy claro para el caso de la
mutante en pykA, se observd que tanto la cepa silvestre como las mutantes en pykA y pykF
dejaron de producir CO, alrededor de los 270 minutos, a diferencia de 1as demds mutantes (pykA-
PYKF, pts, pts-pykA y pis-pykF) que solo mostraron el primer méximo y en las que el CQO, se
dejo de producir alrededor de los 125-150 minutos de la reaccién (Figs. 7d-g).

Al comparar los porcentajes de recuperacién relativa del “Co, proveniente de la via de las
pentosas entre ,Ias’djferentesv mutantes (Tabla 8), se observ que -las mutantes en uno de los dos
genes de piruvato cinasa tuvcieron un porcentaje de recuperacién de ”COZI muy seméjanté al
obtenido por la cepa silvestre. La doble mutante de la piruvatd cinasa, asf como la mutantc pIs-
pykF produjeron un poco mas de “CQ, por la vfa de las pentosas que la cepa silve‘s‘tr'e‘. Sin
embargo, las mutantes prs y pts-pyk A fueron las que produjeron la mayor cantidad de CO, ‘po_r'

esta via.

= , .

e .% Rec. Rel. 14C02 por la
pa via de las pentosas

Wt - 16.98

| PYKA 1631

| PYKF o 16.25
DYkA-pykF 17.85
pis Glet - 2146
pis-pykA - | 2130
pis-pykE ~ 18.12

Tabla 8. Porcentajes de recuperaci6n relativa de *CO; por via de pentosas en
mutantes pyk y/o pts. |
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VIIL DISCUSION

Uno de los nodos mas importantes involucrados en la distribucién de carbono es el nodo
PEP-Piruvato, siendo el sistema de la fosfotransferasa el mayor consumidor de PEP y principal
productor de piruvato en la célula. Las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) y piruvato
cinasa (Pyk) consumen el 16.2% y 14.5% del PEP, respectivamente mientras que s6lo el 3.3%

del PEP es canalizado hacia la sfntesis de compuestos aromdtices (Holms, 1980).

Existen reportes en la literatura que sefialan que cepas de E. coli carentes de PykA fueron
capaces de crecer normalmente en todas las fuentes de carbono probadas, mientras que las
mutantes en ambas piruvato cinasas sélo crecieron normalmente en la presencia de fuentes de

carbono PTS (Garrido-Pertierra and Cooper, 1977).

Los resultados presentados en el presente trabajo demuestran sin embargo, que bajo las
condiciones de crecimiento examinadas en las que se utilizd glucosa como la dnica fuente de
carbono, las mutaciones en uno o ambos genes en cepas con un sistema PT fﬁncional, ‘aféctaron
las cinéticas de crecimiento. Estos efectos fueron m4s evidentes en la doble mutante de la enzima
piruvato cinasa. El estudio de la triple mutante (prs-pykA-pykF) result6 ser de gran importancia
para el estudio del papel de las piruvato cinasas, ya que al no contar con los dos apdrtes
principales de piruvato (sistema PT y piruvato cinasas) esta cepa no fue capaz de crecer en
glucosa como tinica fuente de carbono, no obstante ser cepas Glc*. En cambio, las_Cepas,éarentes |
del sistema PT pero con una de las dos piruvato cinasas funcionales fueron capaces de crecer en
todas las fuentes de carbono probadas, incluyendo glucosa. (Ver mds adejlanté)e ES impOrt’.a'me_
sefialar que la medicién de algunos intermediarios podrfa aportar datos importantes que ayuden

a entender los cambios metabdlicos producidos en las mutantes pyk y/o pis.
Las cinéticas de crecimiento mostraron que la cepa silvestre de E. coli requiere'de ambas

piruvato cinasas para alcanzar las méximas velocidades de crecimiento, por lo que ambas enzimas

parecen jugar un papel importante en el metabolismo del carbono.
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No obstante las diferencias en las velocidades de crecimiento entre las diferentes mutantes
pyk y pts, todas las cepas alcanzaron una densidad Optica final similar (Fig. 4 y Tabla 2). Una
explicacién para estos resultados podria ser que el sistema PT y las dos enzimas de piruvato
cinasa estén coordinados con el fin de mantener el PEP a niveles bajos ya que el PEP es un
intermediario clave en la biosintesis de piruvato y glucosa 6-P, capaz de regular la actividad de

varias de las enzimas del metabolismo del carbono.

