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RESUMEN

La enzima fosfofructocinasa (Pfk) juega un papel clave en la regulacion del metabolismo
de carbohidratos. Su actividad puede ser usada como un indicador del flujo glicolitico en un
microorganismo. En este trabajo se clon6 y caracteriz6 el gene pfkA de Bacillus subtilis, el
cual codifica para la enzima fosfofructocinasa. Este gen fue inactivado por la insercion de
un casete de resistencia a espectinomicina (sp) a nivel cromosomal en una cepa silvestre y
en una cepa carente del sistema de fosfoenolpiruvato (PEP): fosfotransferasa de azlcares
(PTS). Aunque el gen constitutivo pykA esta inmediantamente corriente abajo del gen pfk4,
formando un operon, la actividad de piruvato cinasa no fue alterada en la mutante pfk4. La
inactivacion del gen pfk4 mostré un fuerte impacto en el crecimiento de la cepa silvestre y
la mutante en PTS, cuando fueron crecidas en medio minimo Spizizen y medio de
esporulacién Schaeffer. La inactivacion de pfk4 también se reflejo en el porcentaje de
esporulacion de las cepas silvestre y mutante en PTS crecidas en medio de esporulacion, asi
como en la produccion de metabolitos secundarios (4cidos piravico, lactico y acético).

Palabras Clave: mutante fosfructocinasa, PTS, metabolismo del carbon, HPLC, GC/MS.
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ABSTRACT of the thesis presented by Maria Enriqueta Muiioz Marquez as a partial
requirement to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree with ORIENTATION IN
MARINE BIOTECHNOLOGY. Ensenada, Baja California, México August of 2009

Effect of pfkA chromosomal interruption on growth, sporulation, and production of
organic acids in Bacillus subtilis

ABSTRACT

Phosphofructokinase (Pfk) plays a key role in the regulation of carbohydrate metabolism.
Its activity can be used as an indicator of glycolytic flux in a microorganism. We have
cloned and characterized the pfk4 gene from Bacillus subtilis, which encodes the enzyme
phosphofructokinase. This gene was insertionally inactivated at the chromosomal level in a
wild type strain and in strains lacking the PTS:sugar phosphotransferase system (PTS).
Although the constitutive pykA gene is immediately downstream of the pfkA4 gene, forming an
operon, the pyruvate kinase activity was not altered in the pfk4 mutant. The inactivation of
the pfkA gene had a strong impact on the growth of the wild type strain and PTS mutants in
Spizizen’s minimal media and Schaeffer’s sporulation media. Pfk inactivation was also
reflected by the timing and percentage of sporulation of the wild type and PTS mutants in
sporulation media as well as in the production of organic by-products (pyruvic, lactic, and
acetic acids).

Palabras Clave: phosphofructokinase mutant, PTS, carbon metabolism, HPLC, GC/MS
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I. Introduccion

La enzima fosfofructocinasa-1 (ATP: D-fructosa-6-fosfato 1 fosfotransferasa, Ptk-1, EC
2.7.1.11) cataliza la fosforilacion de fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bisfosfato (FBP),
segundo paso del metabolismo central de carbohidratos (CH) por la via de Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP). La Pfk, junto con la enzima piruvato cinasa (Pyk), juega un papel
muy importante en el control del flujo de carbono a través de la via glicolitica (Fraenkel,
1992). La Pfk ha sido estudiada ampliamente, tanto estructuralmente como funcionalmente,
en Escherichia coli, Lactococus lactis y Bacillus stearothermophilus (Kimmel y Reinhart,
2000; Emmerling et al., 2000; Andersen et al., 2001;), pero en el caso de B. subtilis ha

recibido muy poca atencion.

Debido a sus propiedades en cultivo, B. subtilis ha sido usado comercialmente para la
produccion de algunas enzimas industriales, por ejemplo: a-amilasa, proteasa alcalina y -
glucanase. En 1997, el genoma de B. subtilis fue secuenciado completamente (Kunst et al.,
1997); sin embargo, se ha visto poco progreso en el area del metaboloma bacteriano y su

relacion con el ambiente (Markuszewski et al., 2003).

El mecanismo responsable de la regulacion del flujo glicolitico y de las concentraciones de
metabolitos intermediarios y cofactores es afectado por la concentracion externa de azicar
(Fordyce et al., 1984; Thompson, 1987; Garrigues et al., 1997). En presencia de exceso de
azucar, la concentracion de FBP, triosa-fosfato, piruvato (PYR) y la relacion
NADH+H/NAD" es alta, mientras que las concentraciones de fosfoenolpiruvato (PEP) y
fosfato inorganico (Pi) son relativamente bajas. En contraste, cuando el azucar es limitante
el nivel de FBP decrece y el nivel de Pi incrementa (Fordyce et al., 1984; Thompson,
1987), lo cual resulta en decremento de la actividad de Pyk e incremento en la
concentracion de PEP (Thompson, 1978; Mason ef al., 1981; Thompson y Torchia, 1984).

Se ha propuesto que el “flux” glicolitico esta regulado a través del nivel de FBP (Thomas et



al., 1979), por el cual se activan Pyk y lactato deshidrogenasa (Ldh). Finalmente, PEP
inhibe la actividad de Pfk (Fordyce, 1982), lo que proporciona un mecanismo para la
regulacion de la via glicolitica. Algunos de los compuestos importantes producidos a partir
del metabolismo del carbon en B. subtilis incluye lactato, acetato, butanodiol, aminoacidos
y PYR. La utilizacién de acidos organicos requiere la conversion de esos acidos a
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), gluconeogenesis y la via de
pentosas fosfato (PP) para obtener la energia y los precursores metabolicos necesarios para

la célula (Schilling et al., 2007).

Los microorganismos no pueden utilizar azicares si no cuentan con un sistema de
transporte eficiente de los mismos. En bacterias, el sistema de fosfoenolpiruvato (PEP):
fosfotransferasa de azucar (PTS, siglas en inglés de sugar phosphotransferase system) es un
mecanismo eficiente para la translocacion de carbohidratos dentro del citoplasma. En
general PTS consiste de dos proteinas citoplasmicas, la enzima I (EI) codificada por pts/, y
la proteina termoestable (HPr) que es codificada por ptsH, la cual a su vez transfiere un
grupo fosfato a partir de PEP al componente aztcar-especifico del PTS, Ell-aztcar (Postma
et al., 1993). Luego, estos elementos azucar-especificos, median el transporte del aztcar y
su concomitante fosforilacion. Los elementos PTS también estan involucrados en otras
funciones importantes, tales como procesos generales de regulacion de la represion por
catabolito de carbon (CCR) (Saier, 1996; Stiilke y Hillen, 2000; Titgemeyer y Hillen,
2002). También funcionan como un co-factor de la proteina A de control catabdlico
(CcpA), la cual forma un complejo de union a ADN que reconoce secuencias especificas
llamadas sitios cre (elementos de represion catabdlica) presentes en las regiones del
promotor o en la parte estructural de genes sujetos a represion o activacion catabolica
(Henkin et al., 1991; Deutscher et al., 1995; Ludwig et al.,, 2001; Titgemeyer y Hillen,
2002).

A pesar de la relevancia de la enzima Pfk para el metabolismo del carbono, no se ha
prestado mucha atencion a su papel en el metabolismo, y el efecto de su inactivacion en la

fisiologia de B. subtilis. Las mutantes en pfk de B. subtilis se han obtenido por mutagénesis



generalizada con etil metano sulfonato (Gay et al., 1983), por experimentos de transduccioén
y seleccion por auxotrofias (Fresse ef al., 1972; Gay y Delobbe, 1977). La presencia de
mutaciones adicionales puede interferir con los efectos metabdlicos y fisiologicos
directamente relacionados a Pfk. En este estudio, el gen pfkA fue inactivado a nivel de
cromosoma por insercion del gen de resistencia a sp en este locus en diferentes fondos
genéticos. Las mutantes en Pfk y cepas control fueron evaluadas caracterizando el
crecimiento y esporulacion que presentaron en medio rico y medio minimo suplementado
con glucosa. La ausencia de la actividad de Pfk mostr6 un fuerte impacto en el crecimiento,

esporulacion y produccion de acidos organicos en B. subtilis.



I1. Antecedentes

I1.1 Fisiologia y genética de Bacillus subtilis.

Las bacterias Gram-positivas constituyen uno de los grupos mas diversos, entre los cuales
se encuentran microorganismos aerobios, aerobios facultativos y anaerobios. El género
Bacillus forma parte de éste grupo, constituido por bacterias con morfologia tipo barra y
formadoras de endosporas (Slepecky, 1992; Priest, 1993; Setlow, 1993). Las especies de
este género se adaptan a condiciones nutricionales desfavorables, diferenciandose en una
espora resistente al calor, desecacion, radicacion y solventes organicos, pudiendo sobrevivir
en estado latente por afos (Slepecky, 1992; Setlow, 1994). Esas esporas y los multiples
pasos del proceso por el cual se desarrollan han sido objeto de un estudio intenso, ambos
como ejemplos de diferenciacion celular (Burkholder y Giles, 1947; Anagnostopoulos y
Spizizen, 1961; Schaeffer et al., 1965), y debido a la necesidad de destruirlos en el
procesamiento de alimentos y otros productos industriales que requieren estar estériles. La
mayoria de los Bacillus han convertido a este género en uno de los més valiosos para la
industria biotecnoldgica debido a su capacidad para crecer a altas temperaturas, a la
ausencia de productos toxicos y a su habilidad para producir y secretar grandes cantidades
de proteinas, entre las cuales se encuentran la subtilisina, amilasa, levansacarasa,
antibioticos y otros compuestos bioquimicos (Harwood, 1992; Pierce et al., 1992; Ferrari et

al., 1993; Schallmey et al., 2004).

El miembro mads representativo de este género, B. subtilis, es una eubacteria ampliamente
distribuida que habita principalmente en el suelo, aunque también se le encuentra en el aire,
rios, estuarios y es poco comun encontrarla en humanos (Priest, 1989 y 1993). Es una
bacteria "generalmente reconocida como segura" (de las siglas en inglés, GRAS) por la
Food and Drug Administration (FDA) en los Estados Unidos de América (Boer y
Diderichsen, 1991; Harwood, 1992). Aunque existen algunos antecedentes que han

demostrando problemas respiratorios, envenenamiento de alimentos y citotoxicidad in



vitro. Sin embargo, en general sus metabolitos no son considerados como toxinas para
mamiferos (Salinas et al., 2005; Stein 2005; Ostensvik et al., 2004; Lindsay et al., 2000;
Rowan et al., 2001; Pedersen ef al., 2002; Flindt, 1969). Una caracteristica particularmente
atractiva de ésta bacteria es que es usada para producir materiales disefiados para consumo

humano (Priest, 1989).

Muchos estudios pioneros fueron realizados como una consecuencia de la demostracion de
su capacidad de tomar e incorporar ADN exdgeno (Transformacion) (Spizizen, 1958). Los
avances en la tecnologia del ADN recombinante (Mongkolsuk et al., 1984; Ferrari y Hoch,
1989), el desarrollo de sistemas huésped/vector (Mountain, 1984), y sistemas de
produccion de proteinas heterdlogas continflan en crecimiento (Wong, 1995; Valle y
Ferrari, 1989). Esto ha hecho que B. subtilis y otros representantes del género tengan
importancia tanto académica como comercial (Harwood, 1992; Slepecky, 1992; Wong,

1995; Schallmey et al., 2004).

El uso de B. subtilis como un sistema experimental para el estudio del metabolismo, de la
diferenciacion celular y de mecanismos de regulacion de genes, puede ser rastreado a tres
lineas criticas de investigacion. Investigadores como Burkholder y Giles (1947), expusieron
a una cepa Marburg de B. subtilis a rayos X y luz ultravioleta (UV) y aislaron varias
mutantes auxoétrofas. Estas mutantes llegaron a ser basicas para el analisis bioquimico y
genético de la biosintesis de los aminodcidos aromaticos, asi como de otras vias, y han
servido como herramienta en estudios detallados de la mecanistica de la recombinacion.
Mas tarde, Spizizen llevo a cabo experimentos de transformacion de B. subtilis con ADN
cromosomal (Spizizen, 1958), usando una de las cepas auxotrofas en triptofano (cepa 168).
Anagnostopoulos y Spizizen (1961) siguieron los primeros experimentos exitosos para
encontrar las condiciones optimas de la eficiencia de transformacion. Su método atn es
usado virtualmente por todos los laboratorios que trabajan con B. subtilis. Inspirado por los
hallazgos logrados por Anagnostopoulos y Spizizen, Hoch y Spizizen y mas tarde Piggot y
Coote, iniciaron el aislamiento y el mapeo de mutantes de B. subtilis que no esporulan

(Anagnostopoulos y Spizizen, 1961; Hoch, 1971; Piggot y Coote, 1976).



Antoinette Ryter y Fitz-James, expertos en microscopia electronica, establecieron la
secuencia normal de esporulacion relacionandola con los cambios morfologicos, y
correlacionaron mutaciones particulares con bloqueos en estadios especificos en el
desarrollo de la esporulacion, por lo tanto inventaron un campo de busqueda nuevo y lleno

de informacion (Ryter et al., 1966; Fitz-James y Young, 1969).

La habilidad de B. subtilis para esporular y la facilidad con la que este organismo se puede
manipular genéticamente, ha servido durante muchos afios como la justificacion principal
para fundamentar la investigacion en B. subtilis en una era que estaba dominada por el

trabajo en E. coli como el primer modelo bacteriano (Harwood y Archibald, 1990).

Con los afios ha quedado claro que ninguna bacteria es un representante perfecto de todas
las demas y que en eso, de manera minima, las Gram-positivas son mejor representadas por
B. subtilis que por cualquier organismo Gram-negativo. Esto se conoce como el paradigma
de la fraccion Gram-positiva del mundo microbiano, y ha reforzado la idea de que todas las
especies tienen caracteristicas importantes que las distinguen y que cada una debe ser
confrontada en sus propios términos. Aun asi, el andlisis de conservacion genética nos dice
que los miembros de las clases de bacterias Gram-positivas bajas en G + C definen un
grupo particular dentro de los organismos Gram-positivos. Es importante sefialar que B.
subtilis 'y Staphylococcus aureus, que morfolégicamente parecen tan diferentes, estan

altamente relacionados a nivel de secuencias de proteinas y de regulacion genética.

Para finales de los 1970s ya se contaba con el conocimiento definido y detallado de la
fisiologia de B. subtilis y la identificacion de genes que codificaban para enzimas del
metabolismo y del desarrollo. La invencion de la tecnologia del ADN recombinante sentd
las bases para que se diera el segundo gran avance en nuestro entendimiento de este
microorganismo. El descubrimiento de factores sigma alternativos de la RNA polimerasa,
primero en B. subtilis (Talkington y Pero, 1978; Haldenwang y Losick, 1979) y luego en
otros microorganismos, y los mecanismos interesantes por los cuales son activados (Losick

y Stragier, 1992), asi como la exploracion de la informacion a cerca de los mecanismos de



regulacion genética en respuesta a una multitud de retos ambientales han ayudando a

mantener el campo de la biologia de los procariotas a la vanguardia.

Una de la futuras direcciones claves de la fisiologia microbiana sera el andlisis de las vias
complejas de interconexion de regulacion; tales vias han sido reconocidas y exploradas en
B. subtilis por cerca de 20 afios. Como la tecnologia de secuenciacion del ADN mejor6 al
punto de que genomas completos de organismos tan complejos como las bacterias fueran
contemplados, era obvio que B. subtilis estuviera entre los primeros a ser analizados. Un
esfuerzo internacional, fundado principalmente por el gobierno Japonés y por la Unidén

Econdmica Europea completo el proyecto en 1997 (Kunts et al., 1997).

La gendmica comparativa y la fisiologia han revelado diferencias interesantes atin entre B.
subtilis. Varios aislados de B. subtilis producen una capsula de acido poliglutamico (como
B. subtilis Subs. natto (Nagai, 2000) y B. subtilis S317 (Kambourova et al., 2001) o el
antibiotico surfactina. La cepa de laboratorio B. subtilis 168 tiene los genes para la sintesis
de la capsula pero falla en la expresion de estos; la cepa 168 sintetiza al precursor de la
surfactina pero carece del proceso de maduracion final de la enzima. Aun estd por
entenderse como es que esta capacidad genética fue silenciada y porque la bacteria retiene
estos genes. De los 4,107 genes que se piensa existen en el genoma de B. subtilis, cerca de
1,500 tienen funciones especificas definidas o deducidas y otros 1,000 han sido clasificados
sin saber sus funciones especificas (Kunts et al., 1997). Cerca de un cuarto del genoma de
B. subtilis se predice que codifica para proteinas necesarias para la obtencid de energia y
procesos de biosintesis. Esta prediccion parece ser un subestimado, debido a que muchos de
los genes de funciones actualmente desconocidas probablemente codifican para vias
anabolicas y catabdlicas atin no descubiertas. Otra gran fraccion del genoma esta dedicada a
la adaptacion al estrés tanto fisico como nutricional, dado la impresionante diversidad de

ambientes en los cuales B. subtilis puede sobrevivir y desarrollarse.

El genoma de B. subtilis parece tener una sobreabundancia de cierto tipo de genes. Por

ejemplo, hay cerca de 400 transportadores, de los cuales de 40 a 50 parecen ser del tipo



sistema de casete de union a ATP, y mas de 50 pueden ser bombas de eflujo que
contribuyen a la resistencia a farmacos. B. subtilis no es conocido por utilizar un arreglo
basto de fuentes nutricionales, y generalmente es sensible a bajas concentraciones de la
mayoria de los antibidticos. Uno puede identificar 36 histidina cinasas de dos componentes
que se supone activan a 34 reguladores de respuesta. Solo 11 de esos reguladoras de
respuesta tienen funciones conocidas. El nimero total de proteinas aparentemente
reguladoras (como 200) parecen menos, dada la cantidad de genes que necesitan ser
regulados (cerca de 1,500 operones). Por otro lado, varias proteinas reguladores tienen
muchos blancos; y a su vez, la mayoria de los genes blanco estan sujetos a multiples formas

de regulacion (Kunts et al., 1997).

La disponibilidad de la secuencia del genoma completo de B subtilis ha cambiado las
preguntas a ser contestadas y la forma de llegar a contestarlas. Como la secuencia de mas y
mas genomas ha sido completada, llega a ser facil la manera en que llegan a deducirse las
funciones de cualquier gen dado. Sin embargo, la simple comparacion de la estructura de
un gen, su organizacion y regulacion entre organismos relacionados o distantes, abre una
ventana hacia la evolucion. Los nuevos avances en fisiologia celular hechos posible por la
secuencia de genomas, han dado lugar a un gran avance en la citologia bacteriana. El
estudio de B. subtilis tanto en la era pregendmica como en la posgendmica ha reforzado
nuestro sentido de que en este organismo han evolucionado mecanismos de sintesis y de

regulacion que son nuevos, sutiles e interesantes.

I1.1.1 Crecimiento.

