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RESUMEN

Introduccién

Los organismos procariotas haldfilos son capaces de prosperar en entornos con altas
concentraciones de sal. Estos se pueden clasificar en dos categorias generales, estando por un
lado aquellos que acumulan en el citoplasma iones inorganicos para compensar la osmolaridad
externa (principalmente arqueas y bacterias anaerobias), y los que acumulan solutos
compatibles en el interior celular (Brown, 1990; Oren, 2002). Entre estos ultimos se encuentra
Chromohalobacter salexigens. Se trata de una bacteria haléfila y halotolerante capaz de crecer
en un amplio rango de concentraciones salinas. C. salexigens acumula como solutos compatibles
mayoritarios ectoina e hidroxiectoina (Arahal etal, 2001). En las Ultimas décadas estas
sustancias han cobrado un gran interés, lo que ha provocado la aparicion de métodos
biotecnoldgicos para su produccidn industrial, tales como el ordefiado bacteriano (Sauer y
Galinski, 1998). Este interés se debe a las aplicaciones biomédicas, cosméticas y biotecnoldgicas
de las ectoinas y a la dificultad de establecer un proceso de sintesis quimica asequible (Lippert y
Galinski, 1992; da Costa et al., 1998; Lentzen y Schwarz, 2006).

El conocimiento detallado del metabolismo celular es de vital importancia para el
desarrollo de estrategias de mejora de cepas, mediante ingenieria genética y metabdlica, que
permitan disefiar procesos de produccién biotecnolégicos mas eficientes. Actualmente, el
conocimiento que se tiene del metabolismo de C. salexigens es parcial, basado principalmente
en la informacién disponible en su anotacién genémica (Ates et al., 2011; Copeland et al., 2011)
y en resultados de diversos estudios 6micos (Salvador, 2014). Ademds de esto, es necesaria una
aproximacioén experimental que ayude a complementar, corregir o apoyar esta informacion. Con
todo esto se busca en ultima instancia un conocimiento global mas profundo del metabolismo
de C. salexigens, y con ello posiblemente ayudar a superar la carencia de un microorganismo
modelo de metabolismo de la osmoadaptacién, al modo de Escherichia coli como modelo de
bacteria mesdfila.

Objetivos

Los objetivos que motivaron esta Tesis Doctoral fueron la obtencidon de evidencias
experimentales de los rasgos mas importantes del metabolismo central y de ectoinas de C.
salexigens, su relacion con la osmoadaptacién y el mantenimiento de la homeostasis celular, y
la aplicaciéon de este conocimiento a la optimizacién de las estrategias de cultivo para la

produccién de ectoinas. Estos objetivos se plantearon con la siguiente secuencia de objetivos



parciales: i) Esbozar de una imagen general de la red metabdlica basandose en la informacién
genética y metabdlica disponible en las bases de datos, ii) aplicar de esta imagen en el disefio de
trabajos experimentales con C. salexigens y obtener pruebas de las principales rutas metabdlicas
del carbono y el nitrégeno, iii) racionalizar el conocimiento obtenido en estos resultados y
aplicarlos en la mejora de estrategias de cultivo para produccién de ectoinas y iv) analizar e
identificar las diferentes rutas de consumo de varias fuentes de carbono y analizar sus
diferencias e implicaciones en relacién con la osmoadaptacion.
Resultados y discusion

En el Capitulo | de la Tesis se introduce el papel de las ectoinas dentro de los diferentes
solutos compatibles empleados de forma natural por los organismos haldfilos. Se expone el
conocimiento que se tiene de sus rutas de sintesis y degradacidn en los microorganismos que
las sintetizan y/o acumulan. Se enumeran las diferentes aplicaciones de interés industrial,
bioldgico y médico que se han ido descubriendo, asi como las que estdn en fase de desarrollo y
se discuten los mecanismos fisicoquimicos de sus efectos sobre macromoléculas bioldgicas y
células. Por ultimo, se detalla el estado del arte en los métodos y estrategias de produccion
biotecnoldgica industrial de ectoinas, y las perspectivas de las nuevas estrategias de mejora de

estos métodos.

En el Capitulo Il se aborda el primer estudio conjunto in silico y experimental del
metabolismo central de C. salexigens. Del estudio de la informacién disponible en el momento
en la anotacién gendmica de C. salexigens surge una imagen general de las posibles rutas de su
metabolismo de carbono y central, y de sintesis de ectoinas (Figura 111.3). Mediante la aplicacion
de diversas técnicas analiticas, como HPLC, RMN y espectrometria de masas se confirma un
rasgo central del metabolismo de C. salexigens: la presencia de un metabolismo overflow a baja
salinidad (excrecién de piruvato y acetato), que conlleva una menor eficiencia en el consumo de
la fuente de carbono y la sintesis de biomasa. Los estudios de rastreo de marcaje con glucosa
marcada isotdpicamente mediante 3C-RMN, junto con técnicas espectrofotométricas de
medida de actividades enzimaticas completan la imagen general del metabolismo, arrojando
dos resultados principales: i) C. salexigens carece aparentemente de la enzima Pfk, lo que le
impide metabolizar la glucosa mediante la glucélisis, y emplea en su lugar la ruta de Entner-
Doudoroff (ED) como via principal y ii) existe un alto nivel de anaplerosis y una rigidez en la
distribucidn de flujos del metabolismo central que se mantiene independientemente del nivel
de la demanda biosintética impuesta por la salinidad exterior. Esta rigidez puede ser una de las
causas de la menor eficacia del metabolismo a baja salinidad y consecuencia de la necesidad

primaria de osmoadaptacién del microorganismo. Por su parte, la eleccion de la ruta de ED como



via principal para la metabolizacién de la glucosa junto con los altos niveles de anaplerosis,
aparecen como posibles estrategias desarrolladas por C. salexigens para satisfacer la demanda

biosintética en forma de NADPH que exige la sintesis de ectoinas.

En el Capitulo IV se aborda el andlisis de la interrelacién entre el metabolismo del carbono
y el del nitrégeno. Se comprueba cémo la proporcion C/N en el medio de cultivo afecta a la
eficiencia metabdlica de C. salexigens, afectando especialmente al metabolismo overflow vy al
rendimiento de la sintesis de ectoinas. La informacién obtenida del estudio permite optimizar el
diseno de las condiciones de cultivo (composicion y modo de operacién). Se analiza por primera
vez el perfil metabdlico de una cepa de C. salexigens deficiente en la sintesis de ectoinas (C.
salexigens CHR62), y se ensayan diferentes fuentes de nitrégeno organicas en ambas cepas,
CHR61 y CHR62, incluyendo la ectoina, que actia como fuente de carbono y nitrégeno.
Finalmente, se aplica el conocimiento obtenido para disefiar una estrategia de alimentacion
optimizada en cultivos “fed-batch” de C. salexigens. El andlisis de los resultados revela tres
hechos principales: i) una proporcién alta de C/N produce una menor eficiencia metabdlica en
forma de mayor metabolismo overflow, mientras que la presencia de ectoina como fuente de
carbono y nitrégeno en el medio reduce esta ineficiencia, ii) la eficacia en la sintesis de ectoinas
es mayor cuando el medio es pobre en fuentes de Cy N, y iii) los flujos relativos del metabolismo
central, no se ven afectados por la composicién del medio en términos de Cy N, lo que vuelve a
poner de manifiesto la rigidez del metabolismo central. Estos resultados apuntan a que C.
salexigens ha evolucionado de forma que su metabolismo prioriza la adaptacién por un lado al

crecimiento en altas concentraciones de sal y a una disponibilidad de nutrientes limitada.

En el Capitulo V, se aborda en mayor profundidad el estudio de las rutas de catabolizacidon
de la fuente de carbono, comparando dos de las mas importantes, glucosa y fructosa. A partir
de la informacién gendmica se preveian dos rutas posibles para metabolismo de la fructosa: la
ruta de Entner-Doudoroff y la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas. El crecimiento en fructosa
resulté mas eficiente que en glucosa, especialmente a bajas salinidades, donde no se observd
metabolismo overflow, y se alcanzaron mayores niveles de biomasa. Los estudios de *C-RMN
confirmaron la contribucién de ambas rutas en la sintesis de ectoinas, estimandose de un 85%
para ED y un 15% para EMP, independientemente de la concentracién de sal. Se confirmd la
presencia de varias enzimas de ambas rutas mediante aplicacién de las técnicas de 3'P-RMN y
RT-PCR. Estas técnicas también ayudaron a confirmar la carencia de actividad Pfk detectable.
Ademas, se clonaron por primera vez genes de C. salexigens no relacionados con el metabolismo
de las ectoinas en E. coli. Los genes de estas proteinas presentaron mayores niveles de expresion

al crecer en fructosa que en glucosa. Se pudo confirmar mediante métodos



espectrofotométricos la actividad que se les atribuia a dos de estas proteinas: 1-
fosfofructoquinasa (1Pfk) a csal2647 y fructoquinasa (Frk) a csal0931, representantes de las
rutas de EMP y ED, respectivamente, mientras que no se consiguié asignar una actividad a la
enzima codificada por Csal0639. El resultado principal de esta capitulo fue la confirmacion de
que C. salexigens dispone de una ruta glucolitica para el crecimiento en fructosa. Esto hace al
metabolismo en fructosa mas eficiente, posiblemente debido a la diferencia en el rendimiento
energético y redox de ambas rutas. El caso de C. salexigens es similar al de P. putida, que
presenta un esquema similar para la metabolizacién de la fructosa. En ambas especies, la
disponibilidad de mas de una ruta para la metabolizacién de la fuente carbono, con diferentes
rendimientos energéticos y redox, supone una ventaja importante para la adaptacién a un
entorno que exige una alta produccién de cofactores reducidos.

El conjunto de todos estos resultados indica que las condiciones ambientales imponen a
C. salexigens dos limitaciones principales: por un lado una gran demanda biosintética para
sintesis de solutos compatibles, a la que se ha adaptado mediante el desarrollo de una rigidez
metabdlica que sacrifica ciertos aspectos como la eficiencia del consumo de la fuente de
carbono; por otro lado la probable escasez de nutrientes del medio, a la que la misma rigidez
metabdlica de C. salexigens parece suponer también una adaptacién, ya que hace el
metabolismo mas eficiente en la produccion de ectoinas cuando la disponibilidad de nutrientes
es limitada.

Para poder poner en contexto toda esta informacidn es necesario conocer mejor el papel
ecoldgico que juega C. salexigens en su medio natural, para evaluar hasta qué punto las
limitaciones que suponen la rigidez metabdlica, la carencia de glucélisis para metabolizacién de
la glucosa, la rapida oxidacion de la glucosa (aparentemente no regulada) y la presencia de
overflow, son tales o han aparecido como adaptaciones que la hacen mas competitiva en su
habitat, o que ayuden al mantenimiento del ecosistema del que forma parte.

Ademads, también es necesaria la integracidn de estos resultados para el desarrollo de
modelos del metabolismo de C. salexigens mediante técnicas de FBA o MFA que ayuden al
disefo de cepas mejoradas por ingenieria metabdlica, y a una comprensién mas profunda de la
interrelacién entre las caracteristicas descritas por los resultados.

Conclusiones
0 La ruta empleada para la asimilacion de la glucosa es la ruta de ED, mientras que la
glucdlisis no es funcional debido a la carencia de la enzima Pfk. Esta eleccion podria
ser el resultado de una adaptacion a la gran demanda biosintética de las ectoinas.
0 C. salexigens posee un metabolismo central del carbono rigido, reflejado por unas

ratios de flujo del nodo del piruvato-acetil coenzima A-oxalacetato que no varian con



la salinidad, ni con la proporcion C/N en el medio de crecimiento. Esta rigidez hace el
metabolismo menos eficiente en medios pobres en fuente de nitrédgeno y con baja
salinidad.

0 Lascondiciones en las que el metabolismo es menos eficiente se reflejan en un menor
crecimiento, y la aparicién de metabolismo overflow (excrecién de acidos organicos).

0 C. salexigens metaboliza la fructosa mediante dos rutas alternativas, las rutas de ED y
EMP. La primera de ellas es mayoritaria, debido a sus altas necesidades de cofactores
reducidos. La disponibilidad adicional de la ruta de EMP hace al metalismo en fructosa
mas eficiente que en glucosa, lo que se traduce en ausencia de overflow en fructosa,

y mayor sintesis de biomasa.
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CAPITULO |

Las ectoinas y la proteccion celular frente
al estrés: usos y produccion biotecnoldgica

Este capitulo es una adaptacion del siguiente trabajo:

Pastor J M, Salvador M, Argandofia M, Bernal V, Reina-Bueno M, Csonka L N, Iborra J L,
Vargas C, Nieto J J, Cdnovas M.
“Ectoines in cell stress protection: uses and biotechnological production”

Biotechnology Advances 2010;28:782.






Capitulo |

RESUMEN

Los microorganismos producen y acumulan solutos compatibles con el objetivo de protegerse a
si mismos de presiones ambientales. Entre ellos, las ectoinas (muy extendidas en la naturaleza)
estan recibiendo una atencién creciente por parte de la comunidad cientifica debido a sus
multiples aplicaciones. De hecho, el incremento de la demanda comercial ha llevado a la
multiplicacidn de intentos de mejora de sus procesos de produccién. En esta revision, se analiza
laimportancia de las aplicaciones actuales y potenciales de las ectoinas como agentes protectores
de macromoléculas, células y tejidos, asi como su potencial como agentes terapéuticos en ciertas
enfermedades, y se discuten las teorias actuales para la comprension de las bases moleculares de
su actividad bioldgica. Se describen los condicionantes genéticos, bioquimicos y ambientales de
la biosintesis de ectoinas mediante cepas productoras naturales y mejoradas. Se discuten las
principales limitaciones de los bioprocesos empleados actualmente en la produccién de ectoinas,
haciendo énfasis en los diferentes microorganismos, ambientes, estrategias de ingeniaria
molecular y de fermentacion empleados para optimizar la produccién y recuperacién de las
ectoinas. Se explica ademas cémo la aplicacién combinada de estrategias de ingenieria metabdlica
y de bioprocesos permite una comprension mas profunda de los factores principales que
controlan el proceso de produccion. Para terminar, esta revisién aspira a recopilar y actualizar el
estado del arte en usos y aplicaciones de las ectoinas y de la produccion a partir de bacterias a
escala industrial, haciendo énfasis en la importancia del disefio del reactor y las estrategias de
operacion, junto con los aspectos de ingenieria metabdlica y la necesidad de retroalimentacién

entre los resultados in silico y experimentales para la optimizacidn de la bioproduccion.



Capitulo |

INTRODUCCION: LAS ECTOINAS COMO SOLUTOS COMPATIBLES

Los microorganismos haldfilos que viven en habitats con una fuerza idnica alta se
enfrentan al estrés hiperosmoético cambiando la composicidon de sus lipidos de membrana y
regulando la concentracion intracelular de solutos de bajo peso molecular. Como resultado de
este ultimo tipo de respuesta, las células son capaces de mantener un adecuado equilibrio
osmatico en condiciones de estrés hipersalino, lo que resulta critico para evitar que la célula
pierda agua, y se produzcan una deshidratacién y plasmdlisis irreversibles y para generar una
turgencia dentro de los limites necesarios para el crecimiento (Brown, 1990; Roesser y Miller,
2001). Las células usan diferentes estrategias para la regulacién de su osmolaridad interna. Una
de ellas consiste en la acumulacidn de sales inorganicas, principalmente KCl, para contrabalancear
la salinidad externa. Esta estrategia es la adoptada por las haloarqueas haldfilas extremas,
bacterias aerobias haléfilas moderadas del orden Haloanaerobiales y la bacteria haléfila extrema
Salinibacter ruber (Oren, 1999; Oren et al., 2002; Roberts, 2004). Dado que las enzimas y
organulos de los organismos que aplican esta estrategia se ven obligados a trabajar en ambientes
con una fuerza idnica alta, han evolucionado hasta desarrollar un nimero de grandes cambios
para hacer posible la vida bajo estas condiciones extremas. El mayor de todos esos cambios
adaptativos es que las enzimas de los organismos acumuladores de KCl son mucho mas acidas que
las correspondientes proteinas ortélogas de organismos mesodfilos (Lanyi, 1974; Dennis y
Shimmin, 1997). Esta adaptacion, sin embargo, no resulta Util para la colonizacién de habitats de
salinidad baja o moderada dado que siempre es necesaria una concentracion intracelular de sal
alta para que el plegamiento y la actividad de las enzimas sean los correctos. Otra estrategia, mas
versatil, es la acumulacion de “solutos compatibles”, que son moléculas orgdanicas sintetizadas en
masa en el citoplasma, por lo general muy solubles, de bajo peso molecular, la mayor parte de
ellas o bien sin carga o de naturaleza zwitteridnica. Estas moléculas proveen un equilibro osmético
sin interferir en los procesos normales del metabolismo, y dado que no tienen un gran efecto en
la fuerza idnica, no se requiere una adaptacion especial de los sistemas intracelulares (enzimas y
organulos) (Brown, 1990; Oren, 1999). El nivel de acumulaciéon de solutos compatibles lo
determina la osmolaridad del entorno (Poolman y Glaasker, 1998). Tras un choque hipoosmadtico,
las células pueden reestablecer su equilibrio osmético liberando los osmolitos a través de sistemas
especificos de evacuacion, que son canales mecanosensibles diferentes de los sistemas de
captacion (Morbach y Kramer, 2002). Asi, esta estrategia capacita a los organismos para una
rapida adaptacion a un ambiente osmdticamente cambiante ajustando simplemente las reservas
internas de solutos para contrarrestar la osmolaridad del ambiente. Por este motivo, esta

estrategia de osmoadaptacién esta muy extendida en la naturaleza, no sélo en bacterias (Ventosa
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et al., 1998) y algunas arqueas (Roesser y Miller, 2001), sino también en eucariotas, incluyendo

células de hongos, de plantas y de animales (Yancey, 2005; Burg y Ferraris, 2008).

Los solutos compatibles se distribuyen entre unas pocas clases estructurales como
azUcares (trehalosa, sacarosa), polioles (glicerol, sorbitol, manitol, o-glucosilglicerol,
manosilglicerol, 'y  manosilgliceramida),  diaminoacidos N-acetilados  (como N-
acetilglutaminilglutamina), betainas (como glicina betaina y derivados), aminodcidos (prolina,
glutamato, glutamina y alanina) y derivados. El dltimo grupo incluye las ectoinas (ectoina e
hidroxiectoina). Se ha demostrado que la mayor parte de las bacterias utiliza una gama de
diferentes solutos para alcanzar el equilibrio osmético, dependiendo principalmente de la
duracion del estrés osmético, el nivel de salinidad, la disponibilidad de sustratos y osmolitos en el

entorno o la fuente de carbono usada en el medio de crecimiento (Roberts, 2005).

Microorganismos productores de ectoinas, rutas biosintéticas y regulacion

La capacidad de sintetizar ectoinas estd mas extendida entre a- y y-Proteobacteria y
Actinobacteridae, aunque se ha observado también en un numero menor de B-, o- y &-

Proteobacteria, Firmicutes y un Plantomycete (Tabla I.1).

La ectoina puede considerarse un aminoacido heterociclico o como un derivado
parcialmente  hidrogenado de la pirimidina (acido 1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-
primimidincarboxilico) (Galinski et al., 1985) (Figura I.1). Fue descubierto en la bacteria haléfila
extrema y fotétrofa Halorhodospira halochloris (anteriormente Ectothiorhodospira halochloris) y
caracterizada mediante espectroscopia de *C-RMN, espectrometria de masas y espectroscopia
infrarroja (Galinski et al., 1985). Esta bacteria es capaz de crecer en concentraciones de NaCl de
hasta 5 M (Raymond y Sistrom, 1969), lo que hace la acumulaciéon del soluto compatible
obligatoria para la supervivencia. Los principales solutos compatibles producidos fueron
glicinbetaina o trehalosa (dependiendo de la disponibilidad de nitrégeno), aunque también se
sintetizaba ectoina en la fase exponencial de crecimiento. La ectoina es uno de los solutos
compatibles mds ampliamente extendidos entre los microorganismos halotolerantes y haléfilos,
desde las bacterias fotosintéticas del género Halorhodospira a bacterias quimioheterétrofas,
incluyendo y-proteobacterias de los géneros Halomonas, Chromohalobacter, Vibrio,
Pseudomonas y Marinobacter (Roberts, 2005), actinobacterias, incluyendo miembros de los
géneros Brevibacterium y Streptomyces, firmicutes, incluyendo varias especies del género Bacillus

y de géneros estrechamente relacionados con éste, como Virgibacillus, Salibacillus o Halobacillus
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(Malin y Lapidot, 1996; Kuhlmann y Bremer, 2002), y Marinococcus halophilus (Louis y Galinski,

1997), entre otros acumuladores de ectoinas (Tabla I.1).

La hidroxiectoina fue descubierta en el productor de actinomicina D Streptomyces
parvulus (Inbar y Lapidot, 1988). Este soluto compatible es mds comun entre bacterias
halotolerantes/haléfilas Gram positivas, incluyendo Nocardiopsis sp., Streptomyces griseolus,
Brevibacterium linens o M. halophilus (Severin et al., 1992; Frings et al., 1995), pero a menudo se
sintetiza junto con ectoina en menores cantidades en muchas otras especies productoras de
ectoinas (Tabla I.1). A pesar de ser quimicamente casi idéntica a la ectoina, la hidroxiectoina
parece conferir propiedades protectoras adicionales, derivadas de su naturaleza hidroxilada. Asi,
mientras que la principal funcién de la ectoina es servir como osmoprotector, la hidroxiectoina
parece ademas jugar un papel importante en la proteccion frente al estrés por calor. Por ejemplo,
Halomonas elongata, Chromohalobacter salexigens y Streptomyces griseus acumulan
hidroxiectoina en respuesta a una subida de temperatura, y un mutante de C. salexigens privado
de la principal ectoina hidroxilasa (la enzima que transforma ectoina en hidroxiectoina) es
termosensible, lo que supone una prueba de que la hidroxiectoina funciona como termoprotector
in vivo (Wohlfarth et al., 1990; Malin y Lapidot, 1996; Garcia-Estepa, Argandofia, et al., 2006). Esta
propiedad favorecié la emergencia de procesos industriales centrados especificamente en la

produccién de hidroxiectoina (Frings et al., 1995; Schiraldi et al., 2006).

La ruta biosintética de las ectoinas fue estudiada y establecida desde el punto de vista
bioquimico en H. halochloris, H. elongata DSM 2581 (Peters y Galinski, 1990) y H. elongata DSM
3043 (Canovas etal., 1998). Esta ultima cepa, junto con H. elongata ATCC 33174, fueron
reclasificadas en el género Chromohalobacter, como la nueva especie C. salexigens DSM 3043 y
ATCC 33174 (Arahal et al., 2001). Por claridad, todas ellas seran referidas como C. salexigens a lo
largo de esta revision, con el fin de diferenciarlas del resto de cepas de H. elongata, que no fueron
reclasificadas. La ruta biosintética de las ectoinas comienza con la fosforilacion de L-aspartato y
comparte los primeros dos pasos enzimaticos con la biosintesis de aminoacidos de la familia del
aspartato: la conversion del L-aspartato en L-aspartilfosfato por la aspartato quinasa (Ask), y la
sintesis de L-aspartato-[ -kemialdehido a partir de L-aspartilfosfato, catalizado por la L-aspartato-
[-kemialdehido deshidrogenasa (Asd). A partir de este intermediario general, la ruta especifica de
la biosintesis de ectoinas tiene lugar en tres pasos. Primero, el L-aspartato-f-semialdehido se
convierte en acido L-diamonibutirico (por accién de la enzima acido L-diaminobutirico
transaminasa, EctB o ThpB), y posteriormente se acetila a dcido N-g-acetildiamoniobutirico
(NADA) por accidon de la enzima acido L-diamonibutirico acetil transferasa (EctA o ThpA).

Finalmente, la condensacion ciclica del NADA lleva a la formacién de ectoina a través de la
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actividad de la enzima ectoina sintasa (EctC o ThpC) (Figura 1.2). La principal ruta de sintesis de
hidroxiectoina implica la hidroxilacién de la ectoina por la ectoina hidroxilasa (EctD o ThpD), que
ha sido caracterizada en C. salexigens y Streptomyces chrysomallus (Grammel, 2000; Garcia-

Estepa, Argandofia, et al., 2006) (Figura 1.2).

Ademas, se ha propuesto una ruta secundaria para la sintesis de hidroxiectoina en C.
salexigens sin la implicacién de la ectoina, partiendo del precursor de ectoina NADA (Figura 1.2).
Sin embargo, la(s) primera(s), enzima(s) para esta ruta alternativa parece tener muy poca afinidad
por el NADA, ya que un mutante ectC, afectado en el gen codificante de ectoina sintasa, acumula
grandes cantidades del precursor de la ectoina. Este hecho sugiere que o bien la(s) enzima(s) de
la ruta alternativa para sintesis de hidroxiectoina hidroxilan NADA de forma inespecifica, o que la
ruta alternativa funciona bajo condiciones ambientales diferentes a las ensayadas hasta ahora

(Canovas et al., 1999).

Se han identificado genes que codifican las enzimas para la sintesis de ectoinas en 50
genomas bacterianos y en una arquea, Nitrosopumilus maritimus (Lo et al., 2009). En estos
organismos, los genes ectABC se organizan generalmente en forma de operdn, pero existen raras
excepciones (hasta el momento) resefiables. Por ejemplo, la y-proteobacteria Nitrosococcus
oceani porta ectABD y ectCask (donde ask codifica para aspartato quinasa) en dos unidades
transcripcionales separadas. La a-proteobacteria Marinobacter aquaeolei es una excepcion,
llevando ectABask en una unidad transcripcional, tres copias de ectCy dos copias de ectD, todas
repartidas a lo largo del cromosoma. La redundancia de ectD ocurre también en la y-
proteobacteria C. salexigens, que porta dos copias funcionales de ectD (Vargas et al., 2008). En un
subgrupo de o~ -y y-Proteobacteria existe un gen que codifica para un supuesto regulador
transcripcional (ectR), aguas arriba de ectA, que se transcribe en la misma direccidon que ectABC
en f-Proteobacteria, y en la direccién opuesta en a- y y-Proteobacteria (Lo et al., 2009). En o-, -
Proteobacteria, Actinobacteridae, un subgrupo de Firmicutes y en N. maritimus, el gen ectD sigue
a los genes ectABC como parte del mismo operdn. Esta organizacion también puede encontrarse
en algunas y-proteobacterias, pero en cierto nimero de miembros de esta subdivisidn, incluyendo
C. salexigens, ectD aparece distante del operdn ectABC. Finalmente, en «a-Proteobacteria y
algunos miembros de y y &-Proteobacteria, el gen ask se sitla inmediatamente aguas abajo del
operdn ectABC(D), con el que se contranscribe. La posicidon en el cromosoma del gen ask sugiere

que podria regularse transcripcionalmente junto con los genes ectABC(D) (Lo et al., 2009).



Tabla I.1. Productores microbianos de ectoinas: cepas y condiciones.