Los resultados obtenidos muestran ademds que existe una correlacion entre la cantidad de
biomasa formada por las mutantes y la cantidad de glucosa consumida durante ¢l crecimiento
(Fig. 5). Asf, mientras que las mutantes en una de las dos piruvato cinasas consumieron la
glucosa a una velocidad muy semejante a la cepa silvestre, la doble mutante en pyk mostré una
disminucidn significativa en la velocidad de consumo de gluéosa. Sin embargo, las mutantes pzs
con velocidades especfficas de crecimiento menores, consumieron la glucosd a una velocidad 45%
menor a la mostrada por la cepa silvestre. Las mutantes en pts (en especial la pts y 1a prs-pykA)
canalizaron la glucosa a biomasa de una forma mds eficiente que la cepa silvestre y las otras
mutantes analizadas ya que mostraron mds de un 30% de incremento en los fendimient,os
biomaSa—sustrato en comparacién con los de la cepa silvestre (Tabla 3). Las mutantes en una o
ambos genes de piruvato cinasa canalizaron la glucosa a biomasa menos eficientemente que la

cepa silvestre.

Por otro lado, los rendimientos CO,-sustrato mostraron que las mutantes prs, que produjeron

‘el CO, a una velocidad menor y produjeron mas moles de CO, por mol de glucosa en
comparacién con la Cepé silvestre. El hecho de que las mutantes pts, y en especial la pzs y pts-

pykA produzcan casi una mol mas de CO, por mol de glucosa consumida quejla cepa silvestre
sugiere una mayor participacién de la vfa de las pentosas fosfato para la utilizacién de glucosa

va que esta via se distingue por la liberacién temprana del C-1 de la glucosa como CO, (Fig.
10). Estos datos se refuerzan por los resultados obtenidos en los andlisis radiorrespirométricos

para medir tanto el CO, producido por la via de las pentdsaAs (en el paso de gluconato 6-P a

ribulosa 5-P), como el producido en el ciclo de Krebs.
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Los resultados de recuperacién de CO, mostraron que la mutante pykA-pykF y las mutantes
de las prs, no producen CO, por la via de los dcidos tricarboxflicos al utilizar glucosa marcada
en el carbono 1, y en cambio producen un mayor porcentaje de “CO, por la vfa de pentosas,
siendo m4s evidente el aumento en las mutantes pts y pts pykA, que son las cepas en donde se
produjeron mas moles de CO, por mol de glucosa en los datos de las fermentaciones (Tabla 8).
L.a vfa de las pentosas fosfato oxida glucosa a CO,y gliceraldehido 3-P, el cual a su vez es
catabolizado por las enzimas glicolfticas para legar hasta el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos,
via piruvato. En condiciones normales, ia via de las pentosas fosfato de E. coli juega un papel
menor que el de 1a vfa glicolftica, al proveer NADPH y precursores para la stutesis de nucleétdos
y de compuestos aromdticos, consumiendo por ello s6lo alrededor del 30% de la glucosa 6-P
(Holms, 1986). Sin embargo, existen reportes en donde la via de las pentosas fosfato es esencial
para el crecimiento en glucosa de una mutante en fosfoglucosa isomerasa (pgi) debido a que la
vfa glicolftica queda bloqueada en una etapa inicial (Mascarenhas et al, 1991). En nuestro caso,
el hecho de tener mutantes que no utilizan el PEP como sustrato, puede provocar un incremento
en los niveles del PEP disponible en la célula. El PEP es un metabolito clave en el metabolismo
del carbono, ya que regula la actividad de algunas enzimas glicolfticas como la fosfofructocinasa,
la cual cataliza la fosforilacién de fructosa 6-P a fructosa-1,6-bifosfato. Esta es una enzima
alostérica activada por nucledsidos difosfatos e inhibida por PEP (Bangly e al., 1968). La
inhibicién de ésta enzima bloquearfa la vfa glicolftica en una etapa inicial, dando lugar a un
incremento en los niveles de glucosa 6-P y gluconato 6-P, los cuales pueden ser catabolizados
por la via de las pentosas o la vfa de Entner-Doudoroff (Fraenkel, 1987). Aunque la vfa de
Entner-Doudoroff sintetiza piruvato como uno de los metabolitos finales, aun no esté Clar_d si esta

vfa pudiera estar siendo utilizada por algunas de las mutantes.

Por otro lado, las mediciones de las actividades enzimdticas de las pi__ru‘vatd- cinasas en
glucosa como la tnica fuente de carbono, mostraron que ambas piruvato cinasas so‘n impbrtantes
a lo largo de todo el ciclo de vida del organismo (Fig. 6), siendo PykF la enzima que contribuye
en una mayor proporcién (cerca de 15 veces mds) a la actividad especffica total de piruvato
cinasa en comparacién con la enzima PykA (Tabla 7). Estos resultados coinciden con los

presentados por Malcovati et al (1973). Por otre lado, se tenfa interés en entender si la ausencia
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de una de las piruvato cinasas podrfa ser compensada por la actividad de la piruvato cinasa
funcional, proporciondndole cantidades adecuadas de piruvato para mantener velocidades de
crecimiento normales; sin embargo, como se observa en la Tabla 7, aun cuando la cepa que leva
la mutacién pykA mostré un incremento aparente del 20% en la actividad de PykF, este
incremento no parece ser suficiente para compensar la ausencia de PykA y alcanzar la misma
velocidad de crecimiento que la cepa silvestre. Sin embargo, debido a que el sistema PT puede
proveer grandes cantidades de piruvato, las velocidades de crecimiento para los cultivos de las

mutantes en una de las dos piruvato cinasas continuaron siendo relativamente altas.