La designacion en 1936 de la cepa Marburg como la cepa fenotipo de B. subtilis clarificd
inicialmente la confusion entre B. subtilis, B. cereus 'y B. licheniformis. Siguiendo los estudios
de Gordon et al. (1973), B. subtilis se establecid6 como un taxon distinguible de B.
licheniformis, especies cercanamente relacionadas que pertenecen al grupo II. A pesar de que
B. subtilis es generalmente reconocido como aerobio, puede crecer y esporular lentamente

bajo condiciones estrictamente anaerobias. Esto es, en un medio con glucosa y usando nitrato



como un aceptor terminal de electrones. Esta bacteria representa un estadio intermediario entre
los anaerobios facultativos reales de las cepas del grupo 1 y los aerobios estrictos en los grupos
III y IV. Esto se ve reflejado en la formacion de acidos a partir de algunos azucares. Todas
estas bacterias producen endosporas ovaladas que no hinchan a la célula madre y

generalmente estan localizadas en la parte central o subterminal de la célula (Priest, 1993).

B. subtilis es un quimio-organotrofo, que posee la habilidad de oxidar una variedad amplia
de compuestos organicos simples y de crecimiento facil esto es con tiempos de duplicacion
del orden de 20 minutos para cultivos crecidos en medios ricos y de cerca de una hora o
mas para el cultivo en medio minimo a 37°C (Harwood y Archibald, 1990). Al contrario de
bacterias como E. coli o S. typhimurium que pueden utilizar cerca de cien diferentes
carbohidratos (aztcares, polioles y carboxilatos) como unica fuente de carbono y energia,
B. subtilis 168 solamente utiliza 20 carbohidratos. La aparente inferioridad, en parte puede
ser debida, a la carencia de investigacion, por ejemplo, mientras que B. subtilis 168 no
puede crecer en galactosa o lactosa, si lo hace en xilosa o celobiosa, mientras que la cepa
silvestre de E. coli K-12 no puede hacerlo (Lin, 1987). Ademas, B. subtilis tiene una
habilidad altamente desarrollada para producir enzimas degradativas extracelulares. Al
menos seis proteasas extracelulares le proporcionan la oportunidad de usar aminoacidos y
péptidos cortos como fuentes de carbono. También secreta enzimas, no solo de gran
importancia enzimatica sino que también de alto valor biotecnologico. Entre estas enzimas
esta la o-amilasa (amyE), pululanasa (amyX), endo-B-1,4-mananasa (ydhT), levanasa
(sacC), glucano-1,4- a-maltohidrolasa (yvdF), pectato liasas (pel, pelB), B-1,3-1,4
endoglucanasa (bglS, licS), y endo-1,4-B-xilanasas (xynAd, xynD), las cuales son secretadas
al medio y permiten al organismo degradar polisacaridos en partes mas pequeflas que

subsecuentemente pueden ser internalizadas y metabolizadas.

Los siguientes carbohidratos parecen ser utilizados por B. subtilis: mono-, di- y
oligosacéridos, aminoazucares y sus N-acetil derivados, azucares conteniendo acidos

opinas, gliconico, glicérico y glucorénico, y polialcoholes derivados de azucares (lineales o
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ciclicos). De algunos se conocen y de otros se preasume cuales son sus trasportadores

especificos (Deutschener et al., 2002).

I1.1.2 Adaptacion

Al igual que todos los microorganismos, B. subtilis posee una versatilidad metabdlica
sorprendente. La mayoria de las bacterias pueden utilizar una gran variedad de fuentes de
carbono y adaptan sus vias metabolicas para los cambios continuos a su alrededor,
haciéndolas capaces de competir de manera eficaz con otros organismos en condiciones
limitantes de nutrientes (Sonenshein, 1989; Hoch, 1993). Esta bacteria, como muchas otras
células, tiene la capacidad de sensar el gradiente de concentracion de nutrientes y se adapta
a limitaciones de los mismos, cambios en la fuerza osmdtica, condiciones de estrés y
variaciones en la concentraciéon de oxigeno. La produccidén y excrecion de antibidticos
presumiblemente sirven para limitar la competicion por los nutrientes con otros
microorganismos, mientras que la excrecion de varias enzimas les permite hidrolizar las
fuentes nutricionales no degradadas previamente en unidades mas faciles de metabolizar

(Pierce, 1992).

El estado de adaptacion o de transicion o de competencia, se refiere a la habilidad de B.
subtilis para tomar y/o ser transformado genéticamente con ADN exogeno, lo cual puede
fortalecer sus posibilidades de sobrevivencia ya sea como una consecuencia de la
reparacion del ADN, o por favorecer la variacion genética. La quimiotéxis y el desarrollo
asociado del flagelo facilitan la movilidad hacia los nutrientes. Muchas de las sefales
sensadas en su entorno, generan una respuesta que incluye la desrepresion de enzimas
habilitdndolas para incrementar las funciones catabolicas, la competencia, la quimiotaxis y
la movilidad asociada, asi como la produccion de antibioticos y de varias enzimas

hidroliticas (Postma, 1987; Dubnau, 1991).

La desrepresion de enzimas requeridas para incrementar las funciones catabolicas, incluye

las que participan en sistemas enzimaticos tales como el TCA y el sistema para la
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utilizacion del nitrégeno, los cuales pueden rearmar la maquinaria enzimatica de las células
en adaptacion capacitandolas para expandir su rango de substratos metabolizables. La
respuesta estricta es una reaccion global a la deprivacion de nutrientes que disminuye la
sintesis de RNA, incrementa el cambio en proteinas y causa una variedad amplia de otros
ajustes en el metabolismo celular (Hanson y Cox, 1967; Price y Gallart, 1983; Freese y

Heinze, 1983; Fisher, 1999).

La linea divisoria entre la adaptacion y el desarrollo hacia endosporas es confusa, en el
mejor de los casos deberia ser considerada como una continuacion de la respuesta celular o
mecanismos directos al escape, tanto de la deprivacion de nutrientes como de la
esporulacion. Por ello es que el interés en la explotacion de la respuesta normal de B.
subtilis, lleva a considerar el periodo de adaptacion como una ventana critica para la
productividad, debido a que durante este periodo y en el desarrollo inicial es en donde son

elaborados la mayoria de los productos (Priest, 1977 y 1989).

Cuando una célula microbiana agota alguno o todos sus nutrientes disponibles durante su
crecimiento y comienza a entrar a fase estacionaria, aparecen ciertos factores de estrés. En
los bacilos, asi como en algunas otras bacterias, hongos y eucariontes inferiores, una
respuesta a dicho estrés acumulado es la formacién de una espora latente. En adicién a
proteinas necesarias para la iniciacion de este programa complejo de desarrollo, ciertas
proteinas nuevas, las cuales no son necesarias para la esporulacion, son también
sintetizadas en ese momento. Muchas de estas proteinas son enzimas degradativas, las
cuales aparentemente son un intento por parte de la célula para sondear todas las fuentes
disponibles de energia y metabolitos en el medio circundante. Ademas de la sintesis de
estas enzimas degradativas, tales como levansacarasa, alfa-amilasa y las diferentes
proteasas, algunas otras funciones que son expresadas por B. subtilis a este tiempo incluyen
el desarrollo de competencia para la asimilacién de moléculas de ADN, la produccién de
antibidticos, la sintesis de flagelos y la induccion total del TCA (el cual normalmente no
puede funcionar completamente durante el crecimiento vegetativo de este microorganismo).

Se conocen al menos nueve genes abrB, hpr, sin, degU, degS, degR, degQ, senS y pai, que
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tienen efectos pleiotropicos sobre la sintesis de muchas de estas proteinas. Debido a que
dichos genes reguladores controlan funciones que son expresadas durante el estado de
transicion entre el crecimiento vegetativo y el encendido de la fase estacionaria y
esporulaciéon, se ha acufiado el término “reguladores del estado de transicidn” para

describirlos (Perego ef al., 1988).

Para propdsitos practicos, la presencia de proteasas ha hecho dificil el uso de B. subtilis
como sistema hospedero para expresar y secretar proteinas foraneas al medio de
crecimiento. Si bien la presencia de tres proteasas extracelulares relativamente mayoritarias
se conoce desde hace muchos afios, también se sabe la existencia de proteasas minoritarias
las cuales parecen ser muy activas, ya que pueden degradar proteinas eucariotas
efectivamente (He et al, 1991). Actualmente se conocen siete proteasas en B. subtilis, las
cuales caen dentro de dos grandes categorias: las serinproteasas (que comprenden a las
proteasas AprE o subtilisina, Epr, Bpf, Isp-1 e Isp-2) y las metaloproteasas (que incluyen a
las proteasas NprE o proteasa neutra y Mpr). Todas las proteasas conocidas son expresadas
principalmente durante el inicio de la fase estacionaria y, al igual que sucede para otras
enzimas degradativas, se conoce que estan bajo control de la misma familia de genes
reguladores. Respecto al papel fisiologico de las proteasas, el panorama no esta del todo
claro; se ha postulado que las proteasas extracelulares tienen importancia en la regulacion
del recambio de la pared celular (Jolliffe ef al., 1981), en la esporulacién y la eliminacién
de enzimas (Priest, 1977). A su vez, se ha sugerido que las proteasas intracelulares
funcionan en el procesamiento de proteinas y su recambio, ambos eventos importantes
previos a la esporulacion (Maurizi y Switzer, 1980). No obstante el avance reciente, la
elucidacion de genes codificadores para proteasas permanece como un reto para los
bidlogos moleculares que trabajan con Bacillus, pues resulta muy interesante y
sorprendente a la vez que existan gran nimero de genes que codifican para estas proteasas,
asi como la forma compleja en que su expresion esta regulada (Valle y Ferrari, 1989). Dado
que la delesion de genes codificadores para proteasas parece no afectar el crecimiento ni la
esporulacidn, estos genes parecen ser no esenciales. Sin embargo, queda como paradigma

elucidar por qué entonces se encuentran proteasas en gran numero, la manera cuidadosa en
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que su expresion esta regulada en la naturaleza y como el organismo ha logrado que la

pérdida de una o mas proteasas no afecte apreciablemente la fisiologia celular.

11.1.3 Desarrollo celular

La diferenciacion de B. subtilis en una endospora latente ocasionada por la deprivacion de
nutrientes sirve como un paradigma en el estudio de eventos del desarrollo celular en la
biologia moderna (Losick y Stragier, 1992). Esto ha ocasionado que se cuente con una
descripcion detallada de la iniciacion (Schaeffer ef al,, 1965; Grossman, 1991; Errington,
1993), la bioquimica (Setlow, 1981; Freese y Heinze, 1983) y la genética (Losick et al.,
1986) de la esporulacion. En comparacion, la literatura sobre la fisiologia y la bioquimica
desafortunadamente esta estancada, por lo general este tipo de investigacion ha sido por

mucho tiempo suplantada por las investigaciones genéticas.

Las células vegetativas de B. subtilis septan y se dividen centralmente para producir dos
células mas o menos idénticas (septacion simétrica). Por el contrario, el periodo inicial de
esporulacion comprende una forma modificada de division celular donde el proceso de
septacion ocurre lo mas cercano a uno de los polos de la célula (septacion asimétrica). El
proceso de esporulacion, como se aprecia en la Figura 1 se ha dividido en siete estadios
basados en los cambios citologicos que ocurren durante la formacion de la espora (Ryter et
al., 1966). Los estadios son identificados usando la numeracion Romana. Cuando Bacillus
es cultivado en un medio rico, el proceso de esporulacion usualmente requiere de 6 a 8
horas (Schaeffer et al., 1965), asi que el estadio de desarrollo es aproximadamente

equivalente al tiempo en horas después del final del crecimiento (Strauch y Hoch, 1992).

Entre el estadio 0 y el estadio II (o el III) se llevan a cabo muchas de las respuestas
adaptativas, sefialadas anteriormente, como medidas de evasion del proceso de
esporulacion. Si estas estrategias se unen de manera eficiente, entonces se resume el suceso

final del crecimiento vegetativo; de otra manera, el desarrollo continuard. Durante la
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transicion del estadio II al estadio III (T2 a T3), la célula madre, engulle a la preespora para
formar lo que esencialmente es una célula dentro de una célula. El estadio I1I generalmente
es considerado como el estadio donde ocurre el compromiso con el proceso de
esporulacion, de ahi que el enriquecimiento del medio de cultivo en este punto no revierte

el proceso de esporulacion (Freese et al., 1970).
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Figura 1. Tiempo idealizado del transcurso de la esporulacion de B. subtilis a 37°C. El inicio de la
esporulacion en este sistema es definido como el final del crecimiento exponencial (flecha). Estadios
morfolégicos de la esporulacién en el tiempo de su ocurrencia, estan esquematicamente indicados
arriba de la grafica. El tiempo y la duracion aproximada de los eventos bioquimicos y fisiolégicos estan
indicados en las cajas dentro de la grafica. Modificado de Nicholson y Setlow (1990).

La designacion TO, T1, etc. (Figura 1), se refiere al tiempo en el cual han transcurrido
dichos cambios. El inicio de la fase estacionaria del cultivo o del proceso de esporulacion

se conoce como TO. T2 o estadio II se define como la formacion asimétrica del septo, de
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manera que cada compartimiento recibe un complemento total de ADN (Errington y Wake,
1991). A partir del estadio III en ambos compartimentos, el de la célula madre y el de la
preespora en desarrollo (Losick y Stragier, 1992), la expresion genética ocurre por separado
tanto en tiempo como en espacio. En el estadio IV inicia el primordio de la pared celular de
la espora y la formacion de la corteza. Los cambios en las siguientes etapas se resumen a
continuacién: estadio V, deposicion de la cubierta de la espora; estadio VI, maduracion de la
corteza y de la cubierta; estadio VII, culminacion del proceso de esporulacion con la liberacion
de la espora madura por lisis de la célula madre y liberacién de una espora resistente a calor,
quimicos y radiacion (Fitz-James y Young, 1969; Freese y Heinze, 1983) la cual permanece
en estado latente hasta que las condiciones nutricionales sean favorables nuevamente,

estimulando asi la germinacion (Foster y Johnstone, 1990) y el crecimiento.

La iniciacion de la esporulacion es compleja y se conocen al menos tres tipos de sefiales
que se interrelacionan:

a) Sefales nutricionales. La limitacién nutricional de fuentes de carbono, nitrégeno o
fosforo pueden inducir la esporulacion; buenas fuentes de carbono como la glucosa, la
reprimen. Se ha demostrado que la concentracion intracelular de GTP (o GDP)
probablemente representa el efector clave de la sefial nutricional. Sin embargo, aun se
desconoce como es sensada por la célula la concentraciéon de GTP y como se transmite la
sefal al aparato transcripcional (Freese y Heinze, 1983; Sonenshein, 1989; Fisher, 1999;
Strauch y Hoch 1992).

b) Densidad de poblacion. Grossman y Losick (1988) observaron que la esporulacion no
puede inducirse eficientemente en células mantenidas a baja densidad de poblacion. Sin
embargo, una esporulacion eficiente se obtuvo cuando las células se resuspendieron a baja
densidad en medio previamente condicionado por el crecimiento de células a alta densidad.
El efecto no se debid al agotamiento de un factor esencial de crecimiento sino a la
produccion de substancias, posiblemente oligopéptidos, que son necesarios para una
esporulacion eficiente. Se conoce poco acerca de la naturaleza de dichos factores y menos
aun de como es sensada e interpreta su presencia (Waldburger ef al., 1993).

¢) Ciclo celular. En su etapa mas temprana, como ya se ha mencionado, la esporulacién
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claramente comprende una division celular modificada. También en este caso, a pesar de
que la relacion entre el ciclo celular y el inicio de la esporulacion esta bien establecido, la
manera en que la célula monitorea el desarrollo del ciclo celular y transmite esta
informacion al aparato de transcripcion permanece sin esclarecerse completamente (Clarke
y Mandelstam, 1980; Hitchins, 1978; Kunkel, 1991).

En este sentido, se considera que, en genera,l la esporulacion es una confluencia de vias que
son seleccionadas por una célula que ha percibido cambios en el medio ambiente y ha dado
entrada a una multitud de respuestas de regulacion. Las condiciones usadas para la
esporulacion son condiciones de reduccion metabolica y de deprivacion de nutrientes, lo cual
conduce a la induccion de una variedad de enzimas que son relevantes para el cambio en el
medio nutricional de la célula, pero no necesariamente involucrados con la esporulacion. El
estudio de los cambios inmediatos en las células fue grandemente dominado por dos
observaciones: la primera fue el descubrimiento de que el ciclo de TCA tiene que ser inducido
con el fin de permitir la esporulacion, y el segundo fue la observacion de la conversion al

inicio de la esporulacion (Schaeffer et al., 1965; Keynan y Sandler, 1983; Sonenshein, 1989)

La esporulacion es parte de un programa complejo de desarrollo y diferenciacion celular
que resulta en la formacion de una estructura altamente resistente denominada espora. La
formacion de esta estructura es un ejemplo extremo de la adaptacion de Bacillus al medio e
involucra a mas de 80 genes diferentes (Kunkel, 1991). Los /oci spo se denominaron de
acuerdo al estado en el cual mutaciones en el locus bloquean la esporulacion. Asi spo0,
spoll, spolll, etc., indican que las mutaciones permitian llegar hasta el estado cero, dos y

tres respectivamente, pero no mas alla (Errington, 1993).

La proteina SpoOA, que pertenece a una familia de proteinas bacterianas llamada
reguladores de respuesta, juega un papel central en el inicio de la esporulacion. El gene
spo0A es transcrito a partir de dos promotores, Pv y Ps. Pv es reconocido por el factor de
transcripcion E sigma A y aparentemente proporciona un nivel basal de SpoOA en células
vegetativas. Ps es controlado por el factor de transcripcion E sigma H lo cual resulta en un

incremento subito de Spo0A al inicio de la esporulacion (Chibazakura et al., 1991). Spo0OA
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regula negativamente a varios genes, principalmente abrB. La regulacion positiva de
SpoOA es responsable de la activacion de ciertos genes especificos de esporulacion como
los operones de spollA, spollG y spolllE (Perego y Hoch, 1988: Perego et al., 1991;
Strauch y Hoch, 1992).

La fosforilacion de SpoOA es la clave en el control del inicio de la esporulacion. El fosfato
es transferido a Spo0A por un mecanismo complejo involucrando histidina-proteina-cinasas
y al menos dos acarreadores de fosfato se acetilan como intermediarios. Las interacciones
entre los distintos participantes ya han sido reproducidas in vitro. Al menos dos histidina-
proteina-cinasas codificadas por los genes kind y kinB pueden transferir el fosfato a la
proteina SpoOF, la cual a su vez transfiere su fosfato a un segundo acarreador, SpoOR. La
proteina SpoOR es el donador directo del fosfato a SpoOA. Esta intrincada via permite que
el nivel de Spo0OA sea controlado mediante sensores ambientales tanto internos como
externos. En apoyo a esta idea, se ha demostrado que las cinasas KinA y KinB pueden
responder a diferentes sefiales. Existen ademas otras proteinas involucradas en este sistema,
denominado de fosforelevos, como son SpoOE y SpoOK pero su blanco preciso no se ha
determinado. La elucidacion del sistema de fosforelevos ha sido un logro importante puesto
que la existencia de varias proteinas que actian via este sistema muestra en principio como
la informacion proveniente de muchas fuentes diferentes puede ser integrada para
determinar la eleccion entre proliferacion y diferenciacion. Sin duda, el conocimiento de
este sistema puede tener consecuencias importantes cuando se piensa en las vias por las
cuales se efectuan decisiones similares en organismos superiores (Burbulys et al., 1991,

Grossman, 1991).