Microorganismo

Solutos Compatibles

Concentracion de sal

Fuente de carbono

Referencia

Actinobacterias

Brevibacterium epidermis DSM 20659 Ectoina 1M (0 M para el choque  Glutamato monosddico + extracto (Onraedt et al., 2005)
hipoosmético) de levadura
Brevibacterium linens Ectoina 1M L-glutamato (la sintesis de novo (Bernard y Jebbar, 1992)
fue la forma de produccién
principal)
Brevibacterium sp. JCM 6894 Ectoina 2 M (choque hiperosmético)  Glucosa + extracto de levadura + (Nagata y Wang, 2001)
polipeptona
Kocuria varians CCM3316 Ectoina, betaina, trehalosa, 1,71 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992)
hidroxiectoina
Nesterenkonia halobia DSM 205417 Ectoina, betaina, trehalosa, 1,71 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992)
hidroxiectoina
Nocardiopsis sp. A5-1 Ectoina, hidroxiectoina, 1,71 M Glucosa (Severin et al., 1992)
trehalosa
Streptomyces coelicolor A3 (2) Ectoina, hidroxiectoina 0,5M Glucosa (Bursy et al., 2008)
Streptomyces griseolus DSM 400677 Hidroxiectoina, betaina, 0,86 M Extracto de levadura (Severin et al., 1992)
trehalosa
Firmicutes
Bacillus alcalophilus DSM 4857 Ectoina, glutamato 1M Glucosa + sesquicarbonato de Na +  (Kuhlmann y Bremer,
aminoacidos y vitaminas 2002)
Bacillus agaradhaerens DSM 87217 Glutamato, ectoina, f3- 1,3M Glucosa (Bursy et al., 2007)
glutamato
Bacillus clarkii DSM 87207 Glutamato, ectoina, 1,8M Glucosa (Bursy et al., 2007)
hidroxiectoina, 3-glutamato
Bacillus halodurans DSM 4977 Glutamato, ectoina, - 1,6 M Glucosa (Bursy et al., 2007)
glutamato
Bacillus mojavensis DSM92057 Glutamato, prolina, ectoina 1,5M Glucosa (Bursy et al., 2007)
Bacillus pseudoalcaliphilus DSM 87257 Glutamato, ectoina 1M Glucosa + sesquicarbonato de Na (Bursy et al., 2007)
Bacillus pseudofirmus DSM 87157 Glutamato, prolina, ectoina, 1,6 M Glucosa (Bursy et al., 2007)
alanina
Gracilibacillus halotolerans DSM 118057 Glutamato, ectoina, 2M Glucosa (Bursy et al., 2007)

hidroxiectoina




Microorganismo

Solutos compatiblesO

Concentracion de sal

Fuente de carbono

Referencia

Firmicutes

Halobacillus halophilus DSMZ 22667

Halobacillus trueperi DSM 104047

Marinococcus halophilus DSM 204087
Marinococcus sp. M52

Salimicrobium albus DSM 207487
Sporosarcina pasteurii DSM 337

Ectoina, prolina, glutamato,
glutamina

Glutamato, ectoina,
hidroxiectoina, N-g-acetil lisina
Ectoina, hidroxiectoina
Hidroxiectoina

Hidroxiectoina, ectoina
Hidroxiectoina, ectoina,
glutamato

Ectoina, alanina, hidroxiectoina
Ectoina, glutamato

Gradiente ascendente 0,4-3 M

2,5M

1,71 M
1,54 M
1,54 M
1,71 M

1,71 M
0,68 M (sacarosa)

Glucosa + vitaminas

Glucosa + vitaminas + elementos
traza + aminoacidos

Glucosa

Peptona de pescado

Glucosa

Glucosa + peptone de pescado

Glucosa
Glucosa + urea + aminodcids y
vitaminas

(Saum y Muiller, 2008)

(Bursy et al., 2007)

(Severin et al., 1992)
(Schiraldi et al., 2006)
(Severin et al., 1992)
(Frings et al., 1995)

(Severin et al., 1992)
(Kuhlmann y Bremer,
2002)

Sporosarcina psycrophila DSM 37 Ectoina, glutamato 1M Glucosa + aminoacidos y vitaminas  (Kuhlmanny Bremer,
2002)
Virgibacillus marismortui DSM 123257 Glutamato, ectoina, 1,8M Glucosa (Bursy et al., 2008)
hidroxiectoina
Virgibacillus pantothenticus DMS 26 Ectoina, glutamato, 1M Glucosa + aminoacidos y vitaminas  (Kuhlmanny Bremer,
hidroxiectoina 2002)
Virgibacillus salexigens DSM 11438 Ectoina, glutamato 34M Glucosa + aminoacidos y vitaminas ~ (Kuhlmann y Bremer,
2002)
Proteobacterias
a-Proteobacterias
Rhodovibrio salinarum BN 40 Betaina, ectoina 3,42 Medio fotétrofo (Severin et al., 1992)
Rhodovibrio sulfidophilum DSM 13747 Ectoina 1,71 M Medio fotétrofo (Severin et al., 1992)
y-Proteobacterias
Chromohalobacter marismortui ATCC 17056 Ectoina, betaina 1,71 M Extracto de levaduras (Severin et al., 1992)
Chromohalobacter salexigens DSM 30437 Ectoina, hidroxiectoina, 3M Glucosa (Canovas et al., 1997)
glutamato, glutamine
Ectoina, hidroxiectoina, 2,5M Glucosa (Garcia-Estepa, Canovas,
glutamato, trehalosa, NADA et al., 2006)
Halomonas boliviensis DSM 155167 Ectoina, hidroxiectoina 2,58 M Glucosa + glutamato (Guzman et al., 2009)

Halomonas campisalis ATCC 700597

Ectoina, hidroxiectoina, glicina
betaina

Gradiente ascendente 0-3 M

Glucosa + extracto de levadura +
elementos traza

(Aston y Peyton, 2007)




Microorganismo

Solutos compatibles

Concentracion de sal

Fuente de carbono

Referencia

Proteobacterias

y-Proteobacterias
Halomonas campisalis ATCC 700597

Halomonas elongata ATCC 331737

Halomonas elongata DSM 142

Halomonas elongata K63

Halomonas halophila CCM 28337

Halomonas halophila CCM 3662 T
Halomonas halodenitrificans DSM 7357
Halomonas variabilis DSM 30517

Halorhodospira abdelmalekii DSM 21107
Halorhodospira halochloris DSM 10597

Halorhodospira halophila DSM 2447
Marinobacter hydrocarbonocalsticus

Pantoea aglomerans CPA-2
Pseudomonas halophila DSM 30507
Pseudomonas halosaccharolytica CCM 2851
Thioalkalibacter halophilus DSMZ 19224
Vibrio alginolyticus DSM 21717

Vibrio cholerae 0139 cepa MO10

Vibrio costicola CCM 2811

Vibrio fischeri DSM 507

Vibrio fischeri DSM 7151

Vibrio harveyi DSM 2165

Vibrio harveyi DSM 6904

Vibrio parahaemolyticus RIMD2210633

Ectoina, hidroxiectoina, glicina
betaina

Ectoina, glutamato, glicina betaina,
alanina, hidroxiectoina

Ectoina, hidroxiectoina

Ectoina

Ectoina, trehalosa, betaina
Ectoina, glutamato, alanina, NADA,
hidroxiectoina

Ectoina, alanina, NADA,
hidroxiectoina

Ectoina, glutamato, alanina
Ectoina, hidroxiectoina

Ectoina, glutamato

Ectoina

Hidroxiectoina, betaina, ectoina,
trehalosa

Betaina, ectoina, trehalosa

Ectoina

Betaina, ectoina, trehalosa
Betaina, ectoina, trehalosa
Ectoina, betaina, glutamato, f3-
glutamato

Ectoina, glicina betaina

Betaina, hidroxiectoina, ectoina
Ectoina, alanina, hidroxiectoina
Ectoina, glicina betaina

Ectoina, alanina

Ectoina

Ectoina, betaina

Ectoina, glutamato, betaina
Glutamato, ectoina, betaina
Ectoina, GABA, glutamato, alanina
Ectoina, glutamato

Ectoina

Gradiente ascendente 0-3 M

1,3-1,7-43M

1,71 M

Gradiente ascendente 0,51-4,28 M
2,56 M (medio del cultivo)
0 M (medio hipoosmético)
2,56 M

1,71 M
1,71 M
1,71 M
1,71 M
1,71 M

3,42 M

3,42 M
3,42 M
1,5M

1,2 M
1,71 M
1,71 M

3M
1,71 M
0,5M
1,71 M
0,86 M
0,86 M
0,86 M
0,86 M
1M

Glucosa + nitrato de Na + elementos
traza
Glucosa

Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa

Glucosa

Glucosa
Glucosa
Glucosa
Glucosa
Extracto de levadura

Medio fotétrofo

Acetato, bicarbonato (crecimiento
fotétrofo)

Medio fotétrofo

Medio fotétrofo

Eicosano (unica fuente de carbono)

Sacarosa + extracto de levadura
Extracto de levadura
Glucosa

Glucosa

Glucosa

Mezcla de aminodcidos
Extracto de levadura
Complejo

Complejo

Glicerol

Glicerol

Mezcla de aminodcidos

(Aston y Peyton, 2007)

(Wohlfarth et al., 1990)

(Severin et al., 1992)

(Peters y Galinski, 1990)
(Maskow y Babel, 2001)
(Sauer y Galinski, 1998)

(Ono et al., 1998)

(Wohlfarth et al., 1990)
(Severin et al., 1992)
(Severin et al., 1992)
(Severin et al., 1992)
(Severin et al., 1992)

(Wohlfarth et al., 1990)
(Peters y Galinski, 1990)

(Wohlfarth et al., 1990)
(Wohlfarth et al., 1990)
(Fernandez-Linares et al.,
1996)

(Cafiamas et al., 2007)
(Severin et al., 1992)
(Severin et al., 1992)
(Banciu et al., 2008)
(Severin et al., 1992)
(Pflughoeft et al., 2003)
(Severin et al., 1992)
(Schmitz y Galinski, 1996)
(Schmitz y Galinski, 1996)
(Schmitz y Galinski, 1996)
(Schmitz y Galinski, 1996)
(Naughton et al., 2009)
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Con frecuencia, los organismos cuentan con dos o mas isoenzimas para la sintesis de
aspartil fosfato, cuya regulacion alostérica sugiere que tienen diferentes funciones en la sintesis
de varios productos derivados del aspartato (treonina, metionina, lisina y ectoina). Sin embargo,
C. salexigens es atipica, teniendo una Unica aspartato quinasa, que ademas no se encuentra
proxima al operdn ectABC en este organismo. No se ha estudiado el control de la aspartato
quinasa en C. salexigens, pero, dado que esta enzima cataliza la primera reaccién de una ruta de
sintesis de multiples precursores biosintéticos ademads de ectoina, seria tan importante como
interesante la elucidacién de su control transcripcional y alostérico en este y otros organismos
productores de ectoinas. La treonina inhibe el crecimiento de C. salexigens DSM 3043 en medio
minimo con glucosa, hecho que concuerda con la posibilidad de que este aminoacido fuera un
retro inhibidor alostérico de la aspartato quinasa, aunque esta inhibicién no revirtié en
presencia en el medio de lisina y/o metionina o glicina betaina (que podrian suplantar a la
ectoina como solutos compatibles) (K. O’Connor y L. Csonka, datos no publicados). Si la Unica
aspartato quinasa de C. salexigens esta sujeta a regulacién alostérica por su(s) producto(s)
bionsintético(s) final(es), podria incrementarse la produccion de ectoinas mediante Ia
superproduccion de una forma mutante de esta enzima, que fuera insensible a la inhibicidn

alostérica.

0 OH O
MOH (\)LOH
NYNH NT/NH

Ectoina Hidroxiectoina

Figura I.1. Estructura quimica de las ectoinas.

El conocimiento de la regulacion de la sintesis de ectoina es importante si se quieren
generar cepas modificadas para la mejora de la produccién de ectoinas para un posible uso
industrial futuro. En bacterias Gram negativas, la mayor parte de los estudios de regulacion se
han llevado a cabo en C. salexigens (Figura 1.3). Por otro lado, los datos fisiolégicos indican que
los niveles de ectoina e hidroxiectoina son maximos durante la fase estacionaria y que la
acumulacién de ectoina aumenta con la salinidad, mientras que la acumulacién de
hidroxiectoina aumenta tanto con la salinidad como con la temperatura (Garcia-Estepa,
Argandofia, et al., 2006). Esta regulacion tiene lugar, al menos en parte, a nivel transcripcional.
Ensayos de proteccion con S1y fusiones transcripcionales con el gen marcador lacZ demostraron

que los genes de sintesis de ectoinas (ectABC) pueden expresarse a partir de dos regiones
11
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promotoras diferentes. Una se localiza en aguas arriba de ectA y se compone de cuatro
supuestos promotores (PectA1-4)y la segunda es un promotor interno localizado en aguas arriba
de ectB (PectB). La expresién de las fusiones transcripcionales PectA-lacZ y PectB-lacZ es méxima
durante la fase estacionaria (en concordancia con los datos fisiolégicos), pero también se
transcriben a niveles reducidos en baja salinidad, sugiriendo que ectABC puede ser parcialmente
constitutivo. La expresidén de PectA estd osmorregulada (expresidon heterdloga en E. coli), y los
ensayos de proteccién con S1 indican que PectAl, PectA3 y PectA4 son los promotores
osmorregulados en la regidn PectA. La expresidn de PectA y especialmente la de PectB se induce
al crecer a altas temperaturas, y se reprime en presencia de osmoprotectores (betaina y
ectoina), del inhibidor de la ADN girasa, acido nalidixico, y en presencia de un exceso de hierro
(este ultimo sélo en el caso de PectA) (Calderdn et al., 2004). En conjunto estos datos sugieren
que la transcripcién de los genes de sintesis de ectoinas implica multiples promotores que
permiten la regulacion del sistema en respuesta a un numero de factores ambientales, que
incluyen salinidad, temperatura, osmoprotectores externos y hierro. Para asegurar una
expresion adecuada en respuesta un entorno cambiante, es necesaria la participacién de un
numero de factores de transcripcidn pertenecientes a diferentes rutas de regulacién. El andlisis
in silico de las secuencias en las regiones -10 y -35 aguas arriba de ectA, ectB y ectD mostraron
que PectAl y PectA2 se solapan con posibles sitios de unién del principal factor vegetativo ¢7°
(Calderdn et al., 2004) y el regulador de la homeostasis del hierro Fur (Argandoiia et al., 2010),
mientras que PectA3 es similar a los promotores dependientes de ¢ y PectB podria ser

reconocido por el factor de estrés térmico o> (Calderdn et al., 2004).
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Aunque la induccidn por temperatura de la expresion de PectA y PectB sugeria
inicialmente que, ademas de la osmoproteccién, la ectoina podria tener un papel fisioldgico en
la termoproteccién de C. salexigens (Calderdn et al., 2004), los niveles de ectoina no aumentan
en respuesta a la temperatura (Garcia-Estepa, Argandofia, et al., 2006). Una explicacién para
este hecho es que a altas temperaturas C. salexigens transforma rapidamente la ectoina en
hidroxiectoina, reduciendo con ello los niveles de ectoina. Esto es compatible con la induccion a
alta temperatura de los genes de sintesis de ectoinas, dado que la ectoina es el precursor de la
hidroxiectoina. Las células de C. salexigens que crecen en presencia de betaina no acumulan
ectoina en ninguna de las salinidades probadas (Calderdn et al., 2004), en consonancia con la
asuncion general de que el trasporte de solutos compatibles esta priorizada frente a su sintesis,
debido a que esta Ultima es menos favorable energéticamente (Oren, 1999). Dado que la betaina
reprime solo parcialmente la expresidon de PectA y PectB, es posible inferir la existencia de un
mecanismo de control post transcripcional que podria operar a nivel de actividad enzimatica.
Sin embargo, no pueden descartarse otros mecanismos alternativos como un aumento del flujo

de ectoinas al exterior celular en presencia de betaina.

ésensor de
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Figura 1.3. Acumulacion de ectoinas en C. salexigens y mecanismos de regulacion transcripcional.
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En bacterias Gram positivas, la regulacidn de la sintesis de ectoinas se ha abordado en
Salibacillus pasteurii (Kuhlmann y Bremer, 2002) y en M. halophilus (Louis y Galinski, 1997;
Bestvater y Galinski, 2002). Analisis de extension del cebador mostraron que los genes ectABC
de Salibacillus pasteurii se expresan desde un Unico promotor cuyas secuencias -10 y -35 se
asemejan a las secuencias consenso de promotores reconocidos por el principal factor sigma
vegetativo o* (ortélogo de ¢’° de Gram negativas). Sin embargo, en M. halophilus, el andlisis
asistido por ordenador del ADN aguas arriba de ectABC revelé la presencia de un posible sitio de
union para c® (ortélogo de ¢° de Gram negativas), como el mejor candidato para la regulacion
de la transcripciéon en este organismo (Louis y Galinski, 1997; Bestvater y Galinski, 2002).
Curiosamente, una fusion transcripcional de esta regién promotora (denominada como ectUp)
con el gen marcador gfp no sdélo se expresd sino que ademas se indujo por estrés osmatico en
E. coli (Louis y Galinski, 1997; Bestvater y Galinski, 2002). Esto podria explicarse por la presencia
de secuencias en esta region promotora que fueran reconocidas por los factores sigma ¢’° o ¢°.
Asi como c° en bacterias Gram negativas, 6® controla la respuesta general de estrés en bacterias
Gram positivas, y es en parte responsable del control transcripcional de algunos genes
osmorregulados, como opuE y opuD de Bacillus subtilis, los cuales codifican para los sistemas de
incorporacién de prolina y glicina betaina, respectivamente (Bremer, 2000). Hasta la fecha, la
implicacién de o y/o c® en el control de la sintesis de ectoina en cualquiera de estos dos

microorganismos del tipo Bacillus no ha sido demostrada experimentalmente.

El transporte de ectoina y su regulacién han sido extensamente estudiados por HJ Kunte
y colaboradores en la Gram negativa H. elongata DSM 2581 y la Gram positiva M. halophilus (ver
la revision Kunte (Kunte, 2006). Estos autores hallaron una unidad transcripcional en H. elongata
que contenia tres genes, teaABC, que resultaron esenciales para la incorporaciéon de ectoina
(Grammann et al., 2002). Andlisis in silico predijeron la pertenencia de TeaABC a la familia de los
transportadores TRAP, consistente en dos posibles proteinas transmembrana (TeaB y TeaC) y
una proteina periplasmica de unién a ectoina (TeaA) (Grammann et al., 2002; Tetsch y Kunte,
2002). En el genoma de C. salexigens se encuentran ortélogos de teaABC de H. elongata, pero
organizados de una forma distinta (tea en una hebra, seguido de teaBC en la hebra opuesta).
Existen evidencias experimentales de que este sistema es el principal responsable de la
asimilacion de ectoinas en C. salexigens (J. Rodriguez-Moya y C. Vargas, datos no publicados).
Por otro lado, se previé que el principal transportador de ectoina de M. halophilus fuera una
proteina de 525 residuos, hidrofdbica y osmorregulada. Ademds compartia un grado de
identidad significativo con transportadores de betaina-colina-carnitina (BCCTs). Se apunté a que

esta proteina tendria una gran afinidad por la ectoina (Vermeulen y Kunte, 2004).
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Las ectoinas como fuente de carbono y energia

Ademas de su proteccidn contra el estrés, una funcién secundaria importante de los
solutos compatibles es servir como fuentes de carbono, energia o nitrégeno, ya sea como
reservas intracelulares o como fuentes externas disponibles para otros organismos mediante la
liberacion al entorno tras la muerte o tras un choque hipoosmoético de las cepas productoras.
Carbohidratos tales como el glicerol, glucosilglicerol, trehalosa, sacarosa y aminoacidos como
prolina, glutamato y alanina, los cuales son solutos compatibles comunes en una amplia gama
de bacterias Gram positivas y Gram negativas, actinomicetos y micro algas, pueden ser usados
como fuentes de carbono, nitrégeno y energia por una amplia variedad de microorganismos
heterdtrofos y fotétrofos (Welsh, 2000). En cambio, el catabolismo de las ectoinas (ectoina e
hidroxiectoina) resulta bastante mas infrecuente. Asi, la especie halotolerante Sporosarcina
pasteurii sintetiza y acumula ectoina pero no puede degradarla (Kuhlmann y Bremer, 2002). De
forma similar, E. coli puede usar la ectoina como osmoprotector y la hidroxiectoina como osmo-
y termoprotector tomdandolas del medio, pero no las puede catabolizar como fuente de carbono

o nitrégeno (Jebbar et al., 1992; Malin y Lapidot, 1996).

Existen, sin embargo, algunas bacterias capaces de usar ectoinas con un fin catabdlico.
De esta forma, Sinorhizobium meliloti metaboliza ectoina preferentemente en lugar de
acumularla, bajo condiciones de alta osmolaridad, en las que se estimula la sintesis de solutos
compatibles endogenos (Talibart et al., 1994). H. halochloris, la bacteria fotétrofa del azufre en
la que se descubrié la ectoina, puede degradar sus reservas internas de ectoina durante la
privacion de nitrégeno y sustituirla por trehalosa, liberando asi nitrégeno para el crecimiento
celular (Galinski y Herzog, 1990). Ademdas, Manzanera et al. (Manzanera et al., 2002) mostraron
gue Pseudomonas putida es capaz de incorporar y degradar hidroxiectoina con fines catabdlicos,

pero no se investigd un proceso similar para la ectoina.

Las rutas encargadas de la degradacidon de las ectoinas son aun desconocidas. La
identificacion por Jebbar et al., (Jebbar et al., 2005)de un operdn implicado en la incorporacion
y catabolismo de ectoina en S. meliloti (ehuABCD-eutABCD) supuso un paso importante en la
elucidaciéon de estas rutas. Basandose en homologias de secuencia, se hallé que eutABCDE
codifica para proteinas con posibles funciones en el metabolismo de ectoinas. Ademas, el
anadlisis de las propiedades del mutante eutA demostré de forma inequivoca que al menos
algunos de los genes eut estan implicados en la degradacién de ectoina por S. meliloti. Aun asi,
el catabolismo de ectoina en el mutante no desaparecié completamente, sugiriendo que S.

meliloti cuenta con otros genes que codifiquen para enzimas degradadoras de ectoina.
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C. salexigens emplea las ectoinas como fuente de carbono exclusivamente al crecer en
condiciones de osmolaridad dptimas (Vargas etal., 2006). En consonancia con esto, el
transporte de ectoina fue mdximo en la concentracién éptima de sal. En este microorganismo,
la metabolizacién de la ectoina sélo fue parcialmente inhibida por glucosa, indicando Ia
existencia de al menos dos sistemas implicados en el catabolismo de ectoinas en C. salexigens.
Esta situacion podria ser similar a la hallada en S. meliloti, donde ademds de EutABCDE, hay
pruebas de al menos otra ruta degradadora de ectoinas. En el borrador de la secuencia del

genoma de C. salexigens (disponible en http://genome.jgi-psf.org/mic_home.html) se ha

encontrado un grupo de 11 genes, orientados todos en la misma direccidn, que podrian codificar
para ortélogos de EutB, EutC, EutD y EutE (“valores E” en BLASTP
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST] que van desde 3e-72 a e-140). Sin embargo, no se
encontré una correspondencia estadisticamente significativa con EutA, y los genes eutBCDE
estaban organizados de forma distinta y separados del sistema de transporte ehu encontrado

en S. meliloti (C. Vargas, resultados no publicados).

IMPORTANCIA Y USOS DE LAS ECTOINAS

Proteccion de macromoléculas

Un papel adicional de los solutos compatibles en general, es que éstos pueden paliar los
efectos nocivos del estrés por calor, congelacion, desecacidon, alta salinidad, radicales de
oxigeno, radiacidn, urea y otros agentes desnaturalizantes en la integridad de las proteinas,
acidos nucleicos, biomembranas e incluso células completas (da Costa et al., 1998; Lentzen y
Schwarz, 2006). Entre los distintos solutos compatibles investigados hasta el momento, las
ectoinas han demostrado contar con las propiedades protectoras mas potentes (Lippert y

Galinski, 1992).

Efectos sobre la estabilidad enzimdtica. Las propiedades estabilizadoras de las ectoinas
se han ensayado en numerosos procesos enzimaticos (Tabla I.2). Los aspectos termodinamicos
de la estabilizacion proteica de la hidroxiectoina se estudiaron empleando calorimetria
diferencial de barrido y ribonucleasa A (Knapp et al., 1999). La estabilizacion significativa de la
ARNasa A por hidroxiectoina hace de ésta un estabilizador interesante en procesos
biotecnoldgicos en los que las enzimas se emplean en presencia de agentes desnaturalizantes a
altas temperaturas (Knapp et al., 1999). La hidroxiectoina es capaz ademas de proteger a la

lactato deshidrogenasa (LDH) de la oxidacién catalizada por metal y de la oxidacién por perdxido
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(Andersson et al., 2000), indicando que la proteccién es independiente de la fuente del dafio

oxidativo.

Tanto LDH como fosfofructoquinasa son muy susceptibles a la pérdida de actividad por
tratamientos de congelacién-descongelacion, calor, y liofilizacidn. Sin embargo, las actividades
de ambas enzimas fueron preservadas por las ectoinas al someterlas a estos tratamientos
(Lippert y Galinski, 1992). Al observarse los cambios estructurales de LDH en condiciones de
congelacidon-descongelacién y tratamiento con urea, y la proteccién de la enzima por ectoinas,
se propuso que éstas podrian conducir a una conformacién mas compacta de la enzima,
modulando las propiedades del disolvente (Goller y Galinski, 1999), lo que apoya la hipdtesis de
la “exclusion preferencial de solutos de la superficie proteica” (Arakawa y Timasheff, 1985)(ver

Seccién “Capacidad protectora de las ectoinas).

El polimero cianoficina es una reserva material de nitrdgeno y energia de interés
biotecnoldgico (Joentgen et al., 2001) debido a que el acido oligoarginil poliaspartico obtenido
de su degradacién puede emplearse como sustituto biodegradable en varios procesos y
productos industriales (Schwamborn, 1998). La ectoina se ha empleado en la estabilizacion de
una nueva cianoficina sintetasa heterdloga para produccion in vitro de cianoficina y poliamida a
escala industrial (Hai et al., 2002). La actividad de la fitasa, una fosfomonoesterasa que hidroliza
fitato y libera fosfato inorganico durante la granulacién de piensos (Stahl et al., 2000; Keshavarz,
2000), decrece con frecuencia debido a las altas temperaturas alcanzadas durante el proceso
(Ullah, 1988). Resulta interesante la estabilizacion de la capacidad catalitica de la fitasa a alta
temperatura que proporciona la ectoina, exhibiendo un aumento actividad de hasta siete veces,

sila comparamos con la actividad en ausencia de ectoina a alta temperatura (Zhang et al., 2006).

Efectos sobre la estructura del ADN. Se ha demostrado que las ectoinas inducen cambios
en la estructura del ADN tales que muchas endonucleasas de restriccion no son capaces de
romperlo (Malin et al., 1999) (Tabla I.2). De esta forma, la adicién de solutos compatibles
durante la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) puede cambiar la conformacion del ADN
influyendo en la hibridacién del cebador y la unién de la polimerasa. Se confirmé que la ectoina
aumenta la estabilidad térmica de las ADN polimerasas a temperaturas elevadas y disminuye la
temperatura de fusion de la doble hebra de ADN (Lapidot et al., 1995). Este segundo efecto es
mayor para moldes de ADN ricos en GC que para aquellos pobres en GC, siendo remarcable en
el caso de la homoectoina, un nuevo derivado sintético de la ectoina (Tabla 1.2). Ademas, la
homoectoina aumenta la especificidad de las PCRs hasta el 100%, evitando los productos
contaminantes suplementados en PCRs con ectoina a determinadas concentraciones (Schnoor
et al., 2004). A causa de estas propiedades, las ectoinas pueden potenciar la eficacia de la
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reaccién en cadena de la polimerasa con ADNs molde ricos en GC, y ademds mejorar los métodos

de extension de cebador o de secuenciaciéon (Lapidot et al., 1995).