Por otro lado, la delecién del sistema PT provocé una disminucién del 40% en la actividad
especifica de PykF en comparacién con la actividad obtenida en la cepa silvestre, mientras que
la actividad especffica de PykA en este mismo fondo genético aumenté aproximadamente en ese
mismo porcentaje. No obstante la disminucidn de la actividad especffica de PykF en un fondo
genético pis, la actividad de esta enzima continué siendo § veces superior a la mostrada por
PykA.

La proposicion de que la isoenzima PykF pudiera ser el principal proveedor de piruvato en
condiciones en donde la glucosa es la dnica fuente de carbono y el sistema PT no es funcional,
coincide con los reportes de la literatura en donde se menciona que la enzima PykF es activada
por la fructosa 1,6 bifosfato, un intermediario de la via glicolfﬁca, mientras que PykA responde
a la presencia de AMP y pentosas fosfato (Waywood & Sanwal, 1974). Por otro lado, el hec:ho
de observar una disminucién tan significativa en la actividad especifica de la isoenzima PykF en
las mutantes pts podrfa explicarse con base en los reportes de la literatura que mencionan que la
velocidad de sfntesis de la protefna piruvato cinasa F es proporcional a p '(_Peder_sen et al., 1978;
Smith & Neidhart, 1983), ya que en estas mutantes la velocidad de crecimiento disminuyé de

forma importante en comparacién con la velocidad de crecimiento obtenida en Ia cepa silvestre,

Es importante notar que cuando se utiliza ribosa o xilosa como las dnicas fuentes de carbono,
las mutantes en una de las dos piruvato cinasas son capaces de crecer en estas fuentes de carbono

(Tabla, 6). Sin embargo, la mutante en ambas piruvato cinasas no es capaz de crecer en ninguna
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de las dos pentosas, pero sf en gluconato, ya que éste puede ser catabolizado por la via de
Entner-Doudoroff para formar el piruvato que se requiere para crecer (Fig. 11). Por tanto, la doble
mutante pykA-pykF no puede crecer en pentosas debido a la incapacidad de producir piruvato,
ya que son fuentes de carbono no-PTS. En las mutantes sencillas, en cambio,
las cepas pueden crecer en piruvato debido a que la piruvato cinasa funcional sintetiza piruvato
a partir de PEP. La triple mutante (prs-pykA -pykF), sin embargo, tuvo un crecimiento mds pobre
en gluconato que la doble mutante (pykA-pykF) y no fue capaz de crecer en glucosa aun después
de 96 hrs de incubacidn, a diferencia de las mutantes prs-pykA o pts-pykF que llegaron a formar
colonias grandes en todas las fuentes de carbono, incluyendo gluconato y pentosas. Estos datos
refuerzan la hip6tesis de que ambas piruvato cinasas son importantes en el metabolismo del
carbono y que la presencia de por lo menos una de ellas permite la formacién de piruvato y con
ello el crecimiento de las cepas aun en fuentes de carbono no-PTS (Tabla 6). Es importante
sefialar que en las mutantes en piruvato cinasa aisladas de otros organismos como Brevibacterium
flavum y Corinebacterium ghutamicum éstas no fueron capaces de crecer ni en ribosa ni en
gluconato como inicas fuentes de carbono @ menos que se adicione piruvato al medio de cultivo.
Esto sugiere que en estas bacterias la dnica enzima de la piruvato cinasa es esencial para su
crecimiento en estas dos fuentes de carbono, y que la via de Enter-Doudoroff no parece operar
en forma significativa (Mori & Shiio, 1987; Gubler er al., 1994), o