I1.2 Metabolismo general

I1.2.1 Consideraciones generales

En animales superiores, los métodos tradicionales para la identificacion de enzimas
reguladoras y la determinacion de su papel en la regulacion de una via metabolica incluyen

diferentes enfoques. Estos pueden ser: a) la determinacion de las cantidades a utilizar de
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compuestos especificos con substratos e intermediarios marcados isotopicamente; b)
medicion de la concentracion de los substratos; ¢) productos y efectores alostéricos de la
posible enzima reguladora en un sistema intacto; d) uso de inhibidores enziméticos
especificos; y e) el andlisis de las propiedades cinéticas de la enzima purificada. Dichos
enfoques han conducido a un entendimiento significativo de muchos fendémenos

reguladores.

A pesar de la abundancia de informacion acerca de las vias metabdlicas y su regulacion en
vertebrados homeotérmicos, la mayoria de nuestro entendimiento al respecto esta basado en
la evidencia correlativa y no definitiva de lo que realmente pasa en la naturaleza. En este
sentido es que la genética y la ingenieria genética en modelos procariotas han sido una
herramienta poderosa para el establecimiento definitivo de la relacion causa-efecto entre los
mecanismos moleculares que regulan la actividad enzimatica y el flujo de intermediarios a

través de las vias metabdlicas.

El estudio del metabolismo central de carbono en los microorganismos es de suma
importancia, ya que a través de éste las células obtienen todos los esqueletos de carbono
necesarios para la biosintesis. Aunque las vias metabolicas centrales han sido dilucidadas
casi completamente, aun falta mucho por conocer sobre su regulacion. La meta final en un
analisis de la regulacion metabolica es determinar las bases moleculares de los eventos
fisiologicos. Esta meta, requiere de un ambiente fisioldgico para conducir el analisis y los
métodos para establecer la relacion de causa y efecto entre los efectores intra y
extracelulares, los cambios moleculares en enzimas claves, y la alteracién del flujo de

metabolitos hacia vias del metabolismo intermediario.

Una de las metas mas importantes de los bidlogos es entender como trabajan las
macromoléculas bioldgicas, con el objetivo practico de crear nuevas actividades o
especificidades. Los sistemas bacterianos involucrados en el metabolismo periférico (por
ejemplo, catabolismo de carbohidratos, aminoacidos o nucle6sidos; biosintesis de

compuestos secundarios y antibidticos; resistencia a antibidticos; u otros procesos de
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desintoxicacion) ofrece una fuente natural rica y accesible de genes y actividades
cataliticas. El estudio de esos sistemas nos ayudara a definir dominios de proteinas
involucrados en la uniéon al ADN, nucleétidos, coenzimas, etc., para entender y luego
modificar propiedades de proteinas. Aun cuando los productos de los genes involucrados en
una via comun estan relacionados con los de muchas bacterias diferentes, es frecuente que
la organizacion de los genes sea especie especifica. Esta variabilidad, una caracteristica
general de todos los regulones del metabolismo periférico, contrastan fuertemente con la
organizacion altamente conservada de operones relacionados con funciones esenciales. Los
genes involucrados en el metabolismo periférico constituyen un subgrupo dinamico en el
genoma bacteriano y pueden, por lo tanto, ser particularmente informativos para estudios de

evolucion (Deutscher et al., 2002).

La mayoria de las bacterias, incluyendo B. subtilis, pueden utilizar una gran variedad de
fuentes de carbono adaptando sus vias metabolicas para los continuos cambios a su
alrededor, haciéndolas capaces de competir de manera eficaz con otros microorganismos.
Como parte de una elaborada red de sefales de transduccion, B. subtilis puede expresar
algunos regulones de manera temporal (Figura 2A). La mayoria de ellos son expresados
durante o después de la transicion de la fase exponencial a la fase estacionaria del
crecimiento. Muchas de las sefiales sensadas en su entorno, generan una respuesta que
puede involucrar cambios en la sintesis de proteinas, en la regulacion de la actividad
enzimatica, en movilidad y otros procesos (Figura 2B) (Postma, 1987; Fisher y Sonenshein,

1991; Steinmetz, 1993; Strauch y Hoch, 1992).

El metabolismo central de B. subtilis incluye: la via de EMP, el TCA y de PP, que oxida
glucosa 6-P a CO,. También incluye a las vias anaplerodticas que involucran reacciones de
conexion entre vias, reacciones de flujo reverso y reacciones de relleno de pozas de
metabolitos precursores que son utilizados para la biosintesis (Neidhardt et al., 1990).
Aparentemente la via central de Entner-Doudoroff (ED) inducible, por medio de la cual se

metaboliza el gluconato, no esta presente en B. subtilis (Klier y Rapoport, 1988). No posee
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la via del glioxilato, pero usa la piruvato carboxilasa y la enzima malica (Figura 6) para

catalizar las reacciones anaplerdticas para el TCA (Fortnagel, 1993; Hederstedt, 1993).
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y lisis de la célula madre y liberacion de la
espora

Figura 2. Esquema de las principales actividades metabdlicas (A) y biosintéticas (B) de Bacillus subtilis.

Estas vias proveen a las células de los doce metabolitos precursores a partir de los cuales se

sintetizan los 75-100 bloques primarios, coenzimas y grupos prostéticos por reacciones que

emplean energia, poder reductor y fuentes de nitrégeno, azufre y unidades de carbono

(Neidhardt et al., 1990).

La regulacion metabolica es un término usado para describir los fendmenos involucrados

en el control del uso de energia a través de las vias del metabolismo intermediario. Sobre

las bases de las propiedades cinéticas de enzimas reguladoras y/o los mecanismos que

regulan sus concentraciones. Sobre un nivel fisioldgico, involucra la identificacion del
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medio ambiente y de agentes extracelulares que regulen el flujo de intermediarios a través
de vias especificas. A nivel molecular, le corresponde: 1) la identificacioén de la cantidad de
enzimas control; 2) el andlisis de las propiedades cinéticas de las enzimas reguladoras, y 3)

el analisis de los mecanismos que controlan la concentracion de tales enzimas.

El estudio de genes del metabolismo central en B. subtilis es de gran interés ya que a
diferencia de E. coli, como se muestra en la Figura 2, durante la fase estacionaria es capaz
de tener gran actividad metabdlica y biosintética, que da lugar a la formacion de una espora
viable. En general, ain cuando los mecanismos involucrados se desconocen, la esporulacion
puede ser iniciada por una inhibicion parcial de la sintesis de nucle6tidos de guanina (Freese y
Heinze, 1983). Aunque, los diferentes métodos de reduccion del contenido de GTP inducen
que no mas de la mitad de las células esporulen, sugiriendo que otros factores y/o sefiales estan
también involucrados (Sonenshein, 1989). La esporulacion normalmente resulta a partir de
una disminucion del crecimiento en un medio nutritivo, 0 como una respuesta estricta. En la
ultima, el déficit de un amino 4cido causa la produccion de nucledtidos de guanina altamente
fosforilados, los cuales sirven como una sefial potente para la diferenciacion. Tres de las
respuestas inducidas mas importantes son la disminucién de RNA y sintesis de proteinas,
sintesis de proteasas intracelulares y extracelulares, y el inicio de hidrolisis intensa (cambio)

de proteinas intracelulares (Freese y Heinze, 1983).

I1.2.2 Nodo de fosfoenolpiruvato (PEP).

I1.2.2.1 Consideraciones generales.

El nodo de PEP es de importancia vital para la fisiologia general de B. subtilis y
practicamente para todos los sistemas biologicos. PEP es uno de los precursores
metabolicos, ademds de que varios otros precursores se derivan directamente de PEP
(Figuras 3 y 6). PEP es importante para la fisiologia celular, debido a que es precursor en la
biosintesis de diferentes compuestos esenciales como: aminoacidos aromaticos, vitaminas y

neurotransmisores. En plantas, la carboxilacion de PEP por la enzima fosfoenolpiruvato



22

carboxilasa (Ppc) para producir oxaloacetato, es el primer paso en la reaccion de fijacion
biologica de CO,. Las plantas que fijan CO,, a partir de PEP, se denominan plantas Cj.
Existe otro tipo de fijacion biologica de CO,, donde la molécula final de este proceso es
gliceraldehido 3-fosfato (G3P), una molécula de tres carbonos, las plantas que fijan CO,
por este proceso se denominan plantas C;. En plantas C4, la carboxilaciéon de PEP por Ppc
solo cumple funciones como una via anaplerotica, reemplazando el carbono tomado de
TCA para funciones energéticas y de biosintesis, como funciona en bacterias (ver seccion

I1.2.5 Ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA)).

PEP es sustrato de reacciones muy diversas, algunas de ellas revisten importancia particular
para la biotecnologia, debido a que forman parte de las vias metabolicas que dirigen la
produccion de metabolitos de interés. Por lo anterior, la manipulacién del metabolismo a
nivel del nodo de PEP ha sido sujeto de estudios diversos para lograr la redistribucion de
los mismos con el fin de aumentar la conversion de PEP en aminoacidos, solventes
organicos como etanol y otros productos de fermentacidn, entre otros. Las vias relacionadas
con la biosintesis de aminoacidos se consideran “rigidas” con respecto a la disponibilidad
de PEP, debido principalmente a la inhibicion alostérica por producto final de las primeras
enzimas de la via en particular. Por el contrario, otras enzimas participantes en el nodo de
PEP, principalmente las piruvato cinasas (Pyk), presentan una regulacion distinta y se
comportan como “flexibles” a la modificacion en la concentracion de PEP o a las
modificaciones en otros flujos que forman parte del nodo de PEP (Stephanopuolos et al.,

1998).
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Figura 3. Algunas de las vias metabolicas que involucran PEP como sustrato. A partir de éste, se
obtienen piruvato y oxaloacetato que también son intermediarios de la biosintesis de otros aminoacidos
y vitaminas. La utilizacién de PEP para cualquiera de las reacciones representadas en esta figura es
esencialmente irreversible por la misma enzima. ABP = via comin de sintesis de aminoacidos
aromaticos.

El flujo de carbono a través de la enzima Ppc se puede catalogar como “rigido”. Se ha
demostrado que Ppc se encuentra finamente regulada de forma negativa por acido aspartico
(aspartato), abundante en la fermentacion anaerobica de la glucosa, y positiva por ppGpp y
Acetil-Co A (ACoA), abundantes en la fermentacion aerobia de la glucosa. El flujo sobre
Ppc responde principalmente a las condiciones de crecimiento, mas que a modificaciones
en los flujos de carbono del nodo de PEP o a su biodisponibilidad. La “rigidez” combinada
con la “flexibilidad” de las diferentes vias que utilizan PEP ofrece retos importantes para
los estudios de ciencia bésica a nivel del nodo de PEP. En cuanto a la ingenieria del
metabolismo para la biosintesis de aminoacidos o derivados de los mismos, los estudios se
han centrado no so6lo a nivel de la modulacién de la expresion de los genes que codifican
para las enzimas de la via biosintética especifica, sino también en la incorporacion de
enzimas modificadas (homodlogas a heterdlogas), con propiedades alostéricas distintas que
eviten la “rigidez” en la utilizacion de PEP para la produccion de intermediarios de la via

biosintética (Stephanopuolos et al., 1998; Neidhardt ef al., 1990).
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I1.2.3 Transporte activo de glucosa: sistema de fosfoenolpiruvato
(PEP): fosfotransferasa de azucares (PTS).

El sistema de fosfoenolpiruvato (PEP): fosfotransferasa de azucares (PTS) es un sistema
enzimatico complejo responsable de la deteccion, transporte transmembrana, y
fosforilacion de sustratos azlicares en procariotas, tanto Gram-positivos como Gram
negativos. Durante este proceso, el grupo fosfato del PEP es transferido a la molécula de
glucosa generando PYR y glucosa 6-P (Figura 4A). Normalmente, PEP fosforila la enzima
I (EI) de PTS, iniciando la cadena de transferencia del grupo fosforilo (Figura 4B). Luego
la fosfohistidil-enzima I fosforila un residuo histidil en la proteina termoestable acarreadora
de fosforilo de PTS, HPr. Esta fosfoproteina transfiere el grupo fosforilo al residuo histidil
de una de las proteinas especificas de aztcar del PTS designada enzima (o dominio) IIA. La
fosfoproteina IIA fosforila a la enzima (o dominio) IIB ya sea en un grupo cisteil o en uno
histidil, dependiendo de la enzima particular en estudio. La enzima (o domino) IIC
transfiere entonces el grupo fosforilo para internalizar el aztcar. Es este complejo de tres
enzimas II, los dominios o proteinas IIA, IIB y IIC funcionan coordinadamente en el
transporte y fosforilacion de los azlicares utilizados como sustratos (Saier y Raizer, 1990;

Postma et al., 1993).

PTS es uno de los principales sistemas de transduccion de sefales en B. subtilis, funciona
en la regulacion de varios procesos fisiologicos bacterianos y estd sujeto a un control de
regulacion elaborado. Trabajos recientes han revelado algunas caracteristicas estructurales
interesantes de los sistemas presentes en diversas especies bacterianas Gram positivas. La
toma de carbohidratos por la bacteria puede ser regulada por cualquiera de los distintos
mecanismos descritos a la fecha. Siete de estos mecanismos han sido discutidos por Saier
(1985), Reizer et al. (1988) y Reizer y Peterkofsky (1987). Estos mecanismos incluyen: (i)
competencia por una permeasa comun, (ii) inhibicién por azucar-fosfato intracelular, (iii)
inhibicion por gradiente electroquimico de proton, (iv) regulacion mediada por PTS

involucrando la proteina IIA glucosa-especifica, (v) competencia por fosfo-HPr, (vi)
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regulacion por fosforilacion dependiente de ATP de un residuo seril regulador en HPr, y

(vii) expulsion de azucares intracelulares.
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Figura 4. Reacciones en general de la transferencia del grupo fosforilo catalizadas por las proteinas del
PTS. (A) Esquema lineal indicando las proteinas pero no la naturaleza de sus derivados. (B) Esquema
de la reaccion que ilustra la transferencia individual de grupos fosforilos y los residuos fosforilados
dentro de cada proteina (dominios) dandoles una designaciéon. Asi ITA ha sido llamada enzima III, IIB
ha sido llamada enzima IV, y la IIC ha sido llamada enzima II. Para algunos sistemas fusionaron los
dominios ITA-IIB a los que se han referido como enzima III, la fusién de los dominios IIB-IIC ha sido
llamada enzima II. Del mismo modo el estado de fusién de los dominios ITA, IIB y IIC, han sido
llamados de manera colectiva como el complejo de enzima II (Saier y Reizer, 1990).

Ademés de las proteinas PTS generales EI y HPr, codificadas por ptsl y ptsH
respectivamente (Gonzy-Tréboul y Steinmetz, 1987; Gonzy-Tréboul et al., 1989), el
genoma de B. subtilis codifica para 15 complejos EII azlcar especificos, los cuales

incluyen al menos un representante de cada uno de las cuatro familias principales de
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permeasas PTS: glucosa/sacarosa, lactosa, manosa y fructosa/manitol. Cerca de la mitad de
los complejos EIl contienen los tres dominios o proteinas EIIA, EIIB y la EIIC
transmembranal y una EIID adicional para la manosa. Aun cuando PTS es considerado un
sistema de transporte de carbohidratos, la velocidad del transporte obtenido con diferentes

sistemas azucar especificos puede variar en un rango amplio (Reizer et al., 1999).

El transporte de glucosa por PTS da lugar a la glucosa 6-fosfato (y glucosa 1-fosfato) como
el precursor(es) intracelular(es) para todos los pasos subsecuentes en la glicolisis (Figura

. , . 1
6). La glucosa induce una permeasa especifica (enzima 119

). La capacidad de induccion
declina después de que cesa el crecimiento exponencial en medio nutritivo de esporulacion
(NSM). Por lo tanto, la glucosa tiene que estar presente durante el crecimiento para reprimir
la esporulacion; si esta se adiciona al momento del inicio de la fase estacionaria o después,
no se observa ninguna accién inhibitoria (Freese et al,. 1970). Mutantes deficientes en la
enzima I no crecen azlcares trasportados por PTS, y su esporulacion en medios complejos

no es inhibida por esos azucares.

11.2.3.1 Mutantes en PTS

Para conservar los recursos celulares, la expresion de los casi cien genes del catabolismo de
carbohidratos son inducidos solamente cuando el correspondiente carbohidrato estad
presente en el medio. En B. subtilis esta induccion puede ocurrir via la inactivacion de un
represor mediada por el inductor, pero también puede ocurrir por activacion transcripcional
o por antiterminacion. La mayoria de los genes y operones que codifican para el sistema de
incorporaciéon de carbohidratos, aparentemente tienen un sitio operador (sitio cre)
necesariopara la represion de CCR en la region del promotor, varios de estos sitios ya han
sido demostrados experimentalmente (Tobisch ef al., 1999). El término de represion de
catabolito por carbohidrato fue descrito por primera vez en B. subtilis a raiz de las
observaciones de su crecimiento diduxico en cultivo; en presencia de una fuente de carbono
preferencial se encontrd que reprimia la sintesis de enzimas necesarias para el transporte y

metabolismo de una fuente de carbono menos favorable. Posteriormente se encontrd que la
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expresion de algunos operones era estimulada por la presencia de la fuente de carbono
rapidamente metabolizable, y a este fendmeno se le llamo la activacion de catabolito por
carbohidrato (CCA). El segundo componente de CCR en B. subtilis es la proteina A de
control de catabolito (CcpA) (Figura 5), que funciona tanto como represor en CCR o como
activador transcripcional en CCA (Nicholson y Chambliss, 1985; Nicholson et al., 1987,
Henkin, 1996; Weickert y Adhya, 1992).

