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Dra. Elizabeth Ponce Rivas

Director de Tesis

Synechocystis sp. PCC6803 es el unico microorganismo fotoautotrofico del que se
ha secuenciado el genoma completo. El andlisis de secuencias realizado con el genoma de

la cianobacteria y las secuencias disponibles en los bancos de genes, Kaneko,et al (1997)

reportaron dos secuencias que potencialmente podrian codificar para la enzima piruvato

cinasa. Estas secuencias fueron denominadas pykF (sll1275) y pykF (sll0587) por la
homologia que existe con el gen de Bacillus stearothermophilus (47.4%) y Agrobacterium

vitis (43.1%), respectivamente.. En este trabajo se estudio el papel de la enzima(s) piruvato

cinasa de Synechocystis sp. PCC6803.
Los alineamientos realizados con las piruvato cinasas de diferentes organismos,

incluyendolas dos potenciales de la cianobacteria mostraron una alta conservacion de todas

ellas, principalmente en los sitios activos de la enzima y sitios de unién a iones. En

particular la proteina codificada por el gen pykF(sll1275), contiene una secuencia C-

terminal larga de 52 aminodcidos, similar a la presente en B. stearothermophilus (Sakai y
Ohta, 1993). Dado el parecido que presentan entre si y a que en la cianobacteria se

detectaron dos actividades’ diferentes de piruvato cinasa, una que requiere AMP como
activador (PykA)y la otra fructosa-1,6-difosfato (PykF), como sucede en EZ.coli, es que se

sugiere que la Pyk codificada por pykF (sll11275) probablemente presente caracteristicas

similares a la piruvato cinasa de B. stearothermophilus. La actividad de PykA de la .
cianobacteria llegé a ser hasta 250 veces mayor a la PykA de E. coli crecida en MM con

glucosa, mientras quela actividad de PykF de la cianobacteria fue 40 veces mayor la de
E. coli. La alta actividad observada en algunas condiciones de crecimiento implica una gran
disponibilidad de piruvato que puedeserutilizado para la biosintesis de compuestos de

interés biotecnoldgico. De esta manera,tantolosresultados del analisis de secuencias como

los de actividad enzimatica sugieren la presencia de dos piruvato cinasas diferentes en

Synechocystis sp. PCC6803, como se ha reportado también en la microalga Chlorella.
Con lo que respecta al crecimiento en presencia de luz blanca con glucosa, el

crecimiento fue 7 veces mayor queen loscultivos en luz azul con glucosa, difiriendo estos
resultados de lo reportado por Anderson y McIntosh (1991), que reportan un crecimiento

semejante entre los cultivos en luz blancay luz azul.

Palabras claves: Synechocystis sp. PCC6803, pykF(sl11275), pykF(sl10587) y piruvato

cinasa.

 



 

ABSTRACTof the Masters of Science project of YESSICA ARACELI MATAS RUIZ,
to obtain the MASTER OF SCIENCES degree in MARINE BIOTECHNOLOGY.
Ensenada, Baja California, Mexico. May of 2000.

“ROLE OF THE PYRUVATE KINASE ENZYME(S) ON CARBON
METABOLISM IN THE CYANOBACTERIAaairow

Abstract aproved by:
 

Ph D.Elizabeth Ponce Rivas

Thesis Director

Synechocystis sp. PCC6803 is a cyanobacteria the only photoautotrophic
microorganism of which genome has been completely sequenced. The analysis done carried
out with the cyanobacterial genome sequences and other Genbank sequences, Kanekoet al

(1997) reported two presumtive genes for the pyruvate kinase enzymes (Pyk). These
sequences were denominated pykF (sll1275) and pykF (sll0587) considered to the

homologies with the pykF genes of Bacillus stearothermophilus (47.4%) and

Agrobacterium vitis (43.1%), respectively. In this work we studied study the paper of

pyruvate kinase enzymesofSynechocystis sp. PCC6803.

The alignments were carried aout sequence of with the two pyruvate kinases from
different organisms, including the two presuntive pyk genes from the cyanobacteria,

showed a high conserved sequence conservation in all of them mainly in the activesites of
the enzyme and union sites to ions. In particular the protein codified by the gene pykF
(sll1275), contains a long C-terminal sequence of 52 amino acids, similar to the C-terminal
of B. stearothermophilus (Sakai and Ohta, 1993). Due to the similarity observed in these

two pykF genes and to the detection of two different Pyk activities, one of them requires

AMPlike activator (PykA) and the otherfructose-1,6-diphosphate (PykF)asin E. coli, it is
suggested that Pyk codified by pykF (sll1275) may have similar characteristics to the Pyk of
B. stearothermophilus. The activities detected for the cyanobacteria PykA and PykF
enzymes were up to 250 and 40 times higher to the activity reported for the respective

enzymes in £. coli cultivated in the minimun medium with glucose. The high activity
observed in some of the growth conditions suggest a great availability of pyruvate which be
used in the biosynthesis of compounds with biotechnological interest. The results analyses

of the pyk sequences and the enzymatic activity suggest the presence of two different

pyruvate kinase in Synechocystis sp. PCC6803, as it has been reported in the microalga
Chlorella.

Growth obtained in the presence of white light with glucose was seven times
higher to the growth observed in the blue light cultures with glucose, differing from the

reported by Anderson and Mcintosh (1991) that observed a similar growth between the
white light and blue light cultures.

Key words: Synechocystis sp. PCC6803, pykF (sll1275), pykF (sll0587) and pyruvate
kinase.
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I. INTRODUCCION.

Las cianobacterias también Ilamadas “algas azul-verde”son un grupo muy diverso

de procariotes Gram (-), capaces de realizar fotosintesis oxigénica al igual que los

cloroplastos de plantas y algas. A diferencia de las bacterias fotosintéticas purpuras y

verdes que utilizan H)S, las cianobacterias utilizan el HxO como donador de electrones

(Kaneko y Tabita, 1997). En general las cianobacterias son microorganismos

fotoautdtroficos obligados, aunque algunas cepas pueden crecer heterotréficamente

(Patterson, 1996). Sin embargo, estudios realizados en la cianobacteria Anabaena sp.

utilizando '4C-glucosa mostraron que la via metabélica preferencial en cianobacterias es la

via de pentosas fosfato (Carr y Whitton, 1982), la cual funciona comovia oxidativa para el

metabolismo de glucosa y como via reductiva para la fijacién del CO(Fig. 1 a y b).

Diferenciandolas de otros microorganismos como Escherichia coli (E. coli) que utilizan

principalmentela via glicolitica, donde el 70% de la Glucosa-6-fosfato es metabolizada por

la via Embden-Meyerhorf-Parnas (EMP) y el otro 30% de glucosa, es metabolizado por la

via de pentosas fosfato (Miller ef al., 1987) (Fig. 2).

Los intermediarios C3 provenientes de la via pentosas fosfato, son esenciales en la

sintesis de diferentes metabolitos. Entre éstos compuestos se encuentran los intermediarios

fosfoenolpiruvato y piruvato, los cuales intervienen en la ultima reaccién de la via EMP.

Por lo tanto, independientemente de la via metabdlica utilizada por los microorganismos

(glicolisis 0 pentosas fosfato) se tiene como ultimo intermediario el piruvato, que es

posteriormente catabolizado en la via TCA (Fig. 3). En cianobacterias el TCA es un ciclo

incompleto, ya que no contiene la enzima succinil-CoA sintetasa (Carr et al., 1969). Por lo

tanto, este es uno de los puntos de control importantes del metabolismo.
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Figura 1. Metabolismo de Pentosas Fosfato en cianobacterias. a) via Oxidativa y
b) via Reductiva (Carr et al., 1969).
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Fig. 2. Principales vias metabdlicas del carbono en Escherichia coli (Ponceet al., 1995).

 



 

Piruyato

Acetil-CoA
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t v CO2

Fumarato a-cetoglutarato
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seve

Figura 3. Ciclo de dcidos Tricarboxilicos (TCA) en cianobacterias

(Carr et al., 1969).

El piruvato es utilizado tanto en la biosintesis de aminodcidos como en la

generacién de energia metabdlica, via TCA (Miller et al., 1987; Valle et al., 1996). Una

fuente importante de piruvato es a través de la accién de las enzimas piruvato cinasa (Pyk),

las cuales catalizan la conversién de PEP y ADP a piruvato y ATP,en la etapa final de la

via glicolitica (Kayne, 1973).

La enzimarequiere un cation monovalente normalmente K” y otro catién bivalente

usualmente Mg” o Mn™ (Matteviet al., 1995), Ademas, el piruvato esta involucrado en

un gran numero de reacciones metabdlicas, teniendo gran importancia en la sintesis de

 



 

compuestos importantes para la célula como aminoacidos de la familia del acido glutamico

y Seido aspartico y la clorofila (Fig. 4) (Carr y Whitton, 1982), asi como de compuestos de

interés biotecnolégico como los carotenoides (Fig. 5) y el polihidroxibutirato. Los

carotenoides han acaparadola atencién por sus efectos antioxidantes y su uso comoaditivo

en dietas para aves y en granjas acuicolas, también han sido utilizados en suplementos

alimenticios (Bartley y Scolmik, 1989).

3-fosfoglicerato

CO,
2-fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato

t _—-  Acetilfosfato
PIRUVATO |

Oxalacetato Acetil-CoA

Treonina 1 Citrato
Metionina Aspartato |
Lisina

a-oxaglutarato

Citocromo a-aminolaevu- ‘
Clorofila linato ¢ Glutamato Arginina

Ficobilinas
Prolina

Figura 4. Metabolismo de compuestos derivadosdel ciclo reductivo de pentosas-

fosfato en cianobacterias (Carr y Whitton, 1982).

 



 

PIRUVATO
| Acetil-CoA Leucina

2 Acetil-CoA P Acetoacetil-CoA > B-OH-f-metil-glutaril-CoA

Mevalonato

Isopentenil pirofosfato <—» Dimetilalil pirofosfato

Esteroles

+ Farnesil pirofofato C-15
aEscualeno

Fitoeno C-40

B-Caroteno, a-caroteno y licopeno

Xantofilas

Figura 5. Biosintesis de carotenoidesa partir de Piruvato.

La mayoria de las especies bacterianas tienen una sola enzima de Pyk pero las

enterobacterias (EZ. coli y Salmonella typhimurium) presentan 2 isoenzimas denominadas

piruvato cinasa tipo I que es codificada por el gen PykF y piruvato cinasa tipo II que es

codificada por el gen PykA (Mattevi et al, 1995). Estas isoenzimas de E. coli

homotréficamente activadas por el fosfoenolpiruvato (PEP). En adicidén el tipo I es

heterotréficamente activada por fructosa-1,6-bisfosfato e inhibida por ATP y la isoenzima

_ tipo Il es activada por AMP azticares monofosfatos comoribosa-5-fosfato (Malcovati et

al., 1973; Mattevi et al., 1995).

 



 

En Saccharomyces cerevisiae existen dos genes de piruvato cinasa los cuales se

denominan pyk1 y pyk2. La isoenzima Pyk1 es activada por fiructosa-1,6-bifosfato y Pyk2

es insensible a éste efector (Boles et a/., 1998), pero su expresion esta sujeta a represidn por

glucosa (Boles etal., 1997).

En el caso de mamiferos se han encontrado cuatro isoenzimas diferentes de Pyk, la

isoenzima Mj, que esta presente en el musculo esquelético y que es diferente de las otras

tres formas en sus propiedades enzimaticas, ya que no presenta regulacion alostérica

(Noguchief al., 1986). La isoenzima Mp se encuentra en tejido adiposo, rifion y pulmones,

la L en higado y R eneritrocitos. Estas cuatro isoenzimas tienen propiedades cinéticas

diferentes reflejando los distintos requerimientos metabdlicosde los tejidos en los cuales se

expresan preferencialmente, es decir, que son reguladas de manera tejido-especifico

(Muirheadet al., 1986).

La expresion de las isoenzimas Pyk en mamiferos es de particular interés, ya que

Mi y M2son codificadas por un solo gena partir del cual se generan dos diferentes RNAm

por empalme diferencial (Consler et al., 1989). Analogamente, las isoenzimas L y R, son

codificadas por el gen L dando dos RNAm (Muirheadef al., 1986; Noguchiet al., 1986).

Hasta la fecha se ha determinado la estructura tridimensional de Pyk en la forma

no alostérica del musculo de gato M1, en la Pyk del musculo de conejo y enla Pyktipo I de

E. coli (Mattevi et al., 1995). Asimismo, se cuenta con las estructuras de Saccharomyces

cerevisiae (Burke et al., 1983), Trypanoplasma borelli (Ernest et al., 1994), Tripanosoma

brucei (Emest et al., 1998), Nicotiana tabacum y Leishmania mexicana (Blakeley et al.,

1995).

Uninterés adicional para el estudio de las piruvato cinasas surge de su variabilidad

en el eritrocito humano. Asi, la deficiencia de la piruvato cinasa en el eritrocito es la causa

 



 

mas comin de la anemia hemolitica hereditaria no esferocitica (Kayne, 1973).

La piruvato cinasa es usualmente un homotetramero con aproximadamente 500

aminodcidos por subunidad, que ha sido aislada en diferentes organismos tanto en

procariotes como en organismossuperiores (musculo de gato, musculo depollo, higado de

rata ). A diferencia de lo anterior en Schizosaccharomyces pombe y Zymomonas mobilis

aparentemente son homodimeros y no son reguladas alostéricamente por la activacion de

azucares fosfato (Steiner et al., 1998).

La Pyk, ademas, suele tener otras funciones adicionales en £. coli como: la

actividad de ATPasa dependiente de ATP, la de proveer nucleotidostrifosfato bajo ciertas

condiciones anaerdbicas en adicién a la formacién de piruvato, tanto en E. coli como en

Pseudomonas aeruginosa (Saeki et al., 1974). Asimismo, es capaz de llevar a cabo la

fosforilacién de glicolato dependiente de ATP y la descarboxilacion del oxalacetato en el

musculo del bacalao (Kayne, 1973; Creighton y Rose, 1976).