Debido a que el piruvato es un intermediario clave en el metabolismo celular, es importan_te
QUe la bacteria pueda contar con varias vfas alternativas para su sfntesis. Estos mecanismos
podrfan estar siendo regulados diferencialmente con el objeto de responder adecuadamente a los
cambios medioambientales. Sin embargo, en fondos genéticos en donde una o mds de estas vias
alternativas han sido modificadas o no existen, la célula podrfa modificar aquellas con las que

cuenta para tener mas oportunidades de sobrevivencia.
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Ademds de los resultados anteriores se pudo observar también que mientras que en las
mutantes en una de las dos pyk se produjo incluso un poco mds de acetato y a una velocidad
ligeramente mayor a la de la cepa silvestre, en la doble mutante en piruvato cinasa, donde el
aperte de piruvato depende exclusivamente del PTS, se observé una disminucién importante tanto
en el rendimiento de acetato a partir de glucosa, como en la velocidad de produccién de éste. En
el caso de las mutantes en prs, en cambio, no se detectdé la formacién de acetato, ni de ningin
producto de fermentacién dcido-mixta en ninguna de las fases de la fermentacién (Tabla 3). Los
datos obtenidos sugieren entonces que en las mutantes pts, en donde la glucosa entra por el poro
de permeasa de galactosa (Gal P) (Flores et al., 1996) sin formacién de piruvato como por el
sistema PT, la glucosa es catabolizada mdés eficientemente que en la cepa silvestre. Estos datos
coinciden con el aumento obtenido en los rendimientos biomasa-sustrato en las mutantes prs, as{
como con la disminucién observada en los valores del Qg y del Qqn, €n comparacion con la cepa
silvestre. Esto sugiere que el poco piruvato que estd siendo sintetizado en estas cepas es
canalizado hacia la formacion de aminodcidos, intermediarios y energfa y no hacia la formacion
de productos de fermentacidn dcido mixta como ocurre en las cepas con ¢l sistema PT funcional.
Asf es posible que para el caso de las mutantes pts y prs-pykA todo el carbono adicionado como
glucosa fuera recuperado en biomasa y CO,, a diferencia de la cepa silvestre en la que parte del
carbono se canaliz6 hacia la sfntesis de acetato. El hecho de que en las mutantes sencillas y mas
evidentemente en la doble mutante de la piruvato cinasa se hayan obtenido porcentajes de
recupéraﬁcién de carbono hasta en un 17% menores a los mostrados por la cepa silvestre sqgieren
que en éstas cepas al igual que en la mutante prs-pykF, parte del carbono estd siendo dirigidd |
hacia la formacién de otro producto diferente de las protefnas, CO, o acetato. Se ha répor_tado N
que cuando las células’ crecen en condiciones en donde el catabolismo del _ca_rbOno excede la
capacidad de las vfas metab6licas centrales, éste puedef ser compensado disipal1d0 el exceso de
carbono hacia la produccién de CO, y calor, o también hacia la excrecién de productos de bajo
peso molecular al medio. Sin embargo, también existe 1a posibilidad de que los intermediarios
metabdlicos en exceso Sean canalizados hacia la formacién de polimeros de almacenamiento (El-
Mansi & Holms, 1989). Esta tltima posibilidad podrfa ser factible para el caso de las mutantes
presentadas en este trabajo, ya que los polfmeros pueden sér acumulados en altas concentraciones

sin tener efectos negativos en la viabilidad de las células (Dedhia er al., 1994).
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La glucosa 6-P asf como otras hexosas fosfato que pudieran estar en cantidades mayores a
las normales como resultado de la inhibicién de la fosfofructocinasa por el PEP, podrian estar
siendo convertidas en glucosa-1-fosfato y en glucégeno, un polimero no t6xico y osmdéticamente

inactivo.

Debido a que se sabe que los cultivos de Escherichia coli pueden ser mejorados en forma
significativa por la reduccién de la acumulacién de acetato, ya que este es un potente inhibidor
del crecimiento celular de E.coli, es que se han realizado diversos esfuerzos encaminados a
disminuir la produccién de este compuesto en estas cepas. Entre estos esfuerzos destacan:

a) la manipulacion genética para sobreproducir glucégeno en lugar de acetato (Dedhia et al.,
1994),

b) la clonacién de genes heterélogos que catalicen la conversion del piruvato hacia formas no
dcidas y compuestos menos téxicos (Aristidou er al., 1994),

c) el empleo de estrategias complicadas de control para evitar tener glucosa en exceso o impedir

que el cultivo entre en la fase de anaerobiosis (Konstantinov er al., 1990).

El hecho de que las mutantes pts no produzcan acetato ni ningin c'nrlo compuesto de
fermentacién dcido mixta como resultado de la delecién de algunos de los genes del sistema PT
(ptsH-I-crr) las hace ser cepas interesantes desde el punto de vista de la produccién, ya que
ademds estas cepas (y en especial la prs y la prs-pykA) canalizan la glucosa a biomasa de una
forma mds eficiente que la propia cepa silvestre y Ias mutantes de la piruvato cinasa. En estas
mutantes ademds existe una mayor disponibilidad de PEP, ya que éste no estd _siendo utiliZado |
para la fosforilacién de la glucosa o para la formacién de piruvato por la accidn de las pifuvato |
cinasas. Este PEP por tanto podria ser canalizado hacia la formaci6n de compuestos de interés,

como los compuestos aromdticos que utilizan PEP y eritrosa 4-P como sustrato.
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IX. CONCLUSIONES GENERALES

- Escherichia coli requiere de ambas piruvato cinasas para alcanzar la mdxima velocidad de

crecimiento.

