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ABREVIATURAS

a.a. - aminodcido

AMP- adenosin monofosfato

ATP- adenosin trifosfato

CPR- velocidad de produccién de CO,
CTAB- hexadecil trimetil bromuro de amonio
EDTA- dcido etilenaminotetracético

GTP- guanosin trifosfato

MM- medio mfnimo

NADH- nicotinamida-adenin dinucledtido fosfato reducido
OUR- velocidad de produccién de oxigeno
CR- reaccién en cadena de la polimerasa
PEP- fosfoenolpiruvato

PEPCasa- fosfoenolpiruvato carboxilasa

PT- fosfotransferasa .
PTS- sistema de la fosfotransferasa
QCO,-coeficiente de produccién de CO,
RQU- coeficiente respiratorio

SDS- dodecil sulfato de sodio

TCA- ciclo de los dcidos tricarboxilicos

TD- tiempo de duplicacién

U. I - unidad internacional



RESUMEN

Los genes estructurales de las dos isoenzimas de piruvato cinasa, pyk A y pykF de Escherichia coli
fueron clonados. Estos DNAs fueron llSild(.)S después para interrumpir uno o ambos genes en el
cromosoma de E. coli. Con estas construcciones se estudié la participacién de éstas isoenzimas en la
formacidn de piruvato. Resultados preliminares mostraron que la interrupcién del gene pykF a nivel
cromosomal, produjo alteraciones en los tiempos de duplicacién celular. Estos resultados fueron
obscrvados s6lo después de un cambio de medio de cultivo (de medio minimo con glucosa y
casaminodcidos a uno con medio mfnimo con glucosa) y fue mds cvidente en cepas que carecen de un
sistema funcional de transporte de otros aziicares, Nuestros resultados sugieren que bajo las condiciones
examinadas, la piruvato cinasa tipo I (codificada por pykF) parecerfa tener un papel mds importante en
la sintesis de piruvato. Asimismo, la comparacién de secuencias realizada a nivel de nucleétidos entre
pykA‘ y pykF asi como a nivel de aminodcidos entre piruvato cinasas de diversos organismos
incluyendo las de E. coli, sugieren que a diferencia de lo reportado por Gilbert y colaboradores (1989),

las piruvato cinasas de E. coli parecen tener un mismo origen evolutivo.



INTRODUCCION

Las bacterias entéricas como Escherichia coli al utilizar glucosa como fuente de carbono producen
glucosa 6-P como primer paso en el metabolismo de éste compuesto. Aproximadamente el 70 % de la
glucosa 6-P que E. coli utiliza para crecer bajo condiciones aerGbicas es metabolizada a través de la
via glicolitica de Embden-Meyerhof-Parnas (Fig. 1). Los productos glicoliticos son después
metibolizados en el ciclo del los dcidos tricarboxilicos (TCA). El metabolismo de la glucosa sirve tanto
como fuente de energfa como de precursores para la sfntesis de aminodcidos y otros constituyentes
celulares. El otro 30 % de la glucosa 6-P es metabolizado normalmente a través de la via de las
pentosas fosfato que produce NADPH para procesos anabdlicos (Miller, 1987).

El piruvato es un intermediario clave en reacciones de catabolismo y biosintesis en virtualmente
todas las células. A partir del piruvato se pueden producir un gran niimero de compuestos en E. coli.
Su formacién depende de las condiciones de crecimiento y de las necesidades del organismo. Asf,
el piruvato puede ser oxidado via acetil Co-A a través del ciclo de Krebs para generar mds energfa
metabélica (Fig. 2) o servir como precursor en la biosintesis de aminodcidos de Ia familia del piruvato
(alanina, valina y leucina) (Malcovati, 1973; Garrido, 1977). En condiciones anaerébicas, utilizando
glucosa como fuente de carbono y energia, se puede formar: lactato, acetato, etanol, formato, CO, , etc.
(Knappe, 1987; El-Mansi, 1989). Debido a su importancia, existen muchas rutas metabdlicas que
pueden producir éste compuesto. Cuando los microorganismos como E. coli son crecidos en glucosa
como la iinica fuente de carbono, obtienen la mayor parte del piruvato durante el transporte de la
glucosa mediante el sistema de la fosfotransferasa (PTS o sistema PT) (Fig. 1) (Holms, 1986). Durante
éste proceso, el grupo fosfato del fosfoenolpiruvato (PEP) es transferido a la molécula de glucosa,

generando piruvato y glucosa 6-P (Postma, 1987). Otra ruta metabdlica para la obtencién de piruvato
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es o través de la accién de las enzimas biruv'ut(é cmasa (EC 27140)Esta9 enzirﬁus caializan la
conversién de PEP y ADP a piruvato y ATP, en la efﬂip& ﬁndl de‘l£\::Vf£1 glitr:k(7>lf.tica (Waywood, 1974;
Garrido, 1977). -

En E.coli se ha reportado la existencia de dos formas no interconvertibles de piruvato cinasa, la tipo
I que es codificada por el gene pykF y la tipo II codificada por el gene pykA (Malcovati, 1969,
Garrido, 1983). Estas difieren en sus propiedades fisicas y quimicas, en su comportamiento cinético y
en su regulacién alostérica (Malcovati, 1982). PK-1I es activada especificamente por ribosa 5-P y por
varios nucleésidos monofostatos purinicos y pirimidinicos ¢ inhibida por PO,y "SO, (Tabla 1), mientras
que PK-I es activada especificamente por fructosa-1,6-difosfato ¢ inhibida por GTP y es susceptible
a inhibicién por retroalimentacién cooperativa por succinil-CoA y ATP (Waywaod, 1974). Aunque las
dos formas estan bajo un control genético independiente, ellas coexisten en un amplio rango de estados
metabdlicos y nutricionales (Kornberg, 1973; Malcovati, 1973). Durante condiciones que favorecen la
glicolisis PK-I es la forma dominante, mientras que PK-II predomina durante 1a gluconeogénesis
(Waywood, 1974). La secuencia nucleotidica de ambos genes se encuentran disponibles en el GenBank.

. Sin embargo, la secuencia de pykF fue obtenida por secuenciacién del DNA genémico (Ohara, 1989),
mientras que la clonacién y secuenciacién de pykA no ha sido publicada (GenBank release 78).