 



 

Il. ANTECEDENTES.

Aunque las cianobacterias constituyen una inmensa fuente de metabolitos tinicos,

solo algunas han sido estudiadas intensamente o explotadas comercialmente. La mayoria

de los trabajos realizados en cianobacterias han estado dirigidos o enfocados

principalmente a estudios sobre la fotosintesis o la fijacion de nitrégeno por lo que existen

muy pocostrabajos sobre el metabolismo del carbono (Patterson, 1996).

Solo pocas especies han sido estudiadas biotecnolégicamente, ya que solo en ciertas

especies es posible llevar a cabo manipulaciones genéticas utilizando transformacién

integrativa o plasmidos de replicacién auténoma (Ferino y Chauvat, 1989). Un ejemplo

claro de las especies mas utilizadas con estos fines son las cianobacterias unicelulares

Synechococcus sp. PCC7942 y Synechocystis sp. PCC6803 que son transformables

naturalmente con ADN exdgeno (competentes naturales). Ademas, la cianobacteria

Synechocystis sp. PCC6803 es capaz de crecer fotoheterotréficamente en presencia de

glucosa, también se ha visto que aparte de crecer en luz blanca también puede crecer en

presencia de luz azul, activando su metabolismo heterotréfico y la divisién celular

(Anderson y McIntosh, 1991).

Su mayor punto de regulacion en el flujo del carbono se lleva a cabo a nivel de la

glucosa-fosfato-deshidrogenasa mediante la inhibicién por NADP", ribulosa-1,5-bifosfato

dentro del ciclo oxidativo de pentosas fosfato (Anderson y McIntosh, 1991).

El genoma de Synechocystis sp. PCC6803, ya ha sido completamente secuenciado

(Kaneko et al., 1996), siendo el primer reporte del genoma de un organismo

fotoautotréfico. Este se encuentra depositado en el banco CianoBase (Kaneko y Tabita,

1997).
 



10
 

Al realizar un andlisis de las secuencias del genoma de Synechocystis sp., en busca

del gen que pudiera ser el potencialmente codificara para la enzima piruvato cinasa, se

observ6 que hay dos secuencias que tienen homologia con el gene pykF, uno con Pyk de

Bacillus stearothermophilus y el otro con Pyk de Agrobacterium vitis, denominados en la

cianobacteria como py&F(sll11275) ypykF (sl10587), respectivamente (Kanekoef al., 1996).

Un analisis de la secuencia de su genoma contra las bases de datos disponibles

realizado por el grupo de Kaneko y Tabita (1997) mostré que 3,168 genes potencialmente

codifican para proteinas, siendo que solo el 4.6% de su genomahasido clonadoy el 39.6%

presenta similitud con genes reportados para otros microorganismos. El 45.0% no presenta

similitud aparente con ninguno de los genesregistrados en los bancos de secuencias.

En otras cianobacterias como Synechococcus sp. PCC 7942 (Anacystis nidulans R2)

y Anabaena sp se han estudiado algunos genes involucrados en el metabolismo del

carbono. Por ejemplos el gen rbc que codifican para la ribulosa-6-bifosfato carboxilasa, el

gen ccm que es una proteina encargada del transporte del carbén inorganico, el gen ndhB

que codifica para la NADH deshidrogenasa y el gen rca que codifica para la ribulosa-1,5-

bifosfato activasa (Gibson y Tabita, 1996). En Synechocystis sp. PCC 7942, se ha clonado

y secuenciado el gen gnd que codifica para la gluconato-6-fosfato deshidrogenasa (Broedel

y Richard, 1990). Asimismo,se ha realizado la caracterizacion del gen zwf que codifica

para la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Scanlan et al., 1995) asi como del gen ppc que

codifica para la fosfoenolpiruvato carboxilasa (Kodaki et al., 1985) en Nostoc sp. ATCC

29133.

En Anabaena sp. PCC 7120 se ha sobreproducido el gen que codifica para la

ribulosa-bifosfato carboxilasa/oxidasa en E. coli y se ha llevado a cabo la clonacién,

secuenciacién y sobreexpresién de éste mismo gen en una cianobacteria termofilica
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(Noguchiet al., 1986). También se ha clonado el gen narC (nitrato reductasa) por medio

de ensayos de complementacién en E£. coli (Kuhlemeier et al., 1984), asi como la clonacién

del gen cya que codifica para la adenilato ciclasa en Anabaena cylindrica (Katayamaetal.,

1995) y la clonacién y expresion del gen que codifica para ADP-glucosa-pirofosforilasa en

Anabaena sp. PCC 7120 (Charng, 1992).

Particularmente, en Synechocystis sp. PCC 6803 se han estudiado algunos genes que

intervienen en el metabolismo. Entre los genes que han sido clonadosse encuentran el gen

gdhA que codifica para NADP-glutamato deshidrogenasa (Chavezet al., 1995) y el gen tal

que codifica para la transaldolasa, la cual es una enzima de la via oxidativa de las pentosas

fosfato y que tiene una identidad del 78% con las transaldolasas de E. coli (Kohleret ai.,

1996). En el gen btpA que codifica para la sacarosa fosfato sintasa ya ha sido clonado,

secuenciado y expresado, teniendo como relevancia que es el primer gen que se ha

identificado y caracterizado en procariotes (Curatti et al., 1998).

La glucosa exégena que es metabolizada en la cianobacteria A. variabilis

contribuye en un 46 % del peso seco total. Esta cianobacteria es la nica en la que setiene

reportado un procedimiento para determinar la actividad de la enzima piruvato cinasa. La

Pyk detectada es activada por fructosa-1,6-fosfato (F1,6F) y no tiene comportamiento

sigmoidal como la Pyk de £. coli. La enzima es similarmente activada por fructosa-6-

fosfato, glucosa-6-fosfato y citrato. Esto confirma la presencia de ésta enzima en

cianobacterias (Pearce y Carr, 1969).

Se han lIlevado a cabo otros estudios en los genes de piruvato cinasa en otros

microorganismos. Entre ellos destacanlos estudios de clonacion del genpykA y pykF de E.

coli, donde ademas se han construido y analizado las cepas mutantes en el ADN

cromosomal con uno o ambos genes de Pyk interrumpidos por medio de marcadores de
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resistencia a antibidticos (Ponce et al., 1995). En cuanto a su papel en la formacion de

piruvato, crecimiento celular y consumo de glucosa, se ha demostrado que bajo ciertas

condiciones (medio minimo con glucosa), la mutante en uno de los genes pyk no tiene

efectos en el crecimiento celular y en el consumo de glucosa. Sin embargo, la doble

mutacioén pykApykF provoca una disminucién en el consumo de glucosa y produccién de

acido acético, Esto es importante debido a que los cultivos de £. coli pueden ser mejorados

por la reduccién de la acumulacién de acetato (Ponce, 1996), ya que este es un potente

inhibidor del crecimiento celular de E. coli. Ademas, se sugiere que en la presencia de

glucosa la Pyk tipo I pareceria tener un papel mas importante en la sintesis de piruvato que

la Pyk tipo II (Ponce etal., 1995).

Los andalisis enzimaticos, tanto para PykA y PykF mostraron valores muy similares

de actividad especifica a lo largo de toda la curva de crecimiento. Sin embargo, la

actividad especifica para la enzima PykF de la cepa silvestre fue 15 veces mayor que lo

obtenida para la isoenzima PykA al utilizar medio minimo con glucosa como tnica fuente

de carbono.

Las cepas con mutaciones en los genes pyk muestran velocidades de crecimiento

menores a las cepassilvestres, sin embargo todas llegan a una densidad optica final muy

similar, lo que mostré que la cepasilvestre de E. coli requiere de ambas piruvato cinasas

para alcanzar las maximas velocidades de crecimiento, por lo que ambas enzimas parecen

jugar un papel importante en el metabolismo del carbono. Por otro lado, los estudios

realizados por Ponce, ef al. (1995) mostraron que las mutantes en PykA, PykF en

combinaciénconpts no presentan produccién de acetato.

En otros microorganismos como Corynebacterium lactofermentum también se ha

clonado e inactivado el gen pyk por mutagénesis especifica y complementacién (Gubler et
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al., 1994). Es importante notar que los mutantes en piruvato cinasa aisladas en éste

organismo al igual que en £.coli, presentan la caracteristica de ser incapaces de crecer en

medio minimo que contiene ribosa como unica fuente de carbono.

En Bacillus subtilis, se realizé la interrupcién del gen de la enzima piruvato cinasa

(pykA) por la insercion de un marcadorde antibidticos a nivel cromosomal. La clonacién

de éste gen, se Ilevé a cabo por la complementacion en la cepa de £. coli mutante en

piruvato cinasa, con unabiblioteca gendmica de B. subtilis (Mufioz et al., 1997).

Ademas se han identificado dos formas diferentes de la Pyk en los plastidos de

Ricinus communis (ricino) y Nicotiana tabacum (tabaco) denominadas como PK,A y

PK,G. En R. communis los genes son codificadas por un solo gen y se expresan en

endosperma de la semilla en germinacién y en desarrollo, asi como en la raiz pero no se

encuentra presente en la hoja. En N. tabacum ambas formas son expresadas en semillas en

desarrollo pero no en tejidos maduros y son codificadas por genes diferentes (Blakeley et

al., 1995).
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Ill. JUSTIFICACION.

La mayoria de los estudios que se han realizado a la fecha en cianobacterias han

estado dirigidos hacia la fotosintesis y la asimilacién de nitrogeno. Porlo tanto, existen

pocosreportessobre el estudio de genes del metabolismo del carbono en cianobacterias, y

los pocos que hay se han realizado principalmente en las cianobacterias Synechococcus sp.

PCC 7942 y Anabaena sp. El estudio de genes que codifican para las enzimas claves, como

el gen que codifica para la piruvato cinasa son importantes ya que esta enzima controla el

flujo del carbono hacia otras vias metabdlicas, dado que el piruvato es el ultimo

intermediario de las vias basicas del metabolismo, y es utilizado para la sintesis de

aminoacidos y otros intermediarios metabélicos. También este es un punto importante de

formacién de energia.

La cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 cuenta con la facilidad de

transformacién y crecimiento heterotréfico en presencia de glucosa, dandola posibilidad de

llevar a cabo estudios en oscuridad, aparte de la presencia de luz y utilizar una fuente de

carbono adicional. Ademas ya se han desarrollado metodologias moleculares para facilitar

el estudio de genes y se cuenta con plasmidospara llevar a cabo la manipulacion del ADN

en ésta cianobacteria. Ademéas esla tnica cianobacteria de la que se ha secuenciado todo

su ADN gendmico.

La mayoria de los genes de esta cianobacteria que son potenciales para codificar

proteinas funcionales, han sido determinadas tmicamente por homologias con secuencias de

genes conocidosde otros microorganismos.

En este sentido este proyecto pretende determinar si las dos secuencias potenciales

de codificar para la enzima de piruvato cinasa, realmente codifican para estas enzimas

comolo sugieren el andlisis de secuencias del genomade esta cianobacteria.
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De encontrarse que los dos genes codificaran para la piruvato cinasa en éste

microorganismo,seria el primer ejemplo de un microorganismo fotdtrofo que presenta mas

de un gen de piruvato cinasa.
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IV. OBJETIVOS.

IV.1. OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el papel de la enzima(s) piruvato cinasa de Synechocystis sp. PCC 6803 en

el metabolismocelular.

IV.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Llevar a cabo el analisis de las secuencias de genes de piruvato cinasa (Pyk)

depositados en bancosdedatos.

2) Clonar los genes potenciales de Pyk de Synechocystis sp. PCC 6803.

3) Implementar la metodologia de medicién de la actividad de la enzima Pyk para

Synechocystis sp. PCC 6803.

4) Determinar la actividad de Pyk en cultivos de la cianobacteria realizados en diferentes

condiciones de crecimiento.
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V. MATERIALES Y METODOS.

v.1 ANALISIS MOLECULAR.

1) Andlisis de comparacién de las secuencias de pykF (sll1275 y sll0587). Este

andlisis se realizo con el propdésito de determinar el grado de similitud existente entre las

piruvato cinasas de Synechocystis sp. PCC 6803 con la de otros organismos. Diversas

secuencias de Pyk comolas de E.coli, H. sapiens y N. tabacum se obtuvieron de bancos de

datos como el GenBank. A partir del banco CyanoBase (www.kazusa.or.jp), se obtuvieron

las secuencias de los dos genes que potencialmente codifican para pyk de Synechocystis sp.

PCC 6803. Las secuencias de aminoacidos obtenidas se alinearon entre si utilizando el

programa Megaling del Dnastar. Elfiltro utilizado para los alineamientos fue PAM250. A

partir de éstas misma secuencias se realizO un andlisis filogenético utilizando el mismo

paquete de computo.

2) Analisis de restriccién tedrico de los genes de pyk. Las secuencias de los genes

que potencialmente podrian codificar para pykF(sll1275) y pykF(sl110587), se obtuvieron

del banco de genes CyanoBase. Estas se importaron al programa Dnastar, para realizar el

analisis de restriccién tedrico. A partir de la lista de las enzimas derestricciény lossitios

de corte para cada uno de los genes, se seleccionaron las enzimasa utilizar para el andlisis

experimental.