- Las mutantes pts (en especial las cepas prs y la prs-pykA) canalizan la glucosa hacia las
protefnas mds eficientemente que las mutantes de la piruvato cinasa y que la cepa silvestre,

ademds de consumir la glucosa y producir CO, a una menor velocidad.

- L.a doble mutante de la piruvato cinasa redujo la velocidad de formacién de 4dcido acético en
un 45% en comparacién a la cepa silvestre, mientras que en las mutantes pts no se detectd la

presencia de este compuesto ni de ningiin otro producto de la fermentacién 4cido-mixta.

- El balance de carbono realizado con base en la biomasa, CQ, y acetato para las mutantes pykA,
pyYkE, pykA-pykF y pts-pykF sugiere que parte del carbono estd siendo canalizado hacia la

formacion de polfmeros de almacenamiento o algin otro producto aun no determinado.

- Ambas piruvato cinasas de E. coli (PykA y PykF) juegan un papel activo en la biostntesis de
piruvato a lo largo de todo el ciclo de vida de la bacteria. Sin embargo, la isoenzima PykF
contribuye en mayor proporcién a la formaci6n de piruvato que PykA, al menos cuando se utiliza

glucosa como fuente de carbono.

- Ld ausencia de una de las dos piruvato cinasas en un fondo silvestre, no puecle ser Lompensada B

por la acuwdad de la otra piruvato cinasa que permanece funcional.

- La fuerte disminucién de la actividad enzimdtica de PykF en las mutantes pts, en comparacion
con las obtenidas por la cepa silvestre, podrfa deberse a la baja velocidad de creCimi_ento
mostrada por estas mutantes, ya que se ha reportado que la velocidad absoluta-de sintesis de

PykF es proporcional a p?.
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- El hecho de que las mutantes pykA-pykE y pts-pykA-pykF sean capaces crecer en fuentes de
carbono como el gluconato pero no en ribosa o xilosa sugiere la participacion de vias alternativas
de utilizacién carbono como la vfa de Entner-Doudoroff, lo cual difiere de mutantes en piruvato
cinasa de organismos como Brevibacterium flavum y Corynebacterium glutamicum, en donde la

via de Entner-Doudoroff no parece operar en forma significativa.

- Los datos de rendimientos CO,-sustrato, asf como los datos de los andlisis radiorrespirométricos
sugieren una mayor participacién de la via de pentosas en cepas como 1a prs y la pts-pykA. Sin
embargo, no se descarta la posibilidad de la participacién de la via de Entner-Doudoroff en

algunas de las mutantes analizadas.
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X. PERSPECTIVAS

Debido al papel central que tienen las isoenzimas de piruvato cinasa en la via glicolftica y
por tanto en el metabolismo del carbono, resulta ser de gran interés para nuestro grupo el
continuar el estudio de estas enzimas asf como de los genes que las codifican ya que todavia son
muchas las preguntas que continuan por ser resueltas tanto con respecto a su papel fisioldgico
como a sus mecanismo de regulacién,

El hecho de que existan dos isoenzimas de piruvato cinasa en E. coli reguladas de forma
diferente, hace interesante el realizar otra serie de fermentaciones en donde se utilicen
condiciones medioambientales diferentes. Entre las condiciones a probar podrian estar la
atilizacién de otras fuentes de carbono tanto glicoliticas como gluconeogénicas, el uso de
diferentes condiciones de aereacién etc.

Otra de los aspectos que requiere ser dilucidado es la posible participacién de 1a via de Enter-
Doudoroff para el catabolismo de la glucosa en mvutantes como la pts-pykF. Aunque ésta es una
vfa inducible por gluconato, el hecho de que esta mutante no cuente con las dos vias principales
de aporte de piruvato (sistema PT y pyk) podria ser una presion lo suficientemente fuerte como
para inducirla y proporcionarle el piruvato que requiere para crecer. -

La medicién de los niveles de algunos intermediarios como los fosfatos de hexosa, el ATP,
ADP, AMP, PEP y piruvato asi como la medicidn del transporte de la glucosa podrfa contribuir
al mejor entendimiento de los cambios metabdlicos producidos por la introduccidn de las
mutaciones en los genes de piruvato cinasa asf como en el sistema PT, -