La optimizacién del flujo de trabajo en microarrays de ADN, incluyendo el paso de
hibridacién, es un objetivo primordial para el desarrollo de protocolos mas eficientes. Asi,
concentraciones milimolares de hidroxiectoina, diglicerofosfato de potasio y manosilglicerato
de potasio redujeron el ruido de fondo en microchips de ADN (Tabla I.2) y mejoraron la eficiencia
de la hibridacion (Mascellani et al., 2007). Recientemente se ha puesto de manifiesto que la
recombinacidn y la regulacion de la transcripcidon requieren no sélo la interaccion de proteinas
especificas de secuencia, sino que con frecuencia depende también de la asociacidn de proteinas
de unidn al ADN sin especificidad de secuencia (Azam y Ishihama, 1999; Rimsky et al., 2001;
Schréder y Wagner, 2002). Se ha demostrado que la proteina de unién al ADN H-NS estimula la
unién al ADN de LRP (proteina reguladora de respuesta a leucina) sin estar presente en el
complejo final (Tabla 1.2). La presencia del osmolito ectoina, que asegura que los organismos
unicelulares mantengan un nivel adecuado de hidratacién, también estimula la unién de LRP

(Pul et al., 2007).

Efecto sobre la estructura proteica. Las proteinas sobreexpresadas, que pueden resultar
insolubles o plegarse de forma incorrecta, a menudo se pueden desnaturalizar parcialmente y
volver a plegar en presencia de osmolitos (Tabla 1.2). Un ejemplo especifico es el uso de la
hidroxiectoina durante la fase de congelacién-descongelacion del proceso de purificacion para
aumentar el rendimiento de proteinas citotdxicas funcionales sobreexpresadas y redirigidas al
periplasma de E. coli (Barth et al., 2000). Asimismo se demostré que la ectoina es capaz de
proteger proteinas de la protedlisis por tripsina y trispsindgeno, protegiendo su actividad
durante la incubacidn. Por ello, las ectoinas podrian ejercer como aditivos prometedores en los
€asos en que sea necesario evitar el uso de inhibidores de proteasas. Este podria ser el caso de

las investigaciones en proteasas como objetivo del desarrollo de farmacos.
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Tabla I.2. Importancia y usos de las ectoinas.

Efecto

Compuesto

Referencia

Proteccion de macromoléculas

Proteccion de proteinas recombinantes contra degradacidn, agregacion, plegamiento incorrecto y congelacién
Termoestabilizacién de cianoficina sintetasa

Proteccion de enzimas contra el calor, congelacion y desecacion

Termoestabilizacién de fitasa (90°C)

Proteccion de anticuerpos contra la degradacién proteolitica

Proteccion de inmunotoxinas contra estrés por congelacién-descongelaciéon

Disminucidn eficaz de la temperatura de fusion del ADN

Mejora de la PCR

Mejora de microarrays de ADN

Prevencion del corte de ADN plasmidico y del bacteriéfago A por endonucleasas del tipo Il
Proteccion de enzima LDH contra el dafio oxidativo

Estabilizacién del complejo LRP-ADN en la regulacién de la transcripcidn

Aumento de la estabilidad y de la temperatura de fusion de la ARNasa A

Proteccion de LDH contra el calor, urea y congelacidon-descongelacion

Hidroxiectoina

Ectoina

Hidroxiectoina, ectoina
Ectoina

Ectoina

Hidroxiectoina

Ectoina

Homoectoina
Hidroxiectoina
Hidroxiectoina
Hidroxiectoina

Ectoina

Hidroxiectoina
Hidroxiectoina, ectoina

(Barth et al., 2000)

(Hai et al., 2002)
(Lippert y Galinski, 1992)
(zhang et al., 2006)
(Bersch et al., 2000)
(Barth et al., 2000)
(Lapidot et al., 2006)
(Schnoor et al., 2004)
(Mascellani et al., 2007)
(Malin et al., 1999)
(Andersson et al., 2000)
(Pul et al., 2007)
(Knapp et al., 1999)
(Goller y Galinski, 1999)

Proteccion de la membrana celular contra agentes surfactantes Ectoina (Buinger y Driller, 1999;
Blinger et al., 2001; Graf et al.,
2008)

Optimizacién de las condiciones de cristalizacion de proteinas en cristalografia de Rayos X Ectoina (Harjes et al., 2004)

Usos terapéuticos potenciales

Proteccidn contra inflamacidn neutrofilica de pulmdn no inducida por particulas Ectoina (Sydlik et al., 2009)

Proteccion del intestino delgado contra la isquemia fria y el dafio posterior por calentamiento en la reperfusion Ectoina (Wei et al., 2009)

Proteccion de células neuronales de la toxicidad inducida por poliglutamina en la enfermedad de Machado-Joseph Ectoina (Furusho et al., 2005)

Inhibicidn de la agregacion y neurotoxicidad del B-amiloide de la enfermedad de Alzheimer

Inhibicién de la formacién del amiloide de insulina

Proteccion de zimdgenos contra protedlisis

Inhibicion de la unidn in vitro de un péptido de tipo TAT rico en arginina al ARN del elemento TAR del VIH
Inhibicion de la agregacidn y toxicidad del péptido pridnico 106-206

Estabilizacién de vectores retrovirales empleados en terapia génica

Ectoina, hidroxiectoina
Ectoina

Ectoina

Hidroxiectoina

Ectoina

Hidroxiectoina

(Kanapathipillai et al., 2005)
(Arora et al., 2004)

(Kolp et al., 2006)

(Lapidot et al., 1995)
(Kanapathipillai et al., 2008)
(Cruz et al., 2006)




Efecto

Compuesto

Referencia

Proteccion cellular

Proteccion contra desecacidén de Pseudomonas putida

Proteccidn contra desecacién de Escherichia coli

Proteccion contra la desecacion de P. putida y E. coli durante la encapsulacién en plastico
Potenciacion del crecimiento y la fermentacion alcohdlica en Zymomonas mobilis
Proteccion de Halomonas durante la metabolizacidn y detoxificacién de fenol
Preservacién de la actividad respiratoria de E. coli in vivo

Osmoproteccion de bacterias del acido lactico

Induccién de termotolerancia en Escherichia coli

Estabilizacién de E. coli durante desecacidén y almacenamiento

Hidroxiectoina
Hidroxiectoina
Hidroxiectoina

Ectoina

Ectoina

Ectoina

Ectoina

Hidroxiectoina
Ectoina, hidroxiectoina

(Manzanera et al., 2002)
(Manzanera et al., 2004a)
(Manzanera et al., 2004b)
(zhang et al., 2008)
(Maskow y Kleinsteuber, 2004)
(Nagata et al., 2002)
(Baliarda et al., 2003)
(Malin y Lapidot, 1996)
(Louis et al., 1994)

Induccién de tolerancia a la sal en plantas de tabaco transformadas para producir ectoina Ectoina (Moghaieb et al., 2006)
Induccién de tolerancia a la sal en células de plantas de tabaco transformadas para producir ectoina Ectoina (Nakayama et al., 2000)
Proteccion de la piel
Proteccion antienvejecimiento in vivo de la piel en humanos Ectoina (Heinrich et al., 2007)
Proteccidn in vivo contra la deshidratacidn de la piel (modelos in silico para explicarlo) Ectoina (Graf et al., 2008)
Proteccidon antienvejecimiento in vitro de la piel en humanos, proteccién del ADN mitocondrial e inflamacién de la Ectoina (Biinger y Driller, 2004)
respuesta inflamatoria mediada por ceramidas
Induccidn de las proteinas de choque térmico y mediacion en la respuesta proinflamatoria en queratinocitos humanos  Ectoina (Buommino et al., 2005)
Proteccidn de la luz visible in vitro Ectoina (Botta et al., 2008)
Agente hidratante in vivo de la piel humana Ectoina (Motitschke et al., 2002)
Proteccidn in vivo contra la degradacion de las células de Langerhans inducida por luz UV Ectoina (Beyer et al., 2000)
Inhibicién in vitro de la formacion de SBCs y proteccion in vivo de las células de Langerhans Ectoina (Biinger et al., 2001; Pfliicker
et al., 2005)
Bloqueo de la liberacidn de ceramida inducida por la luz UV en queratinocitos humanos Ectoina (Grether-Beck et al., 2005)
Proteccidn in vivo de la piel contra la deshidratacidn por agentes surfactantes Ectoina (Biinger y Driller, 1999)
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Potencial biomédico de las ectoinas

Capacidad de estabilizacidn proteica de las ectoinas

Recientemente se ha producido un aumento del reconocimiento de enfermedades
asociadas con el plegamiento incorrecto de proteinas (Dobson, 2003). En un subgrupo
importante de estas enfermedades, |la agregacidn proteica lleva a la formacion de agregados
altamente regulares denominados amiloides. Este fendmeno juega un papel clave en el
desarrollo de enfermedades tales como la enfermedad de Alzheimer (AD) y encefalopatias
espongiformes (Harper y Lansbury, 1997; Murphy, 2002) (Tabla I.2). Se ha demostrado que la
ectoina es un inhibidor muy eficaz de la formacidn de amiloide haciendo disminuir sus fases de
iniciacion y de elongacion, en un estudio que tomé la formacidn del amiloide de insulina in vitro

como sistema modelo (Arora et al., 2004).

Se ha postulado la potencialidad de las ectoinas como candidatos a terapéuticos
antiamiloides para el tratamiento del Alzheimer, dado que inhiben fuertemente la formacién
del amiloide AB42 in vitro y reducen su toxicidad para las células del neuroblastoma humano
(Kanapathipillai et al., 2005) (Tabla I.2). Los priones son particulas infecciosas las encefalopatias
espongiformes transmisibles en animales y humanos (Aguzzi y Polymenidou, 2004). Se agregan
formando amiloides fibrilares resistentes a proteasas, induciendo asi la muerte neuronal por
apoptosis, y causando la proliferacién e hipertrofia de las células de glia cultivadas (Forloni et al.,
1993; Pan et al., 1993). Las células de neuroblastoma coincubadas con ectoina junto con priones
mostraron una tasa de supervivencia mayor si la comparamos con muestras control, inhibiendo

la formacidn de amiloides pridnicos y reduciendo su citotoxicidad (Kanapathipillai et al., 2008).

El plegado incorrecto de proteinas es también un fenédmeno clave en la patogénesis de
enfermedades por poliglutaminas como la enfermedad de Machado-Joseph (MID) (Tabla I1.2).
Se considera que el plegado incorrecto del fragmento proteico que contiene un tramo de
poliglutamina expandido es significativo en la produccion de agregados y muerte celular
(Kakizuka, 1998; Paulson, 1999; Perutz, 1999). Estudios previos sugieren que la inclusidn nuclear
no es un agente causante de la citotoxicidad, siendo por el contrario protector, mediante el
secuestro de la proteina con tramo extendido de poliglutamina (Ferrigno y Silver, 2000). La
ectoina reduce las caracteristicas apopotéticas mediante la reduccién de la cantidad total de
agregados y el cambio en su distribucidon intracelular. Asi, reduce la citotoxicidad incrementando

la frecuencia de las inclusiones nucleares (Furusho et al., 2005).
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Efectos protectores de las ectoinas en ciertas enfermedades

La administracion de ectoina inhibié la sefializacidn inducida por nanoparticulas, que es
considerada responsable de las reacciones proinflamatorias en células epiteliales del pulmdén
(Sydlik et al., 2009) (Tabla 1.2). Se ha identificado la inhalacién de nanoparticulas como una
importante amenaza del aire de las sociedades modernas industrializadas. Es capaz de inducir
inflamacién pulmonar, el mecanismo patogénico central responsable de multitud de
enfermedades organicas y sistémicas (Donaldson et al., 2005). El pulmédn, al ser el primer 6rgano
afectado por la inflamacién inducida por nanoparticulas, se ve seriamente dafado por el
reclutamiento y activacion constante de células inflamatorias. Enfermedades pulmonares como
el enfisema, enfermedad obstructiva pulmonar crénica, fibrosis y cancer (Macnee, 2007,
Bringardner et al., 2008) asi como desdrdenes sistémicos a nivel cardiovascular y del sistema

inmune (Peters et al., 2004) tienen lugar como consecuencia de estos casos.

La isquemia, y el dafio subsiguiente por reperfusién (I/R) continta siendo un importante
obstaculo para el trasplante de intestino delgado satisfactorio (Grant etal., 1990).
Generalmente se acepta que el dafio por I/R es el mecanismo patofisiolégico subyacente del
dafio de las mucosas (Kong et al., 1998). Aunque la mucosa intestinal tiene una alta capacidad
regenerativa, se ha demostrado que la recuperacién morfoldgica de una mucosa iliaca danada
tras 24 horas de conservacion en frio requiere al menos un mes. Este dafio prolongado
contribuye sin duda no sdélo al rechazo del injerto, sino también a varias complicaciones
postoperatorias, como translocaciéon bacteriana, absorcién de endotoxina y malnutricién
duradera (Zou et al., 2005). La ectoina protege de forma eficaz la mucosa iliaca y la muscularis
reduciendo la ceramida como mediador apopotdtico y de estrés oxidativo, causados por el dafo
mitocondrial simultdaneo, mejorando asi la funcién de barrera de la mucosa (Wei et al., 2009)

(Tabla 1.2).

Otro ejemplo es la replicacién del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que
depende de forma critica de dos proteinas reguladoras viricas, Tat y Rev. Tat es necesaria en la
fase temprana del ciclo vital del virus para una la transcripcidén eficaz del genoma virico. Tat
actya uniéndose a una estructura en bucle del ARN, el elemento de respuesta al elemento
regulador en trans (TAR), ubicado en el extremo 5’ del ARNm virico (Roy et al., 1990; Cordingley
et al., 1990; Dingwall et al., 1990). Se ha visto que la ectoina inhibe la interaccion del péptido
Tat con el ARN de TA, uniéndose aproximadamente 10° veces més estrechamente. Ademds, la
incorporacién de [**C]-ectoinas tanto por células HeLa como por lineas de fibroblastos humanos
en condiciones normales de crecimiento facilita su consideracion como farmacos antivirales
potenciales (Lapidot et al., 1995) (Tabla I.2).
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Para terminar, la hidroxiectoina permitié el almacenamiento a largo plazo (vida media
superior a 185 dias, entre los mejores resultados hasta el momento) de vectores retrovirales,
los cuales son herramientas prometedoras de la terapia génica. Este es un efecto bastante
interesante, ya que actualmente la pérdida de infectividad de estos vectores durante su
transporte y almacenamiento es un impedimento importante para que se extienda su uso (Cruz

et al., 2006) (Tabla 1.2).

Capacidad de proteccidn celular de las ectoinas.

Las ectoinas no sdlo estabilizan proteinas y otras macromoléculas sino que ademas son
potentes protectores celulares (Tabla I.2). Asi, la adicién de ectoinas al medio de cultivo revirtié
la inhibicién del crecimiento de E. coli causada por estrés osmético y térmico (Malin y Lapidot,
1996). Uno de los mecanismos es la recuperacion de la capacidad de asimilacién de glucosa
(Nagata et al., 2002). La hidroxiectoina extracelular, cuando se emplea en bacterias previamente
sometidas a un tratamiento osmdtico, es tan efectiva como la trehalosa en la mejora de la
anhidrobiosis de E. coli (Manzanera et al., 2004a). Louis et al. (Louis et al., 1994) comprobaron
que la ectoina y la hidroxiectoina estabilizan células de E. coli durante los procesos de secado al
airey liofilizacién. En P. putida, la hidroxiectoina resultd superior a la trehalosa como excipiente
seco para almacenamiento (Manzanera et al., 2002), promoviendo de esta forma un nuevo
método para el secado y encapsulacidn en plastico de la bacteria, demostrando una aplicaciéon
potencial como recubrimiento de semillas (Manzanera et al., 2004b). Se ha comprobado
también que la ectoina puede servir como osmoprotector especifico para la bacteria del acido
lactico Tetragenococcus halophila, empleada en la fermentacion de la salsa de soja (Baliarda
et al., 2003). La adicidn de ectoina mejord el crecimiento celular, la utilizacidon de glucosa y
protegié las enzimas relacionadas durante la fermentacion alcohdlica en la bacteria
etanologénica Gram negativa Zymomonas mobilis (Zhang et al., 2008), que presenta la ventaja
sobre Saccharomyces cerevisiae de una mayor conversion de azlcar en etanol (Jeffries, 2005)

(Tabla 1.2).

Se ha visto recientemente que la suplementacién de ectoina mejora enormemente la
produccién de biodiesel mediante conversidn enzimatica de triglicéridos en aceite de semillas
de algoddn usando lipasas inmovilizadas, facilitando la reutilizacidn de enzima y mejorando

sustancialmente la concentracidn de éster metilico tras cada reciclado (Wangy Zhang, 2010).

Nakayama et al., (Nakayama et al., 2000) transformaron células de planta de tabaco con

genes de la sintesis de ectoinas de H. elongata. A pesar del bajo nivel de acumulacién de este
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soluto, la sintesis heterdloga de ectoina produjo un aumento en la tolerancia hiperosmética. Al
integrar mas tarde esos genes de manera estable en el genoma de la planta de tabaco usando
Agrobacterium como vector génico, la velocidad de produccién de ectoina resulté mucho mayor,
particularmente en las raices. La ectoina protegio la conductancia estomatica y la actividad
carboxilativa, evitando el descenso de la velocidad fotosintética provocado por la salinidad
(Moghaieb et al., 2006). Los datos pusieron de manifiesto dos formas en que la ectoina favorecia
la tolerancia a la salinidad de las plantas de tabaco. En primer lugar, la ectoina mejoré el
mantenimiento de la funcion de las raices, de forma que la incorporacién de agua a los brotes
se hacia de forma constante. En segundo lugar, la ectoina potencid el aporte de nitrégeno a las
hojas, elevando la transpiracion y protegiendo las proteinas del complejo Rubisco de los efectos
nocivos de la sal, mejorando asi la tasa fotosintética (Moghaieb et al., 2006) (Tabla I.2). Este
estudio abrid la posibilidad de emplear los genes de sintesis de ectoinas para la generacién de
cultivos vegetales transgénicos con una mayor tolerancia a condiciones de estrés osmatico y
abidtico incorporada, como la sequia o la salinidad. Para terminar, los genes del operén ectABC
de M. halophilus se transfectaron en plantulas de tabaco via Agrobacterium tumefaciens. Los
transcritos estaban destinados a los cloroplastos, para alcanzar mayor estabilidad. Se detecté
ectoina en las plantas transfectadas, aunque sdlo de forma cualitativa. Como resultado, en estas
plantas se hallé un incremento de la tolerancia a la sal desde 100 mM hasta 300 mM a 25°C, y

una mayor estabilidad de la actividad Rubisco (Rai et al., 2006).

Capacidad de las ectoinas de proteccion de la piel.

El efecto acumulativo de factores externos tales como radiacion, viento, humedad y
temperaturas extremas produce el envejecimiento de la piel (Rabe etal., 2006). Se ha
demostrado que la ectoina protege y estabiliza las membranas de células previamente tratadas
contra el efecto dafiino de surfactantes asi como la piel humana de factores que en condiciones
normales llevarian a la deshidratacion de la piel (Blinger y Driller, 1999) (Tabla I.2). Por tanto, la
ectoina funciona como un agente hidratante mas potente que el glicerol, y proporciona una
hidratacion eficaz a largo plazo (Graf et al., 2008). Ademas, una exposicion prolongada a rayos
UVA puede provocar fotocarcinogénesis (Sander et al., 2004), inmunosupresion (Nagata y
Wang, 2001), fotodermatosis y fotoenvejecimiento (Krutmann, 2000; Fourtanier et al., 2006).
Las ectoinas protegen la piel de los efectos de la radiacién UVA de diferentes formas. Uno de los
mecanismos del dafio por exposicion a UVA es la formacidon de ceramida por un mecanismo
mediado por oxigeno singulete. La exposicion de queratinocitos primarios humanos a UVA
produce un incremento en os niveles de ceramida, y como consecuencia, se activa una cascada

25



Capitulo |

de seiializacidn intracelular que provoca la expresion de la molécula proinflamatoria de
adhesién intracelular 1. La ectoina puede evitar estos efectos negativos de forma satisfactoria
gracias a su capacidad de amortiguar los efectos del oxigeno singulete (Blinger y Driller, 2004,

Grether-Beck et al., 2005).

Las mutaciones a gran escala el ADN mitocondrial de fibroblastos dérmicos humanos,
denominada “delecién comun”, son dependientes de la dosis y el tiempo de exposicién a
radiacion UVA (Berneburg et al., 1997; Berneburg et al., 1999; Biinger y Driller, 2004). Este dafio
al ADN viene acompafiado por un marcado aumento de la expresion de la metaloproteasa-1 de
la matriz, seguido de la formacidon de arrugas en la piel (Fligiel et al., 2003; Krutmann vy
Schroeder, 2009), pero la ectoina puede evitarlo. Para restaurar la homeostasis celular, pueden
activarse algunos mecanismos de defensa celular induciendo la expresidon de varios genes,
incluyendo las proteinas de choque térmico (Hsps) (Giannessi et al., 2003). Puede inducirse aun
mas la expresién de Hsp70 en los queratinocitos epidérmicos mediante tratamiento con calor,
dando lugar a un estado resistente contra los efectos nocivos de la radiacién solar UVB (Souil
et al., 2001). La expresion de la proteina Hsp70B9, un miembro de la familia Hsp70, se induce
exclusivamente por estrés, y no se produce en células no estresadas (Leung et al., 1990; Tavaria
et al., 1996). Cuando se trataron queratinocitos con ectoina y choque térmico por calor, se
observd un marcado aumento de la forma constitutiva de Hsp70 y una sobreexpresidn
significativa de Hsp70B9. La capacidad de la ectoina para inducir la expresidn de Hps y reducir
las sefiales proinflamatorias redunda en un mecanismo citoprotector de los queratinocitos
(Buommino et al., 2005). Aparte de la proteccién de la piel del dafio directo a los queratinocitos,
también tiene lugar la proteccion de las células de Langerhans, elementos clave en el sistema
inmune de la piel (Tavaria et al., 1996; Beyer et al., 2000; Biinger et al., 2001; Pfllcker et al.,
2005) (Tabla I.2).

Una vez que las células han sido dafadas hasta un punto que no permite su reparacion,
tiene lugar la muerte celular o apoptosis para proteger el cuerpo de la proliferacién de unas
células tan seriamente dafiadas, que probablemente sean mutantes. Estas células se forman en
la epidermis humana como resultado de la radiacidon UV y poseen caracteristicas especiales; son
las células llamadas “sunburn cells” (células quemadas por el sol, SBCs) (lizuka et al., 1988).
Existe una razdn caracteristica entre la tasa de formacién de SBCs y la dosis de radiacion
administrada. Esta proporcidn podria, sin embargo, aumentar hasta dosis mucho mayores de

UV, mediante el tratamiento previo con ectoina (Blinger et al., 2001; Pfliicker et al., 2005).

La luz visible también induce el dafio al ADN, ya que produce la aparicion de pequefios
tramos de ADN monocaternario (“single-strand breaks”, SSBs), el intercambio entre cromatidas
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hermanas (Sideris et al., 1981) y la produccién de especies reactivas de oxigeno intracelular
(“reactive oxygen species”, ROS) (Omata et al., 2006), provocando asi un efecto genotéxico via
lesiones oxidativas del ADN (Pflaum etal., 1998). Usando células y queratinocitos, se ha
demostrado que las lesiones en el ADN inducidas por luz visible y UVA/visible se redujeron en
presencia de ectoina, siendo los efectos protectores maximos de un 92,7% contra la luz visible,

y de un 68,9% contra la luz UVA/visible (Botta et al., 2008).

Dado que la actividad de las enzimas antioxidantes y los niveles de agentes
antioxidantes no enzimaticos decrecen con la edad (Gonzalez-Ulloa y Flores, 1965; Tolmasoff
et al., 1980), la ectoina podria prevenir el dafio oxidativo en la piel (Heinrich et al., 2007). De
hecho, recientemente se han confirmado sus propiedades antienvejecimiento en pruebas
clinicas en las que se comparaba ectoina con un producto del cuidado de la piel de alta calidad

(Heinrich et al., 2007).

Comprendiendo la actividad de las ectoinas

Los solutos compatibles son de naturaleza anfipdtica y capaces de “humedecer”
proteinas hidréfobas. Se ha propuesto que los solutos compatibles pueden revertir la inhibicion
osmotica puesto que elevan el contenido total de agua, y con ello, el volumen del citoplasma
celular (Cayley et al., 1992). Las propiedades de formacion y ruptura de estructuras de los
solutos compatibles influyen de manera indirecta en las capas de hidratacidn y por tanto las
actividades de las proteinas implicadas (Wiggins, 1990), como se discute mas abajo. Existen
diferentes teorias para explicar como la funcidn protectora de los solutos compatibles trabaja

Ill

en ambientes de escasez de agua. Seguidamente se enumeran las mas importantes. El “modelo
de exclusion preferencial” fue propuesto como mecanismo universal de estabilizacién proteica
por los solutos compatibles (Arakawa y Timasheff, 1985; Timasheff, 2002) (Figura 1.4). Este
modelo propone que, a causa de la interaccidn desfavorable con la superficie de las proteinas,
los osmolitos protectores quedan excluidos de éstas, al contrario de lo que ocurre con los solutos
desnaturalizantes, que estan en contacto con dicha superficie. De esta forma, las moléculas de
soluto compatible son expulsadas de la capa de hidratacién inmediata de las proteinas, y en
consecuencia, el desplegamiento necesita energia adicional y resulta termodindmicamente
desfavorable (Lee y Timasheff, 1981; Kurz, 2008). Esto, a su vez, lleva a una hidratacion

preferencial de la proteina dado que se ve forzada a ocupar un volumen menor con el fin de

minimizar la superficie expuesta, favoreciendo asi su conformacién nativa. Puesto que los
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solutos compatibles no interaccionan directamente con la superficie de la proteina, la actividad

catalitica permanece inalterada (Galinski et al., 1997; Kolp et al., 2006).

De acuerdo con este modelo, el denominado “efecto osmofdbico” explica como este
efecto puede ser universal (Bolen y Baskakov, 2001). Los enlaces por puente de hidrégeno, y las
interacciones de Van der Waals, electrostaticas e hidrofébicas son responsables del plegamiento
de las proteinas. Se ha propuesto incluso que la interaccién desfavorable del soluto con el
esqueleto peptidico sienta las bases moleculares de la exclusidn del soluto, y en consecuencia,
del efecto estabilizador (Liu y Bolen, 1995; Wang y Bolen, 1997; Qu et al., 1998). Este “efecto
osmofdbico” resulta relevante en disoluciones muy concentradas y en organismos que
requieren alta concentracion intracelular de osmolitos. En contraste con el efecto hidrofébico,
gue induce a los residuos de los aminoacidos no polares a agregarse en el interior de la proteina,
el efecto osmofdbico influye en la conformacion del esqueleto peptidico. De hecho, se ha
propuesto que la configuracién del esqueleto proteico es el condicionante mas importante de
la estabilizacion o desnaturalizacién (Burg y Ferraris, 2008). Ninguna interaccién de los osmolitos
con los residuos hidrofébicos de la proteina desplegada supera el efecto osmofdbico, ni
interfiere con el efecto hidrofdébico (Roberts, 2005). ¢Por qué el esqueleto proteico repele los
solutos estabilizadores? Bennion y Daggett (Bennion y Daggett, 2004) mostraron que las
metilaminas alteran la estructura del agua, produciendo una mayor organizacién de la misma a
través de enlaces por puente de hidrégeno mas fuertes entre sus moléculas. Posiblemente, el
enlace peptidico de las proteinas es menos capaz de interaccionar (y por tanto de hidratarse)

con el agua organizada alrededor de las metilaminas que con el resto del agua (Yancey, 2005).