3) Extraccién de ADN cromosomalde Synechocystis sp. PCC 6803. Se siguid la

metodologia descrita por el laboratorio la Dra. Golden para esta especie (comunicacién

personal). Se tomaron 10 ml de cultivo en medio BG11 con una densidad dptica de 0.25

(Abs 730nm). Sé resuspendieron en 500 pl del buffer SE (0.125 M de NaCl, 0.05 M de
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EDTA pH 8). Después se centrifugé por 5 min a 14,000 rpm y se resuspendio en 340 ul

del Buffer de Lisis (25% de sacarosa, 50 mM de Tris, 100 mM de EDTA pH8) y 5 pl de

lisozima (2 mg/ml). Se dejé incubar a 37°C por 1 hr. Después se adicionaron 8 1] de

Sarcosil al 25% y 2 ul de proteinasa K (10mg/mL), se incubé a 55°C por 30 min. Se

adicionaron 55 pil de NaCl 5 M y 45 pil de CTAB al 10%, y se dejé incubar a 65°C por 10

min, Después se lavé con 500 pl de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 y se centrifugé por

5 min a 14,000 rpm. La fase acuosasetransfirid a otro tubo con 500 pl de fenol y se

realiz6 una segunda extraccién con el cloroformo/alcohol isoamilico. Posteriormente se

adiciond 5 ttl de RNAsa y se dejé incubar a 37°C por 30 min, precipitando con 2

voliimenes de etanol absoluto. Por ultimo se lavé con etanol al 70%, se secd en el

VACUFAGUEdurante 15 min a 30°C y se resuspendié en 50 pl de buffer TE (10 mM de

Tris.Cl, pH 7.4 y 1 mM de EDTA,pH8.0).

4) Analisis de restriccién experimental. Este andlisis se Ilevé a cabo a partir de

los productos de PCR. Lospasosa seguir para este proceso se describen a continuacién:

4.a) Amplificacion de los genes pykF (sll1275 y sll0587) por medio de la

reaccion en cadenadela polimerasa (PCR).

Disefio de los oligonucleétidos (primers) para PCR. Los oligonucledtidos que se

utilizaron para amplificar cada uno de los genes pykF fueron disefiados a partir de las

secuencias depositadas en CyanoBase. Losoligos del grupo I (tabla I), se disefiaron de tal

manera que al amplificar las secuencias de los genes pyk quedaran en fase de lectura con el

gen de LacZ del plasmido pUC19 (Biolabs 96-97).
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Tabla I. Secuencias de los diferentes oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de

GRUPO NOMBRE SECUENCIAS(5’-3’)*

cada uno de los genes pykFsll1275 y pykF(sll0587) de Synechocystis sp.
PCC6803.

CARACTERISTICAS

 

GGA-ATT-CCA-CCA-ACC-AGG-

 

Amplifican el gen

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

    

small CTA-GAA-TGG pykF(sil1275)
CCC-AAG-CTT-TAT-GCA-AAC- completo.

HINDEEIFOR GTC-TCC-CCT-TC Fragmento de 2047 pb
I CGG-GAT-CCC-GCA-TAA-TCC- Amplifican el gen

BANOTEREN CTA-ACA-AAG-CGG pykE(sil0587)
CCC-AAG-CTT-AGT-GCC-AGC- completo.

muna CCT-GAT-TAA-CC Fragmento de 1500 pb
CCC-AAG-CTT-GGT-GGA-GGA-

BESEOE. AGT-GGA-CAC-TG
GGA-ATT-CAA-CCC-ACA-ATG-  Oligonucledtidos

Il BEATE ACC-GGC-ACC internos para ambos

CCC-AAG-CTT-GCA-TGA-ATG- genes Pyk.

aneSE TGG-CCC-GGC-TG Fragmento de 1200 pb
GGA-ATT-CTC-CCG-CAG-TAG-

EBS87REV TAC-CTC-CGC
F275F-FOR GGA-ATT-CTC-CCA-AGC-GGA- Amplifican a

AGC-CAG-TC PykF(sll1275) a partir
DOISE-REV GGA-ATT-CGC-CAT-GCG-CCC- de 1038 pb a 2058 pb.

Il CAC-CAA-C Fragmento de1010 pb

GGA-ATT-CCT-GAT-CTG-CCG- Amplifican a
ES87E-FOR GTC-ATT-GC Pyk(sI10587) a partir

GGA-AAT-CGC-ATA-CCT-AAC- de 676 pb a 1500 pb.
Eee AAA-GCG-G Fragmento 824 pb
 

* La Tm delos oligonucledtidos fue calculada con la formula: 2X(A+T) + 4X(C+G)

En el extremo 5’ y 3’contienen secuencias que son reconocidas por las enzimas de

restriccion EcoR I, Hind Ill 0 Bam HI. Estossitios de restriccién permiten clonar mas

facilmente los productos de PCR en vectores de clonacién. Ademas se realizaron diferentes

disefios de oligonucledtidos para llevar a cabo varios ensayos de clonacién, grupoII y III de

oligos (Tabla I).

Amplificacién por PCR. Ambos genes fueron amplificados a partir del ADN

cromosomal de Synechocystis sp. PCC 6803, el cual se utiliz6 como templado. Después
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del paso de desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min, se llevaron a cabo 30 ciclos de

amplificacién. Las temperaturas y periodos de tiempo usados en cada ciclo fueron los

siguientes: 94°C por 30 seg, 60°C por 30 seg y 72°C por 2.30 min y un solo ciclo a 72°C

por 10 min. El contenido de la reaccion fue: 37.75 ul de agua, 5 yl del buffer 10X, 1 pl de

dNTP’s, 0.5 pl de los oligonucledtidos en una reaccion final de 50 pl. Los productos de

PCRse corrieron en un gel de electroforesis al 1.2% tomando 5 11 de ADN de un volumen

total de 50 pil y posteriormentese purificaron por el método fenol:cloroformo reportado en

Sambrook,et al. (1989).

4.b) Digestién de los productos de PCR. Para la digestién de los productos de

PCR amplificados con los oligos del grupo I, se utilizaron 5 pl para cada uno de los

productos de PCR, 2 U de la enzima EcoR V para el caso de la pykF sll1275 y 5 U de la

enzima Cla I para lapykF sll0587. La reaccion final fue de 20 pl. La incubacion sellevé a

cabo a 37°C por 1.30 hrs. Posteriormente los 20 11 fueron corridos electroforéticamente en

un gel de agarosa al 1.2%.

5) Clonacién de los genes pykF de Synechocystis sp. PCC6803 en pUC19. Para

llevar a cabo la clonacién de los genes pyk que potencialmente podrian codificar para la

enzima piruvato cinasa dentro del sitio de clonacién miultiple del plasmido pUC19

(BioLabs, 96-97), se utilizaron los productos de PCR amplificados con los oligos presentes

en la tabla I que fueron purificados por el método fenol:cloroformo reportado en Sambrook

et al. (1989). La clonacién se realiz6 por separado para cada uno de los genes pyk y para

ello se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:

5.a) Digestién de los productos de PCR. Serealizé la digestion preparativa para

cada uno de los productos de PCR bajo la siguiente reaccion: 100 pl de agua, 16 tl del
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Buffer, 40 pil del plasmido pUC19 y 2 j11 de las enzimas correspondientes en un volumen

total de 160 yl. La digestion se Ilevo a cabo por 3 hrs a 37°C. Las enzimasutilizadas se

muestran enla tabla II.

Tabla II. Enzimas utilizadas para la digestidn de los genes pykF amplificados con cada

uno delos gruposde oligonuclestidos disefiados.

 

 

 

 

 

Oligos Gen Enzimas

sll1275 Eco RI

Hind Il

I sll0587 Bam HI
Hind Il

sll1275 Eco RI

Il 5110587 Hind IL

sl11275
Til Eco RI

sll0587      
La digestién se realizé en un gel preparativo de agarosa al 1.2%, después se

cortaron los fragmentos con los tamafios correspondientes a las amplificaciones por PCR

bajo luz UV (tabla I) y se purificaron por el método de fenol congelado (Sambrookef al.,

1989).

5.b) Emsayos de ligacién. Una vez purificados los fragmentos digeridos, se

llevaron a cabo los ensayos de ligacién con el plasmido pUC19, el cual fue previamente

linealizado, es decir, fue digerido con las mismas enzimas que se utilizaron para los

productos de PCR que corresponden a los genes pyk. Para llevar a cabolas ligaciones se

realizaron las siguientes reacciones:
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a) Para el genpykF(sll1275):

 

 

 

 

 

   

Tubol Tubo2 Tubo3 Tubo4

pUci9 3 wl 3 ul 2 wl 2 ul

pykF 1275 4 ul z = -

Buf. Ligasa 2 ul 2 ul 2 ul 2 pl

H,O 10 pl 14 ul 16 pl 15 pl

Ligasa 1 pl 1 ul - 1ul

20 ul 20 pl 20 pl 20 ul 
b) Para el gen pykF(sll0587):

Tubol1 Tubo2 Tubo3 Tubo4
 

 

 

 

 

pUCc19 3 yl 3 ul 2 ul 2 ul

pykF 0587 8 ul - z 2

Buf. Ligasa 2 ul 2 ul 2 ul 2 pl

H,0 6 wl 14 pl 16 pl 15 ul

Ligasa 1 pl 1 ul zs 1 pl
     20unl 20ul 20m 20u!

Las reacciones se incubaron durante toda la noche a 16°C. Cada una de las

reacciones anteriores se purificaron, precipitaron y resuspendieron en 20 pl de agua

destilada (Sambrooket al., 1989).

6) Técnicas del ADN en E.coli. Segtin lo reportado por Sambrookef al. (1989),

se llevé a cabola tranformacién con los 20 1 de la reaccién de ligacién en 50 ul de células

competentes de E. coli JM101 preparados segtin la metodologia de Ausbel ef al., 1992.

Después se platearon en medio de cultivo LB (1 gr de Triptona, 0.5 gr de extracto de

levadura, 1 gr de NaCl),agar al 1.5%. Debido a que el plasmido pUC19 (Biolabs, 96-97)

contiene al gen /acZ y el gen deresistencia a ampicilina se le adicioné al medio de cultivo

sélido 20 mg/mL de Ampicilina, 20 mg/mL de X-Galactosidasa y 10 mg/mL de IPTG
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(isopropil B-D-tiogalactopiranosidasa) para poderseleccionar colonias por color (blanco o

azul) y por resistencia al antibidtico. Algunas de estas colonias se seleccionaron para

continuar con la purificacién plasmidica. El ADN plasmidico fue digerido bajo las mismas

condiciones mostradasen la seccionS.a.
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V.2 ANALISIS FISIOLOGICO.

1) Organismo y condiciones de cultivo. Se utilizd la cianobacteria unicelular

Synechocystis sp. PCC 6803. El crecimiento se realizé en matraces de 1 Lt con 900 mL de

medio de cultivo BG11 por triplicado en cada una de las diferentes condiciones de

crecimiento que fueron con y sin glucosa al 5 mM enpresencia de luz blancafria, luz azul

o en oscuridad. Los cultivos se mantuvieron a una T° de 25°C. El medio BG11 contiene

porlitro: 1 mg de EDTA,6 mgdeacido citrico, 1500 mg de NaNO3, 40 mg de Kz,HPOs, 75

mg de MgSOx,.3H20, 36 mg de CaCl:.2H,O, 20 mg de NazCO3.H20, 6 mg decitrato de

amonio férrico. Micronutrientes por litro: 2.86 g de H3B03, MnCl. 0.39 g de 4H20, 0.049

g de Co(NO3)2.6H20 y pH 7.4 (Allen, 1968). La iluminacién fue con luz blanca por medio

de lamparas de luz fluorescente (50 WE-s"-m7); con fotoperiodo (ciclos de 12 hrs de

oscuridad y 12 hrs de luz), y también se utilizaron lamparas fluorescentes de irradiacién

azul, General Electric Blue-green F40B (pico de emision de 440 nm). En el caso de la luz

azul, se utiliz6 un matraz expuesto una semana antes bajo éste tipo de luz, el cual fue

utilizado para inocular a los matraces experimentales a una densidad dptica de 0.05 (Abs

730 nm). La D.O. de 0.05 fue a la que iniciaron todos los cultivos. Los cultivos con luz

azul recibieron la misma intensidad de luz que los cultivos con luz blanca. Las distancias

de los matraces fueron ajustados de manera que se tuviera la mismairradiacién total (50

uE:s'-m”), la cual fue medida al centro de la base de los matraces con un Biospherical

Instrument QSL-100 cuantos.metro (Sanchez y Voltolina, 1996). La agitacion de los

cultivos fue por burbujeo continuo deaire filtrado.