Como se puede ver en la Figura 5, HPr es la proteina reguladora central de la incorporacion
y metabolismo de carbohidratos. El complejo P-His-HPr, es formado cuando hay ausencia
de carbohidratos rapidamente metabolizables, ademas fosforila y activa a GlpK (panel A).
Tanto en Gram-positivos como en Gram-negativos se lleva a cabo la estimulacion de
reguladores transcripcionales que contienen dominios de regulacion de la actividad de PTS,
que son dependientes de PEP y de la fosforilacion catalizada por HPr y EI. Por el contrario,
solamente en las bacterias Gram-positivas se forma el complejo P-Ser-HPr, formado en
respuesta a la presencia de carbohidratos rapidamente metabolizables que interactian con
CcpA para hacer complejo con CCR/CCA y con las permeasas no-PTS para dar lugar a la
exclusion por inductor (panel B). La delesion de PTS y su cambio por un sistema distinto
puede tener diferentes efectos sobre el metabolismo y fisiologia de B. subtilis, como para
cualquier otro modelo de estudio como E. coli, ya que algunos de sus componentes se
comportan como reguladores generales tanto a nivel transcripcional como alostérico. De
igual forma, una mayor disponibilidad de PEP en la célula podria acarrear consecuencias,
principalmente en el metabolismo, ya que el PEP se comporta como inhibidor/activador
alostérico de varias enzimas del metabolismo central (Figura 3 y 6). Esta hipotesis es dificil
de verificar, debido principalmente a que los diversos estudios donde se demuestra el efecto
alostérico de PEP sobre distintas enzimas, se realizaron bajo condiciones de ensayo in vitro,
donde es posible que las condiciones particulares de cada componente del ensayo sean muy
distintas a las que se encuentren in vivo. Igualmente, se ha demostrado que el recambio de
moléculas energéticas in vivo (como PEP) es muy alto, de forma que inclusive en

condiciones de no utilizacion de PEP por PTS, es probable que no se logre una condicion
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de aumento de la concentracion intracelular real de PEP suficiente para concretar un efecto

alostérico (Neidhardt ef al., 1990; Mendes et al., 1996).
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Figura 5. Principales mecanismos de regulacion de la incorporacién y metabolismo de
carbohidratos en las bacterias Gram-positivas. Modificado de Deutschener et al. (2002)

Otra posible consecuencia de las mutaciones en pts, para el metabolismo y variaciones en
la fisiologia en general, podrian ser las caracteristicas particulares del nuevo sistema de
transporte. El cambio de expresion de un grupo de genes que codifica para proteinas de
membrana (genes del sistema PTS y otras proteinas reguladas por él) por otro diferente,
puede traer efectos variados sobre la composicion de la membrana. Mas aln, tener
consecuencias sobre la fisicoquimica del proceso de transporte del azucar y permeasas
relacionadas, puede haber variaciones en el potencial de membrana, el cual esta
estrechamente relacionado con la concentracion de iones. De esta forma el analisis a fondo
de las variaciones en la fisiologia y el metabolismo de las cepas de B. subtilis silvestre, pts,
pfk vy ptspfk’, ofrece retos interesantes tanto para la biologia celular como para la ingenieria

de vias metabdlicas.
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I1.2.4 Via de Embden-Meyernhoff-Parnas (EMP) o via glicolitica.

La via glicolitica es la ruta central y constitutiva del metabolismo de los carbohidratos e
incluye las reacciones enzimaticas que permiten la incorporaciéon y la transformacion de la
glucosa, una molécula de seis atomos de carbono, en dos moléculas de piruvato, de tres
atomos de carbono (Figura 6). En B. subtilis esta via metabdlica comprende la activacion por
fosforilacion de la glucosa al ser transportada por PTS (Postma et al., 1993) (ver seccion

11.2.3).

Las reacciones de glicolisis han sido extensamente estudiadas en E.coli y Salmonella
typhimurium. En Bacillus spp., la situacién es aun mds compleja que para estos dos
organismos debido a que el crecimiento y la esporulacion frecuentemente tienen diferentes
requerimientos metabolicos (Gay et al., 1973; Klier y Rapoport, 1988; Sonenshein, 1989).
Hay atn muchas preguntas sin contestar sobre el flujo de carbono, especialmente en medios
complejos. No solamente las reacciones glicoliticas son necesarias para el crecimiento celular,
sino también para la formacién de la endoespora, la cual durante la fase postexponencial
requiere nutrientes de bajo peso molecular que frecuentemente son suplementados por las
reacciones glicoliticas. Para mantener las pozas de ciertos metabolitos durante el crecimiento o
esporulacion y simultdneamente para prevenir la acumulacion de metabolitos que interfieren

en reacciones se requiere de una regulacion fina (Klier y Rapoport, 1988).

En la Figura 6, estdn anotados los genes (ver Tabla I) que codifican para enzimas de las vias
glicolitica y PP, y para enzimas que catalizan el transporte de algunos carbohidratos

seleccionados y su conversion a intermediarios de las vias mencionadas.
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Tabla 1. Genes que codifican las enzimas involucradas en las vias metabdlicas mostradas
en la figura 6.

Gen enzima

ptsG EIICBAY"

mtlA EIICB™

mtlD manitol-1-P deshidrogenasa

yjldD posible EIBCAM

pmi manosa-6-P isomerasa (paralogos dhS'y yjdE)
fruAd EIIABC™

fruB 1-fosfofructocinasa

fruC fructocinasa (ydjE y ydhR?)

gutA asumido como simporte de glucitol/H"
gutB glucitol deshidrogenasa

glpF facilitador de glicerol

glpK glicerol cinasa

glpD glicerol deshidrogenasa

glcP glucosa permeasa

glcK glucosa cinasa

gntP gluconato permeasa

gntK gluconato cinasa

pgi fosfo glucosa isomerasa

pk 6- fosfofructo cinasa

fbp fructosa-1,6-bifosfatasa

fbaAd fructosa-1,6-bifosfato aldolasa (paralogo iolJ)
i triosa fosfato isomerasa

gapA gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa glicolitica
gapB gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa gluconeogénica
pgk 3-fosfoglicerato cinasa

pgm fosfoglicerato mutasa

eno enolasa

pykA piruvato cinasa

vqiJ posible glucosa-6-P deshidrogenasa
gntZ gluconato-6-P deshidrogenasa

ywiF posible ribosa-5-P isomerasa

prs ribosa-P pirofosfocinasa

yloR posible ribulosa-5-P epimerasa

tht transcetolasa

ybbT posible fosfoglucomutasa

alsS a-acetolactato sintasa

alsD a-acetolactato descarboxilasa
pdhABCD | complejo piruvato deshidrogenasa

pta fosfotransacetolasa

ackA acetato cinasa

acsA acetil-CoA sintetasa

pycA piruvato carboxilasa
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La glicolisis es una de las vias metabdlicas mas conservadas en los organismos vivos
(Dandekar et al., 1999). Las funciones de las enzimas glicoliticas en B. subtilis han sido
determinadas experimentalmente o fueron deducidas a partir de su similitud con enzimas
glicoliticas conocidas de otras bacterias (Fortnagel, 1993; Kunst et al., 1997). Sin embargo, las
vias de glicdlisis/gluconeogénesis de B. subtilis contienen algunas particularidades. Por
ejemplo, la fructosa-1,6-bifosfatasa (Fujita et al., 1998) no muestra similitud con ninguna otra
fructosa-1,6-bifosfatasa conocida. Ademads, B. subtilis posee dos enzimas gliceraldehido-3-P
deshidrogenasas codificadas por gapA (anteriormente gap) y gapB, las cuales tienen un 60%
de identidad de secuencia. Las mutaciones en gapA evitan el crecimiento en fuentes de
carbono glicoliticas, mientras que las mutantes gapB no crecen en fuentes de carbono
gluconeogénicas (Fillinger et al., 2000).

El crecimiento vegetativo en B. subtilis es conducido por la via de EMP (Figura 6) con la
formacion aerébica de acidos organicos como lactato, acetato, etc. Este incremento de
biomasa demanda oxigeno de forma paralela al incremento de la poblacion, siendo éste
periodo de crecimiento exponencial por fision binaria muy corto. El segundo incremento de la
demanda de oxigeno ocurre cuando el pH empieza a elevarse, que es cuando inicia la
desaparicion del acetato del medio, el cual esta asociado con la induccioén de enzimas de TCA
y ciclo del glioxilato. La demanda de oxigeno disminuye después de que termind de elevarse
el pH y permanece a un nivel bajo hasta que ocurre la esporulacion, con la formacion de una
espora refractil (Hanson et al., 1963; Neidhardt et al., 1990). Para el estudio de las
consecuencias de las limitaciones y acumulaciones de diferentes metabolitos, se han aislado
mutantes de B. subtilis bloqueadas en varios pasos de la via glicolitica o de reacciones
secundarias. Ha sido bien caracterizado su defecto enzimatico y la influencia de los bloqueos
metabolicos sobre el crecimiento y desarrollo celular (Fortnagel, 1993). El grupo mas
completo de estas mutantes ha sido colectado por Ernst Freese, Meter Fortnagel y “The
Genetic Stock Center” (The Ohio State University). Es importante mencionar que no existe

una coleccion comparable para ninguna otra bacteria Gram positiva.
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11.2.4.1 Analisis de caso de estudio: Fosfofructocinasa

11.2.4.1.1 Generalidades.

Las vias metabolicas estdn controladas por pasos enzimaticos cuyas propiedades
individuales determinan la velocidad sobre los procesos metabolicos. Por esto, es necesario
identificar que enzimas controlan los procesos metabodlicos relevantes y también poder
determinar como las alteraciones en esos niveles afectan el flujo de interacciones
metabolicas dentro de la célula (Walsh y Koshland, 1984; Klier y Rapoport, 1988;
Neidhardt, 1990). Debido a su posicion estratégica en la via glicolitica y a la reaccion
dependiente de ATP, es que se considera que la fosfofructocinasa tiene una posicion clave
junto con la piruvato cinasa y la hexocinasa, para controlar el flujo de carbono a lo largo de
toda las secuencias de reacciones enzimdticas en la via glicolitica, en casi todo tipo de
células. Poco se sabe del metabolismo bacteriano, especificamente lo relacionado a la
enzima glicolitica fosfofructocinasa (Pfk; Fructosa 6-fosfato-1-cinasa, EC 2.7.1.11) en E.
coli, y practicamente nada en B. subtilis. Esta enzima ha sido purificada y caracterizada de

varias fuentes y tiene una serie de atributos que la hacen de particular interés.

En general Ptk tiene actividad definida como altamente conservada en la via glicolitica, y
esta presente en Bacteria, Eukarya y Archaea. Es bien sabido que las Ptks de mamiferos y
de levaduras tienen mas del doble del tamafio de sus contrapartes en bacterias. La estructura
tetramérica de la Pfk bacteriana presenta una conformacion muy similar a las Pfks
diméricas de los mamiferos. Las Pfks caracterizadas hasta el momento se agrupan en tres
familias: a) la familia PfkA, integrada por las bien conocidas Pfks dependientes de ATP de
eucariotas superiores, junto con las Pfks dependientes de ATP y pirofosfato (PPi) de
bacterias (incluyendo las Crenarchaea dependientes de pirofosfato de Thermoproteaus
tenax) y las Pfks dependientes de PPi de las plantas; b) la familia PfkB, ejemplificada por la
Pfk menos dependiente de ATP de E. coli (Pfk2), pero que también incluye al menos una
enzima Crenarchaea en Aeropyrum pernix y tentativamente; ¢) la familia llamada PFKC, la
cual contiene las Pfks dependientes de ADP tnicas del género Euryarchaea de Pyrococcus

y Thermococcus, las cuales por andlisis de secuencias aparentemente también se encuentran
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en las especies metanogénicas como Methanococcus janaschii y Methanosarcina mazei.
Los subtipos de Ptk utilizan tanto ATP, ADP o PPi como donador primario del grupo
fosforilo, y comparten la habilidad para catalizar la transferencia del grupo fosfato a la
posicion 1 de la fructosa 6-fosfato (fru-6-P), el cual es sustrato para varias vias metabolicas.
Debido a su posicion estratégica al inicio de la via glicolitica y a la reaccion dependiente de
ATP, esto le da una posicion importante para controlar el flujo a través de toda la secuencia
enzimatica. Por ejemplo, las Pfks de eucariotas superiores controladas alostericamente son
un topico estandar de los libros de texto de bioquimica, pues representa a una de las
enzimas mas reguladas conocidas hasta el momento, con por lo menos 23 efectores
alostéricos. Los estudios en Pfk de eucariotas han revelado que su deficiencia en musculo
da lugar a una miopatia o enfermedad muscular metabdlica, y en eritrocitos da lugar a
eritroenzimopatia que ocasiona anemia hemolitica, asi como a un desorden autosomico
recesivo llamado enfermedad de Tarui (glucogenosis tipo VII). Recientemente, se ha
reportado la identificacion de mutaciones multiples incluyendo defectos en edicion,
cambios de marco de lectura y mutaciones sin sentido en seis grupos étnicos diferentes
estableciendo la heterogeneidad genética de la enfermedad. Aun no se conoce una
correlacion obvia entre el genotipo y el fenotipo de la expresion de la enfermedad
(Bloxham et al., 1973; Allert et al, 1991;. Nakajima, 1995; Ronimus y Morgan, 2001;
Koebmann et al., 2005).

I1.2.4.1.2 Caracteristicas bioquimicas de las fosfofructocinasas.

El estudio mas extenso de Ptk en bacterias se ha llevado a cabo principalmente en E. coli,
Lactococcus lactis y B. stearothermophilus. Se ha encontrado que establece un paradigma
de regulacion enzimatica, por un lado el PEP inhibe alostericamente a Ptk disminuyendo la
afinidad que la enzima despliega por su sustrato, la fru-6-P. En B. subtilis al igual que en L.
lactis y otros Bacillus, Ptk, Pyk y Ldh son codificadas en un operén. Mutantes obtenidas
por interrupcion de Pfk en L. lactis muestran que la reduccion del 40% de la actividad de
fosfofructocinasa da lugar a tres o cuatro veces mas concentracion de metabolitos

“upstream” (glucosa 6-fosfato y fructosa 6-fosfato), indicando que el control ejercido por
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Pfk sobre la concentracion de estos metabolitos es elevada.

11.2.4.1.3 Mutantes en las fosfofructocinasas.

En B. subtilis, a la fecha existen contados reportes de hace casi 40 afios, por lo que el
estudio de Pfk ha sido practicamente nulo. Los reportes al respecto son colaterales, casi a
modo de hallazgo, a estudios sobre mutantes en esporulacion o transporte obtenidos por
transduccion de fago, u obtenidos por mutagénesis con metanosulfonato, las cuales fueron
obtenidas por su fenotipo de resistencia, auxotrofias o sensibilidad a fagos. Estos trabajos
sugieren la presencia de mutaciones adicionales e inestables llevadas a cabo por la
transduccion de fagos (Takahashi, 1963; Freese et al., 1970, 1972; Gay et al., 1983;
Fraenkel, 1992; Llanos et al., 1993; Andersen et al., 2001). Los reportes de las mutantes
defectivas de Ptk de B. subtilis obtenidas de esta manera, sefialan que no son capaces de
catabolizar fructosa 6-fosfato, cuando son crecidas en medios usando 5g/L de glucosa. Sin
embargo, pueden crecer en fructosa, la cual puede entrar via fructosa 1-fosfato y fructosa
1,6-bifosfato o bien via fructosa 1-fosfato y fructosa 6-fosfato. Ademads, crecen en glicerol
o malato con tiempos de duplicacidon reducidos, pero no crecen en glucosa o0 manosa como
unica fuente de carbono. Las mutantes muestran retrasos en los tiempos de esporulacion en
medio nutritivo de esporulacion y este retraso es aun mas evidente en presencia de glucosa
(Freese et al., 1974). Otros azicares como la fructosa, manosa, glucosamina o glicerol
inhiben significativamente la esporulacion en estas mutantes. Sin embargo, no se conoce si
estos retrasos son debidos a la falta de Ptk o al conjunto de mutaciones presentes en estas
cepas, por lo que es importante contar con mutantes y estudios en enzimas claves en fondos

genéticos bien definidos.

I1.2.5 Ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA).

El TCA o ciclo de Krebs o ciclo del 4cido citrico (CAC), es una via central del

metabolismo de intermediarios. Tiene varias funciones en bacterias aerobias como la
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generacion de ATP. Junto con el complejo multienzimatico de la piruvato deshidrogenasa
(PDHC), oxida piruvato completamente y proporciona a los sistemas de respiracion unidos
a membrana con reduccion de equivalentes. Otra funcion importante es suplementar
intermediarios como por ejemplo 2-oxoglutarato, succinil coenzima A (CoA), y
oxaloacetato para el anabolismo. También son generados algunos de los intermediarios por
procesos de catabolismo periférico como la degradaciéon de aminodcidos. Ademas,
componentes del ciclo de Krebs facilitan la toma de cationes divalentes. El citrato y el
isocitrato actian como acarreadores de Mg®", Fe*", Mn®" y otros iones metalicos. Durante
cada vuelta completa del TCA, un grupo acetilo en forma de ACoA entra al ciclo siendo
condensado a oxaloacetato, produciendo un citrato y CoA (Figura 7). En ocho pasos
involucrando la accion de 10 enzimas, los dos atomos de carbono de la entrada del grupo
acetilo son liberados como CO, y el oxaloacetato es regenerado. La reduccién de
equivalentes en la forma de NAD (P) H son generados en los pasos con piruvato, isocitrato,
2-oxoglutarato y malato como sustrato. En el paso de succinato a fumarato, son transferidos
dos electrones directamente a la cadena respiratoria por ejemplo a menaquinona.

Ademas de producir precursores, produce poder reductor y energia en forma de NADH+H",
NADPH+H" y FADH,. La reoxidacion d¢ NADH+H" y FADH, se lleva a cabo por dos
procesos que dependen del aceptor final de electrones: a) en metabolismo fermentativo o
anaerobio, la reoxidacion se lleva a cabo por la reduccion de compuestos organicos, y b) en
metabolismo de tipo respiratorio o aerobio la reoxidacion se lleva a cabo mediante la
transferencia de electrones en la cadena respiratoria, donde el aceptor final de electrones es

el oxigeno.
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Figura 7. Ciclo de los acidos tricarboxilicos y vias relacionadas con el. La via desde acetil coenzima A
(acetil-CoA) a oxaloacetato se muestra como ocurre en B. subtilis. El paso a glioxilato, indicado por la
linea punteada, esta ausente en B. subtilis. Se muestran en italicas los genes que codifican para enzimas
relevantes. El oxaloacetato que inicia el ciclo es generado por piruvato carboxilasa (codificada por
pycA); la conversion de oxaloacetato a PEP por gluconeogenesis es mediado por PEP carboxicinasa
(codificado por pckA). Durante el crecimiento fermentativo, el piruvato es convertido a lactato, etanol,
acetoina y acetato. La produccion de acetato es catalizada por fosfotransacetolasa y acetato cinasa,
codificadas por pta y ackA, respectivamente. La reaccion de acetato cinasa esta acoplada a la sintesis de
ATP. La utilizacion de acetato esta mediada por acetil-CoA sintetasa, producto del gen acs. Modificado
de Sonenshein, 2002).

Como parte de la transferencia de electrones en la cadena respiratoria, se genera gran
cantidad de ATP a partir de NADH+H" y FADH,, asi que para B. subtilis como para otros
aerobios, los nucledtidos reducidos en forma de NADH+H" y FADH; son la fuente
principal de energia a nivel de metabolismo (Willecke et al., 1973; Archibald y Duong,
1984; Brutsche y Braun, 1997; Krom et al., 2000).
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In vivo, diferentes enzimas del TCA pueden estar en agregados organizados o
“metabolones”, los cuales favorecen el transporte de intermediarios entre el sitio activo de
enzimas sucesivas (Srere, 1990). Tales agrupaciones multienzimaticas que incluyen a la
fumarasa, malato deshidrogenasa, citrato sintasa, aconitasa e isocitrato deshidrogenasa han
sido encontradas en lisados de varias especies bacterianas, incluyendo B. subtilis (Barnes y

Weitzman, 1986).