Por otro lado, la “teoria de la sustitucion del agua” (Clegg et al., 1982; Crowe et al., 1990)
se basa en la observacion de que muchos organismos son capaces de perder mas del 50% del
agua celular, y volver a la completa actividad tras la rehidratacidn. Las estructuras celulares
pueden protegerse por la acumulacion de ciertos solutos compatibles y sus interacciones con

superficies. Dado que, en este modelo, el agua es reemplazada por solutos, parece exactamente

I “ III

lo opuesto al “modelo de exclusidn preferencial”. La sustitucion parece ser una situacion muy
especial que tiene lugar en actividades de agua extremadamente bajas, mientras que el modelo
de exclusion es valido para rangos de concentracion de solutos mas diluidos. La importancia de
este modelo radica en el hecho de que la afinidad relativa de un soluto por el agua o por la
proteina, bien puede ser dependiente de la concentracidn, especialmente cuando estd

implicada la desecacion (por ejemplo, en actividad de agua muy baja) (Kanias y Acker, 2006).
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Figura 1.4. Mecanismo de estabilizacidon de los solutos compatibles. Siguiendo el modelo de
exclusion preferencial, la conformacién nativa de la proteina (A) se ve favorecida por la
presencia de moléculas de soluto compatible (B). Se genera una proteina plegada compacta al
expulsar los solutos compatibles de la capa inmediata de hidratacion de la proteina,
minimizando el volumen que queda excluido para los solutos. Las esferas pequefias representan
moléculas de agua, y los esqueletos carbonados representan moléculas de ectoina.
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Manzanera et al.,, (Manzanera et al., 2004a) mostraron que, a pesar de que la
hidroxiectoina funciona bien como protector extracelular, era menos efectiva que la trehalosa
como estabilizador intracelular. Una posible explicacién a esto, en el contexto de la hipdtesis de
la sustitucién del agua, es que la hidroxiectoina cuento Unicamente con un grupo OH por
molécula, mientras que la trehalosa tiene multiples grupos hidroxilo. P. putida resultdé menos
tolerante a la desecacion en trehalosa que en hidroxiectoina, aunque tal diferencia no se
encontré en el caso de E. coli (Manzanera et al., 2002). Se postuld que P. putida podria contener
estructuras extracitoplasmaticas sensibles a la desecacion en el periplasma o la membrana
externa a las que la hidroxiectoina puede proteger, pero que no son accesibles a la trehalosa

como resultado de la selectividad de las porinas.

Segln Crowe et al., (Crowe et al., 1990), los grupos hidroxilo (OH) pueden sustituir
parcialmente a las moléculas de agua. Se ha demostrado que durante la deshidratacion
generalizada, se generalizan los enlaces de hidrégeno entre los grupos OH de la trehalosa y los
residuos polares de las proteinas, manteniendo el estado conformacional de las proteinas secas
similar al observado antes de la deshidratacién. Se demostré asimismo que la trehalosa
interacciona directamente con los residuos polares de la cabeza de la fosfatidilcolina
deshidratada, implicando probablemente enlaces de hidrégeno entre los grupos OH de la
trehalosa y el fosfato, sugiriendo con ello que la trehalosa puede jugar ademds un papel en la
estabilizacion de bicapas lipidicas (Crowe et al., 1990). Lippert y Galinski (Lippert y Galinski,
1992)especularon que los grupos OH libres de la hidroxiectoina y la trehalosa (pero no de la
glicina betaina y la ectoina) eran necesarios para la estabilizacion eficaz de las enzimas

ensayadas mediante formacidn de enlaces de hidrégeno en macromoléculas.

Las ectoinas han servido como modelo de estudio de estas interacciones gracias a sus
aplicaciones biotecnoldgicas (Lentzen y Schwarz, 2006; Kurz, 2008). Es conocido el hecho de que
la ectoina minimiza la desnaturalizacién que ocurre tras la retirada de las moléculas de agua
haciendo el desplegamiento menos favorable. En un estudio con proteasas, se ha presumido
que la ectoina desplaza el equilibrio plegamiento-desplegamiento hacia las conformaciones
plegadas, preservando parcialmente asi la actividad de estas enzimas (Kolp et al., 2006). Los
grupos de moléculas de agua alrededor de la molécula de ectoina son estables por largos
periodos de tiempo, mucho mas largos que en las mezclas de agua y glicerol, en las que se
desintegran por la difusidn de las moléculas de agua fuera de las esferas (Graf et al., 2008). Los
aspectos termodindamicos de la estabilizacidn proteica por hidroxiectoina se estudiaron
empleando calorimetria diferencial de barrido, con ribonucleasa A bovina como proteina

modelo. Los calculos del nimero de moléculas de agua adicionales que se unen a la ARNasa
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desplegada arrojaron un nimero sorprendentemente bajo en el caso de este osmolito (Knapp
et al., 1999). Es mas, Yu y Nagoka (Yu y Nagaoka, 2004) aportaron unos resultados interesantes
a partir de simulaciones de dindmica molecular realizadas para modelos de mezclas agua-
ectoina alrededor del inhibidor de quimotripsina 2 (ClI2). Segun sus conclusiones, la ectoina
mantiene el agua en la superficie haciendo mas lenta la difusidn alrededor de la proteina; la
desaceleraciéon de la difusion de agua en la superficie de las proteinas deberia ser de origen
microscopico, estando relacionada con la estabilizacién cinética y termodinamica de la

estructura tridimensional de las macromoléculas.

Comparando las diferentes interacciones que se observaron entre Cl2 y un péptido
menor, se demostrd que en el modelo de exclusién pueden influir diferentes parametros (Yu
et al., 2007). Asi, la ectoina juega un papel indirecto en la alteracién de las propiedades del
disolvente y en la modificacién de la estabilidad de las proteinas (Goéller y Galinski, 1999). Sin
embargo, debe sefialarse que una posible coevolucién de las estructuras proteicas con la

composicion celular de osmolitos no ha recibido hasta ahora demasiada atencién.

PROCESOS DE PRODUCCION DE ECTOINAS

La creciente demanda comercial de ectoinas ha provocado la multiplicacion de los
intentos de mejorar su produccion en bacterias. En la Tabla I.1 se muestra un resumen de
diferentes productores microbianos de ectoinas, asi como de las fuentes de carbono y las

condiciones de produccion aplicadas.

Hasta mediados de los noventa no existia ningin método eficaz y optimizado para la
produccién de ectoinas en cantidad suficiente para ser explotado comercialmente, y éstas eran
o bien extraidas de los productores naturales con bajos rendimientos (Sauer y Galinski, 1998) o
(esta era el método predominante) sintetizada quimicamente (Koichi et al., 1991). Para
conseguir un aporte a gran escala de ectoinas que satisficiera los requerimientos industriales,
los métodos de produccidn de ectoinas se han optimizado mediante procesos de alimentacion
discontinua (fed-batch) y choques hipoosméticos (ordefiado bacteriano) (Figura 1.5). La razdn
por la cual se han desarrollado procesos de produccion de ectoinas a partir de bacterias podria
explicarse por la mayor especificidad en la sintesis del producto alcanzada en comparacién con
la sintesis quimica, que generalmente consiste en una serie de reacciones que rebajan el
rendimiento final del proceso y que puede incrementar el nimero de pasos de separacion y

subproductos generados. Estos subproductos tienden a ser quimicamente similares al producto
31



Capitulo |

objetivo, a causa de la baja estereoselectividad de la sintesis quimica, lo que hace los procesos
subsiguientes de purificacién ain mas dificultosos. La regio- y estereoselectividad de una
biotransformacidon enzimatica permite la produccion especifica de los isémeros buscados.
Ademas, los procesos biotecnoldgicos tienden a ser bastante mas respetuosos con el medio
ambiente debido a que se evita el uso de disolventes organicos y de sustancias quimicas toxicas.
Los métodos bacterianos, sin embargo, requieren grandes cantidades de nutrientes y
condiciones de cultivo finamente ajustadas como pH, aireacién y alimentacién de nutrientes
durante la operacion de los fermentadores. Hasta el dia de hoy, se han empleado principalmente
sistemas de produccidén por lotes y de alimentacidn discontinua para la produccidn de ectoinas

(Tablas 1.1, 1.3 y 1.4).

Medio de crecimiento . Agua B. SEPARACION Y PURIFICACION

con altamente salino desionizada

Cromatografia
de intercambio
Acidificacion y catidnico
precipitacion
de proteinas |

Hcl

Conductividad Evaporacion/

cristalizacion

i

PO,
pH
T

Ectoinas

—>

Control del biorreactor
asistido por ordenador

PRODUCTO

Médulo de filtracién cruzada
para retencién celular

Agua de Detector
deshecho

A. PROCESO DE PRODUCCION

Figura I.V. Diagrama general del proceso industrial de bioproduccién de ectoina.
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Ectoina

El “ordefiado bacteriano” es un procedimiento de fermentacién para la extraccion a
gran escala de metabolitos internos. Estos procesos se han descrito en varios microorganismos,
como Escherichia coli (Tsapis y Kepes, 1976), Synechocystis sp. (Reed et al., 1986) y algunas
especies de Halorhodospira (Fischel y Oren, 1993), para la excrecién de solutos internos. En el
caso de la bioproduccién de ectoina, se escogid la bacteria H. elongata debido ciertas
caracteristicas especiales que no se habian encontrado en otras especies, como una tolerancia
amplia a la salinidad (siendo capaz de crecer en medios con un amplio rango de concentraciones
de sal) y especialmente a causa de su capacidad de responder a un choque hipoosmético
mediante una rdpida liberacion de las reservas intracelulares de ectoina para resintetizarlas
después rapidamente al transferir las células a un medio hiperosmético (Figura 1.5). H. elongata
fue usada posteriormente como biofactoria para la produccidn de ectoina (Sauer y Galinski,
1998) (Tabla I.4). De hecho, el primer proceso patentado para la produccién de ectoina con dicha
bacteria correspondié a la firma alemana Bitop AG (Galinski et al., 1994), que usé H. elongata

ATCC 33173 como sintetizador de ectoina.

Sauer y Galinski (Sauer y Galinski, 1998) reportaron el cultivo aerdbico de H. elongata, a
25 °C, en un medio con NaCl 15% p/v (2,57 M). La estrategia consistié en una fermentacién de
alta densidad celular (alcanzando hasta 48 gps/L) en un reactor tanque alimentado, proveyendo
glucosa como fuente de carbono y cloruro de amonio como fuente de nitrégeno (Tabla 1.4 y
Figura I.5). Los choques hipoosmdticos se llevaron a cabo una vez alcanzada una densidad dptica
adecuada. Se uso filtracion tangencial para retener las células, al mismo tiempo que se
reemplazaba el 80% del volumen del medio con agua destilada. Tras una hora para la
recuperacion de la osmolaridad celular interna, se retird y recogié la misma proporcién de medio
conteniendo las ectoinas excretadas, y se reemplazé con el medio salino original, comenzando
asi un nuevo ciclo de sintesis de ectoinas. EIl maximo rendimiento final en ectoina resulté 155

mg/ges (Tabla 1.4).

Se han considerado también especies del género Brevibacterium como factorias
factibles para la produccidn de ectoinas (Tablas 1.1 y I.3). Al igual que con H. elongata, se ha
descrito un método basado en un choque hipoosmético usando la cepa Brevibacterium sp. JCM
6894 (Nagata etal., 2008). A diferencia del método de Sauer y Galinski, los choques
hipoosmaticos se llevaron a cabo centrifugando la biomasa y resuspendiendo los agregados
celulares en agua destilada (Tabla I.4). Sin embargo, el rendimiento en ectoina y la productividad
resultaron menores que los alcanzados en un proceso anteriormente descrito en Brevibacterium
epidermis, que no empled especificamente choques hipoosmaticos, pero en el que se aplicd un
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proceso final de extraccién con agua destilada y etanol (Onraedt etal., 2005) y una
concentracion de sal 1 M. Este es un punto importante, ya que uno de los principales problemas
de este tipo de procesos son los inconvenientes que implica trabajar con altas concentraciones
de sal, principalmente la corrosion del equipamiento y la reduccidon de la velocidad de
crecimiento y de la densidad celular maxima, dando lugar a una menor produccién de ectoina

(Tabla 1.4).

Una forma de esquivar las desventajas de los medios altamente salinos en los procesos
industriales de produccidn de ectoinas podria consistir en el uso de cepas que pudieran sintetizar
este compuesto de forma natural al mismo tiempo que ser capaces de crecer en
concentraciones de sal relativamente bajas. Siguiendo esta estrategia, Zhang et al. usaron una
cepa excretora de ectoinas de Halomonas salina crecida en fermentadores por lotes con NacCl
0,5 M y con glutamato monosddico como fuente de carbono y nitrégeno. Llevaron a cabo
ademas cultivos paralelos de H. elongata DSM 25817, un cepa no excretora de ectoinas a modo
de comparacion. Este estudio sefialé también la aplicacidén potencial de cultivos continuos de

células inmovilizadas o libres para producir ectoina (Zhang et al., 2009).

En la mayoria de microorganismos, la respuesta osmoprotectora implica la formacidn
de mas de un soluto compatible. En las Tablas 1.1 y I.3, se representa en paralelo con la
produccién de ectoinas, la de otros compuestos que también pueden obtenerse, incluyendo
aminodacidos como glutamato, prolina o alanina y otros. Este es el caso del haléfilo Halomonas
boliviensis, para el que se ha descrito un proceso de coproduccién de ectoinas y el biopoliéster
poli(3-hidroxibutirato (PHB). Por tanto, mediante la aplicacién de una fermentacién en un
reactor con alimentacién discontinua, y la recoleccidn secuencial de cada producto, se obtuvo
un rendimiento en ectoina similar o ligeramente superior a los alcanzados en procesos
previamente descritos en los que la ectoina era el Unico compuesto objetivo. Es mds, también
ha sido posible la obtencidon de hidroxiectoina (50 mg/L) en NaCl al 15% (p/v) (Guzman et al.,
2009). M3s recientemente, se han aplicado dos pasos para la produccion de biomasa y ectoina
respectivamente por la misma bacteria. Se investigd la optimizacion de algunos pardmetros de
los nutrientes en cada paso mediante la aplicacién de la metodologia de la superficie de
respuesta. Se obtuvo una concentracion de ectoina de 6 g/L, y la productividad global fue de 9,1
g/L-dia, estando entre las mayores obtenidas hasta entonces (Tabla 1.4) (Van-Thuoc, Guzman,

Quillaguaman, et al., 2010).

Mas recientemente, Fallet et al., (Fallet et al., 2010) usaron un proceso integrado
consistente en dos biorreactores continuos conectados en serie. Esta cascada supero en eficacia
a los procesos reportados hasta el momento para la produccién de ectoinas en términos de titre

34



Capitulo |

y productividad (ver Tabla I.4) y ejemplifica el potencial de la optimizacién de procesos mediante

el cultivo continuo con médulos integrados de procesado posterior del producto.

5-Hidroxiectoina

El derivado hidroxilado de la ectoina, la hidroxiectoina, ha sido también objeto de
interés econdmico, dadas sus caracteristicas bioldgicas especificas que la hacen distinta de otros
solutos compatibles, como su aplicabilidad en la mejora de la termorresistencia de proteinas y
células, y una mayor capacidad de estabilizacion que la ectoina (ver secciones previas). De ahi
que se hayan descrito varios procesos para explotarla de forma eficaz. Las desventajas de la
sintesis quimica de la ectoina resultan incluso mas relevantes en el caso de la hidroxiectoina,
debido a que el grupo hidroxilo afiade otro centro quiral a la molécula, lo que hace la alternativo
biotecnoldgica aln mas interesante. Hasta ahora, el microorganismo explotado con este
objetivo ha sido Marinococcus M52, rindiendo grandes cantidades de hidroxiectoina a partir de
ectoina durante la fase estacionaria del cultivo (Frings et al., 1995). De desarrollé un método de
produccién que implicaba alta densidad celular aplicando alimentacidn exponencial y choques
hipoosméticos para la extraccidn, el cual alcanzé 134,8 mg/gps. Schiraldi et al., (Schiraldi et al.,
2006) mejoré aun mas estos resultados, optimizando la concentracidon de oxigeno disuelto y la
composicion del medio de cultivo y obteniendo un rendimiento en hidroxiectoina maximo. De
este modo, un contenido de oxigeno disuelto superior al 10% durante el cultivo dio lugar a una
acumulacién de hidroxiectoina mas rapida que la de ectoina (alcanzando la hidroxiectoina hasta
1,6 g/L). Ademas, se implementé un nuevo método de extraccion basado en choques
hipoosmadticos acoplados a permeabilizacién térmica para recuperar de la biomasa los
productos deseados, mejorando el paso de extraccidn, y con ello, también la productividad. Sin
embargo, el paso de permeabilizacién no permite la aplicacion de los ciclos de
sintesis/extraccion de ectoina, ya que las células no pueden ser reutilizadas, lo que impone una
limitacion a la optimizacion del bioproceso. Por ultimo, optimizando un cultivo con alimentacion
discontinua en dos pasos del haldfilo H. boliviensis, Van Thuoc et al., (Van-Thuoc, Guzman,
Quillaguaman, et al., 2010) logré una productividad de hidroxiectoina de 2,0 g/L, lo que supone
entre 2 y 5 veces mas que lo alcanzado con Marinococcus M52. Esta productividad de

hidroxiectoina se sitla entre las mas altas reportadas hasta ahora (Tabla 1.4).
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Productores heterdlogos de ectoinas

Paralelamente a todo lo descrito mas arriba, se han llevado a cabo muchos estudios que
incluian expresion heterdloga de las rutas de sintesis de ectoinas en organismos tanto
procariotas como eucariotas (Tabla 1.3). Dos son los objetivos principales que han impulsado
estos estudios, por un lado, los beneficios de transferir resistencia a estrés abidtico a organismos
que carecen de ella de forma natural, con el fin de mejorar algunas propiedades bioldgicas
interesantes, y por otro lado, las ventajas de deshacerse de los inconvenientes que surgen del
uso de medios con alto contenido salino en los procesos industriales de produccién de ectoina.
En este ultimo caso, los procariotas son usados como organismo hospedador de forma casi
exclusiva, debido a que resultan mucho mas adecuados para el escalado sistematico de
bioprocesos y a la disponibilidad de técnicas para su modificacion genética. E. coli es, con
diferencia, el hospedador mas usado, ya que es un organismo modelo de aplicaciones de
ingenieria genética en biotecnologia. En las dos ultimas décadas, E. coli se ha usado como
hospedador para la expresion heterdloga del grupo de genes de sintesis de ectoina (que con
frecuencia aparece de forma natural como un operdn), ectA, ectBy ectC, de diferentes haléfilos
(Figura 1.3). Las fuentes de tales genes mas usadas han sido M. halophilus y el propio C.
salexigens, entre otros (Rajan, Joseph, Thampuran, James, Kumar, Viswanathan, et al., 2008)

(Tabla 1.3).

Los genes de sintesis de ectoinas de M. halophilus son homélogos a los de H. elongata
y C. salexigens, y presentan la misma organizacion en un grupo (ectABC). Fueron clonados y
expresados por primera vez en una cepa de E. coli, a partir de una biblioteca genética (Louis y
Galinski, 1997). E. coli es capaz de crecer en concentraciones de sal de hasta 0,5 M de NaCl en
medio minimo a causa de su capacidad intrinseca de ajustar sus reservas intracelulares de
glutamato potasico y trehalosa. A 0,8 M de NaCl, ya se requieren para el crecimiento solutos
compatibles mas eficientes, como betaina o ectoina, mientras que en concentraciones
superiores a 1 M, incluso los solutos compatibles aportados externamente son incapaces de
hacer posible el crecimiento (Le Rudulier y Bouillard, 1983). Se han seleccionado de una
biblioteca genética clones con una tolerancia osmadtica incrementada, y los genes heterdlogos
alli clonados se fueron identificados como ectA, ectB y ectC, mostrando por tanto, por primera
vez, como un organismo no haldfilo puede expresar genes funcionales de una ruta de estrés
salino. Los clones que llevaban los genes ectABC sintetizaron hasta 1 mmol/gpes a 0,85M de NaCl.
Posteriormente se llevaron a cabo mads estudios de expresion heterdloga de genes de M.
halophilus en E. coli, centrandose en los mecanismos reguladores implicados en la sintesis tanto

de ectoina como de los aminoacidos derivados del aspartato, sin conseguir una expresion
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completa de los genes ectABC en E. coli (Bestvater et al., 2008). La retroinhibicidn y/o represion
por L-lisina, L-treonina y L-metionina, que opera normalmente en E. coli, demostraron ser los
principales mecanismos que impedian a la cepa transformada alcanzar unos niveles
intracelulares de ectoina sintetizada tan altos como los logrados por incorporacion a partir del
medio por la cepa silvestre. Este hecho se demostrd proveyendo a la cepa transformada de E.
coli con una aspartato quinasa desregulada alostéricamente de Corynebacterium glutamicum.
Es mas, la expresidon de los genes ectABC promovio el crecimiento de E. coli en salinidades
superiores a 0,5 M (Louis y Galinski, 1997; Bestvater et al., 2008). Sin embargo, ninguno de
dichos estudios logré una acumulaciéon y excrecion de ectoinas superiores a las de los

productores naturales, como M. halophilus o especies de Brevibacterium.

Por otro lado, la transformacién de E. coli con genes de sintesis de ectoinas de H.
elongata (He et al., 2006) o C. salexigens (Canovas et al., 1997; Schubert et al., 2007) no fue
capaz de hacer crecer a las células hospedadoras en medios altamente salinos, pero se
alcanzaron altos rendimientos de acumulacidn intracelular de ectoina. Los genes de ectoinas de
C. salexigens se introdujeron en una cepa de E. coli empleando un vector controlado por un
promotor tet. Esta cepa transgénica sintetizé 6 g/L de ectoina con un rendimiento temporal de

40 mg/L-h, siendo la mayor parte de la ectoina excretada (Schubert et al., 2007).

También se ha abordado el uso de otras especies hospedadoras, como en el caso de B.
subtilis y C. salexigens DSM 3043 (Kuhlmann y Bremer, 2002; Prabhu et al., 2004). Los genes de
sintesis de ectoinas de una de las principales especies productoras, B. pasteurii, se clonaron en
células de B. subtilis, que sintetizaban prolina como su principal soluto compatible, y la expresion
heterdloga dio lugar a la produccién de ectoina. Otro estudio se centré en la mejora de la
bioproduccion mediante “ordefiado” de hidroxiectoina. Clonando y expresando thpD, el gen
codificante de ectoina hidroxilasa de Streptomyces chrysomallus en C. salexigens, se consiguid
un 100% de conversion en hidroxiectoina de la ectoina producida de forma natural (Prabhu
et al., 2004). Esto permitié la produccién de ectoina a una menor concentracién de sal (1,7 M
de NaCl), aunque no se informé del rendimiento absoluto en produccién de hidroxiectoina. Debe
destacarse que este es el Unico ejemplo de produccién heteréloga de hidroxiectoina descrito en
la bibliografia. De hecho, la cepa no modificada Marinococcus M52 continda siendo la opcién

preferida para la produccidn a escala industrial de hidroxiectoina.
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Tabla I.3. Caracteristicas de los productores heterdlogos.

Localizacion de los

Aumento del rango

Hospedador Origen Genes e e Rendimiento de salinidad Referencia
Escherichia coli MarlnoFoccus ectABC, orfA! Plasmido iz De 0,51a0,86 M (Louis y Galinski, 1997)
halophilus
L , Chromohalobacter . .
Escherichia coli salexigens DSM 3043 ectABC Plasmido ND ND (Cénovas et al., 1998)
Bacillus subtilis Bacillus pasteurii ectABC Genoma ND ND (Kuhlmann y Bremer, 2002)
Chromohalobacter Streptomyces P " S
salexigens DSM 3043 crysomallum thpD Plasmido 100 ND (Prabhu et al., 2004)
Escherichia coli DH5a. Halomonas sp. BIS-1 ectABC Plasmido 0,0032 ND (He et al., 2006)
Nicotiana tabacum Mar/no.coccus ectABC Plasmido ND De0,1 300’3 M(a (Rai et al., 2006)
halophilus 25°C)
e , Chromohalobacter .. .
Escherichia coli DH5a. salexigens DSM 3043 ectABC Plasmido 1,9 ND (Schubert et al., 2007)
Escherichia coli DH5a MarlnoFoccus ectABC Plasmido 0,42 De0,51a0,86 M (Bestvater et al., 2008)
halophilus
Escherichia coli Bacillus halodurans ectABC Plasmido 63 ND (Rajan et al., 2008)

1. orfA no esta relacionado con el metabolismo de ectoinas.
2. mmol de producto/gramo de pesoo seco.

3. mg/mL de producto (no se determind la biomasa).
4. Porcentaje de conversion de ectoina en hidroxiectoina, el rendimiento absoluto no se determiné.
5. El organismo hospedador es halotolerante.
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SISTEMAS DE PRODUCCION

El primer paso que hay que tomar antes de la instalacién de una bioproduccién industrial
es escoger el sistema de produccién, en este caso el microorganismo productor de
ectoina/hidroxiectoina. Dicho sistema ha de cumplir algunos requerimientos basicos que han de
ser analizados previo al disefio del proceso. La temperatura de crecimiento y el pH no han de ser
muy extremos, ya que impondria severas restricciones en el escalado, afectando probablemente
al equipamiento usado. El microorganismo productor podria ser un productor natural de ectoinas
o podria ser una cepa disefiada por ingenieria genética a partir de un microorganismo no haldfilo.
Se prefieren los microorganismos aerobios, ya que la respiracién rinde mucha mas biomasa.
También ha de tenerse en cuenta una concentracidn de sal éptima para la sintesis de ectoinas,
dados los inconvenientes que imponen los medios altamente salinos, como se ha explicado

previamente.

Como las ectoinas son osmoprotectores, normalmente se acumulan en el citoplasma con
el fin de compensar la osmolaridad externa, lo que implica la necesidad de un proceso adecuado
de extraccién. La aplicabilidad del método de “ordefiado” empleado generalmente en la
extraccién de ectoinas también esta condicionada por el sistema de produccién escogido. Las
bacterias Gram negativas son mucho mas sensibles a cambios en la salinidad externas, y la tasa
de supervivencia depende del modo en que se aplique el choque hipoosmatico, especialmente
de los cambios en el rango de salinidad. Por otro lado, las bacterias Gram positivas soportan los
cambios osméticos mucho mejor que las Gram negativas a causa de su rigida pared celular, pero
no excretan los solutos compatibles acumulados intracelularmente al ser sometidas a un
tratamiento de choque hipoosmdtico, como es el caso de Marinococcus sp. M52 (Frings et al.,
1995). En consecuencia, el cambio de medio y el choque hipoosmético se usan normalmente en
Gram negativas para expulsar ectoinas, mientras que en Gram positivas se requiere el desalado

del medio previo a la extraccidn de ectoinas por otros métodos.