2) Caracterizacién de las cepa Synechocystis sp. PCC 6803. Se llevaron a cabo

cinéticas de crecimiento por duplicado en diferentes condiciones de crecimiento,
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que fueron en luz blanca, oscuridad y luz azul, cada una de ellas en presencia 0 no de

glucosa 5 mM (Anderson y McIntosh, 1991). 2.a) Ciméticas de crecimiento. Para evaluar

el crecimiento de los cultivos se tomé 1 mL de cultivo para cada una de las diferentes

condiciones antes mencionadas, cada 48 hrs durante 30 dias realizando cada medicién por

triplicado y se midié la densidad dptica a 730 nm en el espectrofotdmetro utilizando medio

BG11 como blanco (Anderson y McIntosh, 1991). Otra medida del crecimiento fue por

conteo de células que se realiz6 en un microscopio con el objetivo 10x y un

hematocitémetro (Neubauer de dos camaras) de 0.1 mm de profundidad recomendado para

contar microorganismos de (2 a 30 p de didmetro), cada una con un reticulo de 9 cuadros

de 1 mm porlado. Contandolas células de los cuadros de los extremos de ambas camaras

(8 cuadros en total). Para esto, se tomé una muestra de 1 mL se fijo con una gota de

solucién lugol, después se homogenizo las dos cémaras que contienen un portaobjetos. A

partir de una D.O. de 0.6 se realizaron diluciones de 1:100. Las células contadas fueron

divididas entre los 8 cuadros y multiplicada porla dilucién obteniendo ef numero de células

por mL (Paniaguaet al., 1989). 2.b) Determinacién de proteinas. Como otra forma de

cuantificar la biomasa asi como para poder determinar la actividad especifica de PK se

obtuvo el nivel de proteina de las muestras de 1 mL de cultivo que se tomaron cada 96 hrs

por triplicado, para cada una de las diferentes condiciones de crecimiento. La

determinacién se realiz6é utilizando el método reportado por Lowry et al., 1951, utilizando

albtmina de suero de bovino como estandar. 2.c) Medicién dela actividad de la piruvato

cinasa en Synechocystis sp. PCC 6803. Para realizar las mediciones, primero se obtuvo el

extracto en base a lo reportado por Carr et al. (1969) para Anabaena sp. que es el unico

reporte de medicién de actividad de Pyk en cianobacterias. Para ello se tomaron muestras

de 25 mL de cultivo por triplicado, para cada una de las diferentes condiciones de
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crecimiento cada 4 dias. Los 25 mL fueron centrifugados por 15 min a 3,500 rpm y

lavados con 10 mL de buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.0. Estos fueron centrifugados por 10

min a 3,500 rpm y resuspendidos en 1 mL de volumentotal del buffer anterior. Estas

muestras fueron congeladas a -20°C hasta su andlisis. Para llevar a cabo la obtencién del

extracto las muestras fueron sonicadas a 60 W por 3 periodos de 45 seg (manteniendose en

hielo), se centrifugaron a 10,000 g por 15 min a 4°C y se obtuvo el sobrenadante de color

verde oscuro que corresponde al extracto crudoa utilizar en la reaccion. La medicién de la

actividad de la piruvato cinasa se llevo a cabo por medio de una reaccién acoplada,

midiendo el grado de oxidacién del NADH)en la presencia de lactato deshidrogenasa a

temperatura ambiente. La reaccién contienia: 100 uM de Tris pH 7.6, 10 uM de MgCh, 50

uM KCl, 0.25 mM ADP y 5 pl del extracto crudo en un volumen total de 2.7 mL. Esta

reaccién fue mezclada para después adicionar 0.1 uM de fosfoenolpiruvato no saturado y

0.1 wl de lactato deshidrogenasa (30 unidades de actividad). Con la finalidad de determinar

en que concentracién de PEP obteniamos mayoractividad y determinar si el AMP y F1,6bF

activaban la reaccién. Ademas se realizaron varios controles para determinar si la(s)

enzimas Pyk de la cianobacteria eran activadas por efectores como el AMP o la Fructosa

1,6-bisfosfato como sucede en E. coli (Kayne, 1973). Para ello se adicionaron los reactivos

anteriores excepto PEP saturado (1 M), AMP y F1,6bF, 2) solo PEPsat, 3) PEPsat y AMP,

4) PEPsat y F1,6bF, 5) PEP sin saturar, 6) PEP y F1,6bF y 7) PEP y F1,6bF. La medicion

se realizé en el espectrofotémetro a 340 nm por 3 minutos (Pearce y Carr, 1969). Las

absorbancias obtenidas fueron graficadas contra el tiempo de reaccién cada una por

separado y se calcularon las pendientes de las rectas. A partir de la pendiente se calcularon

las actividades aplicando las formulas que se describen a continuacién.
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3) Férmulas para determinar la actividad especifica de piruvato cinasa. Para

calcular la actividad especifica de piruvato cinasa, se basé en las formulas aplicadas para

calcular la actividad de PykA y PykF en E£.coli, ya que presenta dos actividades diferentes

de Pyk y aparentemente Synechocystis sp. PCC6803 presenta también dos actividades. Por

tanto, se utilizé la formula PykA= Vc—Va y PykF=1.2(Vd—-Vb) donde, a= a la reacciénsin

PEP y ningtin activador (AMP o F1,6bP), b=PEP, c=PEP+AMP y d=PEP+F1,6bP. Para

calcular la actividad volumétrica de cada piruvato cinasas se utilizé la formula AV=(n.min™

'\qumoles.cm/6.22)(0')\(V£-Ve)(1/F), donde, m representa la pendiente (Abs 730 nm), / el

didmetro de la celda, Vf el volumenfinal de la reaccién, Ve el volumen de extracto y F el

factor de concentracién. El factor 6.22x10° M’'.cm‘lesel coeficiente de extincién molar

para el NADH,utilizado para convertir las absorvancia a moles de piruvato por minuto

(Malcovati y Valentini, 1982). La actividad volumétrica es reportado en umoles‘min’«ml.

Estos resultados fueron divididos entre la concentracién de proteinas para obteneractividad

especifica, reportandose en jumoles de piruvato formado/min.mg de proteina que equivale a

una Unidad Internacional de enzimapor miligramo de proteina (UI/mg de proteina).

4) Analisis estadistico de los resultados. Los resultados obtenidos de crecimiento

tanto de densidad dptica como ntimerode células al igual que la actividad especifica de las

enzimas PykA y PykF, se estimaron por medio de un andlisis de varianza de una via

ANOVA. Enlos casos que se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos,

se realiz6 una prueba “a posteriori” de Turkey por medio del programa “Statistica 5.0”

utilizando para todos los casos un a=0.05. Ademas las desviaciones estandares se

obtuvieron promediando los valores obtenidos que fueron por triplicado para todos los

datos presentadosen resultadosutilizando el programa Excel 2000.
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VI. RESULTADOS.

ANALISIS MOLECULAR.

1) Andlisis de comparaci6n de secuencias de piruvato cinasa.

Este analisis se realizé con el fin de determinar el grado de similitud existente entre

las secuencias de aminodcidos de las enzimas piruvato cinasa de Synechocystis sp. PCC

6803 conla de otros organismos.

Las secuencias seleccionadas que codifican para la enzima Pyk, fueron importadas

al programa Dnastar. Las secuencias proteicas utilizadas incluyen a los dos genes

potenciales que codifican para la enzima Pyk de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC

6803 y una variedad de organismos que va desde animales, plantas, protozoarios, hongos,

levaduras, bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Del alineamiento realizado obtuvimos una similitud de 41.1% al comparar la

secuencia de pykF (sll11275) ypykF (sl10587) de Synechocystis sp. PCC 6803. Al comparar

la similitud con las de E£. coli, se encontré que el gen pykF (sll1275) de la cianobacteria

tiene un 38.7% de similitud con pykF de E. coli y 36.1% con pykA. Por otro lado, el gen

pykF (sl10587) de la cianobacteria tiene una similitud del 39.2% con pykF de E. coli y 32.8

% con pykA. EI porcentaje de homologia entre los dos genes de pyk de la cianobacteria

Synechocystis sp. PCC 6803 es mayorentre si (41.1%) que al compararlos con el gen pykF

ypykA de E.coli (Fig. 6).

Con base al alineamiento de las secuencias de aminoacidos se observé que las

secuencias de pykF comparten sitios altamente conservados entre los diferentes organismos

alineados. Entre estas secuencias de alta conservacion se encuentra el sitio de union para

el cation monovalente K* (Lauglin y Reed, 1997) entre los aminodcidos 53-59 y 200-208

del gen pykF(sll1275) y entre los aminoacidos 76-84 y 224-232 del gen pykF(sl10587) (Fig.
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7), los cuales se mantienen altamente conservados entre las dos secuencias de

Synechocystis sp. PCC 6803 con respecto a E. coli, B. stearothermophilus y conel resto de

las secuencias alineadas.

La secuencia de unién para la fructosa-1,6-bifosfato también mostré una alta

conservacién entre todas las secuencias alineadas. Esta regién se encuentra entre los

aminoacidos 843-876 del gen pykF(sll1275) y 861-894 del gen pykF(sll0587) de

Synechocystis sp. PCC6803 (Fig. 7).

Otro sitio que también se encuentra altamente conservado es entre los aminoacidos

558-568 del gen pykF(sll1275) de Synechocystis sp. PCC6803 queesel sitio de union al

sustrato fosfoenolpiruvato.

Ademasse observé claramente que pykF sll1275 contiene una secuencia carboxilo

terminal larga de aproximadamente 86 pb en comparacién con la pykF sl10587 0 las de E£.

coli. Esta secuencia es similar al C-terminal que caracteriza el gen pykA de B.

stearothermofilus, el cual tiene una similitud mayor con pykF de E. col,i pero su actividad

es comparable con la enzima PykA deE. coli ya que es activada por AMP(Fig. 7).

Ademas dentro de la regién C-terminal de la proteina se encuentra una region

conservada entre diferentes especies de B. stearothermophilus y que también se encontré en

la secuencia pykF sll1275 de Synechocystis sp. PCC6803 entre los aminoacidos 1507 y

1538.

A partir del alineamiento anterior de proteinas, se realiz6 un analisis filogenético

donde se muestra alta homologia entre las piruvato cinasas considerando la variedad de

organismos que son comparadosen éste andlisis. Estos grupos de organismostienen altos

niveles de conservaci6n entre las secuencias conocidas de las enzimasglicoliticas.
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En este drbol filogenético se observan dos grandes grupos de enzimas. Las dos

secuencias de Pyk de la cianobacteria quedan en uno de los grupos junto con la de £. coli

tipo 2. El otro grupo incluye a las Pyk de Bacillus, Sacharomyces, las humanas y algunas

de plantas. Sin embargo, la Pyk de B. stearothermophilus present6 un mayorporcentaje de

homologia con la PykF(sll1275) (48.9%) que la que presentan los dos genes Pyk de la

cianobacteria (41.1%).
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Figura 8. Arbol filogenético de 27 piruvato cinasas de diferentes organismos. El
largo de cada brazo representala distancia entre pares de secuencias. El arbol

fue construido utilizando el programa de computo Dnastar opcién Megaling.
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2) Analisis de restriccién tedrico.

Con el propdsito de analizar las secuencias potenciales de codificar para las

enzimas Pyk de la cianobacteria se Ilevo a cabo el andlisis de restriccidn tedrico de los

genes. Este andlisis servira para poder corroborar los patrones de restriccién de los

productos amplificados por PCR, asi comoparala seleccién de sitios de corte tnicos para

realizar la interrupcién de los genes con marcadores de resistencia a antibidticos.

En lafigura 9 se observael analisis de restriccién para el gen pykF(sI11275) y en la

figura 10 el andlisis para el gen pykF(sll0587). A partir de estos datos, que se aprecian en

un mapasencillo con un listado de enzimas, se seleccionaron los sitios de restriccién o

enzimasparallevar a cabola digestién de los productos de PCR de cada uno de los genes.

Las enzimas que fueron seleccionadas tienen un sitio tnico de corte dentro de la

secuencia de cada unodelos genes. El gen sll1275 tiene un tamafio de 1926 pb para la cual

se seleccioné la enzima EcoR V, que reconoce la secuencia GATVATC(elsitio de corte

esta indicado con la flecha) cortando en la posicién de 1038 pb, dando lugar a dos

fragmentos: uno con el tamafio de 1038 pb y el otro de un tamafio de 888 pb (Fig. 9).

Asimismo para el gen sll0587 con un tamafio de 1602 pb, se selecciond la enzima Cia I,

que reconocela secuencia ATVCGATdandolugar a dos fragmentos: uno de 719 pb y otro

fragmento de 883 pb (Fig. 10). Ademas tambiénse utilizé la enzima ZcoR V con la cual se

obtuvieron los fragmento de 636 pb y 966 pb (Fig. 11), la cual es otra opcién de corte para

la interrupcién.
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Figura 9. Esquemadel analisis de restricciénteérico realizado en el programa
Dnastar para el gen pykF(sl11275) de Synechocystis sp. PCC6803.
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Figura 10. Esquemadelandlisis de restriccién por medio del programa Dnastar del
genpykF(sll0587) de Synechocystis sp. PCC6803.
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(a) pykF587 EcoRV Clal

|

| | | |

0 pb 636 719 1602 pb

(b) pykF275 EcoRV

| |
0 pb 1038 888 1926 pb

Figura 11. Esquemas de los dos genes pyk de Synechocystis sp. PCC6803 con los

tamafios de cortes con las enzimas seleccionadas EcoRV y Clal .

 



43
 

3) Extraccién de ADN cromosomal.

Para llevar a cabo la amplificacién de los genes potenciales de codificar par la Pyk

de la cianobacteria se realizé la extraccién de ADN cromosomal. Comose observa en la

Fig. 12, se obtuvo ADN cromosomal en buenas condiciones, teniendo una concentracién de

entre 300 y 400 ng/ul. Este ADN sirvié de templado para la amplificacién de los genes

pyk de la cianobacteria.

 

-—r”—tC—eC—=*CL

 

   
Figura 12. ADN cromosomal de Synechocystis sp. PCC 6803 en un gel de agarosa

al 1.2%.
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4) Analisis de restriccién experimental.

Para realizar éste andlisis, primero serealizé el disefio de los oligonucledtidos para

amplificar cada uno de los genes completos de pykF en Synechocystis sp. PCC 6803. Para

su disefio se analizaron los primeros 20 pb alrededor del codén de inicio y al final de la

secuencia. En el caso del gen pykF (sl11275) se obtuvo un oligo con un tamafio de 20 pb y

una temperatura de hibridacion (Tm) de 58° C. Este oligo se ubica al lado del codén de

inicio del gen y tiene una mayoria de bases G y C (ver materiales y métodos). Ademas en

la parte de inicio de 5'3' contiene una secuencia de reconocimiento para la enzima Hind

III, sitio que no se encuentra presente dentro de la secuencia del genpy&F ( sll1275).

Asimismo,el disefio del oligonucledtido reverso también presenta un tamafio de 20

pb y una Tm de 62°C y contieneel sitio de reconocimiento para la enzima EcoRI, ya que

esta secuencia no se encuentra presente dentro del fragmento del gen pykF de

Synechocystis sp. PCC6803.

Para el gen pykF (s110587) se disefié un oligo con un tamafio igual a los anteriores,

el cual tiene una temperatura de fusién de 62°C y un sitio de reconocimiento para HindIII,

mientras que el oligo para la cadena complementaria del gen tiene un tamafio de 22 pb, una

Tm de 66°C presenta unsitio de reconocimiento para la enzima BamH I (Fig. 10). Todos

estos sitios de reconocimiento para enzimas fueron con el fin de poder digerir el producto

de PCRy tener extremos cohesivos para poder clonarlos en un plasmido.