Solamente las tres primeras reacciones del TCA, las que involucran los &cidos
tricarboxilicos, son necesarias para la sintesis de 2-oxoglutarato y de ahi a la biosintesis de
glutamato. Debido a que el glutamato es enormemente abundante (~100 mM en células de
B. subtilis) y es la fuente de otros componentes celulares, esta enzima y los genes que las
codifican estan sujetos a regulacion especial, lo cual refleja su papel en el metabolismo de

la energia y el carbono, la sintesis de glutamato y esporulacion.

Cuando la célula crece en succinato, fumarato o malato, o aminoacidos como glutamato,
glutamina, aspartato, asparagina, arginina, prolina, ornitina o histidina como la nica fuente
de carbono, convierte los sustratos a oxaloacetato, el cual luego entra a la via glicolitica
reversa (gluconeogenesis) después de la conversion a PEP via PEP-carboxilasa (Figuras 6 y
7). Finalmente, la gluconeogénesis produce los esqueletos de carbono necesarios para la
sintesis de fosfolipidos, vitaminas, aminoacidos, acidos nucleicos y polimeros de la pared

celular (Diesterhaft y Freese, 1973).

I1.2.6 Productos de la fermentacion de glucosa.

La conversion de glucosa hasta piruvato a través de la via EMP, genera dos moléculas de
NADH-+H". Para mantener el flujo en esta via, se debera regenerar la forma oxidada de este
cofactor (NAD"), y esto se logra mediante la respiracion aerdbica (el oxigeno es el aceptor
final de electrones en este caso), o mediante la oxidacién de compuestos organicos que
posteriormente seran excretados por la célula en un proceso conocido como fermentacion.

El metabolismo fermentativo se presenta principalmente en condiciones de anaerobiosis



39

(ver Seccion I1.2.5 TCA); en ausencia de oxigeno, otros aceptores de electrones como
moléculas de carbono, pueden ser reducidas para regenerar los cofactores oxidados

requeridos en el metabolismo central.

B. subtilis durante mucho tiempo se ha visto como un aerobio estricto, pero estudios
recientes han mostrado que también puede crecer anaerobicamente, tanto por utilizar nitrato
o nitrito como aceptor de electrones o por fermentacion en ausencia de aceptores de
electrones (Nakano y Hulett, 1997; Nakano y Zuber, 1998). El grupo de B. subtilis (grupo
II del género Bacillus) principalmente usa nitrato como aceptor alternativo de electrones.
La mayoria de las especies de este grupo utiliza otro aceptor de electrones conocido, como
lo puede ser el fumarato, N-oxido trimetilamina, y dimetilsulfoxido bajo condiciones
anaerobicas, pero el crecimiento fermentativo es relativamente pobre (Shariati ef al., 1995).
Por lo tanto, se considera que las bacterias del grupo II ocupan una posicion intermedia
entre los aerobios facultativos verdaderos del grupo I de Bacillus spp y los aerobios

estrictos del grupo Il y IV (Shariati et al., 1995; Priest, 1993).

Las especies microbianas usan varios mecanismos para sensar y responder a alteraciones en
el estado redox. B. subtilis también puede responder a cambios en la disponibilidad de
oxigeno y en estado redox por cambios en la direccion metabolica a favor de la
anaerobiosis. Este cambio entre el metabolismo aerobio y anaerobio en B. subtilis esta
regulado principalmente a nivel transcripcional y en algunos casos por modulacion de la
actividad enzimatica (Lynch y Lin, 1996; Bauer et al., 1999; Sawers, 1999; Semenza,
1999).

En las vias de fermentacion de E. coli, la conversion de piruvato a ACoA esta catalizada
por piruvato formato liasa (PFL), en vez del complejo de la piruvato deshidrogenasa
(PDHC) que funciona durante el crecimiento aerobio. El cambio de PDH a PFL es
importante para evitar el exceso de formacion de NADH bajo condiciones fermentativas, de
este modo no es reoxidado por la via respiratoria. En contraste, B. subtilis aparentemente

carece de PFL y en su lugar utiliza PDH para el crecimiento fermentativo anaerobio (Figura
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8). El piruvato estimula la fermentacion en B. subtilis, el cual parece estar relacionado a la
funcion de PDH durante la fermentacion (Nakano ef al., 1997), pues se ha sugerido que el

piruvato es requerido para la expresion completa de pdhAB (Ye et al., 2000).

NADH +H" NAD'

ALDC (alsd .
Acetoina 4—() Acetato M Piruvato \ ) »| Lactato

Ldh (IctE)
+ +
AR I NADH +H NAD
. PDH (pdhABCD)
NAD" NADH + H
2,3-Butanediol NADH + H™ Acetil CoA Pi
NAD'
‘%H PTA (pta) CoA
Acetaldehido Acetil fosfato
NADH + H' ADP
ADH ACK (ackA)
NAD" ATP

Figura 8. Vias de fermentaciéon de B. subtilis. Se muestran los productos finales de la fermentacién en el
recuadro. En paréntesis se muestran los genes conocidos que codifican enzimas involucradas en la
fermentacion. Abreviaturas: ACK, acetato cinasa; ADH, alcohol deshidrogenasa; ALDC, a-
acetolactato descarboxilasa; ALDH, aldehido deshidrogenasa; ALS, a-acetolactato sintasa; AR, acetoin
reductasa; Ldh, L-lactato deshidrogenasa; PTA, fosfotransacetolasa; CoA, coenzima A. Modificado de
Nakano y Zuber (2002).

B. subtilis lleva a cabo una fermentacion mixta &4cido-butanediol bajo condiciones
anaerobicas (Figura 6 y 8), los productos identificados incluyen etanol, lactato, acetoina y
2,3-butanediol (Nakano et al., 1997; Cruz et al., 2000). Cuando se agrega piruvato en
concentracion alta, se ha observado la excrecion de acetoina (Cruz et al., 2000), lo cual
puede deberse a la alta produccién de acetato (Speck y Freese, 1973). Este proceso de
fermentacion acetona-butanol-etanol, de importancia industrial, es revisado a detalle en las
revisiones de Young y Cole (1993) y Mitchell (1998). El paso clave en el proceso de
operacion de la fermentacion es la reoxidacion de NADH+H'™ que es producido por

glicolisis.
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B. subtilis exhibe una respuesta compleja y variada en la fase de crecimiento
postexponencial. Existen pocos estudios sobre la fisiologia de B. subtilis o la regulacion de
los genes en la célula en fase estacionaria de cultivos crecidos en condiciones anaerdbicas.
En el llamado metabolismo secundario, muchos genes que son requeridos para la
produccion de antibidticos son inducidos por anaerobiosis (Ye ef al., 2000). Estos incluyen
genes necesarios para la produccion de subtilosina A (una bacteriocina antilistérica) (sbo-
alb), los unicos estudiados en anaerobiosis (Babasaki et al., 1985; Zheng et al., 1999), el
antibiotico sublancina (sund y yollJK) (Paik et al., 1998) y los genes de biosintesis de
poliketidos (pksB-I) (Albertini et al., 1995).

En condiciones anaerobicas B. subtilis no esporula eficientemente (Hoffmann et al., 1995).
La pieza clave de la esporulacion SpoOA, aparentemente es funcional al menos en parte,
debido a que la expresion anaerdbica del operdn sbo-alb requiere la liberacion de la
represion mediada por la proteina AbrB, un evento dependiente de SpoOA. Algunos
cambios metabolicos causados por un cambio en la anaerobiosis probablemente es el
responsable del defecto en la esporulacion. Sin embargo, hasta el momento no se ha

publicado informacion al respecto.
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III. Justificacion

El estudio del papel e importancia de la enzima PfkA en el metabolismo no se ha visto tan
favorecida en microorganismos como en el caso de modelos eucariotas. El conocimiento es
escaso en modelos bacterianos y en B. subtilis su estudio es practicamente nulo. El estudio
de Ptk en B. subtilis se ha llevado a cabo de manera colateral y de forma accidental en
estudios sobre transporte en esta bacteria. Estos trabajos sugieren la presencia de
mutaciones inestables adicionales al del gen de pfkA, debido a que fueron llevados a cabo
por transduccion con fagos. Como se sabe, las mutaciones multiples de este tipo hacen que
se enmascaren algunos de los resultados haciendo poco claro el impacto especifico de la
mutacion de Pfk en la fisiologia, ademéas de desconocerse su impacto real en el

metabolismo.

En este sentido es que en este trabajo nos proponemos clonar el gen que codifica para la
enzima Pfk (pfkA), asi como de mutantes por interrupciéon en un sitio tnico de la secuencia
primero a nivel de pldsmido para luego transferir el gen interrumpido al cromosoma,
utilizando cepas de B. subtilis con fondos genéticos bien conocidos. La caracterizacion en
diferentes fondos genéticos y medios de cultivo de las cepas obtenidas, nos permitird
conocer el impacto de la deficiencia de dicha enzima en la fisiologia de B. subtilis. Los
datos obtenidos nos permitiran enriquecer el conocimiento sobre el papel de esta enzima

clave del metabolismo y su relacién con otros sistemas como PTS.



43

IV. Hipotesis

La ausencia de la enzima PfkA incrementa el tiempo de duplicacion celular con la
consecuente modificacion de la produccion de acidos organicos y esporas.
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V. Objetivos

V.3 Objetivo General

Evaluar la interrupcion del gen cromosomal pfk4 sobre el crecimiento, esporulacion y

produccion de acidos organicos en B. subtilis

V.3.1 Objetivos Particulares

1.- Obtener la cepa mutante pfkA4 de B. subtilis.

2.- Determinar el efecto de la inactivacion de pfk4d en la actividad de las enzimas

codificadas por el operon pfkA-pykA.

3.- Obtener la mutacion pfkA en fondo carente de PTS

4.- Determinar los pardmetros cinéticos y porcentaje de esporulacion de cepa silvestre y

mutantes en pfkA en medios de cultivo rico y minimo.

5.- Determinar el efecto de las mutantes en pfkA sobre la produccion de acidos organicos.
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VI. Material y Métodos

VI.1 Cepas bacterianas y vectores.

Todas las cepas bacterianas y plasmidos usados estan listados en la Tabla II. Para la
amplificacion de plasmidos se usé la cepa IM101 de E. coli, la cual fue transformada
siguiendo los procedimientos estandares (Sambrook y Russell, 2001). Las cepas carente de
PTS se obtuvieron al transferir el genotipo A(pts ' XHI’)::ermC de la cepa MM3 (Crutz et al.,
1990) a la cepa MM2 (usada como silvestre), de acuerdo a los procedimientos estandares
(Harwood y Cutting, 1990). Las mutantes de PTS son incapaces de crecer en glucosa como
unica fuente de carbono. Finalmente, el gen pfk4 insercionalmente inactivado fue
incorporado a la cepa Apts (ver abajo). Los antibidticos fueron usados a las concentraciones

de 50 pg ml™'de ampicilina; 15 ug ml™ de eritromicina y 100 ug ml™'de espectinomicina.

VI.2 Analisis tedrico del motivo (“motif”’) de transcripcion.

Con el fin de analizar la presencia de motivos de trascripcion en los dos genes del operon:
pfkA-pykA, usamos el programa de computo de base de datos de regulacion de transcripcion
en B. subtilis (de sus siglas en ingles, DBTBS) aplicando una p con valores de 0.1 y 0.5.
Este programa busca motivos conservados de diferentes extensiones entre “regiones
intergénicas corriente arriba” (de las siglas en ingles UPIR) de genes homologos de
bacterias Gram-positivas. El genoma usado como templete fue B. subtilis subespecie
subtilis 168, el nimero total de genes usados fue de 4106 y el nimero de genes agrupados

fue de 711 (17% del total) (Sierro et al., 2008).
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Tabla II. Cepas y plasmidos.

Genotipo relevante Fuente
Cepa o plasmido
B. subtilis
MM2 (WT) A(nprE) hisA glyB derivada de 168 Ferrari et al., 1986.
MM3 tprC2 sacR::lacZ A(pts ' XHI')::erm Crutz et al., 1990
EMP06 MM2 pero pfkA::sp Este trabajo
MM4 MM2 pero sacR::lacZ A(pts ' XHI)::erm Este trabajo
EMPO7 MM4 pero pfkA::sp Este trabajo
E. coli
IM101 supE thi (lacproAB) (F’ traD36 proAB lacl'Z M15) Yanisch-Perron et al.,
1985
Plésmidos
pDG1726 sp gene de Staphylococcus aureus 1G9u 9é;out-Fleury et al,
pE512 pT7Blue con fragmento pfkA-pykA de 512 pb Este trabajo
pEHS5 PE512 pero pfkA::sp Este trabajo

V1.3 Cultivos y preparacion de muestras.

El medio Luria-Bertani (LB) y el medio triptosa sangre agar base (TBAB) o medio MB
fueron usados de manera rutinaria como medio de crecimiento de las cepas E. coli y B.
subtilis, respectivamente (Sambrook et al., 2001). Las cepas fueron crecidas aerdbicamente
durante 72 horas en matraces de 2.8 L de capacidad con 500 ml de medio en agitacion orbital
a 300 rpm y 37°C. El medio para esporulacion Schaeffer (SSM) (Anexo XI.2.1) fue usado
para el estudio de las cinéticas, actividad enzimatica y determinacion de acidos orgénicos a
una densidad oOptica (DOgp) de 0.8-0.9, TO, T2, T4. Para la determinacion del proceso de
esporulacion en medio SSM se tomaron las muestras en los tiempos T4, T8 y T15. Ademas se
utilizé6 medio minimo Spizizen (SMM) (Anexo XII.2.2) suplementado con 2 g L™ glucosa
como unica fuente de carbono. Para la preparacion de los indculos, las cepas fueron
crecidas en matraces con medio rico o medio minimo suplementado con glicina, histidina,
triptofano y metales traza (Harwood y Cutting, 1990). Los datos presentados son el
promedio de al menos tres experimentos independientes. Para mayor detalle de los medios y

suplementos, ver Anexo XI.2.
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V1.4 Construccion de cepa mutante en pts.

La cepa mutante en pts se obtuvo por medio de la metodologia de congresion (construccion
de la cepa “isogénica”) descrita por Harwood y Cutting (1990) con ligeras modificaciones.
En este procedimiento de transformacion de un paso, la cepa MM2 se crecié en medio MB
(ver Anexo Xi.2) con agitacion orbital a 300 rpm y a 37°C hasta que el cultivo alcanzo la
fase logaritmica tardia (estadio de transicion). La movilidad celular se revis6 en el
microscopio y se utilizO como marcador de la fase de competencia, se agregd
aproximadamente 1 pg de ADN gendmico de la cepa MM3 y se incubo por 1 hr. Las
células se colectaron por centrifugacion y el paquete celular se resuspendi6é en 0.2 ml de
solucion SC (0.15 M NaCl y 0.01M citrato de sodio) a pH 7. Se sembr6é 0.1 ml de
suspension no diluida en cajas con medio TBAB y eritromicina a concentracion de 15 pg
ml™. La extraccién del ADN se llevé a cabo usando el protocolo modificado de Harwood y
Cutting (1990). El paquete celular de un cultivo de aproximadamente 18 h a 37°C en
agitacion continua a 300 rpm, se resuspendioé en solucion amortiguadora (150 mM NaCl, 60
mM Tris pH 8, 15 mM EDTA pH 8). Para la extraccion se utilizé lisozima 10 mg ml”,
RNasa 10 mg ml”, SDS al 12.5% vy proteinasa K 10 pg ml™". La purificacion se realizé
utilizando fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y precipitando con NaCl 5M —

isopropanol (Sambrook et al., 2001).

VL.5 Construccion de la mutacion en pfkA por insercion de cassette
de resistencia.

Para la construccion de la mutante en pfkA se utilizé una clona de la biblioteca genomica de
B. subtilis en fago lambda gt/] que contiene un fragmento de pfkA y el gen completo de
pyvkA. Se amplificé por PCR un fragmento de 512 pb que comprende 257 pb de la region
final del gen pfkA y 255 pb de la region inicial del gene pykA (Figura 10). El fragmento
obtenido de 512 pb fue subclonado como producto de PCR en un plasmido de nuestro
laboratorio sin el sitio Hindlll derivado de pT7Blue, y digerido con EcoRV, al que

nombramos pES512. Este plasmido fue transformado, segiin protocolo del kit pT7Blue
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(Novagen Inc.) usando la cepa de E. coli JIM101, para lo cual se prepararon células
competentes usando el protocolo segiin Sambrook et al. (2001). Las células transformadas
fueron seleccionadas sembrando en medio LB conteniendo ampicilina y X-GAL (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) e incubado a 37°C por 24 h. Las transformantes
fueron resembradas en las mismas condiciones para corroborar las colonias seleccionadas.
La purificacion del plasmido se llevo a cabo mediante y el kit de GlassMAX de GIBCO
BRL (Gaitherburg, USA) segiin método sugerido por el proveedor. El fragmento clonado
en el plasmido pT7Blue(R) (Novagen) se corrobord por PCR, utilizando 7ag polymerasa
(AmpliTaqTM, Perkin Elmer/Cetus, Norwalk, CT) y los oligonucleétidos pT7F y pT7R
(Tabla III). También se corrobor6d por digestion con las enzimas de restriccion Hindlll,
Accl'y EcoRV y secuenciacion.

La secuencia obtenida fue analizada con el programa DNAStar (LasserGene, Inc.). Se
realiz6 un mapeo tedrico con enzimas de restriccion para localizar sitios unicos probables
para la interrupcion del gen. El plasmido pDG1726 (Guérout-Fleury et al., 1995) que
contiene el marcador de resistencia para espectinomicina (sp), un fragmento de 1.1 Kb, fue
transformado y purificado usando la misma estrategia mencionada arriba. El cassette de sp
de 1.1 Kb fue obtenido por digestion del plasmido con la enzima Hindlll, para luego llevar
a cabo una electroforésis en gel de agarosa al 1% (SIGMA) a 85 voltios por 2.5 h. Luego de
tefiir con bromuro de etidio (BrEt) a una concentracion de 0.5 pg ml™, el gel fue lavado con
agua destilada y visualizando con luz UV para identificar y cortar la banda de 1.1 Kb del
gel, la cual fue machacada y tratada con fenol segin método descrito por Sambrook et al.,
(2001) para luego purificar por GlassMAX.

Para interrumpir el gen de pfkA el plasmido pE512 se digiri6 con Hindlll y se purificé para
eliminar la enzima de restriccion. Una vez que se obtuvo el plasmido linearizado se llevo a
cabo una reaccion de ligacion estandar usando T4 ADN ligasa siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante (Novagen Inc.), para lo cual se usaron 50 ng del plasmido y 100
ng del fragmento con el cassette de sp. La reaccion de ligado fue transformada en células
competentes de E. coli JM101. La seleccion de las transformantes se realizd como se
menciond al inicio de esta seccion.