Existe asimismo muy poca informacion en la literatura con respecto al estudio de las regiones
de control de genes de piruvato cinasa asf como sobre como estan regulados estos ge_nes. En 'es_,te |
sentido, contamos ya en el laboratorio con el gene de pykA clonado junto con sus 'i'egiones de
regulacidn tanto hacia el extremo 5' como 3', asf como con varios pldsmidos rccom_binantes que
contienen hasta 1700 pb de la regién de control del gene py4F, que se obtuvieron util.izando una
metodologfa reportada por el grupo de Sakar er al. (1993), que permite clonar regiones de DNA
no conocidas continuas a una regién de secuenéia conocida, Ambas clonas nos van a servir para
delimitar las regiones de control de estos genes asf como estudiar su regulacién, La construccién

de fusiones transcripcionales podrfa ser una herramienta importante para medir la expresién de
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los genes de piruvato cinasa en diferentes condiciones (diferentes fuentes de carbono, baja

concentracion de oxfgeno, diferentes fases de crecimiento, etc.).

El hecho de contar con los genes de las piruvato cinasas clonados con sus regiones
reguladoras y con las mutantes en uno ¢ ambos genes abre la posibilidad de resolver preguntas
que aun no han sido resueltas tales como: jqué reguladores globales afectan la expresion de los
genes de la piruvato cinasa? ;c6mo afectan los cambios medioambientales su expresién?, ;cémo

afectan estas mutaciones los patrones globales de expresién genética? etc.
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We report the clening of the pykd and pykF genes from Escherichia coli, which code for the two pyruvate
Kinase isoenzymes (ATP:pyruvate 2-0-phosphotransferases; EC 2,7.1.40) in this microorganism. These genes
were insertionally inactivated with antibiotic resistance markers and utilized to interrupt one or both pyk genes
in the £. coli chromosome. With these constructions, we were able to study the role of these isoenzyimes in

pyruvate biosyvnthesis.

Pyruvate is a key intermediate in catabolic and biosynthetic
reactions, and this is the reason why there are several meta-
bolic routes that can deliver this compound (Fig. 1), Esche-
richia coli. when growing on glucose as the only carbon source.
synthesizes most of its pyruvate through the coupled mecha.
nism of glucose transport by the phosphotransferase transport
system (PTS or PT system) (3). During this process, the phos-
phate group from phosphoenolpyruvate (PEP) is transferred
to glucose, generating pyruvate and glucose-6-phosphate (9,
10). Pyruvate can also be synthesized from gluconate through

-

the Entner-Doudoroff pathway (3). Another mechanism 1o

synthesize pyruvate is through the action of pvruvate Kinase
(ATP:pyruvate 2-O-phosphotransferase: EC 2,7.1.40), which
catalyzes the conversion of PEP and ADP into pyruvate and
ATP, at the final stage of the glvcolytic pathwav. In E. coli.
there are two pyruvate kinase isoenzymes, PYkF and PykA,
encoded by the pvkF and pvkd4 genes. raspectively.
-Garrido-Pertierra and Cooper have reported that in £, coli,
under aerobic conditions and in the absznce of pyruvate kinase
activities, a functioning PT svstem can provide enough pyvru-
vate 10 sustain wild-tvpe normal growth rates, In the same
report. it was mentioned that the absence of PykA did nat
seem 1o affect grow<h on any of many carban sources: there-
fore. in that study, the role of PvkA was not cleariv defined (4).
We report here the cloning of both pvicd and pviF structural
genes from E. coli end the construction and analvsis of strain
derivatives in which the chromosomal copy of one or both
genes was interrupted by antibiotic resistance markers, We
present data on cell growth effecis of these mutations. in the
wild-type buckground and in strains that lack the PT system but

are capable of glucose transport by using the gulaclose per-

mease (GalP) (2). Resulis obtained strongly sugoest that, at
least under copditions where glucose is the only carbon source.
both pyruvate kinzse isoenzymes have an active role in pyru-
vate biosynthesis, but it appears that the PykF isoenzyme con-
tributes 1o a greater extent. As expected, a double pvkd pkF
mutant is capable of growing on glucose and on gluconate but

* Corresponding awthor. Mailing address: Depuniamento de Micro-
biologia Molecular. Instituto de Biotecnologia. Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), Apdo. Posta) 510-3, Cuernavaca. Mo-
relos 62271, México. Phone and fax: (32) (73) 17-23-99, Electronic mail
~ address: vulle@ pbr322.ceingebi.unam.mx,