Una vez disefiados los oligonucléotidos se realizé la amplificacién de cada uno de

los genes por medio de PCR utilizando como templado el ADN cromosomal de

Synechocystis sp. PCC 6803.
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Losproductos obtenidos fueron un fragmento de 1602 pb para el genpykF (sl10587)

y uno de 1926 pb. Estos tamafios correspondena los tamafios tedricos esperados (Fig. 13).

 

 

   
Figura 13. Productos de PCR en gelde agarosa al 1.2%; marcador BstE II

(carril 1), amplificacién de pykF275 (carril 2) ypykF'587 (carril 3).

Unavez realizada la amplificacion se realizo el analisis de restriccién el gen pykF

(slll275) con la enzima EcoR V. Comose observa en el Fig. 14, con esta enzima se

obtuvieron los 2 fragmentos esperados uno de 1038 pb y otro de 888 pb. El gen pykF

(sl10587) fue digerido con la enzima Cla I obteniendo dos fragmentos con un tamafio de

719 pb y 883 pb. Asimismo fue digerido con la enzima EcoR V, resultando un fragmento

de 636 pb y otro de 966 pb.
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A partir del andlisis de restriccién para el gen pykF (sll0587) se observé que aunque

la digestién con la enzima EcoR V fue completa y de la enzima Cla I fue parcial, los

tamafios de los fragmentos fueron los esperados y cualquiera de las 2 enzimas podria ser

utilizadaparala interrupcion del gen.

 

2323

1264|

702he

 

 

 
 

Figura 14. Digestién de los productos de PCR: Carril 1 Marcardor BsfE IL, carril 2
pykF1275 digerido por EcoR V, carril3 y 4 pykF587 digerido con EcoRV

y Clal.

5) Clonacion de los genes pykF (sll1275 y sll0587) en el plasmido pUC19.

Con la finalidad de amplificar los genes completos de las dos secuencias de pyk se

analizaron las secuencias de los genes para encontrar el codon de inicio al igual que las
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bases de terminacién de los dos genes. Adicionalmente se buscéd que ambos genes

quedaran en fase de lectura con el promotor del plasmido. El tamafio del gen sll1275 es de

1926 pb y su codénde inicio es ATG, para el caso del gen sll0587, este tiene un tamafio de

1602 pb y su codén deinicio es GTG.

Los primerosoligos utilizados fueron los del grupo I (tabla I) que fueron disefiados

al igual que losoligos del grupoII y III con secuencias que son reconocidas por enzimas de

restriccién especificas, con el fin de amplificar un fragmento menorde los genes pyk por

PCR pero que conservaran lossitios de corte para enzimasderestriccion. Porlo tanto, los

productos amplificados fueron digeridos con las enzimas que reconocen esas secuencias

(tabla I), lo que produjo extremos cohesivos que son complementarios a los extremos

cohesivos obtenidos de la digestién del ADN plasmidico con estas mismas enzimas.

El primercriterio de seleccién de las células 0 colonias transformadas con el vector

de clonacién (es decir el plasmido pUC19 con el gen pyk unido al sitio de clonacién

multiple) fue el observar crecimiento de colonias blancas sobre las cajas de medio LB que

contenian IPTG, X-Gal y Ampicilina ya que las células que contienen al plasmido silvestre

presentaron una coloracién azul.

Las colonias seleccionadas fueron transferidas a cajas nuevas y a partir de éstas se

realiz6é la extraccién plasmidica de algunas colonias (Fig. 15). Como se observa en esta

figura si se obtuvé6 ADNplasmidico para el caso de las colonias transformadas con los dos

genes de pyk aunque a baja concentracion.

El control fue el ADN plasmidico pUC19 obtenido de colonias azules, el cual dio

un patrén un poco diferente a los anteriores.
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Figura 15. ADNplasmidicoa partir de las colonias transformadas con pUC19y los genes

pykF de Synechocystis sp. PCC6803. Carril 1 Marcardor BstE II, Carriles 2-4
pUC19 conel inserto de pykF(sl11275) , Carriles 5-7 pUC19 conpykF(sl10587)
y Carril 8 pUC19 silvestre.

Al realizar varias digestiones con las enzimas Hind II] y EcoR I por separado con el

fin de linealizar el plasmido, deberiamos de obtener un fragmento de un tamafio de 4733 pb

para el gen pykF(sll1275) y 4186 pb para el gen pykF(sll0587). Al correr el ADN

plasmidico no se observaron los fragmentos esperados porque el ADNse veia degradado.

Asimismo, se realizaron amplificaciones por PCR para éstas colonias con los oligos

especificos, sin embargo no se obtuvieron amplificaciones de ninguna de las colonias

transformadas.

Después de varias repeticiones con los mismos resultados anteriores se disefiaron

nuevosoligos que fueron los del grupoII (tabla I), los cuales amplificaban un tamafio mas
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pequefio (1200 pb) para cada uno de los genes en comparacion a las amplificaciones con

los oligos del grupo I (Fig.16). Esto se hizo conla finalidad de amplificar los genes sin los

sitios de regulacién (codén de inicio y las secuencias de terminacién), debido a que estas

regiones permiten expresar a los genes completos en £. coli y esta pudieraser dafiino para

la célula.

123456789 10
 

CeeeeS

1200 pb —>

 

  
 

Figura 16. Amplificacién por PCR de los genes pykF(sll0587) ypykF(sll1275) con

Los oligonuclestidos del grupo II, amplificando un fragmento de 1200
pb. Carril: 1 Marcardor Bs#E II, Carriles 2-6 sll0587 y los carriles 7-10
sll1275.

Antes de transformar la reaccién de ligacidén con estas nuevas secuencias

amplificadas de Pyk se corrid una muestra de ésta. Como se puede observar en la Fig. 17

en la reaccion de ligado de pUC19sin Pyk, que fue digerido con las enzimas EcoR I/Hind

Ill mostré el fragmento esperado de 2686 pb. La reaccién de ligacién con los genes de

pykF(sll1275) digeridos con las mismas enzimas anteriores mostraron un fragmento de
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1200 pb, obteniéndose los mismosresultados para pUC19 digerido con BamH I/Hind II y

el genpykF(sl10587).

En la reaccién de ligacién se observun patrén de bandeo, el cual nos indica que

huboligacién ya que el plasmido no puede ligarse por si mismo por los extremos rasurados

que resultaron después de la digestidn, por tanto el bandeo podria ser por las diferentes

posibilidades de unidn entre el plasmido y el genpyk, es decir, unién del extremo EcoR I o

Hind Ill con el gen pyk y enotros ligacién completa a pesar de que continia observandose

el fragmento del gen pyk en las reacciones deligacion.

 

3675 pb

1929 pb

 

 

  
Figura 17. Reaccién de ligacién. Carril 1: pUC19 cortado con EcoRI/Hindill,

Carril 2: pyk(sll1275), Carril 3: ligaci6n pUC19-pyk,carril 4: pUC19
cortado con BamHI/Hindill, Carril 5: pyk(sll10587) y carril 6: Marcador
BstEl.

Unavez confirmado que se estaba Ilevando a cabola ligacién entre pUC19 y Pyk se

continud bajo los mismoscriterios que en las transformacionesanteriores, y a partir de las
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colonias blancas se obtuvieron los ADN’s plasmidicos con tamafios iguales a los

experimentosanteriores.

La digestién se realiz6 con las mismas enzimas de restriccién para linearizar el

plasmido, donde se observaria un fragmento de 3886 pb para cada uno de los genes. Sin

embargo, al correr los ADN’s digeridos se clyserve degradacién de éstos ADN’s,al igual

que las digestiones de las transformaciones anteriores donde se utilizaron los

oligonuclétidos del grupo I. De igual manera estos ensayos se realizaron varias veces sin

buenos resultados. Debido a que en otros organismos se ha presentado la misma

problematica al intentar clonar los genes pyk (Mufioz, 1999 comunicacién personal) se

realizé un analisis de hidrofobicidad de la secuencia Pyk que se conoce como indice

antigénico de la secuencia.

Para ello se realizé el analisis de las dos secuencias en el programa DnaStar en la

opcién PROTEAN para el gen pykF(s111275), pykF(s110587) de Synechocystis sp.

PCC6803, el gen pykF de B. subtilis y pykA de E. coli (Fig. 18). En estos analisis entre

mayoresel indice antigénico mayor esla hidrofobicidad. Sin embargo, es menorel grado

de flexibilidad de la secuencia al igual que las regiones de doblez resultando asi proteinas

rigidas. En la Fig. 18 puede observarse que el indice antigénico (indicado porlos picos) es

alto a lo largo de ambas secuencias de la cianobacteria al igual que B. subtilis, En cambio la

enzima de E£.coli presenta un bajo indice antigénico con mayor grado de hidrofobicidad y

regiones de doblez en comparacién a la cianobacteria y B. subtilis, es decir, presenta una

proteinas masflexible.

Con el fin de disminuir el indice antigénico y de ésta manera que el gen sea mas

estable dentro de pUC19, se disefiaron nuevos oligonucledtidos que amplificaron a partir de
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1038 pb a 2058 pb (346-686 aminoacidos) para el gen sll1275 y de 676 pb a 1500 pb (225-

500 aa) para el gen sl10587.

Las amplificaciones obtenidas con los oligos del grupo II mostraron un tamafio de

1010 pb para el gen pykF (sll1275) y 824 pb para el gen pykF(sll0587). Estos se utilizaron

para los ensayos de clonacion en el plasmido pUC19 (Fig. 19).

 

pykF1275

pykF587

B. subtilis 
E. coli

 

 
Figura 18. Analisis de la secuencia proteica en el programa Dnastar (1994) en la opcion

Protean del genpykF(sll0587) y pykF(sll1275) de Synechocystis sp. PCC6803,
pykA de B. subtilis y pykA de E. coli. El nimero 1 indica donde inicia el

fragmento amplificado y el 2 donde termina.
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Figura 19. Amplificacién por PCR con los oligonucledtidos del grupoIII en agarosa al

1.2%. Carril 1: Marcardor BstE II, Carril 2: fragmento de 1010 pb del genpykF

(sll11275) y Carril 3: fragmento de 824 pb del genpykF(sl10587).

Alrealizar las digestiones del ADN plasmidico, no se obtuvo ningtin fragmento

debido a que éste ADN se degradé por completo, observandose un barrido en el gel de

agarosa al 1.2%. Este ADN plasmidico se utilizd como templado al hacer una reaccion de

PCR con los oligonucledtidos especificos del grupo III, de la cual no se obtuvo

amplificacién para ninguno de los dos genes de pyk. Probablemente el problema es una vez

que entra a la célula, ya que se observé (Fig. 17) que si ocurria ligacién entre el plasmido

pUC19 y cada uno de los genes pyk.
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ANALISIS FISIOLOGICO.

1) Cinéticas de crecimiento en diferentes condiciones decultivo.

Los cultivos de Synechoccystis sp. PCC6803 que estuvieron en presencia de luz

blanca con y sin glucosa alcanzaron una densidad 6ptica final de 10.003 (801.31x10°

cel.ml")y los cultivos sin glucosa 7.77 (581.65x10° cel.ml”).

Como puede observarse en la Fig. 20 se presenté un mayor crecimiento en los

cultivos con glucosa en comparacién a los cultivos sin glucosa, encontrandose una

diferencia significativa (P=0.000134) con un 95% de confiabilidad entre los dos cultivos.

Por otro lado, los cultivos con glucosa presentaron una mayor diferencia significativa

(P=0.000020) haciendo una comparacién conel resto de los cultivos (luz azul y oscuridad,

con y sin glucosa). Los valores de la densidad dptica de los cultivos en presencia de luz

azul con medio con glucosa, no tuvieron diferencias significativas (P=0.8566) en

comparacion conloscultivos sin glucosa, no obstante la mayor densidad dptica (27 dias) de

2.008 (1.96x10° cel.mI) y 1.2 (1.35x10° cel.ml’), respectivamente (Tabla II). El dia 19

del cultivo se observé una disminucion de crecimiento, tanto para cultivos a los que se les

adiciond glucosa como aquellos que no contenian glucosa, siendo de 1.5 y 2.8 veces menor

con respectoal dia anterior.

Los cultivos que estuvieron en oscuridad sin glucosa practicamente no presentaron

crecimiento celular, ya que la densidad dptica se mantuvo alrededor de 0.06 + 0.01 (49x107

celml') durante toda la curva de crecimiento. Para los cultivos que estuvieron en

oscuridad pero con glucosa como tmica fuente de carbono, se observé un pequeiio

incremento dela densidad 6pticaenla fase inicial de crecimiento
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Figura 20. Valores promedio de la densidad dptica (D.O.) evaluada paracultivosestaticos
de Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo exposicion de luz blanca, luz

azul, y obscuridad. En el medio decultivo se considero la adicién de glucosa.

Los simbolos sdélidos son los que contienen glucosa y los abiertos sin la

adicién de glucosa.

Tabla ILL. Concentracién promedio de células (x10° cel.ml’) para cultivos estaticos de
Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo exposicion de luz blanca, luz azul

y obscuridad. En el medio de cultivo se consideréla adicién de glucosa.