El plasmido con pfkA interrumpido por el cassette sp, llamado pEHS (ver Tabla II), fue
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usado para obtener la interrupcién en cromosoma del gen pfkA de las cepas de B. subtilis
silvestre y Apts usando el procedimiento de transformacion de un paso basado en el evento
de doble recombinacién homologa (Harwood y Cutting, 1990), mencionado en la seccion
V1.4. El experimento se llevo a cabo tanto usando 1 ug de ADN del plasmido tanto circular
como linearizado, sin diferencia en la eficiencia de transformacion. Las recombinantes que
contenian la mutacion, seleccionada por resistencia a espectinomicina, fueron resembradas
en dos ocasiones y crecidas en medio liquido para obtener ADN cromosomal usando el
mismo protocolo mencionado en la seccion VI.4, para posteriormente realizar

amplificacion por PCR y corroborar su interrupcion.

V1.6 Amplificacion por PCR.

Para corroborar la interrupcion en cromosoma del gene pfkA se disefiaron los oligonucle6tidos
PFKintF que van desde el nucleotido 733 de pfkA y PYKintR que va desde el nucledtido
880 de pykA (Tabla III). La obtencion del ADN cromosomal de las cepas fue realizado segin
se menciona en la seccion VI.4. Se utilizd la enzima 7Taq polymerasa y el protocolo de
reaccion se llevd a cabo siguiendo las indicaciones recomendados por el fabricante con
ligeras modificaciones como se menciona en seguida. La solucion de reaccion con 1 pg de
ADN de cada cepa mutante y las cepas control, sin la interrupciéon de pfkA, fueron
sometidas a un ciclo inicial de desnaturalizacion por 1 min a 95°C. Los tubos fueron
colocados en hielo por 5 min para adicionar la enzima (2 U.L. por reaccion). Después se
sometieron a 30 ciclos de 60 segundos a 95°C, 60 segundos a 55°C y 120 segundos a 72°C.
Por ultimo se did6 un ciclo de extension terminal de 10 min a 72°C. Se corrobord la
amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt a

concentracion de 0.5 pg ml” y visualizado con luz UV,
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VI1. 7 Fermentacion.

Para la realizacion de las cinéticas de crecimiento se partié de una asada de cultivo de los
viales de almacenamiento de cada una de las cepas que se estrio en cajas Petri con medio
LB y se incub6 a 37°C por 12 h. Luego de tener crecimiento de colonias aisladas, una sola
colonia se inoculd en un tubo de ensaye con 3 ml de medio Schaeffer y se crecio
aproximadamente por 18 h. De este preinoculo se tom6 1 ml para preparar el in6culo en 30
ml hasta alcanzar una DOgyy 0.5. Las células fueron lavadas y utilizadas para inocular un
matraz Fernbach de 2800 ml de capacidad conteniendo 500 ml de medio Schaeffer o medio
minimo Spizizen a pH 7. En todos los experimentos realizados, los matraces fueron
inoculados con el mismo nimero de células y el estudio se realizé a 37°C y agitacion orbital
de 300 rpm, llevando a cabo un seguimiento hasta por 72 h. La concentracion celular se
determin6 midiendo la turbidez de los cultivos a DOggp en un espectrofotometro. A lo largo
de los cultivos se monitoreo que no hubiese contaminaciéon en los matraces. El medio para
esporulacion Schaeffer fue usado para el estudio de las cinéticas, actividad enzimadtica,
determinacion de acidos organicos a DOgyo de 0.8-0.9, y a los tiempos TO, T2, T4, y para el

proceso de esporulacion a T4, T8 y T15.

VI.8 Determinacion de proteinas.

La concentraciéon de proteina celular por mililitro de cultivo a DOgoy de 0.8 se hizo
mediante el procedimiento descrito por Lowry y colaboradores (1951) utilizando los
reactivos: A (5% CuSOy4 en 1% tartrato de Na-K), B (2% Na,CO; en 0.1N NaOH), C (B
+A) y D (solucion 1:1, Folin Ciocalteu + agua) (ver Anexo XI.3). La curva patrén fue
determinada usando albimina sérica bovina (BSA) como estandar a concentraciones de 0 a
600 pg ml' (Sigma Co., St Louis, MO). Dicha curva estandar quedd definida con una

correlacion entre datos del 99.94%.
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V1.9 Actividad enzimatica de fosfofructocinasa

Para el analisis de actividad de fosfofructocinasa de las cepas de B. subtili silvestre y
mutante pfkA, las células se crecieron en medio Schaeffer a DOgg de aproximadamente 0.8.
Veinticinco mililitros fueron centrifugados y llevados a 1 ml para el ensayo de Ptk. El
paquete celular fue lavado con solucion amortiguadora (50 mM Tris-acetato, 0.1 mM
EDTA, 50% glicerol, 1 mM ditiotreitol; pH 7.5) luego resuspendida y sonicada tres veces
por 40 s con intervalos de 30 s segin el método reportado por Solem y Jensen (2002). Las
preparaciones que se sonicaron se mantuvieron en hielo todo el tiempo. Después de la
sonicacion el detritus celular y las células intactas fueron removidas por centrifugacion a
20,000 g a 4°C por 20 min, para obtener el extracto celular. Como medida del grado de
ruptura celular se hicieron determinaciones de la DO a 280 nm.

La actividad de Ptk fue llevada a cabo por una reaccion acoplada, en la cual la produccion
de FBP conduce a la oxidacién de NADH como lo reporta Fordyce et al, (1982) excepto
por ligeras modificaciones en las concentraciones finales en la mezcla de ensayo que fueron
de ImM ATP, 1 mM fructosa 6-fosfato, 0.2 mM NADH, 10 mM MgCl,, 10 mM NH4Cl.
La reaccion se estandarizé usando 0.3 U de triosa fosfato isomerasa (Tpi) por ml, 1 U de
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (GapA) por ml, y 0.3 U de aldolasa (Fba) por ml. La
velocidad de reduccion de NAD fue determinada por medicion espectrofotométrica de la
velocidad del cambio a Ass, manteniendo el espectrofotometro (Beckman) a 25°C. A los
resultados obtenidos de la actividad enzimdtica se les aplicé una regresion lineal para
convertir los cambios de absorbancia (Asz40) a actividad enzimatica.

La actividad se reportan como unidades internacionales (UI) de enzima por miligramo de
proteina (U.I mg™"). Una UI se define como la cantidad de enzima que cataliza la formacion
de 1 micromol de fructosa 1-6 bifosfato por minuto por miligramo de proteina. Los datos
son presentados como el promedio de al menos tres experimentos independientes, y para
cada experimento se realizo una curva de calibracion de reaccion usando de 1 a 5 unidades
de enzima Pfk comercial. Todos los reactivos utilizados fueron de la casa comercial
SIGMA. La féormula utilizada para la obtencidon de la actividad enzimatica especifica total

se encuentra citada en anexo XI.4.
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VI.10 Actividad enzimatica de piruvato cinasa

Para el analisis de actividad de Pyk de las cepas de B. subtilis silvestre y mutante pfkA, las
células se crecieron en medio Schaeffer a DOgy de aproximadamente 0.8. Veinticinco
mililitros fueron centrifugados y llevados a 1 ml de paquete celular para el ensayo de Pyk,
el cual fue tratado basicamente segun el método reportado por Diesterhaft y Freese (1972)
con ligeras modificaciones. Utilizando solucion amortiguadora de lavado (50 mM Tris-
acetato pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 10 mM MgCl,, 100 mM KCI, 10 mM B-mercaptoetanol) y
en solucion fria de sonicado (50 mM Tris-acético pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 10 mM MgCl,,
100 mM KCI, 10 mM B-mercaptoetanol, 2 mM PEP). La muestra se mantuvo todo el
tiempo en cama fria y fue sometida a periodos de sonicado a frecuencia de 18 micrones de
amplitud por 15 s con un total de 1.5 min, sin contar los intervalos de reposo 30 s. Luego de
sonicada, la muestra fue centrifugada a 37,000 g por 20 min a 4°C y se usé inmediatamente
para realizar la determinacion de actividad. Como medida del grado de ruptura celular se
hicieron determinaciones de la DO a 280 nm. La reaccidén para la determinacion de
actividad enzimatica especifica de Pyk esta acoplada a la formacion de piruvato y la
reaccion catalizada por la enzima Ldh, esencialmente como se reporta en Malcovati y
Valentini (1982) con ligeras modificaciones en las concentraciones: 50 uM Tris-acetato pH
7,250 uM KCl, 10 uM MgCl,, 5 uM ADP, 0.3 uM NADH, 4 uM PEP, 1 uM AMP, 1 uM
FBP. La reaccion se estandarizo usando 2.75 U Ldh en un volumen final de 1 ml. La
velocidad de reduccion de NAD fue determinada por medicion espectrofotométrica de la
velocidad del cambio de As4, manteniendo el espectrofotometro (Beckman) a 25°C. En
ambas determinaciones de actividad enzimatica se aplicé una regresion lineal para convertir
los cambios de absorbancia (Asz4) a actividad enzimatica. La actividad se reporta como
unidades internacionales (UI) de enzima por miligramo de proteina (Ul mg™). Una UI se
define como la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 micromol de piruvato o
fructosa 1-6 bifosfato respectivamente, por minuto por miligramo de proteina. Los datos
son presentados como promedio de al menos tres experimentos independientes y para cada

experimento se realizd una curva de calibracion de reaccion usando de 1 a 10 unidades de
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enzima Pyk comercial (SIGMA). La formula utilizada para la obtencion de la actividad

enzimatica especifica total se encuentra citada en anexo X.4.

VI.11 Determinacion de acidos organicos por HPLC.

Las células de las muestras del cultivo de cada cepa fueron eliminadas por centrifugacion y
los sobrenadantes fueron filtrados usando membranas con un tamafio de poro de 0.45 pum.
La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se llevé a cabo con un equipo Agilent
serie 1100 con una bomba isocratica, usando una longitud de onda a 210/230 nm, y para la
separacion de los analitos se utilizo una columna ZORBAX 300 SB-C18 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany). Las soluciones concentradas y las diluciones de los
estandares de cada acido carboxilico (piruvato, acetato y lactato) fueron preparados usando
agua ultrapura.

Las concentraciones usadas para cada uno de los estdndares que sirvieron para hacer la
curva de calibracion fueron de 0.012, 0.025, 0.05, 0.075,0.1 y 0.2 g L. Se determiné el
tiempo de retencion promedio de cada uno de los estdndares y la curva de calibracion se
obtuvo graficando en el eje Y la concentracion y en el eje X el area de las unidades de
absorbancia maxima (mAU). Como soluciéon amortiguadora de corrimiento se utilizé 25
mM fosfato de potasio pH 3 y 0.3 % acetonitrilo. Todos los reactivos fueron grado HPLC
de Sigma (St. Louis, MO, USA). Se llevé a cabo un HPLC fase reversa inyectando
alicuotas de 20 pl de los filtrados y la fase mévil fue bombeada a 0.5 ml min™ en el modo
isocratico, manteniendo la columna a una temperatura aproximada de 25°C.

Los 4cidos organicos en cada una de las muestras tomadas de cada una de las cepas fueron
identificados en base a su tiempo de retencion, tomando como referencia el obtenido con
los estandares. Las areas de mAU de cada uno de los 4cidos carboxilicos determinados en
las muestras fueron extrapoladas a cada una de las curvas estandares después de restar los
valores presentes en el medio de cultivo solo. Los valores de los piruvato y acetato fueron
obtenidos a 230 nm y el valor para el lactato fue a 210 nm y todos fueron expresados en g

L. Todas las mediciones fueron llevadas a cabo por triplicado, realizandose un analisis
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estadistico para calcular que las desviaciones estandares relativas no fueron mayores del

10%.

VI.12 Determinacion de acidos organicos por GC/MS.

Cada muestra fue derivatizada con BSTFA (N, O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida) y
TMCS (trimetilclorosilano) como lo recomienda el fabricante (Supelco, Bellefonte, PA).
Las concentraciones usadas de cada uno de los estdndares que sirvieron para hacer la curva
de calibracion fueron de 10, 30, 50, 100 y 300 pg/L. Se determind el tiempo de retencion
promedio de cada uno, tomando como referencia a las especies idnicas mas abundantes y
significativas por la tecnica de ionizaciéon por impacto electronico (EI). La curva de
calibracion para cada uno se obtuvo graficando en el eje Y la concentracion del estdndar, y
en el eje X el area bajo los picos del i6n mas abundante representativo del acido orgénico.
Dos microlitros de cada muestra fueron aplicadas a un espectrometro gases/masas (GC/MS)
TurboMass Gold (PerkinElmer) usando una columna RTX-5 Sil (30 m, 0.32 mm). El
puerto de inyeccion y la linea de transferencia fue mantenida a 250°C y la temperatura del
horno se incremento usando una rampa de temperatura programado a 70°C x 1 min: 25
grado/min a 170°C x 1 min, y 35 grado/min a 270°C x 1 min. Los 4cidos organicos en cada
una de las muestras tomadas de cada una de las cepas fueron identificados en base a su
tiempo de retencion tomando como referencia el obtenido con los estandares. Las areas del
pico del i6on mas abundante representativo de cada uno de los &cidos carboxilicos
determinados en las muestras fueron interpoladas a cada una de las curvas estandares.
Todas las mediciones fueron llevadas a cabo por triplicado, realizdndose analisis estadistico

para calcular las desviaciones estandares no fueron mayores del 10%.

VI.13 Medicion de esporas resistentes a calor.

La determinacion del porcentaje de esporas resistentes a calor en cultivos celulares en

diferentes puntos de la curva de crecimiento (T4, T8 y T15), fueron llevadas a cabo usando el
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procedimiento descrito por Nicholson y Setlow (1990), con ligeras modificaciones. Se tomd
medio de cultivo de cada uno de los puntos muestreados para diluir 10 veces en solucion
amortiguadora para esporas (10 mM K,HPO,, 50 mM KCl, 1 mM MgS04.7H,0) a pH 7.4
(ver Anexo X.2.6). A partir de esta dilucion inicial se llevaron a cabo las diluciones
subsecuentes, se sembrdé 0.1 ml de cada una de ellas por duplicado. Cada una de las
diluciones restantes se coloco en un bafio con agua a 80° C por 10 minutos y se sembro de
la misma manera. Después de incubar toda la noche a 37° C, por conteo de colonias se

determind la proporcion de sobrevivencia al tratamiento por calor.

VI1.14 Evaluacion de datos.

El procesamiento de los datos generados en la caracterizacion de las diferentes cepas
bacterianas en los diferentes medios de cultivo, fueron procesados usando el software

estadisticos Sigma Plot, Sigma Stat, Excel.
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VII. Resultados

VII. 1 Analisis teorico del motivo de transcripcion.

La matriz de motivos disponibles en DBTBS son el resultado del agrupamiento de regiones
conservadas de diferentes tamafos entre las regiones intergénicas corriente arriba (UPIR),
basadas en genes homologos de bacterias Gram-positivas. Las UPIR de cada subgrupo
conteniendo mas de 2 miembros son alineados usando el programa Clustal W y basados en
la informacion del contenido, se calcula el grado de conservacion de al menos 300
posiciones de los alineamientos representando los nucleotidos directamente corriente arriba
del inicio de la secuencia del gen (Sierro et al., 2008). Usando este programa DBTBS
seleccionando un valor de p=0.01, localizamos los motivos de transcripcion tedricos en la
UPIR entre los genes pfkA — accA (acetil CoA carboxilasa) (Figura 10) y encontramos
sitios de unidon de factores de transcripcion como DegU y ResD. Al realizar el analisis
usando un valor de p=0.05 encontramos los sitios de union para AhrC, Fur, HrcA y una
sitio adicional para DegU. En la UPIR de pykA4 — pfkA no encontramos ningun motivo a los
valores de p usados, pero si se localizo el sitio Shine Dalgarno (SD) mostrado por Mufioz et
al. (1997). Adicionalmente, usando el mismo programa, localizamos dos motivos
hexaméricos, uno a -163 del punto de inicio de pfkA4 y el otro a -54 del punto de inicio de
pyvkA. Utilizando la secuencia completa de pfkA y aplicando un valor de p=0.05,
encontramos sitios de unidn para factores de transcripcion tales como AbrB, PucR, MntR,

CodY, FNR, SigA, SigD, SigF y dos sitios para SigB; pero ninguno a p=0.01.
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VII.2 Construccion de la mutante pfkA.

Se determind la secuencia del fragmento pfkA-pykA clonado en el plasmido pE512 y el
analisis tedrico de dicha secuencia mostré que posee un sitio de corte inico para la enzima
de restriccion Hindlll en el fragmento de pfkA (Figura 11). En este sitio tnico de restriccion
se inserto el fragmento de 1.1 Kb que tiene el marcador de resistencia para espectinomicina
(sp), obtenido por digestion con Hindlll del plasmido pDG1726 (Guérout-Fleury et al.,
1995) y al plasmido con pfkA interrumpido se le llamé PEHS (Figura 12). La interrupcion
del gen en el plasmido PEHS, se corrobor6 por seleccion con sp asi como por amplificacion
de fragmento por PCR usando los oligos pT7F y pT7R descritos en seccion VI.5 (Figura
13). La interrupcioén en cromosoma del gen pfkA en las cepas de B. subtilis se obtuvo por
doble recombinacion homologa del fragmento con el gen interrumpido en plasmido PEHS
y se corrobor6 por marcadores de resistencia a antibioticos y PCR. Para la amplificacion
del fragmento pfkA-pykA, se disefiaron el oligonucleotido sentido PFKA y el antisentido
PYKA (Tabla IV). El producto amplificado por PCR fue de 1142 pb para la cepa silvestre
(Figura 14), en contraste con el fragmento de 2242 pb observado para las mutantes en pfkA

(EMP06 y EMP07).

Tabla IV. Oligonucleotidos

Nombre | Secuencia Referencia
pT7F 5"-GACCATGATTACGCCAAGCTC-3" | Este trabajo
pT7R 5"-GTTTTCCCAGTCACGACGTTG-3" | Este trabajo
PFKintF | 5"-CTGTATTGGGCCATATCCAGC-3" | Este trabajo
PYKintR | 5"-CCGCACGAGTCGGACGCGGGT-3" | Este trabajo
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A
pDG1726 Plasmido sp Plasmido
1.1kb
Kb 1. 23 4
B 3.6—":1 7
23— . -
21—
i
13—
12— — 1.1Kb

Figura 11. A) Plaismido pDG1726 con fragmento de 1.1 Kb que contiene el gen sp que codifica para la
enzima que degrada el antibi6tico espectinomicina. B) Gel de agarosa: carril 1, marcador de peso
molecular; carril 4, banda del fragmento de sp.

—
A P lac T
Plasmido pfkA pykA Plasmido
pE512 | ,
0 2 255 51
sp
1.1kb
B Oligo PT7F Oligo PT7R
—’ 4—
pEH5 Plasmido  pfkA Sp pfkA pykA Plasmido
Kb a3
3.0—! —
C I 3.198
16— - —1.612
1.0—
0.5—

Figural2. A) Plasmido pE512 con fragmento pfkA. B) Obtencion de la interrupcion de pfkA con cassette
de resistencia a espectinomicina. C) Gel de agarosa: carril 1, marcador de peso molecular; carril 2,
plasmido pEHS; carril 3, fragmento amplificado por PCR con interrupcion de pfkA.