Este proceso de “ordefiado” impone algunas restricciones en el desarrollo y la eficacia del
proceso, y complica el procesado posterior del producto. Es por eso que se desea el uso de un
microorganismo capaz de excretar ectoinas sin requerir cambios en la osmolaridad externa. Con
tal fin, muy probablemente sea esencial el uso de un microorganismo no haléfilo. Un ejemplo
exitoso de esto fue E. coli llevando los genes del grupo ectABC de C. salexigens (Schubert et al.,

2007).

Como se ha dicho mas arriba, existen dos tipos principales de sistemas de produccion

adecuados para abordar la bioproduccién de ectoina: microorganismos no haléfilos portadores
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de genes heterdlogos de sintesis de ectoina, y productores naturales (haldfilos), cultivados en
condiciones dptimas para la acumulacion de ectoina. Dependiendo de cual de los dos sistemas de
produccién se escoja, pueden surgir diferentes ventajas o inconvenientes especificos, que
condicionen el establecimiento posterior del sistema de reaccidn. A lo largo de las secciones
previas, se han dado muchos ejemplos de productores de ectoina tanto naturales como
modificados genéticamente. En la mayoria de los casos, los productores naturales mostraron
mayores niveles de acumulacién de ectoinas, en parte a causa de la ausencia de los cuellos de
botella metabdlicos impuestos por el metabolismo central del organismo hospedador para el
funcionamiento de la ruta de sintesis heteréloga, como se demostré en el caso de E. coli
(Bestvater et al., 2008). Ademas, el uso de organismos heterdlogos implica ciertos inconvenientes
derivados del uso de plasmidos como vectores génicos que, hasta ahora, es la opcidn mas comun
a la hora de general microorganismos heterdlogos sintetizadores de ectoina. El desarrollo de
medios de cultivos adecuados y de las estrategias de alimentacidn, permitiendo una produccidn
y recuperacién éptimas de ectoina al mismo tiempo que se mantiene el cultivo de alta densidades

son algunos de las mayores dificultades para muchas bacterias haldfilas.

Otra estrategia factible, a medio camino entre estas dos, es la mejora de microorganismos
haldfilos mediante cepas mejoradas. Un ejemplo de esto son células de H. elongata portando el
gen thpD de Streptomyces crysomallum para la mejora de la sintesis de hidroxiectoina (Prabhu
et al., 2004). Sin embargo, la mayoria de los procesos escalables para la produccion de ectoinas
descritos hasta ahora, emplean productores naturales y técnicas de “ordefiado”. Por tanto, aln
son necesarios mayores esfuerzos en la mejora de cepas y en la generacidon de productores
haldfilos y recombinantes no haléfilos éptimos con el fin de incrementar la productividad y

esquivar las desventajas de los bioprocesos clasicos.

SISTEMAS DE REACTOR

De acuerdo con las caracteristicas especificas del sistema de produccion escogido, debe
escogerse una configuracion adecuada del reactor que permita una ejecucién adecuada del
proceso de produccién. Dado que el principal papel de las ectoinas es compensar la osmolaridad
externa acumuldndose intracelularmente, las células deben sintetizarlas constantemente durante
el crecimiento, aunque se acumulan especialmente una vez que se alcanza la fase estacionaria del
cultivo. Por tanto, para una alta produccién de ectoinas es importante lograr una alta densidad
celular en el fermentador. Los cultivos de alta densidad celular (HCDC por sus siglas en inglés) son

un tipo de fermentacién que aspira a alcanzar la mayor densidad de biomasa posible. Estas
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técnicas se han aplicado durante mucho tiempo para la bioproduccidn de antibidticos, proteinas
recombinantes, metabolitos, polimeros, etc., principalmente en levaduras y mesdfilos (Obdn
et al., 1997; Riesenberg y Guthke, 1999; Canovas et al., 2003; Shiloach y Fass, 2005; Bernal et al.,
2007), y mas recientemente (desde principios de los afios noventa) también en algunos tipos de
extremofilos, entre ellos varios haldfilos (Schiraldi y de Rosa, 2002). Las mayores densidades
celulares alcanzadas en HCDC optimizados varian ampliamente dependiendo de la naturaleza del
microorganismo cultivado. Los HCDC tradicionales de meséfilos y levaduras suelen alcanzar entre
100 y 250 g/L (Riesenberg y Guthke, 1999), mientras que esos valores en haldfilos son
normalmente menores. En el caso especifico de los productores de ectoinas, se encuentran en el
rango de 40 a 60 g/L (Tabla 1.4) (Frings et al., 1995; Sauer y Galinski, 1998; Onraedt et al., 2005;
Schiraldi et al., 2006; Guzman et al., 2009; Van-Thuoc, Guzman, Quillaguaman, et al., 2010; Fallet
etal., 2010).

Es ampliamente conocido que los reactores de alimentacién discontinua permiten
alcanzar mayores niveles de biomasa maxima que los reactores por lotes, ya que la limitacién del
crecimiento a causa del agotamiento de algunos componentes esenciales del medio se evita
afiadiendo periédicamente alimentacion con o bien medio fresco o nutriente(s) seleccionado(s).
Mads aln, el rendimiento en biomasa puede mejorarse ain mas aplicando filtracién tangencial
para sustituir el medio de crecimiento por otro fresco, deshaciéndose asi de los metabolitos
excretados como ciertos acidos organicos, que inhibirian el crecimiento. La mdxima densidad
celular alcanzable con un determinado microorganismo depende fuertemente de las condiciones
de cultivo, es decir, del pH, la aireacidn, la composicion del medio y la temperatura (Riesenberg y
Guthke, 1999; Shiloach y Fass, 2005). Para la mayoria de los procesos descritos hasta ahora en la
bibliografia hubo que optimizar varios de estos pardmetros para incrementar los niveles de
biomasa maxima. Como se discute mas arriba, la temperatura y el pH raramente alcanzan valores
extremos, y por tanto, son normalmente faciles de controlas y escalar. En el caso de los
microorganismos aerobios, a altas densidades celulares se requiere un mayor aporte de oxigeno,
y han de aplicarse altas velocidades de agitacion y aireaciéon. Sin embargo, en las etapas finales de
los cultivos de alimentacion discontinua, cuando se alcanza la maxima densidad celular, es mucho
mas dificil mantener tal aireacién (Riesenberg y Guthke, 1999). Este hecho puede resultar critico
en algunos casos, especialmente en aquellos en los que la aireacion afecta directamente a la
velocidad de sintesis del producto. Este fue el caso de la produccién de hidroxiectoina por
Marinococcus sp. M52 (Schiraldi et al., 2006). A un determinado valor de pO,, la proporcién de
las sintesis de hidroxiectoina/ectoina fue constante durante la fase exponencial, y se incrementd
en la fase estacionaria. El incremento del oxigeno disuelto (pO-) en el medio de cultivo permitié

aumentar mas aun la proporcién de sintesis de hidroxiectoina en la fase exponencial del cultivo.
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El rendimiento de los HCDC también se ve afectado por la composicidon del medio de
cultivo. Las fuentes de carbono y nitréogeno pueden inhibir el crecimiento a altas concentraciones,
y otros nutrientes y sales pueden precipitar. Por esta razén, HCDC con alimentacidn discontinua
emplean diferentes estrategias de aporte semicontinuo de medio fresco durante el proceso, para
mantener la concentracion de nutrientes en un rango de concentraciones adecuado (Frings et al.,
1995; Schiraldi et al., 2006). En muchos casos, la composicidon del medio ha de optimizarse para
la maxima produccion de ectoinas. Normalmente se usan sales de amonio como fuente de
nitrégeno y glucosa como fuente de carbono y energia (Tabla 1.4). Para la sintesis dptima de
hidroxiectoina en cultivos de Marinococcus sp. M52 se ajusté la proporciéon peptona de
pescado/glucosa, y para B. epidermis se usé glutamato de sodio como fuente tanto de carbono

como de nitrégeno (Tabla 1.4) (Onraedt et al., 2005).

En algunos casos, se acoplaron dos o mas reactores con el fin de optimizar separadamente
los procesos de crecimiento celular y de bioproduccion. Una estrategia util es la aplicacion de un
proceso de alimentacion discontinua para la obtencién de una alta masa celular en una primera
etapa, y tras un paso de filtracidn, transferir las células a un segundo reactor con alimentacién
discontinua con medio fresco en el que tiene lugar la sintesis/excrecion del producto. Esta
estrategia es especialmente Util cuando las condiciones para un crecimiento éptimo son distintas
de las necesarias para una sintesis dptima del producto. Se ha aplicado para la produccién de
ectoina (Van-Thuoc, Guzman, Quillaguaman, et al., 2010; Van-Thuoc, Guzman, Thi-Hang, et al.,

2010), y para la obtenciéon simultanea de ectoina y poli(3-hidroxibutirato) (Guzman et al., 2009).

Aunque los reactores de alimentacién discontinua son los escogidos normalmente para
los HCDC, existen otras opciones que pueden aportar otras ventajas. Los reactores continuos
permiten un control fino de variables que no puede llevarse a cabo en cultivos discontinuos, y
permiten alcanzar un estado estacionario metabdlico/fisiolégico, lo que favorece la
reproducibilidad. En reactores continuos estandar, la biomasa maxima es menor que en los
reactores de tipo discontinuo, debido a la pérdida continua de células en la salida del reactor. Sin
embargo, se pueden alcanzar altas densidades celulares acoplando un sistema de retencién, como
la filtracién tangencial, o mediante inmovilizacidn celular (Riesenberg y Guthke, 1999; Obdn et al.,
1999; Canovas et al., 2003; Shiloach y Fass, 2005). Este sistema se ha aplicado recientemente en
la produccién de ectoina por C. salexigens DSM 3043 en un sistema de dos reactores continuos
acoplados, el primero de ellos dedicado a la obtencién de masa celular, y en el segundo, el medio
con alta densidad celular del primero se sometia a un choque osmodtico con medio hipotdnico
para liberar las ectoinas sintetizadas (Fallet et al., 2010). Hasta la fecha, este es el Unico caso de

un proceso de produccidn de ectoina con reactores continuos. La excelente productividad
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reportada por estos autores fomenta nuevas investigaciones en el desarrollo de sistemas de

cultivo continuos para la produccién de solutos compatibles.

La principal ventaja del proceso de “ordefiado” es que permite la extraccion del producto
deseado de forma repetida, sin una pérdida significativa de la viabilidad celular. Aun asi, como se
ha explicado, es aplicable Unicamente a microorganismos Gram negativos. De hecho, el choque
hipoosmdtico es ampliamente utilizado como procedimiento de extraccién en muchos procesos
de produccion de ectoinas (Sauer y Galinski, 1998; Nagata et al., 2008; Van-Thuoc, Guzman,
Quillaguaman, et al., 2010; Fallet et al., 2010). En el caso de las bacterias Gram positivas, el medio
de cultivo se cambia por agua destilada, seguido de una extraccidon con disolventes organicos
(generalmente, metanol o etanol) para una separacién completa de las ectoinas (Frings et al.,
1995; Onraedt et al., 2005). Para evitar el uso de disolventes organicos en la extraccion, se ha
descrito un método de permeabilizacion térmica, usando Unicamente agua destilada como medio
de intercambio (Schiraldi et al., 2006). El inconveniente principal de estos métodos de
extraccion/permeabilizacion es que las células no se pueden reciclar y devolver al reactor, lo que
hace disminuir la productividad final del proceso. Ademas, la clase de método de recuperacion
utilizado tiene un gran impacto en las operaciones posteriores de concentracién y purificacién del
producto. Mientras que los choques hipoosmodticos con agua destilada permiten una mejor
retirada de las sales antes de la extraccion con disolventes orgdnicos o mediante permeabilizacidn
térmica, muy frecuentemente, estos choques deben llevarse a cabo en presencia de una
concentraciéon minima de sal para mantener las células viables. Por tanto, es producto asi
obtenido ha de ser desalado posteriormente durante la purufucacion (Sauer y Galinski, 1998; Van-
Thuoc, Guzman, Quillaguaman, et al., 2010; Fallet et al., 2010). En los procesos industriales, las
operaciones de separacion y purificacidén vienen acopladas a la etapa de “ordefiado” o extraccién.
Si el proceso de ordefiado se ha empleado para la extraccion, el desalado y concentracién se
realizan con técnicas cromatograficas, como resinas de intercambio catidnico o de retardo idnico
(Sauer y Galinski, 1998). Por otro lado, la extraccién de ectoina con disolventes organicos arrastra
muchos mas contaminantes, como sales y metabolitos y proteinas celulares, y hace necesarios
varios pasos de purificacion adicionales (centrifugacion/filtracién) (Frings et al., 1995; Onraedt

et al., 2005), lo que plantea nuevas restricciones al desarrollo del proceso.
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Tabla l.4. Sistemas de reactor usados para la produccién de ectoinas.

Productivi Biomasa 2
. . Rendimien- .. Sistema de Extraccion del Fuente de de ectoinas .
Microorganismo Producto Subproductos dad maxima [Nacl] Referencia
to (mg/ges) (g/L-dia) &/L) reactor producto carbono tras el
& & choque
Choque Glutamato
Brevibacterium , hipoosmético, sodico y
Ect 160 2 50 Fed-batch ! 1M 509 (o] dt et al., 2005
epidermis DSM 20659 ctoina ed-batc extraccion con extracto de % (SlIEEEECEC )
etanol levaduras
. . L, Polipeptonay
Brevibacterium sp. Ectoina 150 0,34 X Discontinuo Extraccion con extracto de 2M 50% (Nagata et al., 2008)
JCM 6894 agua
levaduras
na Glucosa y
Firmicutes Hidroxiectoina Glutamato 135 1,21 56 FEd_b?tCh_ Extraccion con peptona de 1,71 M 0% (Frings et al., 1995)
Discontinuo® metanol
pescado
Discontinuo- Permeabilizaci Glucosay
Marinococcus sp. M52 Hidroxiectoina 70-80 0,8-0,9 45 s peptona de 1,54 M 0%?° (Schiraldi et al., 2006)
Fed-batch?® 6n térmical!
pescado
Conti
Chromohalobacter Ectoina, 540 (Ect) 32,5 (Ect) 61 othSnucoiéc:n Choques Glucosa 1.84 M 95% (Fallet, Rohe, y Franco-lara,
salexigens DSM 3043 hidroxiectoina 400 (H-Ect) 17,5 (H-Ect) celular hipoosmaticos ’ ? 2010)
Escherichia coli DH5a. Ectoina 270 0,96 22 Discontinuo E)jzl;eéz:iuc;azor Glucosa om - (Schubert et al., 2007)
L N Glucosay
B e S Ectoina, PHB Hidroxiectoina 170 3,4 33,5 e ELEC P’erm’eab.llzaa glutamato 21,3% M 95% (Guzman et al., 2009)
DSM 15516 dos pasos 6n térmica' Ao
sédico
. Glucosay .
Ectoina, 154 (Ect) 9,1 (Ect) Fed-batch en Choques (Van-Thuoc, Guzman,
PHB? 62,4° lut t 25,5% M 759
hidroxiectoina 36 (H-Ect) 2,0 (H-Ect)® ’ dos pasos hipoosméticos gsl:,)::;f ! % Quillaguaman, et al., 2010)
Halomonas elongata . . . q 4 5 Discontinuo- Choques o s
DSM 142 Ectoina Hidroxiectoina 1553 5,34,1,3 48 Fed-batch sz Glucosa 2,57 M 90% (Sauer y Galinski, 1998)
Halomonas salina , o . . . Glutamato
DSM 59280 Ectoina 3585, 220 7,9 19,4 Discontinuo Excretado sédico 0,5M - (zhang et al., 2009)
X =no se informa. 9. La densidad celular méxima fue 78,6 g/L, y se alcanz6 en NaCl 2,12 M en el segundo fed-batch.
1. Transformada con el plasmido pASK con el operdn ectABC de C. salexigens DSM 3043. 10. Con un cambio de medio, durante el fed-batch.
2. La produccién de PHB aumentd con cada ciclo de extraccién por choque hipoosmatico. 11. La temperatura dptima de permeabilizacion fue 55 °C.
3. En mg/ges-ciclo. 12. Para favorecer la produccion de PHB, se dejé de proveer glutamato desde el principio del segundo fed-
4. Calculado para todo el proceso hasta el primer ciclo de extraccion. batch.
5. Calculado para todo el proceso hasta el novena ciclo. 13. Sélo se proveyd glutamato en el primer fed-batch.
6. Contenido total de ectoina. 14. La concentracién de sal que se da es la del segundo fed-batch, la del primero fue 0,77 M.
7. Ectoina excretada.8. La productividad maxima de hidroxiectoina fue 5,7 g/L-dia, y se alcanzd en NaCl 15. El choque hipoosmdtico se hizo a temperatura ambiente. Se obtuvo un 100% de extraccién con

3,15 M en el segundo fed-batch. permeabilizacion térmica.
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PERSPECTIVAS

En general, las metodologias actuales para la producciéon a gran escala de ectoinas
implican cultivos de alta densidad celular con alimentacidn discontinua y “ordefiado bacteriano”
para la extraccion (Tabla 1.4). Estos bioprocesos se ven afectados por numerosos inconvenientes

gue estan aun por resolver.

Dado que la alta salinidad requerida en la mayor parte de los procesos descritos hasta
ahora (hasta 2,5 M, Tabla I.1) puede afectar al equipamiento usado para el cultivo y a los
procesos de separacidn y purificacidon posteriores, el principal objetivo deberia centrarse en la
identificacion de nuevas cepas naturales productoras de ectoinas o el desarrollo de nuevos
biocatalizadores capaces de producir ectoinas en concentraciones de sal bajas o moderadas.
Ademas de esto, las células deberian poder crecer hasta altas densidades y los procesos
deberian ser adaptables a los escalados demandados por la produccidn industrial. También
qgueda espacio para la mejora de las operaciones de separacién y purificacion. Recientemente,
el desarrollo de un procedimiento para extraccién de ectoina mediante permeabilizacién celular
ha puesto de manifiesto las ventajas de técnicas mas respetuosas con el medio ambiente
(Schiraldi et al., 2006). Y ademas, puede ya preverse la mejora del ordefiado bacteriano o incluso

el desarrollo de cepas excretoras de ectoina (Zhang et al., 2009).

Es posible que la siguiente generacidn de tecnologias se centre en cepas productoras de
ectoinas que puedan usar fuentes de carbono baratas. Un ejemplo podria ser tecnologia basada
en CO; (fotétrofos) o CH4 (metandtrofos). Se han reportado varios casos de productores de
ectoinas fotétrofos y metandtrofos. Resulta muy interesante explorar el potencial tecnoldgico
de estos cultivos, ya que tales tecnologias podrian ser beneficiosas para el medio ambiente si

estan ligadas a la mitigacidon de CO; o CH..

Como se ha dicho mas arriba, aln se necesitan mayores esfuerzos para mejorar las
estrategias de cultivo microbiano a gran escala, particularmente para microorganismos
extremofilos. Una mayor eficiencia en la produccidn de biomasa dependera de la capacidad para
redirigir flujos metabdlicos para optimizar el crecimiento y para adaptar las estrategias de cultivo
actuales de manera que cumplan con las necesidades microbianas mediante el control de
pardmetros como la agitacién, pH, salinidad y aireacién. Se necesita una mejor descripcion del
metabolismo central de las cepas productoras, poniendo especial interés en la capacidad de usar
la fuente de carbono para la generacién de energia y componentes metabdlicos basicos, vy al
mismo tiempo, una sintesis equilibrada de ectoinas. Con el fin de mejorar la eficacia metabdlica,

los ciclos futiles y los mecanismos de del metabolismo overflow deben de poder ser descritos,
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entendidos y minimizados. Asimismo debe de profundizarse en el conocimiento de los
mecanismos reguladores implicados en el control coordinado de ectoinas y aminodcidos de la
familia del aspartato, asi como en la identificacién de cuellos de botella metabdlicos que deban
ser objetivo de ingenieria genética. Todo esto implicard una caracterizacion bioquimica

exhaustiva de las enzimas implicadas y de su regulacién por producto.

Para terminar, se necesita abordar estas tareas desde la perspectiva de la Biologia de
Sistemas para la comprensién del proceso de produccion de ectoinas, que describa la conexidn
entre las rutas biosintéticas con el metabolismo central. La base para la identificacién de nuevas
estrategias de optimizacidén seran los modelos metabdlicos que describan la actividad de las
cepas. Un modelo que comprenda tanto el metabolismo como el reactor, y que conecte la
macrocinética del reactor con la microcinética celular, deberia mostrar puntos de control a
niveles macroscopicos (operaciones en el reactor) y microscopicos (moleculares) en los que se

pueda incrementar la conversién y la productividad.

CONCLUSIONES

En esta revision, se han discutido los usos actuales y la importancia de las ectoinas,
desde la proteccién y estabilizacion de proteinas y acidos nucleicos hasta su papel como
terapéutico para ciertas enfermedades evitando dafios a células completas y pérdida de
viabilidad. El gran numero de aplicaciones identificadas hasta ahora, junto con algunas nuevas
que se prevén para los proximos afios, llevara de forma segura a un crecimiento de la demanda
mundial de ectoinas. En los ultimos afios, este hecho ha dado lugar a la multiplicacién de

intentos de mejorar la produccién con bacterias.

Las metodologias actuales para la produccién de ectoinas a gran escala surgen de
estudios iniciales fundamentales de su papel en la osmoproteccidén microbiana. Los ingenieros
de bioprocesos han desarrollado metodologias escalables para el cultivo industrial de
microorganismos haléfilos y para la recuperacion de estos solutos compatibles. Hasta ahora, los
esfuerzos de laingenieria molecular para la generacion de productores mesoéfilos recombinantes
no han tenido demasiado éxito. Con el fin de desarrollar nuevos procesos mas eficientes, han de
disefarse nuevas estrategias, y la Ingenieria Metabdlica y la Biologia de Sistemas son
herramientas de gran valor para abordar de una forma racional el desarrollo de
microorganismos mejorados. Por tanto, se prevé una cooperacidbn mas estrecha entre

investigacion fundamental e investigacidn aplicada.
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OBJETIVOS

El objetivo fundamental de esta Tesis es el que queda recogido en su titulo, es decir,
analizar las caracteristicas globales mas significativas del metabolismo de C. salexigens, y su
relacidn con las adaptaciones que ha desarrollado este haléfilo para mantener la homeostasis
celular en un rango de salinidades amplio. Se busca ademas aprovechar este conocimiento
para estudiar las condiciones dptimas de cultivo que permitan mejor las estrategias de
produccién de ectoinas. Para un problema de estas caracteristicas se debe partir de un
enfoque doble: por un lado recopilar y analizar la informaciéon disponible en recursos
bibliograficos e informaticos (anotacidon gendmica, bases de datos genéticos y metabdlicos
publicas...), y con base en este conocimiento dirigir la planificacidon del trabajo experimental.

Este objetivo amplio puede desglosarse en los siguientes objetivos subordinados:

1. Recopilar la informacién genética y metabdlica de C. salexigens disponible en la
anotacién gendmica, y bases de datos metabdlicas, para obtener una imagen del
metabolismo central previa que ayude a disefiar los experimentos planteados en los
objetivos siguientes. Se hara hincapié en el analisis de las rutas del metabolismo de
las fuentes de carbono y nitrégeno y las rutas relacionadas con la produccién de
solutos compatibles (Capitulo lll).

2. Analizar el metabolismo de C. salexigens a diferentes salinidades. Determinar los
principales flujos extracelulares a diferentes salinidades: sintesis de biomasa,
ectoinas, consumo de fuente de carbono (glucosa), consumo de fuente de nitrégeno
(amonio), y excrecién de productos secundarios (acidos organicos) (Capitulo II).

3. Determinar flujos de carbono intracelulares a diferentes salinidades. Se emplearan
fuentes de carbono marcadas isotdpicamente que permitan identificar la
contribucién individual al flujo metabdlico de rutas paralelas. Se analizard Ia
topicidad de las principales rutas de interés, estableciéndose la contribucién de cada
una de ellas a la incorporaciéon de la marca a los productos metabdlicos que se
puedan analizar. Se hard hincapié en las rutas relacionadas con el consumo de la
fuente de carbono y en la formacién de precursores biosintéticos de ectoinas.
(Capitulo 111).

4. Estudiar el efecto de la composicion del medio sobre el crecimiento, la sintesis de
ectoinas y la excrecién de productos secundarios, en particular de la proporcién de
fuentes de carbono y nitrégeno en el medio, y del efecto del tipo de fuente de

nitrégeno utilizada. (Capitulo 1V).
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Aplicar la informacidn obtenida del objetivo 4 para diseflar una composicién de
medio de cultivo y una estrategia de cultivo dirigidas a maximizar la produccién de
biomasa y ectoinas y minimizar la produccién de productos secundarios. (Capitulo
Iv).

Analizar la fisiologia de C. salexigens durante el consumo de fructosa como fuente
de carbono y compararla con el consumo de glucosa. Analizar el efecto de la fuente
de carbono sobre el crecimiento, la produccién de ectoinas y la excrecion de acidos
organicos. (Capitulo V).

Identificar las rutas de consumo de la fuente de carbono basado en la informacién
disponible en bases de datos; demostrar experimentalmente y cuantificar la
contribucion de estas rutas para la fisiologia celular. Asignar algunos de los pasos

enzimaticos clave de las rutas empiricamente. (Capitulo V).
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CAPITULO 1lI

La relacidon entre metabolismo central y
osmoadaptacion en Chromohalobacter

salexigens

Este capitulo es una adaptacion del siguiente trabajo:

Pastor J M, Bernal V, Salvador M, Argandofia M, Vargas C, Csonka L N, Sevilla A, Iborra J L, Nieto J J,
Canovas M.
“Role of central metabolism in the osmoadaptation of the halophilic bacterium Chromohalobacter
salexigens”

The Journal of Biological Chemistry 2013;288:17769.
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RESUMEN

La osmoadaptaciéon bacteriana implica la acumulacién en el citoplasma de solutos compatibles
para contrarrestar la osmolaridad extracelular. La bacteria halotolerante y haldfila
Chromohalobacter salexigens es capaz de crecer en concentraciones de NaCl de hasta 3 M en
medio minimo gracias a la sintesis de novo de ectoinas. Esta ruta de sintesis estd
osmorregulada, y su funcionamiento sobrecarga las rutas del metabolismo central retirando
gran cantidad de intermedios metabdlicos del ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT). En
consecuencia, el metabolismo de C. salexigens se ha adaptado para sostener esta ruta
biosintética, siendo mas eficiente a alta salinidad que a baja salinidad, como ponen de
manifiesto el menor consumo de glucosa, menor acumulacién de subproductos , y un mayor
rendimiento en biomasa. A baja salinidad, se acumulan extracelularmente productos
secundarios (principalmente gluconato, piruvato y acetato). Empleando [1-!3C]-, [2-13C]-, [6-
13C]- y [U-B3C¢]glucosa como fuente de carbono, se logré determinar qué rutas del
metabolismo central estan implicadas en la sintesis de ectoinas a partir de glucosa. C.
salexigens utiliza la ruta de Entner-Doudoroff con preferencia sobre la ruta glucolitica estandar
para el catabolismo de la glucosa, y la actividad anaplerdtica es alta para reponer los
intermedios del CAT que se retiran para la sintesis de ectoinas. Las razones entre flujos
metabdlicos a alta y baja salinidad resultaron similares, lo que revela cierta rigidez metabdlica,
debida probablemente a la especializacion en sostener altos flujos de biosintesis, y explica en
parte por qué los rendimientos metabdlicos se ven tan afectados por la salinidad. Este trabajo
representa una importante contribucién para la elucidacion de las adaptaciones metabdlicas

especificas en bacterias acumuladoras de solutos compatibles.
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INTRODUCCION

En los microorganismos haléfilos el crecimiento requiere unos niveles de
concentracion salina relativamente altos. Debido a la diversidad de ambientes en los que
pueden desarrollarse, estos microorganismos tienen fisiologias muy variadas. La diversidad
metabdlica de los microorganismos haldfilos y halotolerantes se halla condicionada por la
adaptacion a nichos ambientales especificos (un caso muy evidente es el de las bacterias
alcaldfilas, metandfilas o termofilicas) asi como por los mecanismos de osmoadaptacién que
han desarrollado para enfrentarse a la salinidad (Cayol et al., 2000; Oren y Mana, 2003;
Trotsenko y Khmelenina, 2002). Como consecuencia de todo ello, las rutas metabdlicas que

escogen para la asimilacidn de las fuentes de carbono son igualmente diversas.