Dias ‘Juz Blanca Oscuridad Osc/Gle Luz Azul Azul/Gle

 

0 48.29 (40.5) 48.19 (40.07) 49.15 (40.2) 48.42 (40.87) 47.25 (£1.17) 52.93 (£1.86)

1 62.24 (42.6) 82.43 1.8) 48.74 (40.34) 66.66 (0.57) 57.23 (1.47) 53.36 1,72)

3 92.25 (49.2) 119.85 (6.0) 48.37 (40.87) 65.90 (411.3) 66.13 (47.72) 60.43 45.48)

§ 122.98 (433.6) 164.11 (1.4) 49.00 (40.56) 64.92 (0.57) 59.51 (0.87) 63.48 (7.28)

iz 180.16 (30.1) 194.83 0.3) 48.80 (1.97) 64.01 (40.57) 62.76 (7.28) 69.20 (411.3)
9 212.59 (433.0) 218.82 (23.0) 47.21 (40.33) 59.54 (0.87) 65.98 @113) 74.20 (17.5)

11 235.59 (70.2) 307.27 (€54.0) 48.57 (40.70) 56.37 (40.57) 73.54 (415.1) 97.78 (428.3)

13 295.12 (86.9) 399.92 (85.0) 48.01 (40.90) 61.60 (5.52) 84.31 (412.3) 102.22 (25.0)
15 337.99 (4102) 520.36 (150.0) 48.85 (40.53) 53.04 (41.72) 78.38 (415.1) 110.26 (26.8)

17° 375.58 (499.5) 644.07 @157.0) 48.67 (0.35) 60.98 (5.52) 93.01 (13.4) 102.27 (423.0)

19 388.95 (482.3) 604.72 (130.0) 49.35 (0.71) 62.95 (3.82) 61.59 (0.57) 87.64 (4.77)

21 501.44 (98.7) 677.74 (461.6) 49.25 (40.54) 66.05 (40.57) 82.11 27.9) 125.42 (423.3)

23 590.97 (80.5) 707.63 (430.8) 47.66 (40.77) 60.60 (40.57) 118.72 (423.0) 154.28 (17.7)
25 458.31 (35.8) 569.16 (28.6) 48.64 (40.30) 60.98 (5.52) 127.65 (423.3) 158.90 (11.1)

27 616.20 (30.0) 769.41 (18.4) 48.82 (40.53) 60.60 (0.57) 135.21 (42.5) 196.35 (427.6)          
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Para los cultivos que estuvieron en oscuridad pero con glucosa como tnica fuente

de carbono, se observé un pequefio incremento de la densidad dptica en la fase inicial de

crecimiento la cual fue 4 veces mayor en comparacién a las que no tenian glucosa.

Presentaron una densidad éptica de 0.294 (6.7x10’ cel.mI'), la cual se mantuvo sin cambio

a lo largo de toda la cinética.

Las densidades 6pticas fueron graficadaslinealmente, ya que en escala logaritmica

no puedenapreciarse las diferencias observadaspor el manejo de datos estadisticos.

Se observé el mismo comportamiento de crecimiento celular y concentracién de

proteinas (Fig. 21) que se determinaron en diferentes puntos de la curva de crecimiento y en

cada una de las condiciones de crecimiento.
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Figura 21. Valores promedio de proteinas evaluadas en diferentes puntos de la curva de
crecimiento para cultivos estaticos de Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos
bajo exposicién de luz blanca, luz azul, y obscuridad. En el medio de cultivo

se consider6 la adicién de glucosa.
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Se obtuvieron diferencias significativas en el contenido proteico de Synechocystis

sp. PCC6803 para los cultivos que estuvieron en presencia de luz blanca, tanto para

aquellos que no se adiciond glucosa comoa los queseles adiciond glucosa (P=0.000163),

siendo mayorla diferencia en éste ultimo.

Los cultivos que fueron mantenidos en luz azul con y sin glucosa (P=0.00124), al

igual que los cultivos que estuvieron en completa oscuridad con y sin glucosa presentaron

diferencias significativas, siendo mayorla concentracion proteica para los cultivos que en

presencia de luz azul. Sin embargo, los cultivos que estuvieron en presencia de luz azul

como los que estuvieron en completa oscuridad no presentaron diferencias significativas

entre ellos (P=0.924 y 1.000).

La mayor concentracién promedio de proteinas se obtuvo en los cultivo que

estuvieron en presencia de luz blanca y con glucosa (1.59 mg.m!') en el dia 27 de cultivo y

los que estuvieron sin glucosa (1.05 mg.ml”) (Fig. 20).

Los cultivos que estuvieron en presencia de luz azul presentaron una concentracién

maxima con valores promedio de 0.197 mgmy a los que se les adicioné glucosa una

concentracién promedio de 0.236 mg.ml", ambasa los 27 dias de cultivo (Fig. 20).

En el caso de los cultivos que estuvieron en completa oscuridad y sin glucosa

presentaron como mayor concentracién promedio 0.063 mg.ml™ durante el dia 19 de

cultivo. Los cultivos con glucosa presentaron 0.0967 mg.mlI”al dia 11 decultivo, por lo

que se obtuvo la misma tendencia observada por el conteo de células y la medicién de

densidad dptica (Fig. 19 y Tabla II).
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2) Actividad de piruvato cinasa en Synechocystis sp. PCC 6803.

Conel propédsito de confirmarla presencia de dos genes diferentes y tener un mejor

entendimiento del papel relativo de las dos enzimas de la cianobacteria, se midieron las

actividades enzimaticas conlos dosactivadores de las enzimas de E.coli.

Las actividades especificas se obtuvieron a partir de los extractos crudos en 4

diferentes puntos de la cinética de crecimiento, por lo que se abarcaron las diferentes fases

de crecimiento de Synechocystis sp. PCC 6803.

Las diferentes reacciones que se llevaron a cabo se muestran en la Tabla I. La

reaccién uno que se utilizé como control no mostré ninguna actividad, por lo tanto la

enzima NADH deshidrogenasa utilizada para medir indirectamente la actividad de la

enzimano reacciona conel extracto crudo por si solo, es decir, es dependiente de PEP. Al

utilizarse PEP saturado (reaccién 2) la actividad fue la misma a la obtenida al adicionar

AMP(reaccién 3) 0 Fructosa-1,6-difosfato (reaccion 4) al igual que sucede en £. coli. En

la siguiente reaccién dondese utilizé6 PEP no saturado (0.1 mM) se observé una pendiente

de cero (Tabla IV), pero al adicionar el sustrato F16bP obtuvimos una pendiente de 0.02, lo

cual también pudo observarse al adicionar AMP dando una pendiente (A730/min) de 0.01,

las cuales muestran indirectamente la actividad de Pyk. Aunque los valores fueron bajos,

estos fueron repetitivos.

Esto deja en evidencia la existencia de actividad de la enzima Pyk con los mismos

activadores de las enzimas de F. coli. Sin embargo, para las reacciones donde se utilizé

PEP sin saturacion (0.1 mM)solo se presenté actividad en la presencia con F1,6bF y AMP.
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Tabla IV. Condicionesde las reacciones para determinarla eficiencia de

la actividad de Pyk a Temperatura de 25°C.

    Reaccion Vane AMP KO)

0
 

 

 

 

 

 

1 ws = -

2 1mM - - 0.017

3 1mM 0.125 mM - 0.017

4 1mM - 0.125 mM 0.017

5 0.1 mM - - 0

6 0.1 mM 0.125 mM - 0.01

7 0.1 mM - 0.125 mM 0.02       
* El extracto crudo se obtuvo deun cultivo bajo luz blanca y una D.O.de 3.5.

A partir de estos resultados, se decidié realizar las mediciones de Pyk en presencia

de PEP sin saturar en la presencia de AMP o F1,6bF para todas las muestras. Debido la

tendencia similar con los activadores AMP y F1,6bF de las enzimas Pyk en E. coli y

Synechocystis sp. PCC 6803, las dos actividades diferentes detectadas en la cianobacteria

fueron nombradas como PykA y PykF.

Por esta misma razén las actividades especificas de PykA y PykF en la

cianobacteria se calcularon de la misma forma que en E.coli (ver materiales y métodos).

Comose observa en la Fig. 21 y 22 los valores de actividad especifica de PykA y

PykF fluctuaron muchoa lo largo de la curva de crecimiento. Esta tendencia se observé en

las diferentes condiciones de crecimiento. Las actividades mas altas se obtuvieron para

PykF enla parte inicial y final de los cultivos donde se llegé a obtener actividades de mas

de 16 Ul/mgdeproteina.
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El andlisis de varianza paramétrica mostré diferencias significativas entre los

valores de actividad especifica de PykA (F=5.473, P=0.0203) entre los cultivos que

estuvieron con luz blanca con o sin glucosa (Fig. 21). La mayor actividad especifica

observada fue de 11.024 Ul/mgdeproteina, al inicio de la cinética de crecimiento, para los

cultivos con glucosa. Posteriormente la actividad disminuyé 33 veces y se mantuvo a esos

nivelesel resto de la curva de crecimiento.

En cambio los cultivos que estuvieron sdlo bajo luz blanca presentaron una

actividad entre 9.5633 y 5.1053 Ul/mgdeprotefna, con excepcidn del dia 19 del cultivo en

donde se observé una notable disminuciéndela actividad (14 veces) (Fig 21).

Por otro lado, los cultivos que estuvieron con luz azul sin glucosa no presentaron

diferencias significativas con respecto a los que estuvieron con glucosa ni con los valores

de las actividades de PykA obtenidas en las diferentes condiciones de cultivo (F=5.473, luz

blanca P=0.0748, luz/Gle P=0.996, Osc P=0.101, Osc/Gle P=0.242 y luz azul/Glc

P=0.975),

En el caso de la actividad especifica de PykF no se observaron diferencias

significativas entre los cultivos que estuvieron en luz blanca con o sin adicién de glucosa

(F=7.425, P=0.666). En cambio para las otras condiciones de cultivo se observaron

diferencias significativas (osc P=0.0009, osc/gle P=0.012, luz azul P=0.0041 y luz azul/gle

P=0.011).
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Figura 22. Valores promediode la actividad especifica de PykA en diferentes condiciones
evaluada a lo largo de la curva de crecimiento para cultivos estaticos de
Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo exposicién de luz blanca, luz

azul, y obscuridad. En el medio de cultivo se consideré la adicién de glucosa.
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Figura 23. Valores promedio dela actividad especifica de PykF en diferentes condiciones

evaluada a lo largo de la curva de crecimiento para cultivos estaticos de
Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo exposicién de luz blanca, luz

azul, y obscuridad. En el medio de cultivo se consideré la adicién de glucosa.
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La mayoractividad especifica de PykF se observéen el tercer dia de cultivo (19.024

Ul/mgde protefna) en aquellos que estuvieron en luz blanca. Después disminuy6 9 veces y

el ultimo dia aumento 14 veces (9.603 Ul/mg de proteina) en comparacién altercer dia de

cultivo (Fig. 22). En cambio los cultivos en donde se adiciond glucosa se observé una

mayoractividad en el ultimo dia de cultivo (19.328 Ul/mgde proteina).

En los cultivos en la presencia de luz azul sin glucosa no se observaron diferencias

significativas (F=7.425, P=0.999), ya que se mantuvo unaactividad especifica menor a 1.58

piruvato/min.mg de proteina a lo largo de la cinética de crecimiento. En los cultivos a los

que se le adicioné glucosa se observo unaactividad de 5.022 Ul/mgdeproteinaal inicio

del cultivo y se observo una disminuciondela actividad lo largo deeste.

En los cultivos que estuvieron en completa oscuridad practicamente no se detectd

actividad de Pyk mientras que en los cultivos a los que se le adiciond glucosa se observé

una actividad de 1.62 Ul/mg deproteina al inicio del crecimiento. Sin embargo, estos no

fueron significativamente diferentes entre si (P=0.959) (Fig. 22).
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A) Actividad de piruvato cinasa PykA y PykFen presencia de Luz Blanca.

En estas condiciones se observ6 que la actividad de la enzima PykF fue tres veces

mayor que PykA enel dia 3 de la cinética de crecimiento. Esta diferencia en la actividad se

invirtid el dia 11, donde se detect6 mayor actividad de PykA. El dia 19 la actividad

disminuy6 hasta 0.673 Ul/mg de proteina, teniendo la misma actividad especifica para el

caso de las dos enzimas. Sin embargo, el ultimo dia de cultivo se observ6 un incremento en

la actividad de PykF de 1.5 veces en comparacién con PykA (Fig. 24).
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Figura 24. Valores promedio de la actividad especifica de PykA y PykF para cultivos de
Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo exposicion de luz blanca sin la

adicién de glucosa.

Para los cultivos que se les adicioné glucosa se observé que alinicio del crecimiento

se presento una mayor actividad de PykA (11.95 Ul/mgde proteina), caso contrario a los

cultivos donde no se adicion6 glucosa (Fig. 25). En estos ultimos cultivos a partir del dia
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11, la actividad de las dos enzimas permanecié alrededor de 0.14 Ul/mg deproteina. Sin

embargo, al ultimo dia de cultivo la actividad de PykF llegd hasta 16.662 UlI/mg de

proteina.
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Figura 25. Valores promedio de la actividad especifica de PykA y PykF para cultivos de
Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo exposicién de luz blanca con la

adicion de glucosa.

B) Actividad de piruvato cinasa PykA y PykF en presencia de Luz Azul.

Comose observa en la Fig. 26 los cultivos bajo luz azul no presentaron diferencias

significativas (F=5.47, P=0.99) entre PykA y PykF en cada una delas etapas del cultivo,

oscilando las actividades especificas entre 0.8463 y 1.5871 Ul/mg de proteina. A

excepcion del dia 11 donde se observo unaactividad de 10.196 Ul/mg deproteina, la cual

es 6 veces mayora la actividad de la enzima PykF en el mismodia de cultivo.
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Figura 26. Valores promedio de la actividad especifica de PykA y PykF para cultivos de
Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo exposicion de luz azul sin la

adicién de glucosa.

Loscultivos en dondesele adicioné glucosadifieren en la tendencia observada para

los cultivos que estuvieron en presencia de luz azul sin la adicion de glucosa, ya que la

mayoractividad fue evaluadaal inicio de la curva con 4.99 Ul/mg de proteina, la cual fue

disminuyendo gradualmentea lo largo de la curva de crecimiento (Fig. 27).
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Figura 27. Valores promedio de la actividad especifica de PykA y PykF para cultivos de
Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo exposicién de luz azul con la

adicién de glucosa.
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C) Actividad de piruvato cinasa PykA y PykF en completa oscuridad.

Se observ6 una mayoractividad de PykA en el tercer dia de crecimiento (1.4084

Ul/mg de proteina) y después se observaron valores de actividad menores que fueron

disminuyendo gradualmente a lo largo de la cinética de crecimiento hasta llegar a una

actividad de 0.00826 pmoles/min.mg de proteina en el ultimo dia del cultivo (Fig. 28).