Se han aislado de manera accidental mutantes carentes de la actividad de PK-II. Estas cepas fueron
utilizadas para construir cepas carentes de ambas actividades. Usando estas construcciones, se reporté
que bajo cendiciones aerdbicas, un PTS funcional puede proveer una cantidad adecuada de piruvato
para sostener una velocidad de crecimiento normal. Asimismo, se reporta que mutantes carentes de la
actividad de PK-II no mostraron un fenotipo claramente distinguible (Garrido, 1977). Sin embargo,
estos experimentos se basaron en el promedio de las mediciones del didmetro de las colonias, usando

condiciones de crecimiento que pudieran interferir con el andlisis del papel de cada isoenzima PK en



la formacién de piruvato.

Piruvato cinasa tipo 11 (pykA) Piruvato cinasa tipo I (pykF)
Aclividad predominaniq Gluconcogéncsis Glic6lisis
Activacién AMP, Ribosa 5-P Fructosa 1,6-difoslato
GTP y succinil Co-A-ATP

Inhibidores A POy SO~

lones requeridos Mg*? o Mn“ ’ : ng“ o Mn*?
Sintesis Constitutiva "< “ Inducible
Conformacién Tetrdimero e Tetrdmero
Pcso molccular del tetrimdro 190,000 225,000
Peso molecular del monémgero 51,000 60,000
No. de a.a. por subunidad 484 522
Aminodcido NH2 terminal Scrina Metionina
pH 6ptimo 6.3 7.0
Termocstabilidad a 55°C No cstable Estable
Km con concentracioncs 0.5 mM 02 mM

variables de PEP

. S Bajo de a.a, aromiticos y alto de Bajo de a.a. aromdticos y alto de
Contenido de aminodcidos a.a. fcidos .0, dcidos

No. de parcs de bases 1640 1830

Tabla 1. Propiedades fisicoqufimicas, cinéticas y otras caracterfsticas de las piruvato cinasas tipo 1 y Il de E, coli (Kornberg,
1973; Malcovati, 1969, 1973, 1982;|Somani, 1977; Valentini, 1979; Waywood 1974, 1975, 1976).




Con lo que respecta a la composicién de aminodcidos y a su posible origen, se ha sugerido que
pykA es altamente divergente o que no estd relacionado conpykF (Ohara, 1989) sin embargo, al realizar
una comparacién de secuencias entre los primeros 50 aminodcidos de PykA y de PykF el 45% de los
residuos son idénticos entre ambas secuencias (Valentini, 1991).

La regulacién de la actividad de €stas enzimas, parece ser de gran importancia para la fisiologfa del
organismo al controlar los niveles tanto de PEP como de piruvato y al canalizar estos compuestos en
direcciones diferentes con propésitos catabdlicos, biosintéticos o anaplerdticos (Malcovati, 1973). La
presencia de dos piruvato cinasas catalizando la misma reaccion y la muliiplicidad de controles
operativos sobre éstas enzimas dan lugar al surgimiento de muchas preguntas sobre su papel fisiolégico

y sus mecanismos de regulacién (Waygood, 1974).



OBJETIVOS

Debido al interés que existe en nuestro laboratorio por el estudio del metabolismo del carbono tanto
para la generacién de conocimiento bdsico como para la obtencién de metabolitos de interés por
ingenieria de vias metabdlicas en éste trabajo se plante como objetivo general el estudiar el papel que
desempefian los genes que codifican para las isoenzimas de piruvato cinasa de E. coli (pykA y pykF)

en la formacién de piruvato.

Para la realizacién de éste objetivo se plantt;.aron los siguientes objctivos particulares:
1) La clonacién de los genes pykA y pykF de E. coli
2) La interrupcién de los genes pykA y pykF por la insercién de un gene de resistencia a antibiéticos
3 La spstitucién, en el cromosoma de E. coli, de los genés pykA y pykF silvestres por los genes pykA
¥ pykF interrumpidos por insercién. - )
4) El estudio del efectb de las mumciqncs'cn la actividad de las isoenzimas de piruvato cinasa
5) El estudio del metabolismo celular en las cepa silvestre y en las mitantes en donde se estudiaron
en particular:

a) La biomasa

b) La velocidad de crecimiento

d) El consumo de glucosa

¢) El consumo de oxigeno, y

e) La produccién de diéxido de carbono

6) Por iiltimo se llevé a cabo la comparacién de las secuencias nucleotidicas y de aminodcidos de las

piruvato cinasas (Pyk-I y Pyk-II).



MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

La cepas usadas en este trabajo se enlistan en Ia tabla 2, Para las fermentaciones, las células fueron
crecidas aerobicamente a 37°C en medio minimo M-9 suplememadp con 2 g/L de glucosa y con y sin
casaminodcidos (Sambrook, 1989). Algunos de los experimentos de cinética de crecimiento fueron
realizados en un fermentador de 6 Lt LSL Biolafitte (New Jersey, USA). En esos experimentos, el

oxigeno disuelto se mantuvo arriba del 20%

Técnicas de DNA recombinante y de secuenciacién de nucledétidos.

Los métodos de digestién con enzimas de restriccién, aislamiento de DNA y de fragmentos de
restriccién asf como los de ligacién, transformacién y transducci6n se realizaron segtin lo reportado por
Sambrook (1989). Para Ia clonacién de los genes estructurales de las piruvato cinasas, ambos genes
fueron amplificados por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizdndose dos
grupos de oligonucleétidos complementarios a pykA o a pykF. El DNA de la cepa JM101 fue utilizado
como molde. Después del paso de desnaturalizaci6n inicial a 97°C por 10 min, se llevaron a cabo 30
ciclos de amplificacién. Las temperaturas y perfodos de tiempo usados en cada ciclo fueron: 97°C por
1 min, 55°C por 45 s, y 67°C por 2.15 min. Las secuencias nucleotidicas de los oligonucleStidos son
las siguientes:

5" CGTTACCACGTTAGGCCCAGCAACAGATCG y
5’ CGCGTGGTATTAGTAGAACCCACGGTACTC para pykA, y
5’ AATGCTGGACGCTGGCATGAACGTTATGCG y

5’ GCGGTGTTAGTAGTGCCGCTCGGTACCAGT para pykF.
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Tabla 2. Cepas bacterianas usadas en este estudio.