61

A
pEH5 Plasmido  pfkA Sp pfkA pykA Plasmido
B
MM2/MM4 pfkA pykA
C Oligo PFKintE > <()Liglo PYKintR
EMPOG/EMPO7 SR Sp B! PYKA |
137 1100 90 35 880
D Kb '1 DA B
=
23— - o 2242
2.0— ==
13— o= 1.142
1.0— [
0.8— o
0.6— .

Figura 13. A) Plasmido con pfkA interrumpido con sp. B) Operén pfkA-pykA en cromosoma de cepas
silvestre y pts. C) Obtencion de la mutacién pfkA en cromosoma. D) Gel de agarosa: carril 1,
marcador de peso molecular; carril 2, fragmento amplificado de 1.142 Kb sin interrupcién de pfkA;
carril 3 y 4, fragmento de amplificacién de 2.242 Kb a partir de cromosoma con pfkA interrumpido

VII. 3Actividad enzimatica.

El gen pfkA y el gen pykA de B. subtilis estan en el mismo operon (Munoz et al., 1997).
Debido a que pykA se encuentra inmediatamente corriente abajo del gen pfkA (Figura 14), fue
necesario determinar si la interrupcion cromosomal de pfkA afectaba la funcion del gen pykA.
La interrupcion del gen pfkA fue corroborada por la actividad enzimatica muy baja de Ptk
medida a partir de extracto crudo de la cepa mutante pfkA. La actividad especifica de Ptk en la
cepa silvestre fue de 0.4+£0.07 Ul mg™ de proteina mientras que para la cepa mutante pfkA fue
de 0.02+0.06 Ul mg™' de proteina. Sin embargo, nuestros resultados mostraron que la actividad
especifica de PykA fue similar tanto en la cepa silvestre (0.6+0.08 Ul mg™ de proteina) como
en la mutante en PfkA (0.7+0.09 Ul mg™ de proteina).
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VII. 4 Caracterizacion de los cultivos.

Para evaluar el efecto de la inactivacion del gene pfkA en los fondos genéticos silvestre y
Apts en el crecimiento celular se llevaron a cabo cultivos en dos medios diferentes: SSM y
SMM con glucosa (2 g L™") como tnica fuente de carbono. Como se puede ver en la Figura
15A, la mutacion pfkA afecto el crecimiento celular atin en el medio rico Schaeffer. En este
medio el tiempo de generacion de la mutante pfkA fue 43.5% mas alto que el de la cepa
silvestre (Tabla III). Es interesante observar que la mutacion pts pfkA causd un incremento
discreto en el tiempo de generacion (19%) comparado con la cepa silvestre, la cual fue muy
similar al crecimiento mostrado por la mutante pts.

El efecto de la inactivacion de pfkA fue mas evidente cuando las células fueron crecidas en
medio minimo con glucosa como Unica fuente de carbono, como se ve reflejado en la fase lag
o de adaptacion prolongada (Figura 15B). Como se puede ver en la Tabla III, la mutante pfk4
tiene un tiempo de generacion 45% mads alto que el de la cepa silvestre. A diferencia del
cultivo en medio rico, las mutantes pts y pts pfkA mostraron un crecimiento muy bajo en

medio minimo.
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Figura 14. Cinética de crecimiento. A) En medio de esporulacion Schaeffer, y B) Medio minimo Spizizen (ver texto).
Cepas silvestre @, pfkA::sp W, pts B, pts pfkA::sp &.
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VILI. 5 Determinacion de la esporulacion.

Para estudiar el impacto de la mutacion pfkA en la esporulacion, se cuantificod el porcentaje
de esporas en diferentes puntos de la curva de crecimiento después de que los cultivos han
alcanzado la fase estacionaria. No se observaron esporas a tiempo iniciales cuando las cepas
fueron crecidas en medio minimo con glucosa. Sin embargo, en medio de esporulacion
Schaeffer se obtuvieron resultados interesantes. Como se muestra en la Tabla IV, en los
puntos de los tiempos iniciales, la mutante pfk4 produjo mas esporas que la cepa silvestre.
Sin embargo, a T15, ambas cepas alcanzaron el mismo porcentaje de esporulacion. Asimismo,
la mutante pts produjo menos esporas en todos los tiempos muestreados en comparacion con
las otras cepas, excepto por la cepa silvestre a T8, la cual mostré un 13.4% de esporas. Es
interesante observar que a T4, la doble mutante pts pfkA produjo alrededor de diez veces mas
esporas que las formadas por la mutante pfkA, y casi 23 veces mas esporas que la cepa
silvestre. Sin embargo a T15 la doble mutante pts pfkA produjo alrededor de 1.7 veces mas

esporas que las formadas por la mutante pfkA y la cepa silvestre.

Tabla IV. tps y esporulacion

Cepa Genotipo Relevante tp (min)* % de esporulacion”
SSM” SMM® T4 T8 T15
WT A(nprE) hisA glyB derivada ~ 37.2 (£1.62) 120 (£3.80) 0.07(£0.08) 13.4(£0.80) 32.4(%0.78)
de 168
pfkA MM? pero pfk::spc 534 (£1.68) 174 (£3.32) 0.19(£0.01) 27.3(%0.60) 30.1(£0.57)
pts MM2 pero A(pts'XHI')::erm  43.1 (£1.40) ND? 0.01(£0.00) 19.0(x£0.66) 19.0(%0.53)
pfkA pts MM4 pero A(pts' XHI")::erm,  44.3 (£1.90) ND¢ 1.60(+0.06) 22.2(+0.57) 51.3(£0.45)
pfk::spc

“ Datos presentados como el promedio de al menos tres experimentos independientes.
b SSM = Medio de esporulacion Schaeffer.

“ SMM = Medio minimo Spizizen.

4 ND = No determinado.
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VIIL.6 Impacto de la mutacion pfkA sobre la formacion de acidos
organicos.

Con el fin de evaluar el impacto de las mutaciones en algunos de los 4cidos organicos mas
importantes producidos por Bacillus, se utilizo HPLC para determinar el perfil de la formacion
de los piruvato, acetato y lactato, y en diferentes puntos de la curva de crecimiento en medio
rico. Los tiempos de retencion establecidos para cada uno de los controles fueron: piruvato,

3.6 min; acetato, 4.0 min y; lactato, 4.3 (Figura 16).

1 MWD A Sig=230
—3  MWD1 C, Sig=210
Norm.

acetato

600
500
400 [

piruvato lactato

300

200

100

T T T T T T T T T T
1] 1 3 4 5 [+ T 8 9

Figura 15. Tiempos de retencion de los acidos carboxilicos por HPLC. Normalizacion de
escala de las lecturas a 210 nm (linea punteada) y a 230 nm (linea continua), usando medio de
cultivo enriquecido con estindares comerciales.

Como se muestra en la Figura 17, solamente las mutantes pfkA y pts mostraron niveles
detectables de lactato. La cepa mutante pfkA mostré los valores mas altos en todos los tiempos
muestreados excepto por la fase media logaritmica en la que el nivel fue de cero. La cepa
mutante pts mostro lactato solamente a T0, cuando la concentracion fue 62.3% mas baja que

los niveles mostrados por la mutante pfk4 en el mismo tiempo.
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Es interesante observar que la concentracion de piruvato en todas las cepas, excepto para la
mutante pts pfkA, tiende a disminuir un 10-20% a través del tiempo. En la fase media
logaritmica la mutante pfk4 y la doble mutante pts pfkA mostraron valores mas bajos de
piruvato que los mostrados por la cepa silvestre, 54.5% y 42.4% respectivamente. En TO,
los valores del piruvato fueron muy similares en todas la cepas (silvestre, 0.15; pfk4 0.14;
pts 0.17 g L) excepto para la doble mutante pts pfkA, en la cual no se detectd piruvato. En
comparacion con la fase logaritmica media, en TO las cepas silvestre y pts mostraron un
decremento del 54.0% y la mutante pfkA de un 22.2%. En T2, la doble mutante produjo
73.33% mas piruvato que la cepa silvestre y en T4 la doble mutante pts pfkA fue la Gnica

cepa con valores detectables (0.11 g L™).

Los valores obtenidos para acetato (Figura 17) fueron mayores que los otros acidos
carboxilicos probados, excepto en la cepa pfkd a TO (0.13 g L™). Contrario al perfil del
piruvato, el acetato mostré valores similares (dentro de 10-20%) entre los tiempos
muestreados excepto para la mutante pfs, la cual mostr6 una aparente acumulacion
progresiva. El acetato fue el producto principal de fermentacion producido por la cepa
silvestre asi como por las mutantes pts y pts pfkA. La cepa pfk4 mostrd valores de acetato
bajos, especialmente a TO comparado con la mayoria de las cepas en todos los puntos, pero

mostr6 valores mas altos que la doble mutante pts pfk4d a T2 (36.7%), ya T4 (34.6%)).

El uso de HPLC lleva a cabo la separacion, identificacion y cuantificacion de los acidos
carboxilicos presentes en el medio de cultivo, y la sefial obtenida permite llevar a cabo el
analisis cuantitativo exacto a nivel de nanogramos. Pero no existe un detector universal y
sensible para llevar a cabo un andlisis cualitativo por HPLC. En cambio las técnicas
espectroscopicas como MS combinada con GC proporciona informaciéon mas compleja
para la identificacion de los acidos carboxilicos. Estas en general se relacionan con sus
caracteristicas estructurales especificas, basadas en la deteccion de un espectro de la
relacion masa/carga de los iones en fase gaseosa. El andlisis GC/MS de la muestras,
presentd abundancia relativa de especies ionicas significativas para el derivado TMS-4acido

carboxilico comparado con su control (Figura 18). Esto nos permiti6 corroborar con
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sensibilidad alta y potente criterio de pureza la identificacion de lactato y acetato realizada

en HPLC.

ACETATO / Control
1004 318 17
%] ‘
o] 250 1338 571 Tiempo
/ Muestra
100- KAL) 17
N ﬁ 570
245 336 413 . .
04 LR LU LAY LA \JIIIT\\II'\\\iIIIIiII LA LA AL Ll L Tiempo
LACTATO / Control
100 5.(2 191
% j
0 LA L) L) L R L) L) LAY LA L) L) Rl LLLL LLLRY LLRLYLLAL) LALE RLLLY |‘l"'|””|“”|"”|I T ALY LAAL) RLLL) RALLN LLEA) LLRLY LLRL) LALLY LLL Tiempo
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100 569 191
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342 383 504 .’L’ .
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Figura 17. Tiempos de retencion del ion determinante de acidos carboxilicos por GC/MS. La
flecha indica el ion mas abundante y significativo en el control y en la muestra de cultivo.

Para el derivado TMS-acetato, fueron los iones M +H=133, M"=132, M" -CH;= 117, M-
2CH;=102, M"+H-3CH;=88. Para el derivado TMS-lactato las especies id6nicas fueron
M"=234, M'"-H=223, M'-CH3;=219, M'-2CH;=204, [M'-C¢H,50:Si,]'=191, [M'-
CsH,,0:Si]'=147 y se tomd como representativo el ién 191. Por otro lado, para la
determinacion de piruvato, obtuvimos una sefial muy baja en el MS, lo que nos impidié
obtener un calculo con buena correlacion para cada una de las concentraciones.

La figura 19, muestra el valor de abundancia relativa del i6n representativo de lactato y de
acetato, en cada una de las muestras que también fue analizadas por HPLC. La grafica
obtenida de esta manera muestra cierta tendencia similar a la mostrada por HPLC, a pesar
de las diferencias en las concentraciones resultantes del tratamiento de cada una de las

muestras para el analisis por GS/MS.
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VIII. Discusion

El propdsito de este estudio fue investigar el efecto metabdlico y fisiologico de la
inactivacion de pfkA tanto en el fondo genético silvestre como del carente de PTS de B.
subtilis. A pesar de que el gen pykA esta inmediatamente corriente debajo del gene pfk4
formando un operdn constitutivo en B. subtilis (Mufioz et al., 1997), la actividad de
piruvato cinasa de la cepa mutante pfk4 fue muy similar a la mostrada por la cepa silvestre.
Resultados similares fueron obtenidos con las cepas mutantes de Lactococcus lactis en la
cual el promotor del operon las, que esta formado por pfk, pyk, and ldh, fue remplazado por
un promotor sintético. Los resultados mostraron que disminuy6 dos veces la actividad de
Pfk, mientras que las actividades de PykA y de LDH permanecieron cercanas a las

mostradas por la cepa silvestre (Andersen et al., 2001).

Resulta interesante ver que en el andlisis teorico usando el programa DBTBS, los motivos
de transcripcion en el operon pfkA pvkA de B. subtilis sugieren un motivo hexamérico
corriente arriba de los genes pfkA y pykA que puede tener funciones reguladoras. Del
mismo modo, la secuencia de pfkA sugiere la presencia de sitios de union de factores de
transcripcion para proteinas de estrés, las cuales son inducidas en respuesta a diferentes
condiciones ambientales tales como choque térmico, reguladores pleiotropicos,
limitaciones de glucosa y oxigeno o estrés oxidativo. Como ha sido sefialado por Sierro y
colaboradores (2008), las regiones conservadas indican potenciales sitios de union de
factores de transcripcion menores o especializados, los cuales se unen tipicamente solo a
algunos sitios del genoma; alternativamente, pueden indicar sitios de unidon blanco de
reguladores globales, lo cual ocurre menos frecuente. En este sentido la co-ocurrencia de
los motivos encontrados en nuestro andlisis pudiera proporcionar informacion interesante
acerca de la coregulacion por algunos factores de transcripcion. B. subtilis hace uso
extensivo de factores ¢ secundarios para activar coordinadamente grupos de genes bajo
condiciones celulares especificas. El andlisis de la secuencia gendémica de B. subtilis ha
mostrado que ésta codifica para al menos 7 miembros de la familia de funciones

extracitoplasmicas (ECF) los cuales no habian sido identificados antes de la secuenciacion
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genomica (Helmann, 2002). Estudios adicionales podrian ayudar a entender la relacién

entre estos factores y la activacion de genes.

La ausencia de la actividad de PfkA tiene un fuerte impacto en la fisiologia de B. subtilis.
El tiempo de generacion de la mutante en pfk4 en el fondo genético silvestre se encontrod
significativamente mas elevado en medio minimo con glucosa a 2 g L™, la cual es la fuente
de carbono y energia preferencial de B. subtilis. Sin embargo, al final del cultivo la mutante
pfkA alcanz6 una densidad optica muy similar a la de la cepa silvestre. Por otro lado,
cuando la mutante pfkA se crecié a 5 g L' no se observo crecimiento. Este ultimo resultado
coincide con los generados por las mutantes obtenidas por mutagénesis con metil
metanosulfonato, debido a que las mutantes pfkA fueron incapaces de crecer en este medio
minimo con glucosa a 5 g L (Freese et al., 1972). Similarmente, la mutante pfkd4 obtenida
por transduccion del bacteriofago PSB1, es incapaz de crecer en Medio C suplementado
con 5 g L' glucosa (Gay y Delobbe, 1977; Gay et al., 1983). Esta cepa, sin embargo tiene
mutaciones adicionales en los genes purB, sacA y metC, y posiblemente en otros genes que
pudieran interferir con los efectos metabolicos y fisioldgicos directamente relacionados con

19 de PTS fueron inactivados

Pfk. Las cepas en las cuales las enzimas EI, HPr, and EII
(AptsXHI) mostraron crecimiento residual en glucosa, lo cual apoya la posibilidad de que
exista un sistema adicional de incorporaciéon de glucosa en B. subtilis como lo sugiere
Gonzy-Tréboul ef al., (1991). Los candidatos independientes a PTS para la toma de glucosa
son los transportadores de glucosa GIcP y GlcU (Paulsen et al, 1998). La glucosa
intracelular originada del transporte de glucosa independientemente de PTS o de la

degradacion de disacéridos es fosforilada por la glucosa cinasa (Stiilke y Hillen, 2000).

Considerando que el medio Schaeffer es un medio rico y que varios aminoacidos pudieran
dar lugar a 4cidos carboxilicos (por ejemplo, piruvato y lactato) sin la participacion de
cinasas catabolicas, los efectos observados en las mutantes pfkA fueron inesperados. Todas
las cepas mostraron tiempos de generacion mas bajos en medio rico que en medio minimo. Sin
embargo, el incremento en el tiempo de generacion de la mutante pfk4 en relacion a la cepa
silvestre fue muy similar tanto en medio minimo como en medio rico (43% en SSM vs. 45%

en SMM). Un incremento en la concentracion de azucares fosfato corriente arriba de la via
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glicolitica como pueden ser glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato pudieran explicar los
cambios en la fisiologia de la célula, debido a que estos compuestos pueden ser toxicos a
altas concentraciones (Fraenkel, 1968). Es posible que el flujo de carbono en la mutante
pfkA pudiera ser redirigido a la via de las pentosas, la cual puede ser usada para el catabolismo
de la glucosa en B. subtilis (Sauer et al., 1996). La via de las pentosas sirve para dos
funciones principales: proporciona NADPH necesario para reacciones anabdlicas y generar
precursores para la biosintesis de triptofano y nucledtidos (Fortnagel, 1993; De Wulf, 1998;
Sonenshein, 2002). Las mutantes de L. lactis (las) con una actividad de Pfk reducida
también mostraron disminucidon en el crecimiento en medios complejos cuando fueron
comparadas con la cepa silvestre, lo que sugirio la acumulacion de glucosa-6-fosfato y

fructosa-6-fosfato (Andersen et al., 2001).

Los efectos de las mutantes pfkA y/o PTS pudieran también ser debidos a cambios en las
pozas de PEP y FBP de B. subtilis, los cuales a su vez pudieran afectar la regulacion de ciertas
enzimas alostéricas. A ciertas concentraciones PEP es un inhibidor de la actividad de Ptk
(Fordyce et al., 1982), proporcionando un mecanismo de regulacion del flujo glicolitico. En
B. stearothermophilus, se ha mostrado que PEP inhibe alostericamente a Pfk por disminucion

de la afinidad de la enzima a su sustrato, la fructosa 6-fosfato (Kimmel y Reinhart, 2000).

El incremento en la poza de PEP se ha usado para producir compuestos de importancia
biotecnologica. Cepas de E. coli carentes de PTS, han sido modificadas adicionalmente por la
introduccién de mutaciones en los genes pyk con el fin de incrementar el aporte intracelular de
PEP para la produccion de DAH (P) (Gosset et al., 1996). Ademas, PTS juega un papel en
muchos aspectos diferentes de la fisiologia de la célula bacteriana. Las funciones primarias
incluyen toma de azucares, transporte y fosforilacion, mientras que las funciones secundarias
incluyen una variedad de ramificaciones de la regulacion metabolica y transcripcional (Saier,
2001). PTS también es requerido para la quimiotaxis (Stock et al., 1989). Esto también es
posible ya que el transporte y catabolismo de otros carbohidratos no evaluados en este
trabajo como por ejemplo fructosa, pudieran estar siendo afectados en las mutantes PTS.
Mutantes de B. subtilis en ptsH (defectiva in HPr) son incapaces de usar fructosa o maltosa, y

crecen muy lentamente con glucosa (Stiilke et al., 1995). Una mutacion sencilla en PTS (crr)
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de E. coli (defectiva en EHIGIC) lleva a cabo una represion de manera simultdnea para cuatro
sistemas catabolicos/transporte (glicerol, lactosa, maltosa y melobiosa) (Saier y Roseman,

1976).