Por otro lado, la mayor actividad de PykF fue también el tercer dia de crecimiento

(1.4125 Ul/mg de proteina), disminuyendo en la misma proporcién que PykA, con

excepcidn del dia 19 que se observé un aumento de la actividad de PykF (0.7405 Ul/mg de

proteina) en comparacién al punto anterior.
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Figura 28. Valores promedio de la actividad especifica de PykA y PykF para cultivos de

Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos completa oscuridad sin la adicién

de glucosa.
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En los cultivos con glucosa se detecté una actividad de PykA de 1.559 Ul/mg de

proteinaal tercer dia de crecimiento, el cual disminuy6é gradualmente y el dia 27 aumento a

1.02 Ul/mgde proteina (Fig. 29).

En cambio para la enzima PykF enel tercer dia de crecimiento se determindé una

actividad de 3.912 Ul/mgdeproteina,el cual disminuyé 6.5 veces el dia 11 y para el dia 19

aumento 1.6 veces. Se observo mayoractividad de PykF que PykA en los dias 3 y 19 de

los cultivos que estuvieron en oscuridad con glucosa (Fig. 28).
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Figura 29. Valores promedio de la actividad especifica de PykA y PykF para cultivos de

Synechocystis sp. PCC6803, mantenidos bajo completa oscuridad y con la

adicién de glucosa.
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VIII. DISCUSION.

a) Analisis de secuencias delos genes de piruvato cinasa.

A la fecha sdlo el genoma de la cianobacteria unicelular Synechocystis sp. PCC

6803 ha sido secuenciado completamente, siendo el unico microorganismo fototréfico. La

secuencia se encuentra depositada en el banco de genes CianoBase (Kaneko y Tabita,

1997), en donde se reporta la presencia de dos secuencias con un alto potencial de codificar

la enzima piruvato cinasa, ubicadas en dos regiones diferentes del genoma, las cuales

presentan una homologia mayor con la piruvato cinasa tipo F de B. stearothermophilus

(47.4%) y Agrobacterium .vitis (43.1%).

El alineamiento realizado con las secuencias de aminoacidos de las enzimas Pyk de

diferentes organismos, mostré un alto grado de conservacién entre todas las secuencias

analizadas, incluyendo a las dos secuencias potenciales de codificar para piruvato cinasas

de Synechocystis sp. PCC 6803. Esta conservacion se hizo mas evidente entre los sitios de

unién al complejo enzimatico, es decir, donde se unen los intermediarios necesarios para la

formacién de piruvato y los cationes que catalizan la transfosforilacién del

fosfoenolpiruvato al ADP.

Una caracteristica notable, es que sdlo la secuencia del gen pyA(sll1275) de

Synechocystis sp. PCC6803 presenta una regién carboxilo terminal larga de 52

aminoacidos, como la encontrada en los microorganismos del género Bacillus (Sakai y

Ohta,1993). Lo anterior sugiere una mayorrelacion filogenética con este grupo que con el

otro gen pykF de la cianobacteria (sll0587). El analisis de secuencias realizado con

diferentes piruvato cinasas confirma este hecho ya que pykF(sll1275) mostré un mayor
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porcentaje de similitud con B. stearothermophilus (45%) que con el otro gen de piruvato

cinasa de la cianobacteria (41.1%).

Aunque la secuencia C-terminal de B. stearothermophilus es mas larga que la de

pykF (sl11275), (aproximadamente 110 pb) ambas regiones C-terminal contienen un sitio de

unién al fosfoenolpiruvato. Esta regién esta altamente conservada entre enzimas

relacionadas con el fosfoenolpiruvato y que es llamado motivo de union con el PEP. Dichas

enzimas son la piruvato fosfato dicinasa del maiz, la enzima I del sistema fosfotransferasa

en E. coli y S. typhimurium y fosfoenolpiruvato sintasa de FE. coli, las cuales realizan la

reaccién inversa de la piruvato cinasa de la mayoria de los microorganismos. En

pykF(sl11275)el sitio de unional PEP fue localizado entre los aminoacidos 1507 y 1538 de

la enzima.

Es poco probable que la region C-terminal larga presente en Bacillus y en el gen

pykF(sll1275) de Synechocystis sp. PCC6803, sea esencial para la actividad enzimatica o

para la regulacién alostérica, ya que no todas las Pyk cuentan con esta regién. Sin

embargo, se ha sugerido que pudiera tener la funcién de estabilidad estructural o

especificidad de los efectores alostéricos de la enzima (Sakai y Ohta, 1993).

Dado que el nombre de pykF del gen sl11275 de la cianobacteria fue dado porla alta

homologia de esta secuencia con el gen pykF de B. stearothermophilus, esto sugiere que la

piruvato cinasa codificada por el gen pykF(sll1275) de Synechocystis sp. PCC6803 pudiera

tener caracteristicas similares a las del gen y la enzima piruvato cinasa de B.

stearothermophilus. El gen pyk de este ultimo organismo presenta un alto porcentaje de

homologia con el gen pykF (piruvato cinasa tipo 1) de E£. coli. Sin embargo, la enzima es

activada por AMP comosucede con la piruvato cinasa tipo 2 (PykA) de E. coli y no por
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fructosa 1,6-bifosfato que es el activador de la tipo 1 (Sakai y Ohta, 1993). Porlo tanto,

dado que se obtuvieron dos actividades diferentes de piruvato cinasa en la cianobacteria,

cabea posibilidad que la codificada por el gen sll1275 sea la que es activada por AMP la

otra por fructosa-1,6-bifosfato.

Por tanto, las dos secuencias de pyk de Synechocystis sp. PCC6803 no solo

comparten las caracteristicas basicas presentes en todas las enzimas de piruvato cinasas,

sino también caracteristicas especificas de algunos grupos. En este sentido los analisis

realizados indican que a nivel de secuencia los genes sll1275 y sll0587 efectivamente

codifican para 2 piruvato cinasas diferentes como sucede en E. coli y otras enterobacterias

(Malcovati et al., 1973).

Por otra parte, el arbol filogenético realizado a partir de las secuencias de

aminodcidos de diferentes piruvato cinasas si bien permite inferir homologias entre las

diversas especies por ser una enzima muy conservada entre éstos grupos, no resulta muy

valido el hablar de relaciones evolutivas debido a que para ello se requeriria de realizar un

andlisis filogenético utilizando genes ribosomales comoel 16S. No obstante esto, Valentin

et al. (1993) reportan que desde un punto evolutivo, la PykF es considerada como una

formade transicién de la Pyk localizada entre el ancestro PykA y las enzimas masrecientes

de eucariotes.

Debido a que los dos genes de piruvato cinasa de E. coli aparecen en brazos

distantes y presentan un porcentaje de homologia menorentre si (33.1%), al que presentan

con otros genes de piruvato cinasa de otros organismos. Estos genes, han sido considerados

como que tienen origenes evolutivos diferentes. Desde este punto de vista, los genes de

piruvato cinasade la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803,tienen un mayor porcentaje
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de homologia entre si (41.1%) mayor al presentado por los dos genes pyk de E.coli. Esto

podria indicar que ambosgenes tienen un mismoorigen evolutivo, sin embargo para poder

confirmar esto sera necesario realizar otro tipo de analisis.

Cabesefialar que los genes de piruvato cinasa de la cianobacteria aparecen en el

mismogrupo del arbol filogenético donde se encuentra la Pyk del plastido de N. tabacum.

De hecho la teoria endosimbidtica sugiere la simbiosis de ciertos tipos de células con

bacterias fotosintéticas, como las cianobacterias cuyo origen se remonta desde el periodo

Precambrico (Golubic, 1983).

b) Clonacién de los genes pykF(sllI1275) y pykF(sll0587) en el plasmido pUC19.

Larealizacién del andlisis de restriccién tedrico de las secuencias de piruvato cinasa

permitié determinar con precision que enzimas estaban presentes dentro del gen y cuales

no, conel fin de seleccionar lossitios de restriccién que estarian en los oligonucledtidos.

Ademas, poder seleccionarlos sitios de corte para llevar a cabola interrupcién de los genes

con marcadoresderesistencia a antibidticos.

Lo anterior permitié realizar las digestiones de los productos de PCR de los genes

pyk de Synechocystis sp. PCC6803 con las enzimas seleccionadas Cla I y EcoR V, se

produjeran los fragmentos esperados por el analisis tedrico. En el caso del gen

pykF(s110587) existe la opcion de la utilizacién de las dos enzimas EcoR V y Cla I que

también puedenutilizarse para la interrupcién de los genes con marcadores de resistencia a

antibidticos.

Con lo que respecta a la clonacién de los fragmentos amplificados, el propdsito de

utilizar los oligonucleétidos del grupo I fue poder clonar la secuencia completa de cada uno

 



72
 

de los genes para que estos quedaran en fase de lectura con el promotor del plasmido, con

el fin de obtener la expresion de la proteina de Pyk.

Sin embargo, el hecho de no haber podido obtener la clonacién pudiera explicarse

por el hecho de que pudiera tener efectos negativos en £. coli el expresar a la pyk de la

cianobacteria en altas concentraciones, como sucede al utilizar al plasmido multicopia

pUC19. Este efecto ya ha sido reportado en otros microorganismos, como Sacharomyces

cerevisiae, donde se ha vid que altos niveles del gen silvestre o del ARNm tuvieron efectos

negativos sobre el crecimiento celular (Moore, et al., 1990).

Porotro lado, los fragmentos a clonar eran relativamente grandes (1602 y 1926 pb)

en comparacién al tamafio del plasmido utilizado (2,686 pb), siendo aproximadamente la

mitad del tamafio del plasmido, lo que pudo haberdificultado la clonacién o la estabilidad

del fragmento dentro del plasmido. La regién carboxilo terminal de los genes pyk son

secuencias ricas en A y T’s, las cuales pudieran formar asimismo estructuras terciarias e

incluso interferir en la estabilidad del gen.

Dado que se comprobo quela ligacién de los genes pyk que se estaba llevando a

cabo, auque en forma parcial, y por otro lado una vez transformado este producto de

ligacién se observaron colonias blancas al ser plateadas en las cajas con IPTG,esto sugirié

que se estaba dado un problemade expresion comoel citado anteriormente. El hecho tener

colonias blancas indico que el gen pyk se inserté dentro del sitio multiple de clonacidn, lo

que interrumpidé al gen LacZ de pUC19, y por lo tanto no se expresé la proteina B-

galactosidasa que en presencia de X-Gal produciria colonias azules.
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Para descartar los problemas citados anteriormente se intenté la clonacién de un

fragmento de menor tamafio para ambos genes (1200 pb) e incluso se transform6

utilizando una mutante de E. coli que carece de ambos genes pyk. Sin embargo, al no

volverse a obtener transformantes y tras comprobar que la reaccién de ligacién se estaba

llevando a cabo aunque sea en forma parcial, esto apoydé mas la idea de que el problema era

que la secuencia de pyk de la cianobacteria de alguna manera resultaba letal para E. coli

comose sabe que ha Ilegado a ocurrir en otros genes (Cutting y Vander Horn, 1990).

En el caso del genpyk de B. subtilis, este tuvo que ser clonado en dospartes, ya que

no fue posible la clonacion del gen completo en £. coli (Mufioz et al., 1997). Asimismo al

tratar de clonar el gen pykF de B. subtilis se le presentaron los mismos problemas como en

el caso de los genes de Synechocystis sp. PCC6803.

Al analizarel indice antigénico de las secuencias pyk de la cianobacteria se observé

unarelacién directa con el grado de hidrofobicidad de las secuencias. Esto es debido a que

el indice antigénico es determinado segun los valores de hidrofobicidad de la proteina, la

probabilidad de superficie expuesta, flexibilidad y estructura secundaria. De esta manera un

alto indice antigénico indicaria también una superficie expuesta y un menor grado de

flexibilidad, resultando estructuras secundarias menos complejas.

Dado que los patrones de picos o crestas del indice antigénico obtenidos para

Synechocystis sp. PCC6803 y B. subtilis fueron semejantes entre si, pero diferentes a los de

E. coli (ver anexo). Esto sugiere que al ser hidrofébicas son menosestables en la célula ya

que no es compatible con el citoplasma. Ademas existirian mas regiones con superficie

expuesta, ya que presentan menor grado de flexibilidad por lo que son reconocidas como

extrafias para la célula provocando quesealetal.
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En cambio para £. coli que presenta menor indice antigénico y mayor grado de

flexibilidad tiene un menor numero de regiones expuestas a la superficie, ademas de ser

hidrofilica, por tanto es mas compatible con el citoplasma.

Debido a los resultados obtenidos con este andlisis, se decidid realizar la

amplificacién de los genes de un tamafio menorpara reducir el indice antigénico y éste no

causar problemas a las células de E. coli al momento de transformar el producto de

ligacion. Sin embargo, aparentemente la regidn amplificada continuo siendo letal y no

pudieron aislarse plasmidos con el gen insertado a partir de las colonias blancas que se

obtuvieron. Por lo tanto, se tendria que probar ya sea con un fragmento todavia mas

pequefio o bien implementar una metodologia alternativa para comprobar cual de los genes

corresponde a cada enzima, asi comopara otros estudios del metabolismo.

c) Crecimiento de Synechocystis sp. PCC6803 en diferentes condiciones de cultivo.

Anderson y McIntosh (1991) reportan que el crecimiento de Synechocystis sp.

PCC6803 en presencia de luz blanca, medio BG11 y con agitacion, presentd una densidad

Optica menor a 1.0 a los 10 dias de cultivo. Sin embargo, a ese mismo tiempo en este

trabajo se obtuvo una densidad dptica de 1.58 y a los 27 dias, estando el cultivo en fase

estacionaria, se obtuvo una densidad dptica 7.77 alcanzando mayor biomasa final que lo

reportado. Estas diferencias pueden deberse a las condiciones del cultivo ya que los autores

utilizaron agitacién por rotacién a 150 rpm y pulsos de luz, mientras que en este

experimento la agitacién fue por burbujeo de aire y con fotoperiodo (12 hr- 12 hr).