Cepas Genotipo o fenotipo relevante Fuente

IM101 supE thi (lac-proAB) [F’traD36 proAB lacl'Z. M15} Coleccidén de laboratorio
ATCC 47002 P;- recB21 recC22 sbcl5 leu-6 ara-14 his-4 A- ATCC*

PB12 Como la JM101 pero ptsHlcrr: tkar; glucosa+ Coleccién de laboratorio
PB23 Comq la JM101 pero pykA : : kan Este trabajo

PB24 Como la JM101 pero pykF : : cam Este trabajo

PB25 Como la IM101 pero pykA : : kan pykF :: cam Este trabajo

PB26 Como PB12 pero pykA :: kan Este trabajo

PB27 Como PBI12 pero pykF : : cam Este trabajo

*American Type Culture Collection, Rockville, Md.
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Los productos de PCR fueron purificados mediante electroforesis y el kit de GlassMAX de
GIBCO BRL (Gaitherburg, USA). Esos DNAs fueron clonados dentro del sitio Smal de M13mp19.
Los fagos.recombinames fueron identificados por andlisis de restricciénl y la secuencia de los
fragmentos clonados fueron obtenidos mediante el método de secuenciacién Sequenasa, versién 2.0
como lo sugiere el proveedor (United State Biochemical Corp.).

Después de confirmar la secuencia de los genes pykA y pykF, ¢stos fueron subclonados como

fragmentos EcoRI-HindIII en pUC19 y llamados pPykA y pPykF, respectivamente (ver Fig. 3).

Construccion de mutantes.

La estrategia general para la construccidn de las interrupciones de los genes en el cromosoma se
presentan en Ia Fig. 3. Para la interrupcién de pykA, el plismido pPykA fue digerido con la enzima
Bglll y ligado a un fragmento de DNA el cual contiene el gene de resistencia a kanamicina, que fue
aislado de pNK862 por la digestién con BamHI (Way et al., 1984). El gene pykF fue interrumpido
de la misma forma, excepto que el gen de resistencia a cloranfenicol contenido en un fragmento de
DNA fue aislado de pCAT19 por la digestién con la enzima Smal y ligado a pPykF previamente
linearizado con la enzima Srul (Claibone, 1992). Después de transformar células competentes de
JM101, éstas fueron plateadas en cajas con LB/agar con kanamicina o cloranfenicol. La identidad
de los pldsmidos fue confirmada por andlisis de restriccién. Los plismidos resultantes fueron llamados
pPykA-Km y pPykF-Cm respectivamente. Ambos pldsmidos fueron linearizados por digestién con la
enzima de restriccién HindlIl o EcoRI y usados para transformar células competentes de ATCC 47002
como se describié previamente (Oden, 1990). Las recombinantes que contenfan las rmutaciones
‘integradas al cromosoma, fueron aisladas como  Ap sensibles, Cm o Km resistentes, y posteriormente

transducidas a cepas de E. coli IM101 o PB12 utilizando al fago P1vir (Silhavy, 1984)
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Fig. 3. Clonacién de los genes estructurales de pykA y pykF y construccién de mutantes por
insercion.



Determinaciones de glucosa
Las concentraciones de glucosa en el medio de cultivo fueron determinadas después de centrifugar
las muestras por 5 min, a 12000 g. La glucosa remanente en el sobrenadante fue determinada utilizando

un analizador de glucosa (Modelo 2700, Yellow Springs Instruments, Yellow Spring OH).

Anilisis enzimitico

Para el andlisis de actividad de piruvato cinasa, las células fueron crecidas en medio minimo
conteniendo sales esenciales, NH, y glucosa z; 2 gfl (Sambrook, 1989) hasta la fase logarftmica tardia
y cosechadas por centrifugacién. Los paquetes celulares fueron lavados con buffer fosfatos sodio-
potasio 5SmM y EDTA 1mM (pH 7.5). Las células fueron lisadas por sonicacién y el sobrenadante
colectado luego de ser centrifugadas a 23,000 g a 0°C por 20 minutos. La actividad de piruvato cinasa
fue medida por un método indirecto, en el que se monitorea espectofotométricamente la disminucién
de NADH a 340 nm, esencialmente como se reporta por Malcovati et al. (1982). La actividad se reporta
como unidades internacionales de enzima por miligramo de protefna (U.1/mg). Una unidad internacional
de piruvato cinasa se define como la cantidad de enzima que cataliza la formacién de 1 micromol
de piruvato por minuto por mg de proteina. La concentracién de proteinas fue determinada por el

método descrito por Lowry (Lowry, 1951), utilizando alblimina sérica bovina como patrén.

Hibridacién por Southern

El DNA genémico‘ fue extraido de las cepas de E. coli por lisis celular con dodecil sulfato de
sodio (SDS) y precipitacién selectiva con hexadeciltrimetil bromuro de amonio (CTAB) (Wilson, 1987).
El DNA fue transferido a membranas de nylon (Nytran, Schleicher & Schuell). Las condiciones de

prehibridacién, hibridacién y lavado se llevaron a cabo como lo sugiere el fabricante. Los fragmentos

14



de DNA usados como sondas fueron marcados con (o-32P) dCTP con el kit de ramdom primer

(Boehringer (Mannheim, Germany)).

Medicién del consumo de O, y produccién de CO,

Para llevar a cabo las determinaciones tanto del oxfgeno consumido como del diéxido de carbono
producido a lo largo de las fermentaciones de las cepas mutantes y silvestre, se utilizé un espectémetro
de masas para gases (Perkin-Elmer modelo 1200). El espectémetro de masas permite analizar la
fraccién molar de los gases de interés a 1;) largo de toda la fermentacién. Conociendo ademds las
fracciones de entrada y salida del O, y del CO,, es posible calcular tanto la velocidad de consumo de
oxigeno (OUR), como la velocidad de produccién de diéxido de carbono (CPR); pardmetros que
proveen informacidn acerca de Ia actividad metabdlica de las células.

Para el cdlculo del OUR se requiere obtener la diferencia entre la fraccién de O, a la entrada (A)
y la fraccién de O, a la salida (B); asi como el flujo del gas en el fermentador (F), el volumen de
medio de cultivo (V) y el volumen molar del aire (Vm) (Vm = 22.4 x 10° m*mmol). La ecuacién que
se utiliz6 para la obtencién del OUR es la siguiente:

OUR = (A-B) F/V.Vm

Por otro lado, para el cdlculo del CPR, se requiere obtener en este caso, la diferencia entre la
fraccién de CO, a la salida (C) y la fraccién de CO, a la entrada (D); asf como el flujo del gas en el
fermentador (F), el volumen del medio de cultivo (V) y el volumen molar del aire (Vm). La ecuacién
para el cilculo del CPR es la siguiente:

CPR = (C-D) F/V.Vm

Las unidades en las que se pueden expresar éstos pardmetros son en mmol/L.s 6 en mol/m’.s.
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RESULTADOS
Clonaci6n de los genes pykA y pykF

Usando PCR y oligonucleétidos especificos para cada uno de los genes de piruvato cinasa se
clonaron ambos genes estructurales en plismidos multicopia como se describe en la Figura 3. Las
secuencias nucleotidicas de ambos genes fueron determinadas y resultaron casi idénticas a las

secuencias depositadas (Genbank). No se confirmd si las diferencias observadas eran reales o no.