Globalmente, las diferentes estrategias de osmoadaptacion se pueden clasificar en dos
tipos principales. Las arqueas aerobias extremadamente haldfilas, bacterias fermentadoras
haldfilas y la bacteria haldfila extrema Salinibacter ruber emplean la estrategia “salt-in”,
consistente en la acumulacidn de iones K* y CI" en el citoplasma bacteriano (Oren, 1999; Oren
et al., 2002; Roberts, 2004). Una mayor variedad de organismos, entre ellos todas las bacterias
mesdfilas, algas haldfilas, arqueas metandgenas haldfilas y bacterias aerobias halotolerantes y
haldfilas, emplean la estrategia “organic solutes-in”, que implica la acumulaciéon de solutos
organicos compatibles (Severin et al., 1992). Entre las eubacterias haléfilas que emplean la
estrategia “organic solutes-in” es mas frecuente una aerobiosis estricta debido a que la sintesis
de solutos compatibles es un proceso energética y metabdlicamente muy costoso (Ventosa
et al.,, 1998). Quimicamente, los solutos compatibles se pueden clasificar en unas pocas
familias de compuestos: azlcares (sacarosa y trehalosa), polioles (glicerol, glucosilglicerol,
manosilglicerol y arabitol, entre otros), aminoacidos (glutamina y derivados, prolina, alanina),
aminas cuaternarias (betainas y colina) y ectoinas (ectoinas y B-hidroxiectoina). La ectoina es
uno de los solutos compatibles mdas ampliamente distribuidos. Muchas especies productoras
de ectoina sintetizan al mismo tiempo cantidades menores de hidroxiectoina (Pastor et al.,
2010). Cuando estan presentes en el medio de crecimiento, tanto estos compuestos como sus
precursores pueden ser incorporados del mismo. Cuando las células han de crecer en medios
carentes de solutos compatibles, estos compuestos sélo pueden acumularse tras una sintesis

de novo (Vargas et al., 2008).

Chromohalobacter salexigens DSM 3043 (anteriormente Halomonas elongata DSM
3043) es una y-proteobacteria de la familia Halomonadaceae (Arahal etal., 2001). Esta
bacteria es capaz de crecer en uno de los rangos de salinidad mas amplios encontrados en la
naturaleza (Canovas et al., 1997; Arahal et al., 2001). En C. salexigens, la osmoadaptacion se
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consigue principalmente mediante la acumulacién de ectoina e hidroxiectoina (Vargas et al.,
2008). La ruta de sintesis de ectoinas se establecid a partir de estudios realizados en C.
salexigens y Halomonas elongata (Peters y Galinski, 1990; Eisenberg, 1991; Canovas et al.,

1999; Prabhu et al., 2004; Garcia-Estepa et al., 2006).

La disponibilidad de la secuencia completa del genoma de C. salexigens (Copeland
etal.,, 2011) plantea una oportunidad para comprender las caracteristicas metabdlicas
especificas de este microorganismo haléfilo y de la relevancia de éstas para la
osmoadaptacion. Durante el crecimiento normal, los flujos metabdlicos se dirigen de forma
sustancial hacia rutas biosintéticas, retirando metabolitos intermediarios del metabolismo
central. Por ello es crucial una eficacia y acoplamiento perfectos de las rutas metabdlicas que
conectan las fuentes de carbono con los productos finales (en nuestro caso, los solutos
compatibles). Existen dos rutas principales para el catabolismo de azlcares hacia piruvato: la
glucdlisis (ruta de Embden-Meyerhof) (EM) y la ruta de Entner-Doudoroff (ED) (Werner et al.,
2010). La importancia fisioldgica de dichas rutas para el crecimiento de C. salexigens no se
conoce aun (Werner etal.,, 2010; Ates et al., 2011; Copeland et al., 2011). La sintesis de
ectoinas consume por un lado acetil-coenzima A, producido por la descarboxilacidon oxidativa
del piruvato y, por otro, oxalacetato (OAA), el cual es un intermedio del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (CAT) y ha de ser repuesto por rutas anapleréticas (Copeland et al., 2011). La
relacion entre flujos metabdlicos de anaplerosis y rutas catabdlicas tiene una gran relevancia

en la adaptacidon metabdlica.

El nimero de estudios metabdlicos en bacterias haldfilas y halotolerantes es escaso,
especialmente cuando el objetivo de dichos estudios se centra en la biosintesis de solutos
compatibles. En el presente trabajo, se ha profundizado en el rol del metabolismo central en la
osmoadaptacion de C. salexigens. Mediante el rastreo de marcaje isotdpico, se han analizado
las rutas para el catabolismo de la glucosa y la forma en que el metabolismo central se
enfrenta con la gran carga metabdlica que supone la biosintesis de ectoinas. Los resultados de
este trabajo muestran como las adaptaciones desarrolladas por esta bacteria afectan a la
eficacia metabdlica a diferentes salinidades y representan un paso mas en la comprension de

la fisiologia de las bacterias haldfilas y halotolerantes.
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MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas y cultivos

A lo largo de este trabajo se ha usado C. salexigens CHR61, un mutante espontaneo de
C. salexigens DSM 30437 resistente a rifampicina. Para la produccién de ectoina y la
caracterizacién de rutas metabdlicas, esta cepa se hizo crecer en medio minimo M63 (pH 7,2)
con 16,3 g/litro de KH,PO4, 4,2 g/litro de KOH, 2 g/litro de (NH4)2S04, 39,5 mg/litro de
MgS04-7H,0 y 0,5 mg/litro de FeSO4-7H,0. El medio M63 se complementd con 35,0, 43,8,
146,0 o 175,2 g/litro de NaCl (correspondientes a 0,6, 0,75, 2,5 y 3 M). Como fuente de
carbono se empled glucosa 20 mM. Se hicieron crecer cultivos aerobios en discontinuo con un
volumen de medio de cultivo de 100 ml en frascos Erlenmeyer de medio litro a 372C en un

agitador orbital a 210 rpm.

Los cultivos se iniciaron a partir de un stock mantenido en glicerol al 20%. Los
precultivos se hicieron crecer en medio SW-2 (con un contenido total de sales del 2%, 6 0,3 M)
compuesto por 15,6 g/litro de NaCl, 4,07 g/litro de MgS04-7H,0, 2,6 g/litro de MgCl,-6H,0,
0,4 g/litro de KCl, 67 mg/litro de CaCl,-2H,0, 47 mg/litro de NaBr y 13 mg/litro de NaHCO;
(Vargas et al., 1997). Los cultivos en M63 se inocularon con un precultivo crecido durante una
noche en SW-2 hasta una absorbancia (Ae) inicial de 0,025. Los stocks en glicerol, los medios
solidos de cultivo y los precultivos se suplementaron con rifampicina hasta una concentracion

final de 25 ug/ml.

Procedimientos analiticos
Crecimiento celular

Para medir la concentracién celular, éstas se resuspendieron en una disolucién de NaCl
de concentracion adecuada (entre 0,6 y 3 M), y su absorbancia se midié a 600 nm (Novaspec
Plus Visible Spectrophotometer, Amersham Biosciences). Se establecid una correlacion entre el
peso seco celular (ges) y Asoo para la cepa empleada, segun las siguientes ecuaciones empiricas:
ges/litro = 0,597-Aeoo (para cultivos en 0,6 M), gps/litro = 0,557-Asoo (para 0,75 M), y gps/litro =
0,532:As00 (para 2,5y 3 M).

Determinacion de acidos orgdnicos extracelulares

Los acidos organicos extracelulares se determinaron mediante cromatografia de intercambio

ionico. El acetato se analizdé en un equipo de HPLC Shimadzu LC-10 (Shimadzu Scientific
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Instruments, Columbia, MD), equipado con detectores de indice de refraccidn diferencial y de
diodo (para UV) (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, E.E.U.U.). Se usé una columna de
intercambio catidnico HPX-87H (Bio-Rad) para la separacion de los acidos organicos. La fase
movil fue H,SO4 5 mM a un caudal de 0,5 ml/min y 452C. Para la deteccidn y cuantificacién de
gluconato (m/z 195), piruvato (m/z 87), lactato (m/z 89) y citrato (m/z 191) se empled
espectrometria de masas acoplada a HPLC (HPLC-MS). Los andlisis se llevaron a cabo con un
equipo de HPLC Agilent 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, E.E.U.U.), acoplado a un
espectrometro de masas de un cuadrupolo Agilent 6120 con una fuente de ionizacidn
mediante electrospray ortogonal. El espectrometro de masas se hizo operar en modo de
ionizacidn por electrospray negativa, usando el modo SCAN en un rango de m/z de 50 a 300,
mientras que el modo de seguimiento del ion seleccionado se usé para la relacion m/z de cada
compuesto. El voltaje del espray de iones se fijo en 3500 V. Se empled nitréogeno a un caudal
de 12 litros/min como gas de nebulizacidn a una presién de 40 (unidades arbitrarias) y como
gas auxiliar. El capilar de transferencia de iones se calentd a 3502C. El voltaje de fragmentacion
se fijé en 70 V. La separacién se llevd a cabo a partir de un volumen de inyeccién de 10 pl,
empleando la misma columna y en las mismas condiciones que en el método anterior,
sustituyendo el H,SO, 5 mM por acido férmico al 0,1%. Se recogieron los datos con un

ordenador usando el software Agilent Station.
Estudios de marcaje isotdpico y espectroscopia de RMN

Para los experimentos de marcaje, se hicieron crecer células en 100 ml de medio M63
en presencia de glucosa marcada isotépicamente (CortecNet, Voisins-Le Bretonneux, Francia).
Los sustratos marcados isotdpicamente usados fueron 100% de [1-13C]-, [2-3C]- y [6-
13C]glucosa 0 20% de [U-13Cg]glucosa. Los cultivos se cosecharon entre la mitad y el final de la
fase exponencial (Asoo entre 1,5y 3), y se separaron las células de los sobrenadantes mediante

centrifugacion (15 min a 16000 x g, 4°C).

Los sobrenadantes se concentraron mediante liofilizacion, se resuspendieron en 1 ml
de metanol deuterado (Sigma) y se usaron para la identificacion de subproductos
extracelulares. Los espectros de resonancia magnética nuclear de 3C (**C-RMN) se registraron
con un espectrometro Brucker AV200 a 200 MHz y 252C, con un tiempo de relajacién de 1,5 s.
Se asignaron las sefiales de piruvato, gluconato y acetato por comparacién con
desplazamientos quimicos previamente publicados (Spectral Database for Organic
Compounds) y se confirmaron comparando con los espectros *C-RMN de los compuestos

puros.
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Los solutos compatibles (ectoinas, glutamato y trehalosa) y los lipidos de membrana se
extrajeron mediante una variacion del protocolo descrito por Garcia-Estepa et al. (Garcia-
Estepa et al., 2006) . La fase acuosa se empled para el analisis de solutos compatibles, y la fase
organica para el de los lipidos de membrana. Se registraron los espectros a 252C usando un
espectrometro Brucker AV400 y Brucker AV600 a 400 y 600 MHz, respectivamente, y un

tiempo de relajacién de 3 s. Para la cuantificacidn relativa se integraron las areas de los picos.
Determinacion espectrofotométrica de los consumos de glucosa y amonio

La glucosa extracelular se determind con un kit especifico para glucosa (basado en la
actividad hexoquinasa) (GAHK20, Sigma). EI amonio extracelular se determiné con otro kit
enzimatico (11112732035, de R-Biopharm, Darmstadt, Alemania). Ambos kits se utilizaron de
acuerdo con las indicaciones de los fabricantes. Las medidas se llevaron a cabo en un lector de

microplacas de 96 pocillos Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, E.E.U.U.)

Ensayos enzimaticos

Todos los ensayos enzimaticos se optimizaron para las condiciones, medios y el
microorganismo empleados en este estudio. Las medidas se llevaron a cabo en un lector de
microplacas de 96 pocillos Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, E.E.U.U.). Se definié una unidad de
actividad enzimatica como el nimero de micromoles de sustrato consumido o de producto

formado por minuto, y se normalizé con respecto a los miligramos de proteina (U/mg).

En cada caso, se extrajeron muestras comprendiendo el volumen completo de cultivo,
y se centrifugaron (15 min a 16000 x g, 4°C) y resuspendieron las células en tampdn fosfato 65
mM (pH 7,5). Se precedid a la sonicacidn de las células en un bafo con hielo empleando un
sonicador ultrasdnico Vibra Cell VC 375 con una sonda de 3 mm de diametro (Sonic Materials,
Danbury, E.E.U.U.), y se centrifugd nuevamente (20 min a 16000 x g, 42C). Los sobrenadantes
(extracto libre de células) se emplearon para las medidas de actividad enzimatica posteriores.
La concentracion de proteina en estos extractos libres de células se cuantific6 mediante el
método del acido bicinconinico (BCA), usando un kit especifico comercial (BCA Protein Assay

kit, Pierce).

Los protocolos para la determinacién de la actividad 6-fosfofructoquinasa (Pfk) (Peng y
Shimizu, 2003), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwf) (Peng y Shimizu, 2003), citrato sintasa
(Cs) (Peng y Shimizu, 2003), isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP*/NAD* (lcdh)

(Aoshima etal.,, 2003), piruvato carboxilasa (Pc) (Buch etal., 2008), fosfoenolpiruvato
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carboxilasa (Ppc) (Buch et al., 2008), isocitrato liasa (lcl) (Aoshima et al., 2003), enzima malico
(Mae) (van der Werf et al., 1997), aspartato aminotransferasa (AspAT) (Yagi etal., 1976) y
glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH y de NADH (Gdh) (Tesch et al., 1999) se
optimizaron especificamente para C. salexigens (ver seccidn Ensayos de actividad enzimdtica

en Anexo llI).

Andlisis in silico de homologia de proteinas

El genoma completo de C. salexigens se haya completamente secuenciado y anotado y
estd disponible en la red. Sin embargo, la anotacién de este genoma se ha hecho de forma
automatizada a partir de estudios de homologia de los marcos abiertos de lectura (ORFs) de
genes de otros muchos microorganismos, y por tanto es muy probable que haya algunas
asignaciones incorrectas o falte informacion relevante. Con el objetivo de analizar con mayor
detalle las asignaciones de los ORFs a las rutas metabdlicas mas relevantes para este estudio,
se comparé la reconstruccién metabdlica realizada por Ates et al. (Ates etal., 2011) con la
informacién disponible en las bases de datos de genomas secuenciados, tales como la Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa y Goto, 2000), y MetaCyc (Caspi et al.,
2012), las cuales estan respaldadas por datos experimentales. Las secuencias tanto de
proteinas como de genes se compararon usando BLAST (Ye et al., 2006). Asimismo, se llevaron

a cabo andlisis de dominios proteicos (Conserved Domain Database, www.ncbi.nih.gov),

localizacién y topologia de proteinas (Signal P 4.0 server) y del contexto genémico.

Prediccidn de distribucién del marcaje isotépico

Se seleccionaron tres variantes posicionales de glucosa marcada isotépicamente: [1-
13C]-, [2-13C]- y [6-3C]glucosa, escogidos especificamente para evaluar la importancia relativa
de diferentes rutas del metabolismo central, siguiendo criterios ya descritos (Klapa et al., 1999;
Metallo et al., 2009). Se predijeron los patrones de incorporacién del marcaje isotépico
procedente de la glucosa en piruvato y acetil-coenzima A, via glucdlisis o ruta de Entner-

Doudoroff.
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RESULTADOS
La alta salinidad favorece la sintesis de biomasa y produccion de ectoinas por C. salexigens

Con el fin de estudiar el efecto de la salinidad del medio en el metabolismo de C.
salexigens, se cuantificé la produccidon de biomasa y de ectoinas en cultivos crecidos con
glucosa como unica fuente de carbono en distintas concentraciones de sal (0,6, 0,75, 2,5y 3
M). La produccidn maxima de biomasa aumenté con la salinidad hasta 2,5 M de NaCl (Tabla
I.1), mientras que la velocidad de crecimiento resultdé dptima en medio minimo M63 con 0,75

M de NaCl (Figura I.1) (Garcia-Estepa et al., 2006; Vargas et al., 2008).

En trabajos anteriores se demostré que el contenido intracelular de ectoinas aumenta
con la salinidad (Garcia-Estepa et al., 2006), hecho que estd de acuerdo con el papel de las
ectoinas en la osmoproteccion. Los coeficientes estequiométricos de sintesis de ectoinas a
partir de biomasa (Yewx) indicaron que el contenido total de ectoinas es directamente
proporcional a la salinidad (Tabla I.1 y Figura 1.2A). No obstante, la velocidad de produccién de
ectoinas resulté maxima a 2,5 M de NaCl (Tabla I.1). La proporcion entre hidroxiectoina y
ectoina aumentd junto con la salinidad hasta 2,5 M (Tabla I.1 y Figura 1.2.A), y se observd una
correlacién negativa entre el contenido relativo en ectoinas y proteinas y la salinidad (Figura

1.2B).

Tabla I.1. Crecimiento y produccién de ectoinas por C. salexigens a diferentes concentraciones
de NaCl. Los cultivos crecieron a 37°C en medio minimo M63 con glucosa 20 mM y amonio 30
mM como Unicas fuentes de carbono y amonio, respectivamente (ver Materiales y Métodos
para mayor detalle).

Concentracion  Biomasa Velocidad de sintesis Ratio
de NaCl maxima Y eetyx® de ectoinas hidroxiectoina/ectoina
M gps/L mmol/gps mmol/gps-h
0,6 1,40+0,07 0,18+0,01 0,049 £ 0,003 0,048 + 0,097
0,75 1,76 +0,03 0,45+0,01 0,127 + 0,004 0,106 + 0,030
2,5 2,48+0,02 1,10%0,05 0,174 + 0,008 0,507 + 0,037
3 2,03+0,26 1,68 +0,09 0,159 + 0,009 0,423 £ 0,036

2Coeficiente estequiométrico de produccién de ectoinas. Tanto Yex como la velocidad de
produccién de ectoinas se determinaron en la fase exponencial del crecimiento, mientras que
la biomasa maxima y la ratio hidroxiectoina/ectoina se obtuvieron en la fase estacionaria.
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Consumo de fuentes de carbono y nitrégeno

Dado que la biosintesis de ectoinas tiene lugar a expensas de intermediarios del
metabolismo central, es de esperar que dicho proceso suponga una carga para el
metabolismo. Con objeto de determinar los cambios metabdlicos dependientes de la salinidad,
se hizo un seguimiento de los nutrientes y los productos secundarios excretados a diferentes

salinidades.

La glucosa es la fuente de carbono preferida por C. salexigens (Canovas et al., 1996). El
coeficiente estequiométrico de consumo de glucosa resultdé muy afectado por la salinidad
extracelular, siendo maximo a 0,6 M de NaCl, y decreciendo hasta en un 75% a 3 M de NaCl
(Figura 1.2C). El consumo de amonio tuvo un comportamiento muy distinto, ya que el
coeficiente estequiométrico de la incorporacion de amonio permanecid practicamente
constante e independiente de la salinidad (Figura I.2C). Este es un hecho destacable, dado que,
en principio, cabe esperar que la alta produccion de ectoinas que exigen las salinidades mas
elevadas implique una mayor demanda de fuente de nitrégeno. Para alcanzar una mejor
comprension de las alteraciones globales del metabolismo a distintas salinidades, se calculd la
relacion molar entre el consumo de amonio y el de glucosa. Dicho pardmetro aumentd con la
salinidad hasta 2,5 M NaCl (Figura 1.2C), y ademds se observé una correlacion positiva entre la
relacion molar amonio/glucosa y la velocidad especifica de producciéon de ectoinas (Figura 1.2,

AvyB).

Globalmente, estos hallazgos indican que el enlentecimiento del crecimiento y el
metabolismo a altas concentraciones de sal favorecen la produccidon de biomasa, hecho que
concuerda con el efecto ya observado previamente a concentraciones de sal superiores a 1,5
M (Canovas et al., 1996). Esto subraya el hecho de que la mayor eficacia de los metabolismos
de carbono y nitrégeno a altas salinidades es consecuencia de una especializacién para poder

enfrentar un entorno muy exigente.
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Figura 1.2. Evolucion de la composicion del medio extracelular de cultivos discontinuos
crecidos en glucosa 20 mM y NaCl (A) 0,6 M, (B) 0,75 M y (C) 2,5 M. Simbolos utilizados:
circulos negros, formacién de biomasa; cuadrados negros, concentracion de glucosa; circulos
blancos, gluconato; cuadrados blancos, piruvato; tridngulos blancos, acetato.
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Cuantificacion de acidos organicos excretados por C. salexigens, y metabolismo overflow

La presencia de gluconato, acetato, piruvato y cantidades menores de lactato en los
sobrenadantes de los cultivos crecidos en NaCl 0,6 y 0,75 M apuntaban a la presencia de un
posible metabolismo overflow o rebosadero. Se cuantificaron los consumos de glucosa y
amonio y la produccidn y reutilizacion de acidos organicos a tres salinidades diferentes. En
cualquiera de las tres, la glucosa resultd el nutriente limitante, ya que su agotamiento marcé la
entrada en fase estacionara. En cambio, una concentracidon cercana a 15 mM de amonio
estaba aun presente en el medio al final del crecimiento de cada cultivo (datos no mostrados).
En NaCl 0,6 y 0,75 M se produjo acetato durante la fase exponencial de crecimiento (Figura I.1,
A y B), aunque a alta salinidad (NaCl 2,5 M) el acetato extracelular resulté practicamente
indetectable (Figura 1.1C). La velocidad especifica de produccién de piruvato durante la fase
exponencial disminuyd conforme aumentd la concentracion de sal (Tabla 1.2). El acetato y el
piruvato se reasimilaron una vez la glucosa extracelular se habia agotado, en contraste con el
gluconato, que se acumuld en el medio de cultivo durante la primera parte de la fase
exponencial del crecimiento y se consumid junto con la glucosa durante la segunda mitad de la
fase exponencial, aproximadamente (Figura I.1). Como se muestra en la Tabla 1.2, gluconato,
piruvato y acetato fueron los principales productos excretados. Las velocidades de produccion
de los dos ultimos presentaron una correlacién inversa con la concentracién de sal y el
rendimiento en biomasa. En conjunto, estos datos apuntan hacia un incremento de la eficacia

metabdlica a altas salinidades.

Tabla 1.2. Velocidades especificas de producciéon/consumo de los principales solutos
extracelulares. Los cultivos crecieron en medio minimo M63 con glucosa. Ver Anexo Il para
mayor detalle.

[Nacl] (m) Glucosa Amonio Gluconato Piruvato Lactato* Acetato
0,6 14,28 + 1,28 3,73 12,87 0,87+0,31 2,25+1,20 0,00+0,00 0,43+0,17
0,75 11,73 +3,24 6,46+ 0,75 1,14+0,38 1,66+0,51 13,20%9,50 0,53+0,20
2,5 2,10+0,18 2,48 £ 0,40 0,97+0,47 0,30x0,17 0,00+0,00 0,02+0,01

Todas las velocidades, salvo en el caso del lactato, se calcularon en la fase exponencial
temprana del crecimiento y estan expresadas en mmol/gps-h.
*La velocidad de produccion de lactato viene dada en umol/ges-h.
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La presencia de estos compuestos en los cultivos indicaba un posible metabolismo
overflow a bajas salinidades. Esto podria ser el resultado de la limitacion del catabolismo de
glucosa por alguna razén que junto con una demanda reducida de produccion de ectoinas,

llevara a una mayor excrecion de productos secundarios.

Anadlisis in silico e in vitro de las rutas metabdlicas relacionadas con la sintesis de precursores

de ectoinas
Andlisis in silico

La acumulacion de solutos compatibles a altas salinidades impone una carga
metabdlica a la célula. Los resultados descritos en los apartados anteriores son un reflejo de
gue la osmoadaptacion en C. salexigens tiene implicaciones en el desempefio del
metabolismo. El genoma de C. salexigens ha sido anotado de forma automatizada, y se han
publicado analisis preliminares de dicha anotacién (Csonka et al., 2005; Copeland et al., 2011)
y la primera reconstruccion metabdlica basada en el genoma completo (Ates et al., 2011). Para
comprender mejor la interaccidén entre osmoadaptacién y metabolismo, se evaluaron de forma
critica varias de las rutas de la reconstruccién relacionadas con el metabolismo central, con
especial énfasis en aquellas implicadas en la sintesis de precursores de ectoinas asi como de
los metabolitos encontrados en los sobrenadantes. Para ello, se llevaron a cabo los siguientes
pasos: (i) estudios de homologia utilizando la informacién de microorganismos relacionados,
como los pertenecientes a las familias de Pseudomonas y Enterobacterias, y bacterias
halotolerantes disponibles en bases de datos como MetaCyc y KEGG (Kanehisa y Goto, 2000;
Caspi etal., 2012); (ii) andlisis de los dominios conservados de proteinas, sublocalizacion
celular proteica y contexto gendmico; (iii) experimentos de crecimiento con D-glucono-1,5-
lactona, D-gluconato y 2-ceto-D-gluconato como fuentes de carbono y (iv) revision de datos de

la bibliografia.

El analisis del genoma reveld caracteristicas metabdlicas interesantes. La ruta de
Entner-Doudoroff cuyo fin es la catabolizacion de glucosa hasta piruvato (Entner y Doudoroff,
1952), podria ser operativa en C. salexigens (ver Figura 1.S1 en Anexo lll). Tipicamente, los
microorganismos que hacen uso de la ruta de ED carecen de algln enzima glucolitico, como la
enzima fosfofructoquinasa (Seo et al., 2005; Tang et al., 2009). De hecho, ha sido dificil una
anotacion inequivoca del gen codificante de Pfk en C. salexigens (Csonka et al., 2005). Existen
cinco ORFs anotados en el sitio web del JGI (genome.ornl.doe.gov) como fosfofructoquinasas

potenciales, aunque presentan una baja homologia con Pfks bona fide (Figura 1.S2 y Tabla 1.51
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en Anexo lll). Existe ademas una supuesta fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato
(Csal1534). La reaccién catalizada por esta enzima es perfectamente reversible (Reshetnikov
etal.,, 2008). Sin embargo, el gen codificante para la misma de Propionibacterium
freundenreichii puede complementar Unicamente mutaciones de fructosa-1,6-bisfosfatasa
(fbp) pero no mutaciones de fosfofructoquinasa (pfkA/pfkB) en Escherichia coli (Kemp y
Tripathi, 1993), indicando que funciona en la direccién gluconeogénica pero no en la direccién
glucolitica. De forma significativa, a partir del andlisis del genoma de C. salexigens tampoco se
pudo identificar un representante claro e inequivoco de una fructosa bisfosfatasa (Csonka
et al., 2005), surgiendo la posibilidad de que Csal1534, habiendo sido anotado como Ppi-Pfk,

pudiera ser en realidad una fructosa bisfosfatasa.