También se menciona que con luz azul se obtiene una densidad dptica de 1.0 a los

10 dias encontrandose en fase estacionaria y nosotros obtuvimos 0.98, coincidiendo en éste
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punto. Sin embargo,el crecimiento se mantuvo a 0.98 (£0.22) durante todo el tiempo que

continuel cultivo, difiriendo estos resultados con lo reportado por Anderson y McIntosh

(1991), ya que mencionan que tienen un crecimiento semejante entre los cultivos en

presencia de luz blancay luz azul.

El hecho de que los cultivos en presencia de luz azul presentaran un mayor

crecimiento con glucosa, se puede deber a que la luz azul activa. el crecimiento

heterotréfico en ésta cianobacteria y la posibilidad de regulacién en el ciclo celular o

divisién celular en el Ambito fisiolégico o nivel de expresién de genes (Anderson y

McIntosh, 1991). Se ha reportado que existe un efecto positivo en las enzimas glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa y enzimas glicoliticas en plantas

y algas verdes. Esto podria ser una razén para el aumento de crecimiento de la

cianobacteria cuando esta en presencia de glucosa y luz azul, ya que el crecimiento fue 1.6

veces mayor en comparacién a los cultivos sin glucosa. Por lo tanto, Synechocystis sp.

PCC6803 es capaz de crecer fotoheterotréficamente en luz azul como en luz blanca.

Porel contrario en los cultivos que estuvieron en oscuridad con y sin glucosa, no se

presenté crecimiento, por tanto el crecimiento de la cianobacteria Synechocystis sp. PCC

6803 es rigurosamente en presencia deluz, ya que no puedecrecer heterotréficamente bajo

completa oscuridad confirmandolo descrito por Anderson y McIntosh (1991).

Tandeau de Marsac y Houmard (1993) reportan que ésta incapacidad de la mayoria

de las cianobacterias por crecer en oscuridad a expensas de una fuente de carbono exdgeno,

se debea la falta de un eficiente sistema de transporte de azticar para introducirlo a la célula

y/o por un rango bajo del sistema de respiracion para la sintesis de ATP.
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d) Actividades delas piruvato cinasa PykA y PykF de Synechocystis sp. PCC6803.

Para llevar a cabo las mediciones de la actividad de Pyk se estandarizé la

metodologia para Synechocystis sp. PCC6803, aunque se tomd como base la metodologia

de A. variabilis (Perarce y Carr, 1969). Para ello fue necesario evaluar el efecto de PEP

saturado y sin saturar asi comola adicién de activadores tales como AMP y F1,6bF, que

son requeridos por las enzimas de E. coli, PykA y PykF, respectivamente. Dado que para

Synechocystis sp. PCC6803 se obtuvo actividad con PEP sin saturar tanto con AMP como

F1,6bF igual que £. coli, no fue raro pensar que se podia tratar de dos isoenzimas producto

de los dos genes diferentes encontrados enla cianobacteria.

Pearce y Carr (1969) reportan actividad sdlo con F1,6bF en A. variabilis lo cual

aparentemente no presentan una curva sigmoidal, a diferencia de E. coli que si presenta una

curva caracteristicamente sigmoidal.

Por analogia de las actividades presentadas en Synechocystis sp. PCC6803 con E.

coli, las enzimas de piruvato cinasa de la cianobacteria se nombraron como PykA y PykF,

dado que fueron activadas por AMPy F1,6bF,respectivamente.

A diferencia de £. coli en que ambas actividades enzimaticas se mantienen

constantes, a lo largo de toda la cinética de crecimiento, en Synechocystis sp. PCC6803 la

actividad de ambas enzimas fluctud a lo largo del cultivo en todas las condiciones lo que

sugiere que estas enzimas o sus genes estan regulados fuertemente y dependiendo de las

necesidades metabolicas de la célula es que se expresa uno u otro gen o se activa una u otra

enzima. Asimismo las actividades obtenidas por la cianobacteria fueron muy superiores a

las mostradas por E. coli y otros microorganismos, esto podria deberse a que hay alta

sintesis de los diferentes activadores y efectores necesarios para la actividad de la enzima,
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ademas que en Synechocystis sp. PCC6803 existen 12 nimeros de copias genémicas por

célula (Labarre et al; 1989). Por lo tanto, existe un mayor nivel de la enzima Pyk en

Synechocystis sp. PCC6803 en comparacién a otros microorganismos con menor numero de

copias, como £. coli que contiene un solo cromosoma. Asimismo, dado que en

cianobacterias no existe el sistema de la fosfotransferasa de azticares (PTS),el cual es el

principal formador de piruvaro en la célula en E. coli, las enzimas de piruvato cinasa en

cianobacterias pudieran tener un papel todavia mas relevante que en £. coli. Lo anteriorla

hace a Synechocystis sp. PCC6803 una cepa de gran interés para la produccion de

compuestos de interés biotecnoldgico que utilicen piruvato como sustrato comoes el caso

de los pigmentos carotenoides y el polihidroxibutirato que se utiliza para la produccién de

plastico biodegradables.

Por otro lado, como se pudo observar al comparar la actividad de PykA y PykF en

las diferentes condiciones, en muchas de las ocasiones cuando se obtuvo unaactividad alta

de una, la actividad dela otra fue baja lo que se podria explicar que por un lado la enzima

que es activada por AMP funciona cuando la carga energética de la célula es baja (poco

ATP y mucho AMP) y la que es activada por F1,6bF cuando la célula cuenta con una

fuente de carbono que es catabolizada por la via de Emdem Meyerhoff Parnas.

En los cultivos en dondese utilizan sustratos glicoliticos, como la glucosa utilizada

en estos experimentos, la enzima PykF de Z. coli esta principalmente activa, mientras que

PykA lo esta en la presencia de sustratos gluconeogénicos (Malcovati et al., 1973). Sin

embargo en la cianobateria Synechocystis sp. PC6803 no se presenté una relacién directa

entre la actividad de PykF de Synechocystis sp. PCC6803 con la concentracion del azicar

presente en el medio de cultivo ya que no se observé una mayoractividad de PykF al inicio
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de las curvas de crecimiento, que es donde se esperaria que hubiera glucosa, y una baja

actividad al final del cultivo. Suponemos que se encuentra mayormente activa la via de

pentosas fosfato, la cual es utilizada principalmente en comparacién de otras vias en

cianobacterias.

La excepcién a esta fueron los cultivos de Synechocystis sp. PCC6803 que

estuvieron en presencia de luz azul, donde si se observé una disminucion de la actividad de

PykF al disminuir la glucosa. Dado que se detecté6 un aumento de crecimiento en los

cultivos con glucosa es légico pensar que al transcurrir el tiempo en los cultivos disminuia

la concentracién de glucosa. Tampocose detectaron altos niveles de actividad de PykA al

final de la curva de crecimiento, ya que los valores se mantuvieron fluctuandoa lo largo del

cultivo y en algunas condiciones incluso disminuyé al final de este cultivo. Esto podria

deberse a que hay un efecto positivo de la luz azul con algunas enzimas de la via de

pentosas fosfato como se ha reportado en plantas y otros microorganismos fotosinteticos

(Ruyters, 1981). En cambio en aquellos que se les adiciond glucosa se presenté una

correlacién directa entre la actividad de las dos enzimas y la concentracién de glucosa. En

este cultivo también se observé mayoractividad de PykA que de PykF.

En los cultivos en oscuridad con glucosa se observé mayoractividad de PykF a lo

largo de la curva, probablemente porque se encontraba masactiva la via glicolitica para

metabolizar la glucosa, ya que al no estar en presencia de luz existe baja actividad de la via

pentosas fosfato. Los cultivos que no se les adiciond glucosa solo al inicio se observé

mayor actividad de PykA probablemente podria deberse a la adaptacion de la cianobacteria,

que nose realizé un preindculo de estos cultivos en oscuridad.
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Podria pensarse entonces que las enzimas Pyk estén reguladas por otros sustratos

diferentes a E. coli, asi como por condiciones ambientales o factores externos que

modifican el metabolismo dela célula. El conocer estos factores y los sustratos especificos

resultan de gran interés si se desea realizar cultivos con una mayor producciénde piruvato.

En la reaccion enzimatica no sdlo se produce piruvato para que sea metabolizado

por el ciclo de lo acidos tricarboxilicos o para la produccién de pigmentos, aminodcidos y

otros compuestos, sino que también se produce ATP a nivel de sustrato, lo que aumenta la

carga energética de la célula. Por otro lado la via de Emden Meyerhoff Parnas podria ser

que se encuentre activa, aunque probablemente en menor grado que la via de las pentosas

fosfato, ya que segtin los estudios en realizados A. variabilis (Pearce y Carr, 1969), esta

ultima parece ser la via metabdlica principal para el metabolismo de la glucosa en

cianobacterias. Sin embargo, no hay que olvidar que las vias metabdlicas son flexibles y

varios intermediarios metabélicos pueden participan o son producto de diferentes vias

metabdlicas.

En lo que respecta a los diferentes cultivos de Synechocystis sp. PCC6803, al

parecer existe una relacién entre de las condiciones en las que fueron crecidas con la

actividad de las enzimas de piruvato cinasa, ya que las mayores actividades de la enzima

Pyk se presentaron en los cultivos que estuvieron en presencia de luz blanca con glucosa y

sin glucosa.

El hecho de que la actividad de PykF disminuya a la mitad de la cinética de

crecimiento y que se observe una mayoractividad de PyKA, probablemente podria deberse

a que en cianobacterias se utiliza mayormente la ruta de pentosas fosfato. En E. coli se

sabe que PykA ademas de ser activada por AMP también es activada por ribosa-5-fosfato
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que es un intermediario en la via de pentosas fosfato (Sakai y Otha, 1993).

Enlo que se refiere a organismos fotétrofos se tienen reportes de la presencia de

diferentes enzimasde piruvato cinasa en ciertos 6rganosy etapas de crecimiento de plantas

como R. communis y N. tabacum. Sin embargo, hablando especificamente de

microorganismos, la cianobacteria Synechocistys sp. PCC6803 junto con la microalga

Chlorella (Ruyters, 1981) son los dos tnicos microorganismos fotétrofos, que se conocen a

la fecha, que presentan dos isoenzimas de piruvato cinasa.
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VII. CONCLUSIONES.

@ Las secuencias de pykF(sll1275) y pykF(sll0587) de Synechocystis sp. PCC6803

presentan un alto grado de homologia con las secuencias de piruvato cinasa depositadas

en los bancos de datos, mostrando una gran conservacion enlos sitios de unidn de PEP,

F1,6bF y K".

® La secuencia del gen pykF(sll1275) Synechocystis sp. PCC6803 presenta una region

carboxilo terminal larga similar a la presente en las piruvato cinasas del género Bacillus

con la que presenta mayorsimilitud en comparacién a otras piruvato cinasas.

@ La secuencia C-terminal del gen pykF(sll1275) presenta una regidn de alta

homologia con B. stearothermophilus, llamado motivo de unién del PEP.

® Las secuencias potenciales de codificar para las piruvato cinasas de Synechocystis

sp. PCC6803 tiene un mayor porcentaje de homologia con la piruvato cinasa activada

con F1,6bF de otros organismos que conla piruvato cinasa activada con AMP.

@ Synechocystis sp. PCC6803 no es capaz de crecer en glucosa en ausencia de luz, por

lo que se confirma lo reportado por Ripka (1972) sobre su capacidad de crecimiento

fotoheterotréfico pero no quimioheterotréfico, como ha sido reportado por otros

autores.

@ Se implementé la técnica de medicidén de actividad de la enzima piruvato cinasa

para la cianobacteria Synechocystis sp. PCC6803.

® Se detectaron dos actividades de piruvato cinasa diferentes. Una en la presencia de

PEP y AMPy la otra de PEP y F1,6bF como sucede en E. coli, por lo que fueron

nombradas como en este microorganismo (PykA y PykF, respectivamente).
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® A diferencia de E. coli que muestra una actividad de PykA y PykF constante a lo

largo de la curva de crecimiento en MM conglucosa, en Synechocystis sp. PCC6803 las

actividades de ambas enzimas fluctuaron a lo largo de la curva en todas las condiciones

examinadas.

® La mayor actividad de PykA en Synechocystis sp. PCC6803 fue obtenida en la

presencia de luz blanca actividad que se mantuvo en la mayoria de los puntos

analizados. Asimismose detectaron actividades importantesal inicio de la curva en luz

con glucosa y en la fase exponencial de crecimiento con luz azul.

® A diferencia de £. coli, la enzima activada por frustosa-1,6-bisfosfato (PykF) no

parece estar principalmente activa en la presencia de sustratos glicoliticos.

® Elhecho de quela luz azul tenga un efecto positivo en la actividad de PykA y no en

la de PykF, sugiere que las enzimas son activadas en diferentes condiciones energéticas

y metabdlicas de la célula. Ademas coincide con reportes de aumentos de actividad de

enzimasglicoliticas en plantas y algas verdes.

® Laactividad de PykA de la cianobacteria llegé a ser hasta 250 veces la actividad

mostrada por E. coli en MM/glucosa, mientras que para PykF esta fue 40 veces mayor a

lo obtenido para PykF de E. coli.

® La alta actividad de piruvato cinasa observada en algunas condiciones de

crecimiento de Synechocystis sp. PCC6803 implica una gran disponibilidad de piruvato

que puedeser utilizado para la biosintesis de compuestos de interés biotecnoldgico que

utilicen al piruvato comosustrato.
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@ Tanto los resultados del andlisis de secuencias como los de actividad enzimatica

sugieren la presencia de dos piruvato cinasas en la cianobacteria Synechocystis sp.

PCC6803, reguladas de manera diferencial.
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