Generacion de mutantes pykA y pykF inactivadas por insercién

Mutantes en uno o ambos genes pyk fueron aislados después de una mutagénesis insercional de las
clonas pykA y pykF, pPykA y pPykF. Esto fue hecho utilizando genes de resistencia a kanamicina o
a cloranfenicol provenientes de los plismidos pNK862 y pCAT19, respectivamente (Ver Fig. 3 y
material y métodos). Las mutaciones fueron después integradas al cromosoma de E. coli en la cepa
ATCC 47002 por un evento de doble recombinacién homdloga y subsecuentemente transducidas a las
cepas JM101 y PB12 por experimentos de transduccién con el fago P1. Para confirmar la interrupcién
de los genes, recombinantes resistentes a cloranfenicol o kanamicina fueron analizadas por hibridacién
por Southern (Fig. 4), asf como por la amplificacién de los genes mutados por medio de PCR y por la
medicién de la actividad enzimadtica de piruvato cinasa en ausencia de uno o de ambos genes (Tabla
3). Cuando uno de los dos genes fue interrumpido (pykA), el nivel enzimdtico de la piruvato cinasa
funcional mostré ser la misma que la obtenida para la misma enzima de la cepa parental. Por otro lado,
se observé que la piruvato cinasa tipo I codificada por pykF es la enzima que mostré tener actividad,
lo cual coincide con lo reportado en la literatura ya que la piruvato cinasa que presenta la mayor

actividad cuando se utiliza una fuente de carbono glicolftica como en éste caso, es la PK-I mientras que
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Southerns realizados para comprobar las interrupciones en el cromosoma de los genes pyk, por la
insercién de casettes de resistencia a antibidticos en la parte media de los genes. Para el gene pykA el
DNA cromosomal de las distintas cepas se digirié con las enzimas EcoRI-Sall (A), mientras que para
el gene pykF, el DNA cromosomal fué digerido con la enzima Asel (B). Como sonda se utilizaron los
productos de PCR de los genes de piruvato cinasa, pykA (A) o pykF (B).

A. Interrupcién del gene pykA con el gene de resistencia a kanamicina (1.6 Kb). Linea 1 y 2, PB23;
lineas 3 y 4, PB25 y linea 5, IM101.

B. Interrupci6én del gene pykF con el gene de resistencia a cloranfenicol (1 Kb). Lineas 1 y 5, IM101;
linea 2, PB24; linea 3, PB23 y linea 4, PB25.
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cuando la fuente de carbono es gluconeogénica, la enzima que se encuentra principalmente activa es

la PK-H (Malcovati, 1973).

Cepas Fenotipo PK-IL (pykA) PK-T (pykF)

IM101 WT 0.02 0.16

PB23 PYkA : : kan 0 0.15

PB24 PykF : : cam 0 0
PYkA : : kan

PB25 pykF : ; cam 0 0

Tabla 3. Actividad especifica de las enzimas piruvato cinasas de E. coli en extractos crudos de células

crecidas en matraces con medio mfnimo con glucosa y cosechadas en fase logarftmica tardfa (expresado

en U.L/mg de proteina).

Efecto de las mutaciones pykA y pykF en el crecimiento celular

Con el objeto de examinar la funcidén de los genes pyk y sus productos en el metabolismo celular,
se llevaron a cabo varias fermentaciones con las cepas pyk’. En todos los experimentos que se reportan,
los fermentadores fueron inoculados con la misma cantidad de células y el crecimiento fue monitoreado
por la medicién de la turbidez del cultivo.

Los cultivos fueron crecidos hasta fase exponencial en medio M-9 suplementado con
casaminodcidos. Cuando las células alcanzaron 0.5 de DO, fueron lavadas y usadas para inocular un
fermentador que contenfa medio minimo (MM) M-9 con glucosa (2 g/l). Durante las fermentaciones
se mantuvieron constantes la velocidad de agitacién (600 rpm), el pH (7.4) y la temperatura (37°C).

Las fermentaciones mostradas en la Fig. 5, en las que el indculo proviene de un medio minimo con
glucosa y casaminodcidos, se observa que tanto la cepa silvestre como las mutantes alcanzaron la
misma densidad dptica final. Sin embargo, la velocidad de crecimiento de Ia mutante pykF fue diferente,

ya que ésta mutante alcanzé la mdxima densidad celular hasta las 9 horas de la fermentacién, mientras
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que la silvestre y la mutante pykA sélo requirieron de 7 horas. Los tiempos de duplicacién (TD)
< obtenidos a partir de la velocidad de crecimiento, también mostraron diferencias entre las cepas. Como
se observa en la Fig. 5 la cepa con el menor tiempo de duplicacién celular es la mutante pykA con un
TD de 1.3. Las mutantes en pykF y la doble mutante tuvicron tiempos de duplicacién aun mayores (1.9
y 1.5, respectivamente), lo que nos indica que éstas cepas tuvieron un crecimiento mas lento comparado
con la cepa silvestre y la mutante en pykA. Por tanto, las mutaciones al parecer alteraron la actividad
metabdlica de las células. Por otro lado, la doble mutante pykApykF mostré una fase lag muy larga
(7 horas de pykApykF vs. 3 horas de la cepa silvestre) sin embargo, una vez que empezd a crecer
alcanzé la misma biomasa que las demds cepas aunque mostré un tiempo de duplicacidon mayor que
la silvestre (Fig. 5). Estos comportamientos se repitieron en los diferentes experimentos realizados. Cada

fermentacion se realizé por lo menos por duplicado.