Nuestro andlisis in silico sugiere que la oxidacidn de la D-glucosa a D-gluconato a través
de D-glucono-1,5-lactona podria ocurrir tanto en el periplasma como en el citoplasma. Este
hecho concuerda con la acumulacidn temprana del gluconato observada en el medio de
cultivo. C. salexigens fue capaz de crecer con D-glucono-1,5-lactona, D-gluconato y 2-ceto-D-
gluconato como Unica fuente de carbono (Figura 1.54 en Anexo Ill), y ademas el analisis de
homologia predijo la presencia funcional en C. salexigens de una variacién del “loop” del 2-
ceto-gluconato descrito en Pseudomonas (del Castillo et al., 2007) (Figura 1.3 y Figura 1.S1 en

Anexo lll).

C. salexigens posee genes especificos de supuestas piruvato carboxilasa (Pc),
fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) y oxaloacetato descarboxilasas (Oad) (Tabla .51 en Anexo
Il). Estas enzimas interconvierten piruvato, fosfoenolpiruvato y oxalacetato (oxalacetato), y
podrian tener un papel importante en favorecer altos niveles de flujo metabdlico hacia la
biosintesis de ectoinas, reponiendo el oxalacetato requerido por el ciclo de los &acidos

tricarboxilicos (Figura 1.3).

La produccién de acetato observada es dificil de explicar basandose en la anotacidn
gendmica actual y en el conocimiento de las rutas metabdlicas supuestamente presentes. El
metabolismo del acetato en C. salexigens es bastante diferente del de Pseudomonas y E. coli.
La principal ruta de produccion de acetato en P. aeruginosa, E. coli y especies relacionadas es
la ruta de la fosfotransacetilasa y acetato quinasa (Castafio-Cerezo et al., 2009), que no esta
presente en C. salexigens. La produccion de acetato en esta ultima podria implicar la
formacion del intermediario de alta energia acetil fosfato, mediante una ruta alternativa.
Csal1010 estd anotado como una piruvato oxidasa. Esta enzima dependiente de FAD

descarboxila piruvato, produciendo acetato (Caspi et al., 2012). Asi mismo, el catabolismo de
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ectoinas produce acetato (Schwibbert et al., 2011); de hecho, una sintesis y una degradacion

continuas de ectoinas a baja salinidad podrian explicar el mayor flujo overflow de acetato.

Con respecto al problema del metabolismo del nitrégeno, en el genoma de C
salexigens hay copias de genes codificantes para L-alanina aminotransferasa, glutamato
sintasa y glutamato deshidrogenasa. Las enzimas especificadas por estos genes son las
responsables de la transferencia reductiva de amonio a 2-cetoglutarato para generar
glutamato (Sakamoto et al., 1975; Goss et al., 2001), el cual actia como el principal donador
de amonio en la célula. Existen dos supuestas aspartato aminotransferasas que catalizan la
transferencia reversible del grupo amino desde glutamato a oxalacetato, rindiendo aspartato y
2-cetoglutarato. Esta es una enzima clave, dado que conecta el ciclo de los 4&cidos
tricarboxilicos con la primera enzima de la ruta de sintesis de ectoinas (aspartoquinasa). C.
salexigens tiene Unicamente una aspartoquinasa para catalizar la reaccién de formacién del
aspartil fosfato, que es un intermedio metabdlico comun tanto de la sintesis de ectoinas como
de la sintesis de aminodcidos de la familia del aspartato (Csonka et al., 2005; Pastor et al.,
2010). Una descripcidn completa de los analisis in silico realizados se halla en la Tabla I.S1 y

Figuras 1.51-S4 del Anexo lII.
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Figura 1.3. Esquema de los metabolismos central y de sintesis de ectoinas en C. salexigens en base a la
anotacién del genoma. Las rutas propuestas que conectan la glucosa con el 6-fosfogluconato (6PGIn) se
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2-Kglu,

2-cetoglutarato;

6PGlcn,

6-fosfo-D-gluconato;

6PKGlcn,

6-fosfo-2-ceto-D-

gluconato; AcCoA, acetil coenzima A; AcP, acetil fosfato; Ala, L-alanina; Amm, amonio; Asp, L-aspartato;
Asp-P, L-aspartil fosfato; G3P, gliceraldehido-3-fosfato; Glc, D-glucosa; Glc6P, D-glucosa-6-fosfato; Glcn, D-
gluconato; Glcnlac, D-gluconolactona; Gin, L-glutamina; Gox, glioxilato; Glu, L-glutamato; Ict, D-isocitrato;
KDGlcn6P, 2-ceto-3-desoxi-D-gluconato-6-fosfato; Lac, D-lactato; Lys, L-lisina; Mal, L-malato; Met, L-

metionina; NADA, N-y-acetil-L-2,4-diaminobutirato; OAA, oxalacetato; PEP, fosfoenolpiruvato; Pyr,
piruvato; Suc, succinato; Thr, L-treonina; Acs, acetil coenzima A sintetasa; ActP, acetato permeasa; AcyP,
acetil fosfato fosfatasa; AlaAT, alanina aminotransferasa; Ald, alanina deshidrogenasa; AspAT, aspartato
aminotransferasa; AspK, aspartato quinasa; Cs, citrato sintasa; EctA, diaminobutirato acetiltransferasa;
Gad, gluconato deshidrogenasa; Gdhq, glucosa deshidrogenasa; Gdh, glutamato deshidrogenasa; Glk,
glucoquinasa; Gls, glutamato sintasa; GnukK, gluconoquinasa; Icl, isocitrato liasa; KguD, 2-ceto-6-
fosfogluconato reductasa; KguK, 2-cetogluconato quinasa; Ldh, lactato deshidrogenasa; Mae, enzima
malico; Mqo, malato-quinona oxidorreductasa; Ms, malato sintasa; Oad, oxalacetato descarboxilasa; Pc,
piruvato carboxilasa; Pdh, piruvato deshidrogenasa; Pox, piruvato oxidasa; Ppc, fosfoenolpiruvato
carboxilasa; Pyk, piruvato quinasa; Zwf, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Las flechas discontinuas indican

conversiones que implican dos o mas pasos enzimaticos.
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Analisis in vitro

Las actividades de ciertas enzimas seleccionadas se cuantificaron in vitro. Las enzimas
ensayadas pertenecen a cuatro grupos principales, a saber: (i) metabolismo de glucosa y
gluconato; (ii) ciclo del acido citrico; (iii) reacciones anaplerdticas y gluconeogénicas y (iv)
metabolismo del nitrégeno. Las actividades enzimdticas se determinaron a mitad de la fase

exponencial de cultivos crecidos a diferentes salinidades (Tabla 1.3).

Enzimas del metabolismo de la glucosa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y Pfk. La
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa interconecta las rutas de EM, ED y de las pentosas fosfato
(Nicolas et al., 2007) y esta considerada como una de las principales rutas de produccion de

NADPH para usos biosintéticos y de homeostasis redox (Tabla 1.3).

De forma significativa, no se pudo detectar un nivel de Pfk suficientemente alto para
sobrepasar el ruido en los extractos libres de células (Tabla 1.3 y Tablas .51 y 1Il.S2 y Figuras
I.51-S3 en Anexo lll). Este hecho, junto con la falta de una asignacién inequivoca a una Pfk
apunta a que, como en el caso de Pseudomonas y algunos otros géneros aerdbicos (Lessie y
Phibbs, 1984), C. salexigens usa la ruta de ED para el catabolismo de la glucosa, mientras que la

existencia de una glucolisis operativa continua siendo incierta (Figura 1.3)

Enzimas del CAT, Cs e Icdh. Ademds de su importante papel en el aporte de energia
metabdlica, los intermedios del ciclo del acido citrico son elementos basicos fundamentales en
la sintesis de biomasa y de ectoinas (Figura 1.3). Se determinaron dos actividades del CAT, Cs e
Icdh. Existen dos genes anotados como lcdh (Csal0525 y Csall434), diferentes en su
especificidad de cofactor; sin embargo, sélo se logré detectar actividad Icdh dependiente de
NADP*. Con independencia de la salinidad, la actividad Icdh fue entre 8 y 15 veces mayor que

la de Cs (Tabla 1.3).

Enzimas de rutas anabdlicas y anaplerdticas, Ppc, Pc, isocitrato liasa y enzima mdlico.
Las rutas anaplerdticas son esenciales en la reposicidon del oxalacetato del CAT que es sustraido
de éste para la produccién de ectoinas (Figura 1.3). Se detectaron tanto actividad Ppc como Pc,
siendo esta ultima entre 8 y 10 veces mayor que la primera. Hay que destacar que las
actividades Pc y Ppc medidas en células crecidas NaCl 2,5 M fueron 2 veces mayores que las

observadas en bajas salinidades (Tabla I.3).

La actividad de las enzimas anapleréticas isocitrato liasa (ciclo del glioxilato) y enzima

malico (gluconeogénesis) (Netzer et al., 2004) resulté baja comparada con otras actividades
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analizadas. Este hecho concuerda con lo descrito en E. coliy P. aeruginosa crecidas en glucosa

(Kretzschmar et al., 2008; Renilla et al., 2012).

Enzimas del metabolismo del nitrégeno, aspartato aminotransferasa, y glutamato
deshidrogenasa. Glutamato deshidrogenasa (Gdh), junto con glutamina sintetasa y glutamato
sintasa constituyen las rutas de asimilacion de amonio en bacterias. En los extractos de C.
salexigens se detecté actividad Gdh dependiente tanto de NADH como de NADPH. Unicamente
la actividad Gdh dependiente de NADH se podia predecir a partir de la secuencia anotada de C.
salexigens (en concreto el ORF Csal1340), lo que sugiere que es posible que esta enzima no
discrimine ambos nucleédtidos. Las transaminasas, que catalizan la transferencia de grupos
amino entre aminodcidos, estan implicadas en la sintesis de los mismos. La actividad aspartato
aminotransferasa resultd alta, hecho que no deberia sorprender considerando que dicha
actividad debe responder tanto por la sintesis de ectoinas como por la de todos los

aminoacidos de la familia del aspartato (Figura 1.3).

Tabla 1.3. Actividades enzimaticas medidas en extractos crudos de cultivos crecidos en medio
minimo M63 con glucosa y 0,6, 0,75 y 2,5 M de NaCl. Los extractos se obtuvieron de la fase
exponencial del crecimiento. Los valores dados vienen expresados en mU/mg proteina. Los
datos son el promedio de ocho determinaciones (cuatro cultivos independientes, ensayados
por duplicado). N.M., no medido.

[NaCl]
Actividad enzimatica 0,6 M 0,75M 25M
Metabolismo del gluconato
Zwf 39,1+15,5 55,7 +27,4 48,8+ 16,5
Glucolisis y CAT
Pfk N.M. <0,05 <0,05
Cs 32,5+22,3 71,7 +38,7 66,5 + 40,9
Icdh 462 + 189 645 + 295 554 + 183
Rutas anapleréticas
Icl 1,27 £0,69 2,30+1,24 1,93+0,70
Mae 5,69 2,86 7,99 +6,83 5,87 +2,18
Pc 92,2+19,1 70,6 +8,2 167,0+ 28,0
Ppc N.M. 9,02 +3,67 15,82 + 4,42
Metabolismo del nitrégeno
NADPH-Gdh 22,3+7,60 73,7+31,4 16,4 £9,0
NADH-Gdh 52,5+ 36,0 71,1+46,4 74,1 £51,3
AspAT 95,2+18,0 174 +£93 78,5+16,5

Actividades enzimdticas y flujos in vivo. Las actividades enzimaticas detectadas in vitro
pueden verse como estimaciones del flujo metabdlico a través de una ruta dada. Los flujo de
carbono intracelulares pueden estimarse de forma bastante aproximada a partir de las
velocidades de consumo de glucosa. Cuando se comparan los niveles medidos de actividades
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Cs y Pc, resulta evidente que: (i) la actividad Cs resulté similar en las tres concentraciones de
sal, mientras que la actividad Pc fue mayor a NaCl 2,5 M (Tabla 1.3) y (ii) la velocidad de
consumo de glucosa fue entre 5 y 30 veces superior que las actividades Cs y Pc (siendo la
diferencia mayor a baja salinidad, Tabla .53 en Anexo Ill). Aunque esta es una aproximacion
algo burda, estos hechos estan de acuerdo con los datos de acumulacién de metabolitos
extracelulares (Tabla 1.2), explicando por qué las células derivan una parte significativa de la
glucosa metabolizada hacia la produccién de piruvato y acetato e indicando la posibilidad de
que el CAT esté limitado por una baja actividad de Cs. Ademas, la alta actividad Pc sefiala una

sintesis activa de oxalacetato a partir de piruvato.

Seguimiento del marcaje isotdpico desde glucosa hasta ectoinas

Por ultimo, con el fin de evaluar la distribucion de flujos en el metabolismo central, se
realizd un seguimiento mediante marcaje isotépico de la sintesis de ectoinas, proveyendo [1-
13C)-, [6-3C]- y [2-13C]glucosa como fuente de carbono en cultivos tanta a baja como a alta
salinidad. Se predijeron todos los isotopdmeros posibles de piruvato, PEP, oxalacetato, acetil-
coenzima A y ectoinas, derivados de los precursores marcados a través las rutas de EM, ED,
anaplerosis y CAT, basandose en la informacidon extraida de la anotacion del genoma (Anexo lll,

Figura 1.S5 y Tablas 1.S3 y S4).
Marcaje de ectoinas en cultivos crecidos en [1-13C]- y [6-'3C]glucosa

El anélisis del marcaje de ectoinas con [1-13C]- y [6-'3C]glucosa proporciona un modo
de estimacién de la razén de flujos entre EM y ED. En las células crecidas en [1-13C]glucosa las
dos posiciones de las moléculas de ectoinas con mayor proporcién de marcaje fueron el
carbono carboxilico (en adelante COOH) y el carbono 6 (C6), con independencia de la
concentracion de sal, y el marcaje en el resto de posiciones resultd muy proximo a la
abundancia natural del isétopo 3C (Figura 1.4). El marcaje en COOH puede explicarse
considerando el uso de la ruta ED. Resulta sorprendente que el C6 de las ectoinas contuviera
una cantidad de 3C sustancialmente superior a la esperable por abundancia natural. Una
forma de explicar este exceso de marcaje en C6 es postular que el *CO, generado por la
descarboxilacién de [1-13C]piruvato se reincorpora de forma eficiente mediante la reaccién de
carboxilacion catalizada por las enzimas Ppc o, mds probablemente, Pc. El enriquecimiento
en 3C en la posicién COOH de las ectoinas permitié estimar que més de un 95% de la glucosa
empleada para la sintesis de ectoinas se metabolizé a través de la ruta ED y Pc. La dispersion

de la marca debida a la presencia de otras rutas tales como la de las pentosas fosfato podria
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explicar los enriquecimientos en marca bastante menores del resto de posiciones. Ademas, la
existencia de una glucdlisis funcional, aunque bastante secundaria, no se puede descartar con

seguridad.

' 100%
— 50%
COOQH, E
C6,E
I
COOH,H + C1,G
“‘L Cé6,H
| L 1 1}
COOH, E
COOH,H + C1,G C6,E
C6,H
il A él N P 'l ’ ).
T T T T T T T T
150 100 50 [ppm]

Figura 1.4. Espectros de 3C-RMN de extractos intracelulares procedentes de cultivos crecidos
en [1-3C]glucosa. Se empleé medio minimo M63 con NaCl 0,75 M (espectro superior) y NaCl
2,5 M (espectro inferior). Se muestran las sefiales correspondientes al carbono carboxilico (177
ppm para ectoina, 174-175 para hidroxiectoina) y C6 (38-39 ppm para ectoina, and 44 para
hidroxiectoina. En el esquema se representa el destino esperado del carbono marcado cuando
[1-3C]glucosa se metaboliza mediante la ruta de Entner-Doudoroff. Si partimos de la asuncién
de que el C1 marcado del piruvato se pierde en forma de 3CO; por descarboxilacion mediante
la actividad Pdh y se reincorpora al OAA mediante la actividad Pc, el patron de marcaje
predicho para las ectoinas estaria de acuerdo con el de los espectros obtenidos. El nivel
relativo de marcaje (porcentaje) sigue el cddigo de color indicado por la escala mostrada a la
derecha de la figura. Abreviaturas: GLC, glucosa; PYR, piruvato; OAA, oxalacetato; AcCoA, acetil

coenzima A. Compuestos marcados detectados: G, glutamato; E, ectoina; H, hidroxiectoina.
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Los resultados obtenidos con [6-*3C]glucosa, complementarios a los obtenidos con [1-
1BClglucosa, demostraron que la incorporacién de marca en las ectoinas desde C1 y C6 de la
glucosa no es equivalente (Anexo Ill, Figura 1.S6). Dicho resultado demuestra que el
catabolismo de la glucosa ocurre a través de intermediarios de 3 dtomos de carbono marcados
asimétricamente, al contrario de lo que se esperaria para la ruta de EM. Ademas, una
incorporacién mas eficaz del *C de [6-*C]glucosa que de [1-!3C]glucosa en la fraccién de
glicerol de los fosfolipidos de membrana (Anexo lll, Figuras .57 y S8) concuerda con el marcaje
de las ectoinas. Por tanto, estos datos demuestran que C. salexigens metaboliza la glucosa a
través de la ruta de ED, y este hecho junto con la probable carencia de Pfk, sugieren que le

ruta de EM no es funcional.
Marcaje de ectoinas en cultivos crecidos en [2-13C]glucosa

Partiendo de [2-*C]glucosa como fuente de carbono, se espera que la ruta de EM
genere PEP y piruvato ambos enriquecidos un 50% en 3C en el C2. El metabolismo a través de
ED generaria también un 50% de [2-3C]piruvato, pero el PEP no presentaria un
enriquecimiento mayor a la abundancia natural en ninguno de sus carbonos (Anexo lll, Figura
I.S5). Por tanto, el destino metabdlico del [2-13C]piruvato puede ser analizado sin ninguna
asuncion adicional (Figura 1.5). El oxalacetato podria ser sintetizado a partir de piruvato y/o
PEP en C. salexigens a través de las siguientes rutas: (i) los 4&tomos de carbono del piruvato
pueden ingresar en el CAT como acetil-coenzima A producido por Pdh, rindiendo oxalacetato
tras una vuelta completa al ciclo (Figura 1.5A); (ii) piruvato y PEP pueden ser descarboxilados
para dar oxalacetato mediante la accién de Pc o Ppc, respectivamente (Figura 1.5B), o (iii)
mediante una combinacién de las dos rutas anteriores (Figura 1.5C). A partir de los espectros
de 3C-RMN de las ectoinas se puede concluir que la contribucién de la actividad Ppc a la
actividad anaplerdtica total en la célula es despreciable (Figura I.5). Los niveles de actividad

enzimatica de Pc y Ppc detectados en los extractos apoyan esta ultima asuncidn (Tabla 1.3).

El nivel de marcaje en las posiciones C6 y COOH de las ectoinas aumenta en funcion
del flujo a través de Pdh, mientras que el enriquecimiento en C4 depende del flujo de Pc. El
marcaje en C2 es el resultado de la incorporaciéon mediante la actividad EctA del acetil-
coenzima A producido por Pdh. Ninguna de las combinaciones de rutas consideradas podria
producir enriquecimiento en el carbono del grupo metilo de las ectoinas. Estas predicciones
cuadran bastante bien con los espectros de *C-RMN correspondientes, donde la sefial de
dicho carbono es la menos intensa, y las dos sefales mas intensas fueron las de C2 y C4 (Figura

I.5E).
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Figura 1.5. (Pagina siguiente). Incorporacion de la marca isotdpica de [2-13C]glucosa en las
ectoinas. El 3C de [2-'3C]piruvato (producido a través de la ruta de ED o de la ruta de EMP), de
[2-13C]fosfoenolpiruvato (producido via ruta de EMP), o de fosfoenolpiruvato no marcado
(producido via ruta de ED) puede incorporarse a las ectoinas de las siguientes formas: (A) via
oxalacetato procedente de una Unica vuelta del CAT; (B) via oxalacetato sintetizado por
piruvato carboxilasa o fosfoenolpiruvato carboxilasa (Pc/Ppc), o (C) oxalacetato sintetizado via
Pc/Ppc seguido de una vuelta el CAT, lo que altera el patron de marcaje. (D) Esquema que
muestra la relacion de los nodos del piruvato y del acetil coenzima A con la ruta de sintesis de
ectoinas en C. salexigens. (E) Espectros de *C-RMN de extractos intracelulares de cultivos
crecidos en [2-13C]glucosa. Se empleé medio minimo M63 con NaCl 0,75 M (espectro superior)
y 2,5 M (espectro inferior). En ellos se indican las sefiales de 3C correspondientes al carbono
carboxilico, grupo metilo, C2, C4 y C6 de ectoina (E) e hidroxiectoina (H). La seiial
correspondiente al carbono carboxilico de hidroxiectoina se solapa con la de C1 de glutamato
(indicado como C1, G). Puede apreciarse que para cada pareja de picos para cada carbono, la
razén entre las sefiales de ectoina/hidroxiectoina es aproximadamente constante. Las tres
moléculas de ectoina insertadas sobre los espectros representan las distribuciones de
isotopdmeros correspondientes a A, By C. El marcaje relativo (en porcentaje) para cada atomo
de carbono se representa siguiendo el codigo de la escala cromatica a la derecha de (E). En los
casos en los que haya diferencia, la mitad superior de la bolita que representa el atomo de
carbono hace referencia al marcaje esperado procedente de [2-13C]piruvato/[2-
13C]fosfoenolpiruvato, y la mitad inferior al procedente de fosfoenolpiruvato no marcado. Para
un mayor detalle, consultese la seccidon Determinacion de razones de flujos metabdlicos y la

Tabla .54 y Figura 1.S5 del Anexo Il
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Efecto de la salinidad en los flujos metabdlicos, las razones de flujos Pc/Pdh, Cs/EctA y Pc/Cs

El reparto de piruvato y acetil-coenzima A entre las distintas rutas del metabolismo
central de C. salexigens que consumen estos dos sustratos puede describirse mediante las
razones de flujos (o flujos relativos) Pc/Pdh, Pc/Cs y Cs/EctA, ayudando a comprender la
distribucidn de flujos en esta parte del metabolismo. La razén Cs/EctA cuantifica la fraccidn de
acetil-coenzima A que ingresa en el CAT frente a la que es destinada a la sintesis de ectoinas.
La razén de flujo Pc/Pdh indica la fraccion de piruvato que se transforma en oxalacetato frente
a la que se oxida a acetil-coenzima A. Por ultimo, la razén Pc/Cs permite establecer una
comparacion de la importancia de la actividad anaplerdtica en relacion a la del CAT, y puede
verse como una lectura del balance de las necesidades biosintéticas respecto a las energéticas

de las células (Figura 1.3).

El patrén de enriquecimiento en 3C de las ectoinas sintetizadas a partir de [2-
1BClglucosa puede emplearse en la cuantificacion de las razones de flujos de estos tres nodos
(Tabla 1.4). Con tal objetivo, se considerd aplicable la hipdtesis del estado estacionario a los
cultivos en fase exponencial de crecimiento (y por tanto, el marcaje en posiciones especificas
del esqueleto carbonado de las ectoinas puede considerarse proporcional a los flujos
metabdlicos). Las areas de los picos en los espectros de *C-RMN se utilizaron para la
estimacion de las razones de flujo, empleando ecuaciones algebraicas simples (Ver seccidn
Determinacion de razones de flujos metabdlicos en Anexo lll). Los espectros de *C-RMN de
ectoinas apuntan a una distribucién de flujos en la que tanto anaplerosis como el CAT
contribuyen de forma notable al flujo de carbono desde piruvato a ectoinas. De hecho, el flujo
a través de Pdh es casi dos veces mayor que el de Pc, y el flujo debido a Cs es menor que el
debido a EctA (Tabla 1.4). Atendiendo a la razén de flujos Pc/Cs, se puede deducir que la
proporcidn de anaplerosis frente a catabolismo es muy similar en las tres salinidades probadas.
Este hecho resulta sorprendente, ya que se esperaba una carga biosintética menor a baja
salinidad, dado que la sintesis de ectoinas es mas baja en dichas condiciones (Figura |.2A). Esta
observacion podria estar relacionada con el metabolismo overflow y los bajos niveles de Cs
(Tabla 1.3) descritos en los apartados anteriores. Los resultados obtenidos a partir de los
espectros de *C-RMN de hidroxiectoinas y de ectoinas fueron muy similares entre si (Tabla
I.4). Ademas, la sefal correspondiente al grupo COOH, marcado a partir de la metabolizacién
de [1-3C]glucosa resultd casi dos veces mayor que la sefial de C6 (Figura 1.4), acorde con la
razon Pc/Pdh calculada. En conjunto, estos datos indican que la cantidad de acetil-coenzima

dirigida a la sintesis de ectoinas es mayor que la consumida por el CAT, incluso en condiciones
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de baja produccion de ectoinas, explicando ademas el crecimiento poco eficiente de C.

salexigens a baja salinidad.

Tabla 1.4. Razones de flujos metabdlicos estimadas a partir de los patrones de marcaje de
ectoina y de hidroxiectoina observados en espectros de 3C-RMN de cultivos en medio minimo
M63 con [2-3C]glucosa con NaCl 0,75y 2,5 M. Abreviaturas: Pdh, piruvato deshidrogenasa; Pc,
piruvato carboxilasa; EctA, diaminobutirato acetil transferasa; Cs, citrato sintasa.

Razén de Ectoina Ectoina Hidroxiectoina®
flujos (NaCl 0,75 M) (NaCl 2,5 M) (NaCl 2,5 M)
Pc/Pdh 0,67 0,10 0,61+0,13 0,55 0,07
Cs/EctA 0,70+ 0,03 0,71+0,02 0,68 + 0,04
Pc/Cs 1,64 £0,07 1,49 £0,33 1,37 £0,22

3La sefial del grupo carboxilo de la hidroxiectoina aparecia solapada con la sefial del C1 del
glutamato. Las dreas de integracidon de estas sefiales se obtuvieron por estimacién.
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DISCUSION

En este trabajo se ha logrado profundizar en el funcionamiento del metabolismo
central de C. salexigens. Para poder prosperar en ambientes altamente salinos, este haléfilo
sintetiza ectoinas como sus principales solutos compatibles. La sintesis sostenida de ectoinas
requiere un aporte constante de acetil-coenzima A y oxalacetato, ambos intermediarios del
metabolismo central. Por tanto, las adaptaciones desarrolladas por C. salexigens pueden
comprometer su fisiologia como contrapartida, especialmente en condiciones de baja

salinidad.