A pesar de las mutaciones en pfkA y en PTS, todas las cepas fueron capaces de alcanzar la
misma densidad oOptica final en medio Schaeffer. Estos resultados sugieren que finalmente
todas las cepas, son capaces de obtener suficientes bloques de biosintesis presentes en el
medio de cultivo. La presion de seleccion natural ha forzado a B. subtilis a desarrollor una red
de adaptacion complicada y altamente sofisticada para el balance de la expresion de los genes

con las condiciones ambientales.

En cualquier organismo, la utilizacion eficiente de las fuentes de energia y carbono es
importante para una competencia exitosa en ambientes naturales. Sin embargo, cuando las
células estdn adaptandose a cambios en su ambiente, estas llevan a cabo un cambio en la
sintesis de proteinas, predominantemente de aquellas que son vitales para la respuesta
adaptativa al estrés impuesto. Para evitar el desperdicio de nutrientes, las células estresadas
frecuentemente detienen la produccion de proteinas no esenciales. La mayoria de proteinas
involucradas en la fase adaptativa contintian siendo abundantes y es frecuente que alin se
encuentren en niveles suficientes para continuar llevando a cabo sus funciones celulares

(Bandow y Hecker, 2007).

Dentro de las funciones celulares los procesos de esporulacion son muy complejos y son
gobernados de manera estricta por redes de regulacion que coordinan las sefales intra y
extracelulares relacionadas con: el suplemento de nutrientes, el estado metabdlico de la
célula, la densidad celular y la posicion de la bacteria en el ciclo celular (Ireton ef al., 1993;
Perego y Hoch, 1996). Este fendmeno es aceptado universalmente como un modelo base de
la diferenciacion bacteriana. Un aspecto del control fisiologico de estas redes es el papel
metabdlico y de sefalizacion del TCA. Existe una fuerte correlacion entre TCA y
esporulacion que se refleja en el hecho de que las enzimas de TCA estan inducidas al
maximo (Fortnagel y Freese, 1968; Craig et al., 1997). Se presume que tal induccion de

TCA al final de la fase de crecimiento exponencial permite a las células de la fase
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estacionaria metabolizar completamente productos secundarios de la glicélisis como
piruvato, lactato, acetato y acetoina, produciendo asi energia, poder reductor y biosintesis
de intermediarios para la biosintesis de RNA, proteinas, peptidoglicanos y lipidos

necesarios para la formacion de la espora (Matsuno et al., 1999)

Cuando las cepas de nuestro estudio fueron crecidas en medio minimo con glucosa no se
observaron esporas a tiempo iniciales. Esos resultados eran los esperados pues como se sabe
una fuente de carbono rapidamente metabolizable como la glucosa puede suprimir el
establecimiento de la esporulacion hasta que la fuente de carbono es completamente

consumida (Freese ef al., 1972).

La inactivacion de PfkA en un fondo genético silvestre causd cambios en el tiempo y
porcentaje de células que se fueron a esporulaciéon en medio de esporulacion Schaeffer,
sugiriendo que PfkA es necesaria para la esporulacion normal de B. subtilis. Estos
resultados sugieren que una deficiencia en PfkA, da sefales a la célula para la formacion
temprana de esporas, sin provocar cambios en el porcentaje final de esporas. Estos
resultados difieren de los obtenidos con la cepa mutante pfkA obtenida por mutagénesis
quimica por Freese ef al. (1972), ya que las mutantes esporularon normalmente en medio
de esporulacion amortiguado con fosfatos (NSMP) y suplementado con metionina y
triptofano. En contraste, células mutantes carentes de enzimas del ciclo de Krebs como la
citrato sintasa, aconitasa ¢ isocitrato deshidrogenaza, han mostrado ser defectivas en la
iniciacion de la esporulacion y en la expresion de genes controlados por SpoOA~P (Ireton et
al., 1995). La doble mutante pts pfkA mostrd resultados interesantes ya que se obtuvo una
alta concentracion de esporas, especialmente en tiempos iniciales (T4), en comparacion con
todas las otras mutantes. La habilidad de muchos microorganismos, entre ellos Bacillus,
para producir altas concentraciones de esporas en un corto periodo de tiempo de cultivo es
comercialmente atractivo para el desarrollo de productos tales como bio-insecticidas (Brar

et al., 2006).
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Los pasos enzimaticos centrales que unen a los intermediarios de los pasos iniciales de las
vias de la glicdlisis y de pentosas fosfato hacia el ciclo de Krebs son necesarios para la
degradacion de azucares a 4cidos organicos del ciclo de Krebs, pero también son necesarios
para las reacciones en direccion opuesta. B. subtilis puede usar compuestos
gluconeogénicos como unica fuente de carbono y energia para proveer a la célula con
glucosa-6-fosfato, ribosa-5- fosfato y glicerol-3- fosfato, los cuales son requeridos para la
biosintesis de diversas macromoléculas (Stiilke y Hillen, 2000; Deutscher et al., 2002).

Debido a que Ptk y PTS son nodos de regulacion importantes en glicolisis, la interrupcion
de Pfk y PTS y su concomitante alteracién de los metabolitos intermediarios, pudieran
representar un estrés general para la célula, de manera similar a las sefiales de estrés y de
carencia de nutrientes incluyendo sales, acidos, estrés térmico o limitacion de energia en

general, descrito por Vijay et al. (2000).

Al utilizar glucosa como fuente de carbono, se ha descrito que por cada dos moléculas de
PEP producidas en la via glicolitica, una es usada por PTS para la internalizacion de la
glucosa para producir glucosa-6-fosfato y piruvato, mientras que la otra molécula de PEP
puede ser metabolizada por la piruvato cinasa para producir mas piruvato. El incremento
del 50% de la concentracion de piruvato en la fase media logaritmica de pfkA comparada
con la de la cepa silvestre, se vio reflejado en el incremento de los valores del lactato
observado en la mutante pfkA crecida en medio rico. Estos resultados sugieren que en
ausencia de fosfofructocinasa la glucosa-6-P, pudiera ser redireccionada hacia la via de las
pentosas y pudiera entrar nuevamente a la via glicolitica como gliceraldehido-3-P, el cual
continia a través de la glicdlisis para formar piruvato (Figura 6). Adicionalmente,
diferentes aminoacidos como alanina, lisina, valina, isoleucina y leucina, presentes en el
medio rico como es el medio Schaefer, pueden dar lugar a la formacion de piruvato. El
piruvato es un compuesto clave para el TCA, y también puede ser reducido a lactato y otros
compuestos como el acetato, acetil-CoA, etanol, acetolactato, diacetil, acetoina y 2, 3-
butanediol (Nakano et al., 1997). La LDH cataliza la reduccién de piruvato con la simultanea

oxidacion de una molécula de NADH por molécula de piruvato reducido (Cruz et al., 2000).
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El NAD' regenerado es liberado para servir como una coenzima a la gliceraldehido 3-

fosfato (Salway, 1999). De esta manera la glicélisis continta, pero el lactato se acumula.

En el presente trabajo el acetato fue identificado como el mayor producto de fermentacion
en la cepa silvestre en medio rico, como ha sido descrito en la literatura para E. coli y B.
subtilis (Ponce, 1999; Presecan-Siedel et al., 1999). Sin embargo, esta molécula fue
también el mayor metabolito secundario detectable durante el crecimiento de las mutantes
pts 'y pts pfkA. El lactato no fue detectado en ninguno de los tiempos excepto en TO para la
cepa mutante pts. Este resultado sugiere que en medio rico, aun en ausencia del sistema PT,
el acetato es el metabolito principal de la conversion del piruvato a ACoA, y de la reaccion
de dos pasos catalizada por fosfotransacetilasa (Pta) y acetato cinasa (Ack). Debido a que
una molécula de ATP es producida por cada molécula de acetato, esta es la via de
fermentacion mas eficiente energéticamente hablando. La sintesis de acetato permite la
fosforilacion a nivel de sustrato sin la regeneracion de NADH; sin embargo, las vias que
conducen a lactato no pueden ser usadas para la conservacion de la energia. Esta
observacion es concordante con los altos niveles de acetato producidos por la mutante pfk4,
la cual mostro los tiempos de generacion mas altos en los cultivos realizados en el medio
Schaeffer.

Asimismo, una vez que el pH del medio ha caido por debajo de cierto limite, la bacteria
hace un cambio hacia la formacion de solvente, como el etanol, lo cual permite la
regeneracion de NADH pero no la produccion de un ATP extra (Diirre et al., 2002). Un
medio rico como el SSM, contiene intermediarios del ciclo de Krebs y precursores de la
biosintesis de aminodcidos y nucledtidos. Por lo tanto, la produccién de energia por
glicolisis y la formacion de acetato puede estar acoplada al anabolismo bajo estas
condiciones, aun cuando la produccién de energia no este al maximo como ha sido

mencionado por Dauner et al. (2001).

Se ha propuesto que los organismos heterdtrofos como B. subtilis tienen una ventaja
selectiva si son optimizados hacia una elevada sintesis de ATP mas que hacia un elevado

rendimiento de ATP, porque esto les permite competir exitosamente con otras células que



77

tienen un metabolismo mas bajo (Pfeiffer ez al., 2001). Se han observado patrones similares
de regulacion de las vias metabdlicas centrales cuando se comparan patrones de expresion

global de E. coli crecidas en glucosa o en acetato (Oh et al., 2002).

Un aspecto interesante a considerar es que la ausencia de PfkA pudiera cambiar los niveles
de compuestos fosforilados en la célula, por lo tanto afectar enzimas reguladas por este
metabolito intermediario como Pyk y Ldh (Fordyce, 1982). La Pfk también pudiera estar
involucrada en algunos aspectos del metabolismo celular tales como los asociados a
funciones adicionales del PTS. Este trabajo y estudios actualmente en progreso
concernientes a un microarrreglo fenotipico y al analisis de transcriptoma en Bacillus
pudieran ayudar a aclarar el papel de la Pfk en el metabolismo del carbono y la fisiologia de

la célula.
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IX. Conclusiones

La inactivacion del gen pfkA en el genoma de B. subtilis no afectd la actividad de la enzima

piruvato cinasa que se encuentra en el mismo operon.

La ausencia de la enzima fosfofructocinasa mostré un fuerte impacto en la fase exponencial
del crecimiento de B. subtilis, viéndose afectado en un 43% en medio rico y en un 45% en
medio minimo, lo que sugiere que PfkA es un gen clave de la glicélisis no solo en medio

minimo sino también en medio rico.

El sistema PTS es indispensable para el crecimiento de las cepas silvestres y mutantes en

pfkA en medio minimo con glucosa.

Las mutantes pfkA y pts en la fase estacionaria alcanzaron la misma densidad Optica final
que la cepa silvestre en los medios minimo y rico, lo que sugiere que finalmente todas las

cepas fueron capaces de obtener suficientes bloques biosintéticos para crecer.

La inactivacion del gen pfkA en el fondo genético silvestre causé cambios tanto en el
tiempo como en el porcentaje de esporas en medio rico, sugiriendo que PfkA es necesaria

en la esporulacion normal de B. subtilis.

En medio rico la inactivacion de PTS en el fondo genético silvestre y carente de pfkA
provocé cambios importantes en el porcentaje de esporas, asi como en el perfil y

concentracion de acidos organicos analizados, piruvato, acetato y lactato.

La cepa silvestre y mutantes pts y pts pfkA produjeron acetato como el principal producto
de fermentacién acido-mixta, la cual es la via de fermentacion mas eficiente a nivel

energeético.
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La mutante pfk4 mostro altos niveles de lactato junto con acetato lo que sugiere que se
dieron modificaciones metabolicas importantes que promovieron por un lado la
regeneracion del NAD para la continuacion de la glicolisis, asi como una sintesis eficiente

de ATP a nivel de sustrato.

La cepa silvestre y las mutantes pfk4 y pts mostraron el mismo perfil de aumento gradual
de piruvato y de acetato en las ultimas fases, a diferencia de la doble mutante en donde la

concentracion de acetato disminuy6 en T2 y T4 mientras el piruvato aumento.

Alto nivel de esporas de la mutante pts pfkA coinside con la disminucion de la produccion

de acetato.
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X. Perspectivas

Estudiar la posibilidad de que la fosfofructocinasa pudiera cambiar los niveles de
compuestos fosforilados en la célula por lo tanto afectar las enzimas reguladas por su

metabolito intermedio.

La PfkA también pudiera estar involucrada en algunos otros aspectos del metabolismo

celular como los relacionados con PTS.

La realizacion de ensayos de microarreglos fenotipicos y andlisis de transcriptoma pudieran

ayudar a clarificar el papel de PfkA en el metabolismo del carbono y fisiologia de la célula.

Estudiar el efecto de la mutacién en pfkA4 en la redireccion del flujo de carbono y utilizacion

de vias alternativas para el catabolismo de glucosa.
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XII. Anexos

XII.1 Lista de abreviaturas.

XI1.1.1 Vias metabolicas:

ABP Via comun de sintesis de
aminoacidos aromaticos

ED Via Entner-Doudoroff

EMP Via Embden-Meyernhoff-Parnas

PP Via de las pentosas-fosfato

TCA Ciclo de los acidos tricarboxilicos,

XI1.1.2 Enzimas:

ciclo de Krebs

Eda 2-ceto,3-desoxi, 6-fosfogluconato
deshidratasa

Edd 6-fosfogluconato deshidratasa

GalP Permeasa de galactosa

Gdh 6-fosfogluconato deshidrogenasa

Glk Glucocinasa

GItA Isocitrato sintasa

Icd Isocitrato deshidrogenasa

Mdh Malato deshidrogenasa

Mez Enzimas malicas

Ptk Fosfofructocinasa

Pgi Fosfoglucosa isomerasa

PK Piruvato cinasa

Ppc Fosfoenolpiruvato carboxilasa

Pps Fosfoenolpiruvato sintasa

PT Fosfotransferasa

PTS Sistema de transferencia de fosfato
fosfoenolpiruvato: carbohidrato.

PykA Isoenzima piruvato cinasa A (tipo II)

PykF Isoenzima piruvato cinasa F (tipo I)

Rpe Ribosafosfato epimerasa

Rpi Ribosafosfato isomerasa

Tal Transaldolasa
Transcetolasa

Tkt
Tpi

Triosafosfato isomerasa
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XI1.1.3 Moléculas:

a.a
ACoA
ADP
Ala
AMP
AMP
Ap
Arg
Asn
Asp
ATP
ATP
ATP
oaCG
BeEt
BSA
CDP
Cis, Cys
CIT
CoA
CTAB

amonio

CTP
EDTA
Gm
GTP
Km, Kn
NADH

PEP
PYR
SDS
Sm
6PG

XI1.1.4 Diversos

DO

u
MM

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

Aminoacido
Acetilcoenzima-A
Adenosina 5'-difosfato
Alanina

Adenosina monofosfato
Adenosina 5'-monofosfato
Ampicilina

Arginina

Asparagina

Acido aspartico
Adenosina trifosfatos
Adenosintrifosfato
Adenosina 5'-trifosfato
Alfacetoglutarato
Bromuro de etidio
Albumina sérica bovina
Citidinadifosfato
Cisteina

Citrato

Coenzima-A

Hexadecil trimetil bromuro de

Citidinatrifosfato

Acido etilenaminotetracético
Gentamicina

Guanosina trifosfatos
Kanamicina
Nicotinamida-adenina  dinucledtido
fosfato reducido
Fosfoenolpiruvato

Piruvato

Dodecil sulfato de sodio
Estreptomicina
6-fosfogluconato

Densidad optica
Velocidad especifica de crecimiento
Medio minimo
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PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
Tp Tiempo de duplicacion
U.I Unidad internacional

XII. 2 Medios de cultivo y soluciones.

XII1.2.1 Medio Schaeffer.

Nutrient Broth --------- 8¢

KCl lg
MgS0O4.7TH,0O--------- 0.13 g.

H,O destilada--------- Aforara 1 litro
Metales traza a agregar al medio
FeSO4 1 mM

NaSO4 1 mM

MnCl, 1 mM

Ajustar el pH a 7.0 — 7.4, esterilizar a 20 Lb./presion por 30 minutos.

XII1.2.2 Medio Minimo Spizizen

Na; HPO4 . THyO -------mmmmmee-- 12.8 g.
KH,POy4 --- 30g.
NaCl -—--05g.
NH4Cl --10g.

Ajustar el pH a 7.0 — 7.4, esterilizar a 20 Lb./presion por 30 minutos, enfriar a 50 °C y
agregar las siguientes soluciones estériles.

MgSO, IM

CaCl, 1M
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XII.2.3 Medio Luria Bertani (LB)

Bacto triptona----------- 10g.
Bacto yeast/extract------ 5g

NaCl------------—---- 10g.
NaOH (1M) ------------- 1 ml
PH---momooemomoe oo 7.0+7.2
Para platos usar

Agar 1.5%-----=--mnnmmnm- 15g.
XII.2.4 Medio MB

Bacto triptona------------ 10g.

Bacto yeast/extract------ S5¢g

MgCl, 6H20 ------------- lg
Para platos usar

Agar 1.5%---------------- 15g.

XII.2.5 Suplementos de medios de cultivo. Stock a concentracion
limitada

Glicina 2.0 pg/ml.

Histidina 2.0 pg/ml.

Triptofano 2.0 pug/ml.

Agregar del stock 5 ml para 1 Lt.
Fuente de carbono stock a 20% y 50%

Glucosa 2.0 mg/ml y 5.0 mg/ml
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Esterilizar la fuente de carbono por filtracion o autoclave por 10 minutos.

XI1.2.6 Buffer para esporas

K,HPO, 1000 nM

KCl 1000 nM

MgS04.7H,0 1000 nM)

Ajustar el pH a 7.0 — 7.4, esterilizar a 20 Lb./presion por 30 minutos.

XII.3 Reactivos para determinacion de proteinas por el método de
Lowry.

REACTIVO A: CuSOs . 5SH,0 al 5% y Tartrato de Na-K al 1%
REACTIVO B: Na,COsal 2% en NaOH al 0.1N.

REACTIVO C: A 49 ml. de reactivo B agregar 1 ml. de reactivo A.
REACTIVO D: Solucion 1:1 de reactivo de Folin ciocalteu y agua.

XI.4 Formula para obtencion de actividad enzimatica total (AE)

0i - DOf|, [ 1090 | 11
Tiempo | | VM (mD}")25

- (6.22)*(mg proteina/ml)

Donde: VM, es el volumen de la muestras; DOi, es la densidad optica inicial; DO, es la
densidad optica final; FC (1/25) es el factor de concentracion y; 6.22, es el coeficiente de
extincion milimolar para NADH.

La férmula también puede ser expresada de manera lineal como sigue:
AE= (OD;-0D,) (t,-t;)" (1000)(Vy) ™" 0.04 (6.22 P)’!

Donde: OD; y OD; refieren a la densidad optica de 1 cm de haz de luz UV a tiempo t; y t;
respectivamente. Vy, refiere a volumen de muestra en mililitros y P a mg de proteinas/ml.
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