Ulilizacién de glucosa en las mutantes pyk

Los resultados mostrados en la Fig. 5 indican que las mutaciones en los genes pyk afectaron el
crecimiento celular transitoriamente. Basados en estas observaciones, se decidid medir la cantidad de
glucosa remanente en el medio a lo largo de esta misma fermentacién para determinar si el consumo
de glucosa también estaba alterado. Las células fueron removidas de las muestras por medio de
centrifugacién, y la glucosa remanente fue medida por un método enzimdtico acoplado; glucosa
oxidasa-peroxidasa (ver materiales y métodos). Como se observa en la Fig. 5, sélo la doble mutante
pykApykEF mostré una diferencia significativa en el perfil de consumo de glucosa. De hecho, existe una
correlacién entre el perfodo lag observado en Ia curva de crecimiento de la doble mutante y el retraso
en el consumo de glucosa. Asimismo el tiempo en el que la glucosa se agoté del medio (11 horas)

coincide con el tiempo el que la doble mutante pykApykF llegé a su crecimiento mdximo.
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Estos resultados sugieren que las alteraciones en el metabolismo del PEP por las mutaciones en pyk
tienen un fuerte efecto en la habilidad de las células para responder a condiciones en las que se lleva
acabo un cambio de nutrientes (p.e. de medio minimo (MM) con glucosa y casaminodcidos a MM con
glucosa y sin casaminodcidos). No obstante, este efecto fue liberado después del periodo lag donde el
consumo de glucosa fue minimo. Una vez pasado éste retraso en el consumo de glucosa, la doble
mutante pykApykF fue capaz de utilizar la glucosa con una velocidad similar a la de la cepa parental
(ver Fig. 5). Por otro lado, el cultivo de la cepa pykF consumi6 toda la glucosa en 7 horas, pero a ese
tiempo el cultivo alcanzé solo el 68 % de la densidad Sptica mdxima; éstos resulitados sugieren que
éstas células pueden usar diferentes estrategias para iniciar y mantener ¢l crecimiento celular. A pesar
de estas diferencias, todas las cepas alcanzaron la misma densidad éptica.

Por otro lado, las pendientes de las curvas de consumo de glucosa mostraron ser muy parecidas
para el caso de 1a cepa silvestre y la mutante en pykA, siendo éstas de alrededor de 0.7. Sin embargo,
la mutante en pykF y la doble mutante mostraron pendientes ligeramente menores a las de las cepas
anteriores (0.6 y 0.54, respectivamente). Este comportamiento coincide con los tiempos de duplicacién
celular mostrados por las cepas, ya que por ejemplo la doble mutante es la cepa que mostré la
pendiente menor de todas las curvas de consumo de glucosa y el mayor tiempo de duplicacién celular

en las curvas de crecimiento (Fig. 5).
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Produccién de CO, en mutantes pyk

Para determinar las diferencias en cuanto a la produccién de CO, entre la cepa silvestre y las
mutantes se determing la velocidad con que las cepas producfan CO, (CPR), ya que éste es un buen
indicador de la actividad metabélica de los microorganismos. Normalmente al crecer las células, el CPR
tiende a incrementarse. En muchas fermentaciones el CPR alcanza un pico y luego cae (Williams,
1988). De las curvas obtenidas (fig. 6) se puede observar que todas llegan mas 0 menos a un mismo
valor de CPR. Sin embargo, nuevamente la doble mutante muestra un retraso con respecto a las otras
cepas, el cual coincide con la fase lag de crecimiento. Asimismo los puntos médximos de produccién
de CO, coinciden con los tiempos en que las cepas agotan la glucosa del medio. Para determinar que
tan similar era la produccién de CO, entre las diferentes cepas, se obtuvieron los coeficientes de
produccién de CO, (QCO,), considerdndose tinicamente 1a velocidad de produccién de CO, durante la
fase exponencial de crecimiento para todas las cepas, para evitar asf una mala interpretacién de los
valores de CRP por el alargamiento de la fase lag de la doble mutante. Los resultados mostraron que
Ins coeficientes de produccién de CO, son muy similares entre s{ (tabla 3), lo que nos indica que
aparentemente todas las cepas producen CO, con la misma velocidad. Los coeficientes de correlacién
fluctuaron entre 0.97 y 0.99. Los datos de la velocidad de produccién de oxigeno (OUR) no fueron
tomados en cuenta debido a que se ha reportado que cuando los valores de OUR son bajos, éstos
pueden ser poco precisos ya que en la mayorfa de las fermentaciones 1a concentracién de oxigeno sélo
puede ser reducida en un 5 % de la concentracién normal del oxigeno del aire que es del 20.9 %, por
lo que si los valores de OUR son bajos, como en éste caso, por la poca biomasa que se tiene la falta
de precision inherente serd mayor (Williams, 1988). Como consecuencia de ésto los valores de
coeficiente respiratorio (RQU) que se refieren a la proporcién molar que hay entre el CO, producido

por las células y el oxigeno consumido por ellas, también tenderdn a ser erréneos.
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Fig. 6. Velocidad de produccién de CO, (CPR) en la cepa silvestre y mutantes en piruvato cinasa de
E. coli.

Cepas QCO, (mMCO,/g,s) r

IM101 2.81 X 10° 0.97
PB23 3.35 X 10° 0.99
PB24 323X 10° 0.99
PB25 2.81 X 103 0.99

Tabla 3. Valores de coeficientes de produccién de CO, (QCO,) de la cepa silvestre y mutantes en
piruvato cinasa en E. coli obtenidos a partir del cdlculo de las pendientes de las rectas de produccién
especifica de CO, y coeficientes de correlacién de las regresiones lineales efectuadas (r).
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Efecto de las mutaciones pyk en el crecimiento celular en un fondo pfs

Se sabe que el sistema PT es la principal fuente de piruvato en E. coli (Holms, 1986). Utilizando
una cepa de E. coli con una delecién de los genes ptsH, ptsl y crr (PB12), se aislé una mutante capaz
de transportar glucosa utilizando la permeasa galP (PTS" gluc*).

Al utilizar ésta cepa para evaluar el efecto de las mutaciones en pykA y pykF en el crecimiento en
la ausencia de un sistema PT funcional (Fig. 7) se puede observar que la introduccién de la mutacién
pykA en el fondo ptsH ptsl crr, disminuyd clltiempo de duplicacién, ya que mientras la cepa PB12 tuvo
un tiempo de duplicacién celular (TD) de 2.35, la PB26 tuvo un TD de 2.1 (Fig. 7). Este
comportamiento en el crecimiento es similar al observado al introducir la mutacién pykA en las cepas
con un sistema PTS funcional (Fig. 5). Por otro lado, la introduccién de la mutacién pykF en el fondo
PTS" (PB27) retrasé el crecimiento celular, siendo el TD de 2.4. Esto sugiere que en la ausencia de
PTS, la enzima PK-I codificada por el gene pykF, es la principal fuente de piruvato. Sin embargo, Iaun
en la ausencia de un PTS funcional y de la enzima piruvato cinasa I activa, las células son capaces de
alcanzar la misma biomasa que las cepas con un PTS funcional, aun teniendo tiempos de duplicacién
mayores ( Fig. 7).