"
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incapuble of growing on ribose as the only carbon source, and
the wriple prs pvhk4 pykF mutant is capable of growing on ghu-
conate but incapable of growing on glucoese or ribose.
Cloning and sequencing of the E. coli pyk4 and pykF struc-
tural genes. Using PCR standard rechniques and primers spe-
cific for both of the two pyruvate kinase genes. we cloned these
two structural genes into plasmids. The nucleotide sequences
of both genes were obtained and were found 1o be almost
identical 10 the deposited sequences (GenBank release 86.0)
(data not shown). o '
Generation of pyk4 and pykF insertional inactivation mu-
tants, E. coli mutants altered in one or both pvk genes were
isolated afier insertional mutagenesis of the pykd4 or pvkF
gene, This was performed by using antibiotic resistance cas-
settes (Table 1). These insertional mutations were separately
integrated into the chromosome of E. coli ATCC 47002 (F~
recB21 reeC22 sbe-15 leu6 ara-14 his-4 A7) (8) and subse-
quently transduced into strain IM101 [supE thi A(lac-proARB)
(F' naD36 pro4B lacI8Z AM15)} or PB12 [same as JM101 but
A(ptsH-I-crr)kan; Gle™]. Chromosomal gene interruptions
were confirmed. in all cases, by Southern hybridization (data
not shown). ‘ o :
Effect of pyk and prs mutations on cell growth on glucose as
the only carbon source. To study the relative roles of the wo
pvk genes and their products in cell merzbolism. one or both -
genes were interrupted in the bacterial chormosome, Also.
because the PT system is the major source of pyruvate in £, coli -
(5), we isolated a mutant capable of glucose transportation
through the GalP permease (2), in a backeround strain that

~carries a deletion of the PT svsiem (a deletion mutant lacking

ptsH. pisl. and crr genes) (6). Using this prs Gle™ mutant PB12,
we separately incorporated each or both of the pvk muations
in this background. When these strains were grown in a 6-liter
fermentor with M9 medijum supplemented with glucose and
Casamino Acids (11). no differences in growth patterns were
observed for any of them: all grew as well as the parental strain
JM101 (data not shown), However, if the M9 medium used did
not contain Casamino Acids, interesting differences were ob-
served. In this tvpe of medium, all cultures of mutants and
parental strains reached the sume final optical density (daia
not shown). However, strains carnving pvk or pts mutations
presented different growth rates, reported here as the genera-
tion time (1,,) obtained during the exponential growth phase’
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FIG. 1. Metabolie ¢

(Table 1). Strains carrying the single p\kA or pvkF mutations,
in a wild- -pe (Pts™ ;. backvround showed a slight increase in

their 15 in comparizon with the paremal sirain. The ‘strain’

carrving the doublz mvkd pvkF mutation showed a 1, 40%
higher than that Ow-*‘r\ ed for JM101 (Table 1). The wild-tvpe
strain and the singlz pvk mutants needed 7 and § h, respec-

tively, to reach mh_\_:num cell density (data not shown), PB]" B

(pts Gle™) showed z 1,, of 106.4 min (S0%% higher than the 1,

obtained for the wilZ-tvpe strain and 40% higher than that for -

the strain carrving the mvk4 pvkF double mutation). The 1,
“obtained for the pis kA4 mutant (98.5 min) was similar 1o the
t; of the strain caring only the prs deletion, and this double
mutant also took the same time 10 reach stationary phase.
However, the intreduction of the pyAF mutation into the pis

rastin £ roh that sllow the synthesis of p\m\ate from different carbon sources. CoA, cosnzyme Al G}ucow(s P. c!ucmc 6- phowhu:e

(Gle™) background had tlu. strongest cﬁect in <lomna cell
arowth, This sirain showed a 'n of 141 min (an increase of
almost 140% over the 1, shown by the wild- -tvpe <lraln) Fi-
nally, as expected. the triple pis p\k-a PyYAF murant was inca-
pable of growing on f']LICOSc. as the onh carbon. source (I‘ablc

)

Measurements of the two pryruvate l\m‘me specaﬁc activities
in the gk and pts mutants on glncese as the only carben
source. The specific activities of both pyruvate isoenzymes
were measured for the wild 1vpe and the pyk and pts mutamis in-
the same set of experiments as those described above, by the
method reported by Malcov ati and Valentini (7). The results
presented in Table 1 show thut under these conditions. in the
wild-tvpe strain the 5pcc1ﬁc activity of the PykF enzyme W ‘19
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TABLE 1. 1,8, pyruvate kinase specific activities, and comparative growth on different carbon sources for the wild type and strains carrying
the pvk and pis mutations

Sp act (IUimg of protein)” Compuaralive growth on carbon

Strain (description) 1p Lmin)® sourcs
PvkF PvkA Glucose Ribose Gluconate

IMI0] (wild type) 588 = 210 042:003 0.026 = 0.002 e it I SN
PB22 (same as JM101 but pykd:car) 69.3 = 3,93 0.50 = 0,04 ND - — e A P