El hecho de que la cepa PTS® pykF fuera la que tuviera el menor crecimiento se puede explicar si
se toma en cuenta que PykF es la piruvato cinasa que se encuentra principalmente activa cuando se
utiliza glucosa como fuente de carbono (Waywood, 1974), por 1o que si la cepa carece de PTS y de
PykF para formar piruvato tendrd que hacer uso de otras vias que formen piruvato (ver discusién y Fig.

8).
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fondo ptsHlcrr; glucosa +. o, PB12; e, PB26 (pykA), v, PB27 (pykF).
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Comparacién de secuencias de piruvato cinasas

Con el objeto de determinar el grado de similitud existente entre las piruvato cinasas de E. coli asi
como las de otros organismos, tanto a nivel de secuencia nucleotfdica como de aminodcidos, se llevé
a cabo una comparacién de secuencias, utilizdindose para ello los bancos Swiss-Prot y Pir-Prot para
protefnas y Genbank para genes.

Las secuencias nucleotidicas y de aminodcidos de las piruvato cinasas de E. coli fueron utilizadas
para hacer una biisqueda contra todas las secuencias depositadas tanto en el banco Swiss-Prot como en
el GenBank por medio del programa fasta de Italia .

Al comparar el DNA de pykA o el de pykF de E. coli contra las secuencias de nucledtidos del
GenBank, los genes que presentaron el mdés alto grado de similitud con los genes de E. coli fueron el
de la piruvato cinasa de Bacillus stearothermophilus y el de la 6-fosfofructocinasa del mismo
organismo, aunque éste iltimo con un valor menor. Por otro lado, al hacer la comparacién de las
enzimas PykA o PykF contra el banco de proteinas los valores mds altos fueron para 13 piruvato
cinasas de 8 organismos diferentes. Todas éstas secuencias fueron sacadas del banco de datos y
alineadas junto con las dos de E. coli por medio del programa de alineamientos miiltiples de Wisconsin
(pileup) (Fig. 9). La iinica secuencia procariota ademds de las de E. coli fue la de Spiroplasma citri

(SPICI), ya que las otras protefnas son de organismos eucariotas.
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Figura 9.

Alineamiento miltiple de secuencias de varias piruvato cinasas. RAT, Rattus norvegicus; HUMAN, Homo
sapiens; CAT, Felis catus; CHICK, Gallus gallus, ASPNI, Aspergillus niger; YEAST, Sacharomyces

cerevisiae; SOLTU, Solanum tuberosum; E.C.-A (pykA)y E.C-F (pykF)de Escherichia coli; and SPICI, Spiroplasma
citri.

Las zonas punteadas representan aminodcidos que no se encuentran presentes en las otras proteinas. La secuencia
mostrada abajo del alineamiento representa la secuencia consenso obtenida a partir de todas las piruvato
cinasas alineadas (S. C.). En ésta secuencia, las letras en negrillas muestran los aminodcidos que son
idénticos en todas las proteinas, las letras de la S. C. gque no estén en negrillas representan aminoadcidos
conservados mientras que los huecos representan aminoédcidos no conservados.
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El alineamiento mostré que hay un alto grado de conservacién no sélo entre PykA y PykF de E.
coli, sino entre todas las piruvato cinasas alineadas. Esta conservacion se hizo mis patente en la regién
central de las mismas, lo que nos habla de posibles dominios funcionales de las proteinas. Con la ayuda
de una matriz se obtuvo una secuencia consenso a partir del alineamiento, poniéndose con negrillas
los aminodcidos que son idénticos en todas las secuencias, mientras que los otros aminodcidos que
aparecen en ésta secuencia corresponden al aminodcido predominante donde hubieron cambios
conservados. Los espacios en blanco son cambios no conservados. La secuencia consenso obtenida de
ésta forma representa el 70 % de la protefna total, mientras que si s6lo se toman en cuenta los
aminodcidos de la secuencia consenso que son idénticos en todas las protefnas, representa el 20 %
de la secuencia completa. Esto confirma el alto grado de conservacidn que hay entre las piruvato
cinasas de procariotas y eucariotas, sobretodo si se toma en cuenta que entre mayor niimero de
secuencias sean alineadas es menor la probabilidad de que el aminodcido sea idéntico en todas ellas o
de que los cambios sean conservados. Asimismo, el nimero de huecos que hay en el alineamiento es
muy pequefio lo que nos vuelve a hablar de su alta similitud.

Con la secuencia consenso obtenida se realizé otro fasta contra todo el banco de Swiss-Prot. para
ver 'si se detectaban otras secuencias con alta similitud. De éste andlisis se obtuvo que aparte de las
piruvato cinasas, la secuencia de la protefna 6-fosfogluconato deshidratasa de E. coli es similar a la de
la secuencia consenso de las piruvato cinasas. Esta protefna participa en la via de Enter-Doudoroff
catalizando el paso del gluconato 6-P a la 2-ceto-3 deoxi-6-P gluconato aldolasa a partir de la cual se
pueden formar gliceraldehfdo 3-P y piruvato (Fraenkel, 1987)(Fig. 8). Al llevarse a cabo un andlisis
estadfstico llamado rdf2 entre la secuencia consenso obtenida y la secuencia de la proteina 6-
fosfogluconato deshidratasa, para determinar si el parecido entre las 2 secuencias era significativo o no,

se obtuvo que la 6-fosfogluconato deshidratasa tiene una similitud importante con la secuencia
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consenso, lo que nos habla de su alto parecido con las protefnas piruvato cinasas de los distintos
organismos. No obstante, el valor de rdf2 obtenido al comparar cualquiera de las secuencias de las
piruvato cinasas con la secuencia consenso fue mayor que ¢l mostrado al realizar el andlisis estadistico
entre la enzima de lz; via de Entner-Doudoroff y la secuencia consenso. Esto es debido a la alta
conservacion que existe entre todas las piruvato cinasas analizadas.

En base al alineamiento muiiltiple de las protefnas, se obtuvo un dendograma (Fig. 10) el cual si
bien no es una reconstruccién filogenética de las protefnas, si muestra el grado de similitud entre las
mismas. En éste dendograma se observa un grupo que engloba alas piruvato cinasas de los organismos
superiores, las cuales muestran un alto grado de similitud. También se observa que la PK-I de E. coli
tiene una mayor semejanza con el grupo anteriormente citado que la PK-II y que la protefna que se
parece menos a las demds, en el dendograma, es la 6-P gluconato deshidratasa.

Asimismo, se llevé a cabo el alineamiento de la secuencia consenso de protefnas con cada una de
las piruvato cinasas de E. coli utilizando el programa BESTFIT de Wisconsin, obteniéndose una
similitud del 44 % entre las dos secuencias. Por otro lado, el alineamiento de las dos secuencias
nucleotidicas de E. coli entre sf mostré que cerca del 50 % de los nucleétidos son idénticos (Fig. 11).

El valor de rdf2 entre estas dos secuencias fue muy alto, lo que habla de su alta similitud.
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Fig. 10. Dendograma obtenido a partir del alineamiento muiltiple de las piruvato cinasas mediante el
programa pileup de Wisconsin. KPY se refiere a las piruvato cinasas de diferentes organismos y EDD
se refiere a la enzima 6-fosfogluconato deshidratasa. ECOLI (Escherichia coli), SPIC! (Spiroplasma
citri), SOLTU (Solanum tuberosum), YEAST (Sacharomyces cerevisiae), ASPY (Aspergillus niger),
CHICK (Gallus gallus), RAT (Rattus norvegicus), RABBIT (Oryctolagus cuniculus), HUMAN (Homo
sapiens).
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1636 TG..ATTTCTACCGTCTGGGTARAGAACTGGCTCTGCAGAGCGGTCTGGS 1683
1456 AGCAGCTCHCAGLEARGCEG I TANTCTGCT G GEGATAAAGETTACRTA 1505
1684 ACACAAAGGTGACGTTGTAGTTTATGGITTCTGGTGCACTGGTACCGAGE 1733
1506 OTOTGaTEACCTO T AT TETCACCOAGCECAACETEATAGTACCETG 1555
1734 GGCACTACTAACACCGCATCTGTTCACGTICCTGTARTATTGCTTTTIGTGA 1783
1556 GOTTCTACTARTACCACGCOTATTTTAACGATAGAGTAAGIACGTIGECE 1605
1784 ATTAATTTGTATATCGAAGAGCCCTGATGGGGTTTTTATTTATCGAT 1830
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Fig. 11. Alineamiento de las secuencias nucleotfdicas de pykF vs. pykA de E. coli. Las rayas
verticales sefialan los nucledtidos que son idénticos en ambas secuencias mientras que los
huecos indican cambios no conservados. Los puntos arriba de las secuencias representan la
separacién cada 10 bases.
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DISCUSION

Se ha reportado que al crecer células de Escherichia coli en MM con glucosa, de todo el PEP
formado, el 66% es utilizado para el transporte y fosforilacién de la glucosa por el PTS, el 16.2% se
utiliza para la formacién de oxaloacetato por la accién de la enzima PEPCasa, el 14.5% para la
formacion de piruvato por las enzimas piruvato cinasas y el 3.3% es utilizado para la biosintesis en
general (Holms, 1986). Por tanto, de las 2 mqléculas de PEP que se forman durante el metabolismo de
la glucosa, al menos una de ellas es utilizada por el PTS para transportar y fosforilar una molécula de
glucosa para producir glucosa 6-P y piruvato.

Garrido y colaboradores (1977) reportaron que en la ausencia de actividad de piruvato cinasa y bajo
condiciones aerébicas, un sistema PT funcional puede proveer a la célula de una cantidad adecuada de
piruvato para sostener velocidades de crecimiento normales. En el mismo reporte, debido a que la
ausencia de la piruvato cinasa tipo II parecié no afectar el crecimiento sobre cualquiera de las fuentes
de carbono probadas, e! papel de PK-II continua siendo poco claro.

El presente trabajo demuestra que bajo ciertas condiciones, mutaciones en uno solo de los genes
pyk no tuvo efectos en el crecimiento celular y en el consumo de glucosa. Sin embargo, la doble
mutacién pykA pykF tuvo un fuerte efecto, incrementando el tiempo de duplicacién y produciendo una
fase lag de aproximadamente 7 horas tanto en el crecimiento como en el consumo de glucosa. Estos
datos sugieren que bajo condiciones en las que las células se cambian de un MM con glucosa y
casaminodcidos a uno con glucosa pero sin casaminodcidos, que es cuando las células pudieran requerir
canalizar la mayor parte del carbono a través de la via glicolitica y el ciclo de los dcidos tricarboxilicos
para generar todos los intermediarios biosintéticos, un sistema PT funcional y PK-I son suficientes para

tener un crecimiento normal.
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Por otro lado, las células que llevan la doble mutacién pykA pykF, requirieron de un perfodo de
adaptacién, después del cual fueron capaces de reasumir el crecimiento, aunque con un TD menor que
el de la silvestre, asf como de alcanzar la misma biomasa final. Estos resultados pueden explicarse de
varias formas. Por ejemplo:

1) Es posible que en la ausencia de actividad de las piruvato cinasas el sistema PTS no sea suficiente
para sostener un crecimiento normal por lo que se requiera hacer funcionar otras vias. Este papel
podria ser llevado a cabo por la via de Entner-Doudoroff, la cual es una vfa inducible para el
catabolismo del gluconato que produce glicel-'aldchfdo 3-P y piruvato como productos finales (Fraenkel,
1987). Una vez que éste mecanismo ha sido activado, la célula es capaz de reasumir velocidades de
crecimiento similares a las de la cepa silvestre (Figs. 8 y 12).

2) La doble mutacién pykA pykF podrfa alterar la proporcién intracelular de PEP y piruvato, afectando
a algunas de las enzimas o sistemas que sensan dichas moléculas. Un candidato para esto es la enzima
fosfofructocinasa que cataliza la fosforilacién de fructosa 6-P por ATP para producir fructosa 1,6-bP.
Esta es una enzima alostérica activada por nucleésidos difosfatos e inhibida por PEP (Fraenkel, 1987).
La inhibicién a éste nivel podrfa parar la glic6lisis en una etapa muy temprana. En forma similar a la
primera explicacién, la fase lag observada en Ia doble mutante pykApykF podrfa ser el resultado de
un mecanismo que la célula desencadena con el objeto de activar otra(s) ruta(s) metabélica(s) para
poder producir piruvato.