PB4 (same as JMI0! but pyvkF: ca:) 69.4 = 1.72 ND (.029 = 0.003 - - + st
PB23 (same as IMI01 but pykA;kan® pykFuicar) 2.2 =060 ND ND -— - - -
PB12¢ [same as JM101 but MpusH-f-crryikan: Gle™) 106.4 = 2.79 0,23 = 0.02 0.037 = 0.003 - + -

PB26 (same as PBIJ but pvkducar) 98,3 = 1.62 0.25 =003 ND e e -
PB27 (same as PB12 but pvhFucar) 141.0 = (.06 ND 0.042 = 0.004 - + -

PB28 (same as PBI12 but pvktucar pykFugen”) ND ND - ~ +

“ Datn are presented as the average of two o four independent measurements, Cultures were grown acrobically in a 6-liter fermentor in M9 medium supplemented

with glucose as the only carbon source. ND. not detected.

® The prowth response was observed after 48 h of cultivation at 37°C on minimal medium plutes supplemented with either glucose (10 mM), ribose (13 mM), or

Lluxomte (10 mM) as the only carhon source,

“ The chioramphenicol resistancs gene was obtuined. as a Smal fragment, from plasmid PCATI19 (1).
“ The kanamyein resistance gene was obtained, as a BamHI fragment. from p!asmld pNRS62 (13).

* An article giving a dz.sgnptmn and analvsis of this ssrain is in preparation (2}

/The gentamycin resistance gene wits obtained, as a Smal fragment. from plasmid pGMO!} (12).

more than 15 times higher than that of the PvkA isoenzyme,
When one of the two pvk genes was interrupted, the enzymatic
level of the remuining pyruvate Kinase was slightly increased.
Interestingly, strains with the prs background showed differ-
ences in both pyvruvate kinase specific activities in comparison
with those in the parental and single pvk backgrounds. In the
pts background. the PykF specific activity decreased from 0.42
1U/mg of protein (in the parental strain) to 0.25 IU/mg of
protein, On the other hand, the PykA specific activity in the pts
background increased slightlv over the level in the wild-tvpe
strain (Table 1).

The results presented thus far demonstrate that under the
growth conditions tested. with glucose as the only carbon
source, mutations in one or both pvk genes did affect cell
growth kinetics in strains with a functional PT system. These
effects were most obvious in the pykF pvid double mutant.
~ These results are in agreement with the proposition that E.
coli in fact needs both pyruvate kinases to reach maximal

~growth rates (Table 1). However, cuftures of the pvk murants -

ﬁnallv reached the same final optical density as did those of the
pqrental strain JMI101 (data not shown). One explanation for
these results could be that the PT svstem and the nwo pyruvate
kinase enzymes are coordinated in order to maintain a very low
level of PEP. an allosteric regulator of several glvcolvtic en-
zvmes and therzfore a key intermediate in the b:oumh;sxs of
pyruvate and glucose 6-phosphate.

A deletion of the PT svstem. on the other hand. caused a
strong increase in the generation time in comparison with that
of the parental strain. Interestingly. the PYkF specific activity
decreased 40 in the prs background compared with the ac-
tivity in the wild- -ype strain. while in the same background the
PvkA specific activity increased approximately by the same
percentage. Nevertheless, in the prs mutant, under these con-
ditions, the PyvkF specific activiry was still ewht times supenor
to that of PykA. :

In addition. it was obsen ed that both pyruvate kinase isoen-
zvmes maintained the same specific activities throughout the
exponential and stationary phases in- each parucular strain
(data not shown), These results suggest that both Pyk enzymes

“are important throughout the life evele of the' organism and not
only in a particular phas.

Fffects of pyk and pts mutations on cell g.rmath on other

carbon sources. When ribose. a non-PT system sugar, was used

as the only carbon source (Table 1), single pvk4 or pyAF mu-
tants were capable of growing on this sugar. However, the
strain carrying the double pvhkd pvhkF mutation was unable to
grow on ribose but capable of growing on gluconate, which is
catabolized through the Entn¢r-Doudoroff pathway to vield
pyruvate (3). The double pyk4 pvkF mutant did not grow on
ribose because it lacks the ability to produce pyruvate. How-
ever, if the E. coli strain carries onI\ one of the pvk mutations,
the strain is capable of growing on ribose because pyruvate is
synthesized via the remaining pyruvate kinase (Fig. 1). Finally,
it is important to notice that a pyk4. strain grew better than a
pykF strain with ribose as the only carbon source (Table 1).
Taken together. these results suggest that both pyruvate
kinase isoenzvmes have active roles i in pyruvate biosynthesis,
but it appears that the PvkF enzyme contributes to a greater
extent. Since pyruvate is a Key mte;madmtu in cell metabolism,
itis important for the bacterial cell to have several alternatives
to allow its synthesis. These differeat mechanisms are probably

differentially regulated in order to have adequatu responses o
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