3) La inhibicién de la fosfofructocinasa por las altas concentraciones de PEP pudiera provocar la
acumulacién de fructosa 6-P, que es el substrato de ésta enzima, asi como la acumulacién de glucosa
6-P, primer intermediario de la vfa glicolitica, cuya acumulacién se ha reportado que es capaz de inhibir

al componente II del PTS al igual que sucede con otros carbohidratos fosfatos (Postma, 1987).
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En estas circunstancias, una opcién dg¢ la célula para bajar los niveles de éstos carbohidratos asi
como para producir piruvato, podria ser la activacién de la via de Entner-Doudoroff, con lo cual podrfan
bajar los niveles de los carbohidratos fosfatos y el sistema PT podria funcionar adecuadamente.

Otras vias alternativas de formacién de piruvato pudieran ser la vfa anaplerdtica de la PEPCasa,
la cual cataliza la conversién de PEP a ox-)loacetato, del cual se puede formar malato y de ahi piruvato.

La via del metilglioxal también da como Troducto final piruvato, sin embargo serfa poco probable que

esta estuviera activa ya que las altas concentraciones de PEP inhiben a la metilglioxal sintetasa (Irani,

1977). Asimismo, se puede formar piruvato en uno de los pasos de biosintesis del aminodcido triptofano
(Stryer, 1988) (ver Fig. 8).

Los retrasos observados en los cultivos de las mutantes pyk para reasumir el crecimiento celular
asf como los altos niveles de consumo de glucosa, fueron obtenidos solo después de un cambio de
medio (de MM/glucosa y casaminodcidps a MM/glucosa), 1o que sugiere que bajo estas condiciones
se cred una situacién metabélica especial donde las células requirieron de un perfodo de adaptacién,
probablemente para reorganizar sus rutds metabélicas y reasumir su crecimiento.

El andlisis de las mutaciones pykA y pykF en un fondo pts™ sugiere que la enzima PK-I (codificada
por pykF), podrfa ser la principal proveedora de piruvato. Esto concuerda con el hecho de que PK-1 es
activada por fructosa 1,6 difosfato, un intermediario de 1a vfa glicolitica, mientras PK-II responde a 5°-
AMP y a pentosas monofosfatos (Waywood, 1974).

Una observacién adicional, fue el hecho de que en los experimentos, la presencia de la mutacién
pykA mejord la cinética de crecimiento del cultivo (Figs. 5 y 7). Posiblemente bajo las condiciones
examinadas (una alta concentracién |inicial de glucosa), una cepa con las dos piruvato cinasas
funcionales, podrfan producir piruvatp a un nivel en el que el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos se

llegue a saturar. Esta condicién podria provocar que se lleve a cabo un tipo de fermentacién dcido-
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mixta, con el consecuente decremento del crecimiento sobre glucosa. Es posible que la mutacién pykA
disminuya el flujo de carbono a través del nodo PEP-piruvato, disminuyendo con ello el gasto de
carbono.

Por otro lado, en lo que respecta a la comparacién de secuencias, se observé que tanto a nivel de
nucleétidos como de amino4cidos existe un gran parecido entre las piruvato cinasa de E. coli, sobretodo
en la regién central de las mismas. Asimismo, a partir de los andlisis de rdf2 (ver resultados) se
obtuvieron valores de desviaciones muy por arriba del promedio para ser consideradas con una similitud
importante, lo que sugiere muy fuertemente que éstos dos genes probablemente tuvieron un mismo
origen. Esto difiere de lo reportado por el grupo de Gilbert, quienes sugirieron que el gene pykA es
altamente divergente del gene pykF o que no estd relacionado con él (Ohara, 1989). Asimismo, el
alineamiento de las piruvato cinasas de distintos organismos realizadas con el programa pileup de
Wisconsin (ver Fig. 9) mostré un alto grado de similitud entre todas las protefnas obtenidas, sobretodo

en la regién central, lo que nos habla de posibles dominios funcionales.
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CONCLUSIONES

- La existencia de dos piruvato cinasas en E. coli que catalizan la misma reaccién enzimadtica pero que
estdn reguladas de manera diferente le permite a la bacteria tener un mayor control sobre la formacién
de piruvato, el cual es un compuesto clave del metabolismo de la glucosa.

- La mutacién en el gene pykA de E. coli produjo solo una ligera disminucién del tiempo de
duplicacién en comparacién con la cepa silvestre, mientras que mutaciones en pykF o en ambos genes
(pykA y pykF) causaron un alargamiento dc.la fase lag de crecimiento y del consumo de glucosa asf
como un incremento en el tiempo de duplicacién celular en comparacion con la silvestre y la mutante
DYkA

- El alargamiento de la fase lag de la doble mutante en piruvato cinasa pudiera deberse al bloqueo
momentédneo del sistema PTS y/o a la inhibicién de la enzima fosfofructocinasa como resultado del
incremento en la relacién PEP/piruvato ya que ésta es una medida de la carga energética de la célula.
En este caso vias como la de Entner-Doudoroff pudiera ser la encargada de disminuir la acumulacién
de carbohidratos fosfato y de la formacién de piruvato.

- Bajo condiciones aer6bicas y en presencia de un sistema PT funcional, las células requirieron de las
enzimas piruvato cinasas para reasumir el crecimiento luego de haber sido cambiadas de un
MM/glucosa y casaminodcidos a un MM con glucosa como la tinica fuente de carbono.

- Tanto la cepa silvestre como las cepas mutantes en uno o ambos genes de piruvato cinasa produjeron
CO, con la misma velocidad en la fase exponencial de crecimiento.

- El crecimiento de la mutante en pykF en un fondo PTS glucosa* se vio mayormente afectado que
la cepa pykA'PTS" debido a que la piruvato cinasa tipo I es la enzima que se encuentra principalmente

activa cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono.
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- En ausencia de las enzimas piruvato cinasa tipo A o tipo F asf como de un PTS funcional, la via del
metilglioxal o la via de Entner-Doudoroff, alternativas de la via glicolitica, pueden permitir cierta
produccién de piruvato, aunque en cantidades insuficientes para poder permitir tiempos de duplicacién
normales.

- A diferencia de lo reportado por el grupo de Gilbert que sugiere que pykA es altamente divergente
de pykF o que no estdn relacionados, la comparacién de secuencias de las piruvato cinasas mostraron
un alto grado de similitud entre si, tanto a nivel de nucleétidos como de aminodcidos lo que sugiere
un origen comiin de las mismas.

- Las piruvato cinasas examinadas, tanto de organismos procariotas como eucariotas, muestran un alto
grado de similitud con las piruvato cinasas de E. coli, sobre todo en la regién central de las mismas lo

que nos habla de posibles dominios funcionales.
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