En concordancia con esto, un menor rendimiento en biomasa y la presencia de
metabolismo overflow caracterizan el crecimiento a baja salinidad, coincidiendo con una
menor tasa de produccién de ectoinas. El seguimiento del marcaje isotdpico de ectoinas desde
[1-13C]-, [2-13C]- y [6-'3C]glucosa permitié sondear las rutas empleadas por C. salexigens para el
catabolismo de la glucosa y la produccién de ectoinas. Una de las principales conclusiones de
estos estudios de marcaje es que C. salexigens emplea la ruta de ED para catabolizar la glucosa
en lugar de la ruta de EM. Esta conclusion se apoya en la ausencia de una actividad
fosfofructoquinasa detectable y en los patrones de incorporacion en ectoinas y glicerol-3-
fosfato de la marca isotépica de [1-'3C]- y [6-'3C]glucosa. En este aspecto, C. salexigens es
similar a algunas especies de Pseudomonas (del Castillo et al., 2007; Buch et al., 2008; Buch
et al., 2010) y otros microorganismos (Tiwari y Campbell, 1969; Sawyer et al., 1977; Seo et al.,
2005; Tang et al., 2009) que usan la ruta de ED para el catabolismo de hexosas. El hallazgo de
la carencia de una ruta glucolitica completa en C. salexigens refuerza la necesidad de una
comprensidon mas detallada y profunda de las rutas usadas realmente por los organismos antes
de poder construir modelos metabdlicos tedricos Utiles, asi como para el uso de las técnicas de

analisis del balance de flujos (en inglés, Flux Balance Analysis).

Tras una acumulacidn extracelular inicial, el gluconato empezd a consumirse junto la
glucosa durante la fase exponencial de crecimiento (Figura I.1). Este comportamiento sugiere,
al igual que en Pseudomonas putida y Klebsiella pneumoniae, que el gluconato se produce de
forma temprana y rapida, probablemente por la oxidacidn periplasmica de la glucosa, y que su
asimilacidn se encuentra limitada por unas reacciones posteriores mas lentas (Hommes et al.,
1989; del Castillo et al., 2007). Esta podria no ser la Unica via de incorporacion de la glucosa a
la ruta de ED, ya que tanto glucoquinasa como glucosa-6-fosfato deshidrogenasa estan
anotadas en el genoma de C. salexigens (Anexo lll, Tabla 1.S1). La deteccidon de actividad

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Tabla 1.3) sugiere que la glucosa podria ingresar en la ruta
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de ED mediante la conversion de glucosa-6-fosfato a 6-fosfoglucono-1,5-lactona y gluconato-6-
fosfato (Figura 1.3). Ademads, C. salexigens es capaz de crecer en D-glucono-1,5-lactona, D-
gluconato y 2-cetogluconato como Unicas fuentes de carbono (Anexo Ill, Figura 1.54). Por tanto,
son varias las fuentes de carbono que pueden alimentar la ruta de ED, a semejanza de lo que

ocurre en P. putida (Anexo lll, Figura 1.51) (del Castillo et al., 2007).

La ruta de ED es utilizada por numerosas bacterias y arqueas mesdfilas y haldfilas
(Conway, 1992; Oren y Mana, 2003; Falb et al., 2008). En las arqueas hipertermdfilas se ha
propuesto que la presencia de variantes no fosforilativas y semifosforilativas de la ruta de ED
podrian jugar un papel importante en la termoadaptacion, permitiendo a las células evitar la
produccidn de intermediarios termolabiles (Ahmed et al., 2004). Aunque no esta claro si esta
ruta supone alguna ventaja en la adaptacidn a altas salinidades, considerar el balance global de
la ruta puede ayudar a esclarecer las razones de su utilizacién preferente. La ruta de EM
produce 2 moléculas de ATP y 2 de NADH por molécula de glucosa, mientras que la ruta de ED
se caracteriza por un menor rendimiento energético, rindiendo sélo un ATP por glucosa.
Adicionalmente, el balance redox de la ruta de ED puede ser diferente, dependiendo de si la
glucosa es oxidada en el citoplasma por la ruta fosforilativa o en el periplasma por la ruta no
fosforilativa (Figura 1.3). En el primer caso, se produce un NADPH y un NADH, y en el segundo,
se forma Unicamente un NADH y una quinona reducida. El menor rendimiento en sintesis de
biomasa en los cultivos que utilizaron una fuente de carbono mds oxidada, como el 2-
cetogluconato (Anexo lll, Figura 1.54), podria interpretarse como reflejo de la importancia de
NADPH para una produccién de ectoinas y crecimiento eficientes. La sintesis de ectoinas
consume 3 equivalentes de NADPH, y las rutas catabolizadoras de la glucosa deben proveer no
s6lo el esqueleto carbonado sino ademads los equivalentes de reduccién necesarios. La
existencia de varias vias alternativas para la metabolizacién de la glucosa con diferentes
balances redox, podria permitir al microorganismo un control de la velocidad de produccién de
equivalentes de reduccidn y un ajuste fino de su estado redox para maximizar el crecimiento y

la biosintesis de ectoinas.

El analisis del marcaje isotdpico de las ectoinas permitié ademas estimar el reparto del
flujo metabdlico entre el CAT y las rutas anapleréticas (Figura L.5). La principal reaccién
anaplerdtica resultd ser Pc. La razdn de flujos Pc/Pdh estimada a partir del patron de marcaje
de las ectoinas quedd dentro del rango de 0,55 a 0,67 (Tabla I.4), mientras que en el caso de
otras bacterias mesofilas crecidas en glucosa como E. coli, Bacillus subtilis o Corynebacterium
glutamicum, esta proporcion de flujos no excede 0,4 (Wendisch et al., 2000; Dauner et al.,

2001; Renilla etal.,, 2012). Aunque esta pueda no parecer una diferencia muy grande,
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debemos tener en cuenta que mds de la mitad del acetil-coenzima A producido por Pdh es
consumido por EctA lo que, en condiciones de alta salinidad es una cantidad apreciable. De
hecho, el alto nivel de actividad Pc combinado con una razén Pc/Cs alta refleja mejor un flujo
anaplerdtico alto (Tabla 1.4) e indica que la anaplerosis juega un papel importante en la

reposicion del oxalacetato retirado para sintesis de ectoinas.

Las actividades enzimdticas obtenidas en este trabajo estan de acuerdo con las
reportadas en otras bacterias como P. aeruginosa (Buch et al., 2010) o E. coli (Peng y Shimizu,
2003; Castafio-Cerezo et al., 2009). En consistencia con la alta necesidad de anaplerosis, la
actividad Pc resultd mayor que la observada en bacterias mesdfilas (Buch et al., 2010).
Asimismo, las razones de flujo estimadas, la mayor parte de las actividades enzimaticas
medidas y los coeficientes de consumo de amonio se mantuvieron practicamente constantes
con independencia de los diferentes requerimientos de sintesis de ectoinas. Es destacable el
hecho de que la produccion de ectoinas potenciada a altas salinidades tiene lugar a expensas
de la produccion de proteinas (Figura 1.2B), equilibrando el consumo de amonio total
(Argandofia et al., 2010). Globalmente, estos datos dan una idea de cierta rigidez metabdlica
que, junto con la alta velocidad de consumo de glucosa vy la alta razén Pc/Cs, constituyen la
base de la menor eficiencia metabdlica y del intenso metabolismo overflow observado a bajas
concentraciones de sal. La alta velocidad de consumo de glucosa a baja salinidad concuerda
con lo descrito en el caso del metabolismo overflow del acetato en E. coli (Vemuri et al., 2006).
Dado que la razén Cs/EctA varia escasamente con la salinidad, esto indica que la incorporacién

de acetil-coenzima A al CAT es la limitante a baja salinidad.

El resultado global obtenido de que la eficacia metabdlica de C. salexigens sea mayor a
alta salinidad resulta sorprendente y parece anti intuitivo, puesto que, segun lo discutido por
Oren (Oren, 1999), podria esperarse que la sintesis de las altas concentraciones de solutos
compatibles organicos que se requieren para satisfacer el equilibrio osmético, impondria una
gran carga para las reservas de carbono y energia de las células. No debe olvidarse que el
metabolismo overflow se observd en condiciones tipicas de laboratorio, empleando una
concentracién de glucosa relativamente alta (20 mM) como unica fuente de carbono, y por
tanto podria no ser representativo del metabolismo de C. salexigens en su medio natural. Es
interesante sefalar que los metabolitos excretados por C. salexigens durante la fase
exponencial de crecimiento fueron recuperados para ser usados como fuentes de carbono
secundarias en fases posteriores del crecimiento de los cultivos. Aunque glucosa y gluconato
se consumieron antes y de forma simultdnea, el consumo de otros acidos organicos no

comenzd hasta haberse agotado la glucosa, indicando la probable actividad de mecanismos de
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represién por catabolito. Esto resulta importante, ya que en Pseudomonas se prefiere el
consumo de acidos organicos sobre la utilizacidon de azucares (Rojo, 2010), sugiriendo que la

jerarquia de preferencias de los metabolitos es diferente en C. salexigens.

Los resultados muestran que el metabolismo central de C. salexigens se encuentra
optimizado para el crecimiento en ambientes de alta salinidad, siendo menos eficiente a bajas
concentraciones de sal. A pesar de esto, C. salexigens puede crecer en un amplio rango de
concentraciones de sal comparado con otros haléfilos, abarcando desde 0,5 hasta 3 M de NaCl
en medio minimo (Vargas et al., 2008). A bajas salinidades, el exceso de glucosa no puede ser
utilizado por el metabolismo central, quiza en parte debido a algunas enzimas del metabolismo
central, como Cs o Gdh, cuyos niveles de actividad son menores que el propio flujo de
consumo de glucosa, y actuarian como un cuello de botella bajo estas condiciones de
crecimiento. Por tanto, el exceso de glucosa es desviado hacia el metabolismo overflow. La alta
razon entre flujos anaplerdticos con respecto a los catabdlicos resulta un hecho sorprendente,
especialmente si consideramos que prosperar en condiciones de estrés osmotico
normalmente es energéticamente costoso, particularmente en microorganismos que emplean

la estrategia “organic solutes-in” (Varela et al., 2004; Oren, 2011).

CONCLUSIONES

Este trabajo presenta la primera descripcion experimental del metabolismo de la
bacteria altamente halotolerante C. salexigens. Este microorganismo usa la ruta de ED para la
oxidacion de la glucosa. Los datos presentados muestran que la eficacia metabdlica de esta
bacteria es altamente dependiente de la salinidad del medio de cultivo. El metabolismo de C.
salexigens estd bien adaptado para mantener altos flujos biosintéticos hacia la sintesis de
ectoinas. Ademas, la existencia de multiples rutas para los primeros pasos de catabolizacién de
la glucosa podria permitirle alcanzar un crecimiento con un balance redox equilibrado mas
facilmente, lo que resulta de especial relevancia cuando la carga biosintética es alta. Aunque
estas caracteristicas permiten al microorganismo crecer bajo estrés osmatico, al mismo tiempo
le hacen menos eficiente para el crecimiento a baja salinidad. En conjunto, este trabajo
representa la primera incursion en las caracteristicas metabdlicas especificas desarrolladas por

la evolucién de los microorganismos haléfilos para enfrentarse a la alta salinidad.
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La influencia de la composicidon del medio
sobre la produccion de ectoinas y el
metabolismo overflow en Chromohalobacter
salexigens: hacia el cultivo de alta densidad

Este capitulo es una adaptacion del siguiente trabajo (en preparacion):

“Towards density cultivation of Chromohalobacter salexigens: understanding the interplay of carbon and
nitrogen supply for ectoines production and metabolic overflow”
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RESUMEN

El metabolismo overflow es uno de los mayores impedimentos para una conversién
eficiente de materias primas en productos quimicos especificos. Chromohalobacter salexigens
es una bacteria halotolerante y haldfila que acumula ectoinas en el citosol como solutos
compatibles. La produccidn de ectoinas y el metabolismo overflow estan condicionados por la
concentracion de sal en el medio de cultivo, de forma que la eficiencia metabdlica de C.
salexigens depende de manera acusada de la composicion de este medio. Se observaron
cambios en el metabolismo overflow cuando se cambid la razén C/N en el medio de cultivo. Los
andlisis mediante 3C-RMN del marcaje isotdpico de las ectoinas revelaron una gran rigidez
metabdlica, con razones de flujos casi constantes en todas las condiciones ensayadas. Una
proporcién desequilibrada de C/N en el medio de cultivo dio como resultado la aparicién del
metabolismo overflow, acumulando piruvato, y en menor medida, acetato. El metabolismo
overflow resulté de especial relevancia en condiciones de limitacién de N. Los andlisis de un
mutante en ect” demostraron la conexién entre el metabolismo overflow y la sintesis de
ectoinas. La suplementacion de los cultivos con alanina o glutamato como fuentes de nitrégeno
demostré que: i) la asimilacion del nitrégeno limita el crecimiento de C. salexigens vy ii) la
acumulacién de piruvato inhibe el crecimiento. Por ultimo, en cultivos en “fed-batch”, el
rendimiento en biomasa se vio afectado por el esquema de alimentaciéon escogido. En los
cultivos “fed-batch” de alta densidad celular de C. salexigens con limitacion de nitrégeno, fue
posible obtener un rendimiento alto en biomasa y en produccién de ectoinas, al minimizar el

metabolismo overflow y la acumulacién de nutrientes.
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INTRODUCCION

Chromohalobacter salexigens (anteriormente conocida como Halomonas elongata)
(Arahal et al., 2001) es una bacteria haléfila modelo que sintetiza ectoina e hidroxiectoina como
solutos compatibles principales, acumulandolos en el citoplasma a niveles proporcionales a la
osmolaridad exterior (Poolman y Glaasker, 1998). La sintesis de estos solutos se regula con el fin
de poder hacer frente a altas concentraciones salinas ambientales, y en respuesta a otros
factores de estrés abidtico como las altas temperaturas (Csonka y Epstein, 1996; Canovas et al.,

1996; Salvador et al., 2015).

Los solutos compatibles son moléculas organicas muy solubles, de bajo peso molecular, o
bien con carga, o zwitteridnicas, que se acumulan en el citoplasma de los microorganismos que
se hayan expuestos a estrés osmotico, con el fin de facilitar el equilibrio osmético (Brown, 1990;
Oren, 1999). Las ectoinas encuentran aplicaciones cosméticas, biomédicas y biotecnoldgicas,
como protectores celulares en productos de parafarmacia y cosméticos (en la proteccién de la
piel) y como estabilizadores de enzimas y anticuerpos en la formulacién de bioproductos
complejos (Pastor et al., 2013). Actualmente se estan desarrollando nuevas aplicaciones en crio-
y neuroproteccion. La sintesis quimica de las ectoinas no es asequible desde el punto de vista
industrial, lo que convierte a los métodos microbiolégicos la alternativa mas viable (Kunte et al.,

2014).

Chromohalobacter salexigens es un buen candidato para la produccién industrial de
ectoinas. Todo proceso industrial aceptable ha de obtener altos rendimientos y productividades.
Las ectoinas, en este aspecto, constituyen un objetivo ambicioso para la ingenieria metabdlica,
ya que una produccién dptima de este compuesto depende del metabolismo tanto del carbono
como del nitrégeno. Recientemente se han descrito las adaptaciones metabdlicas especificas
que ha desarrollado el metabolismo del carbono de C. salexigens para mantener el nivel
necesario de sintesis de ectoinas a altas salinidades. La sintesis de ectoinas es muy exigente en
términos de esqueletos carbonados y equivalentes de reduccion. Ademas, el metabolismo de la
glucosa es relativamente ineficiente, presentando metabolismo overflow, particularmente a
baja salinidad. Aunque a altas concentraciones de sal la velocidad de crecimiento se ralentiza a
causa de la demanda biosintética impuesta por la sintesis de ectoinas, como bacteria haldfila, el
rendimiento en biomasa no se ve perjudicado por la sal, y en estas condiciones el metabolismo
sufre un reajuste que lo hace mas eficiente (Pastor et al., 2013; Salvador et al., 2015). Otras
contribuciones recientes al metabolismo de organismos haléfilos han aprovechado las ventajas

del modelado metabdlico. Recientemente se ha publicado un reconstruccién detallada del
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metabolismo de ectoinas en Halomonas elongata (Schwibbert et al., 2011). La reconstruccion a
escala gendmica del metabolismo de c. salexigens (Ates et al., 2011) no estd completa, ya que
algunas rutas metabdlicas relevantes no estan incluidas (como la ruta de sintesis de ectoinas).
Se han podido identificar varias discrepancias con datos experimentales (C. Vargas, M.
Argandofia, J. J. Nieto, F. Piubeli y M. Salvador, resultados no publicados). Alin no se conocen las
caracteristicas especificas de la interaccidn entre el metabolismo del nitrégeno en C. salexigens

y la produccién de ectoinas.

Los solutos compatibles también pueden servir como fuente de carbono, de nitrégeno o
de energia, ya sea a partir de reservas intracelulares, o como fuentes externas que tras la muerte
celular o la liberacidon de los solutos, quedan disponibles para otros organismos. En C. salexigens,
el catabolismo de las ectoinas tiene lugar Unicamente en condiciones de osmolaridad dptima
(Vargas et al., 2006). El catabolismo de las ectoinas en C. salexigens y Sinorhizobium meliloti se
produce a través de al menos dos sistemas muy similares entre si. Jebbar y colaboradores
identificaron un operdén implicado en la asimilacion y catabolismo de las ectoina en S. meliloti
(ehuABCD-eutABCD) (Jebbar et al., 2005). En C. salexigens se han encontrado ortélogos de
algunos de estos genes, aunque su organizacion en el genoma es diferente (C. Vargas, resultados

no publicados) (Pastor et al., 2010).

Actualmente, la produccion de ectoina se lleva a cabo mediante un proceso denominado
“ordefiado bacteriano”, que implica una serie de ciclos repetitivos de una fermentacién en
reactor tanque alimentado (“fed-batch”) de Halomonas elongata en un 15% (p/v) de NaCl. Estas
condiciones permiten la acumulacidn intracelular de ectoina, seguida de un choque
hipoosmético al 3% (p/v) de NaCl para liberar estos osmolitos de las células (Sauer y Galinski,
1998; Kunte et al., 2014). Los procesos alternativos que se han descrito para la produccién de
osmolitos se basan en la fermentacién “fed-batch” de Brevibacterium epidermis (Onraedt et al.,
2005), y la sintesis y excrecidon continuas de osmolitos por bacterias mesodfilas recombinantes
como Escherichia coli (Schubert etal.,, 2007; Bestvater etal., 2008) y Corynebacterium
glutamicum (Becker et al., 2013) o la cepa silvestre Halomonas salina (Zhang et al., 2009). Este
ultimo sistema ha dado lugar a la mayor productividad volumétrica de ectoina (7,9 g/L-d). Por
otro lado, Marinococcus M5, crecida en una fermentacién tipo “fed-batch” con un sistema de
microfiltracidon produjo altas concentraciones de hidroxiectoina a partir de ectoina durante la

fase estacionaria de crecimiento (Schiraldi et al., 2006).

El desarrollo de procesos biolégicos eficaces y econdmicos con extremoéfilos supone un

reto, debido por un lado a las dificultades asociadas a la operacion del birreactor (Deive et al.,
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2012), y por otro a una comprension aun incompleta de la fisiologia de C. salexigens (Pastor
et al., 2010). Esto puede llevar a una transformcion poco eficiente de las materias primas, debido
alaformacién de productos secundarios y/o bajos rendimiento en biomasa por inhibicidn (Deive
et al., 2012). De hecho, con frecuencia se considera el metabolismo overflow como una de las
mayores limitaciones en la biotecnologia microbiana. En los cultivos en “fed-bath”, la
alimentacién de nutrientes al fermentador se realiza siguiendo una estrategia de volumen fijo,
o de volumen variable. Este modo de operacién presenta ciertas ventajas frente a los
fermentadores por lotes o a los fermentadores continuos, ya que permite alcanzar grandes
densidades celulares (debido a la prolongacidon de la fase exponencial decrecimiento), muy
importante en la produccidon de productos asociados al crecimiento, y también permite

controlar mejor la formacién de productos secundarios (Tsuneo y Shoichi, 1984).

El propdsito de este trabajo es la determinacidn de la importancia de la interaccién entre
los metabolismos de carbono y de nitrogeno en la produccion de ectoinas. Se probaron
diferentes relaciones carbono/nitrégeno en el medio de crecimiento de cultivos discontinuos de
C. salexigens. Se analizaron los cambios en el crecimiento, en el rendimiento en produccién de
ectoinas y en la eficiencia metabdlica observados en estos cultivos con el objetivo de disefiar un

programa de alimentacion eficiente para los cultivos en “fed-batch”.
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MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las dos cepas usadas a lo largo de este estudio fueron Chromohalobacter salexigens
CHR61, una cepa mutante esponténea de C. salexigens DSM 3043 resistente a rifampicina, y C.
salexigens CHR62, una cepa deficiente en la sintesis de ectoinas (referida en el texto como la

cepa Aect o ect’).

El medio minimo M63 estandar (pH 7,2) contuvo: 16,3 g/L KH,PO4, 4,2 g/L KOH, 2 g/L
(NH4)2S04, 39,5 mg/L MgS04-7H,0 vy 0,5 mg/L FeS04-7H,0, suplementado con NaCl 43,8, 146,0
g/L, segun la salinidad requerida (correspondiente a 0,75 0 2,5 M). Se usé glucosa 20 mM como
fuente de carbono. Se hicieron crecer cultivos discontinuos de 100 mL en matraces de 0,5 La 37

y 45°C en un agitador rotatorio a 210 rpm.

Los cultivos se iniciaron a partir de cultivos en stock congelados en glicerol al 20%. Los
precultivos se crecieron en medio SW-2, que contuvo: 15,6 g/L NaCl, 4,07 g/L MgS04-7H,0, 2,6
g/L MgCl,-6H,0, 0.4 g/L KCl, 67 mg/L CaCl,-2H,0, 47 mg/L NaBr y 13 mg/L NaHCO; (con un
contenido total de sales de 2% (p/v) o 0,3 M) (Vargas et al. 1997). Los cultivos en M63 se
inocularon con precultivos en SW-2 crecidos durante una noche en fase exponencial de
crecimiento, hasta una densidad 6ptica inicial (Asoo) de 0,025. Los stocks en glicerol, medios
solidas y precultivos se suplementaron con rifampicina (Rf) esterilizada por filtracién hasta una

concentracion de pg/mL.

Andlisis del efecto de la composicion del medio de cultivo en cultivos discontinuos

Con el fin de analizar el efecto de diferentes proporciones glucosa/amonio en el
crecimiento de C. salexigens y en la produccidn de ectoinas, se realizaron dos series de cultivos
discontinuos. Para ello se usé medio M63 con i) glucosa entre 10 y 100 mM vy ii) amonio entre 5
y 200 mM. En los experimentos con fuentes de nitrégeno orgdnicas (ectoinas, alanina,

glutamato), se sustituyd el amonio por cualquiera de estas fuentes (20 mM).

Cultivos en biorreactor

Los cultivos de alta densidad celular se llevaron a cabo en fermentadores Biostat (Braun,
Melsungen, Alemanisa). Los fermentadores estaban provistos de un vaso de 2 L. Se monitored

la concentracion de oxigeno y el pH con electrodos especificos (Mettler-Toledo, GReifensee,
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Suiza). El flujo de aire y la agitacién se mantuvieron de forma automatizada en 1-4 vvm y 40-
1200 rpm, respectivamente, con el fin de asegurar que el oxigeno disuelto se mantuviera por
encima del 30% de saturacidon. Se mantuvo el pH del medio en 7,2 mediante la adicion

automatizada de disoluciones concentradas de HCI/KOH.

Cultivos en fed-batch. La alimentacidon de las células se hizo siguiendo un régimen
exponencial. Se controlé la velocidad de alimentacién para mantener la velocidad de
crecimiento en un valor determinado. Para ello, se disefié un medio concentrado con NaCl 2,5
M vy concentraciones del resto de los componentes de 10 a 50 veces mayores que la
concentracion en el biorreactor. El esquema de alimentacion se dividio en dos fases,

consistentes 500 mL de medio 10 y 50 veces concentrado, respectivamente.

Procedimientos analiticos
Crecimiento celular.

Para estimar la concentracion de células, se resuspendieron en una disolucidon de NaCl (de
0,6 a3 M9, y se determind la absorbancia a 600 nm (Espectrofotdmetro de luz visible Amersham
Biosciences Novaspec Plus, Uppsala, Suecia). Se aplicé una correlacion entre los valores de Agopo

y el peso seco para la cepa empleada.
HPLC de intercambio idnico acoplado a RI/UV.

Se analizaron los metabolitos extracelulares (glucosa, gluconato, piruvato, acetato y
lactato) mediante un equipo de HPLC (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, EE.UU.)
provisto con detectores de indice refraccion diferencial y de diodo de UV (Shimadzu Scientific
Instruments, Columbia, EE.UU.), empleando una columna de intercambio i6nico (HPX-87H,
BioRad Labs, Hércules, EE.UU.). Se usé como fase mévil H,SO, 5 mM a un caudal de 0,5

mL/minuto y 45°C.
Determinacion de glucosa y amonio con métodos espectrofotométricos.

La glucosa extracelular se determind con un kit especifico para glucosa (basado en la
actividad hexoquinasa) (GAHK20, Sigma). El amonio extracelular se determind con otro kit
enzimatico (11112732035, de R-Biopharm, Darmstadt, Alemania). Ambos kits se utilizaron de
acuerdo con las indicaciones de los fabricantes. Las medidas se llevaron a cabo en un lector de

microplacas de 96 pocillos Synergy HT (Bio-Tek, Winooski, E.E.U.U).
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Estudios de marcaje isotdpico mediante 1H-RMN y 13C-RMN.

Para los experimentos de marcaje, se crecieron las células en 100 mL de medio M63 en
presencia de glucosa o fructosa marcadas isotopicamente (CortecNet, Voisins-Le Bretonneux,
Francia). Los sustratos marcados isotdpicamente empleados fueron [1-13C]glucosa vy
[1-13C]fructosa. Los cultivos se detuvieron en fase exponencial media-tardia (Asoo entre 1,5y 2),
y las células se separaron del sobrenadante por centrifugacion (15 min a 16000g y 4°C). Los
solutos compatibles (ectoinas y glutamato) se extrajeron a partir de los sedimentos celulares
aplicando una variacidon del protocolo descrito por Garcia-Estepa y colaboradores., (Garcia-
Estepa et al.,, 2006). La fase acuosa se liofilizd y resuspendid en metanol deuterado. Los
espectros de 'H-RMN y 3C-RMN se registraron a 25°C usando espectrémetros Brucker AV400 y
Brucker AV500 a 400 y 500 MHz, respectivamente, con un tiempo de relajacién de 1 s en el caso

de 'H-RMN y de 60 s en el caso de *C-RMN.

Las areas de los picos se integraron para su cuantificacion. Para la cuantificacién de los
picos de H-RMN se afiadié 4cido férmico a cada muestra como estadndar externo hasta una
concentracidn final de 5 mM. Para la cuantificacién de picos de *C-RMN, se introdujo un capilar
conteniendo [U-13C4]-1,1',3,3'-tetrametilurea en el tubo de RMN como estandar externo de tal
forma que la concentracidon de 3C en el tubo de RMN fuera equivalente a 18,1 mM. La
concentracidn de solutos compatibles se determiné comparando las areas de los picos de 'H de
ectoinas y glutamato con el area del 4tomo de hidrégeno unido a carbono del 4cido férmico. El
porcentaje de marcaje en cada posicidon de carbono de ectoinas y glutamato se determiné de
dos maneras. En 'H-RMN, se usaron las dreas de los picos centrales y picos satélites para
determinar el nivel de marcaje de cada posicidon de carbono. Estos porcentajes se confirmaron
en 3C-RMN comparando las dreas de los picos de cada carbono con el drea del pico de [U-13C4]-
1,1',3,3'-tetrametilurea. En ambos casos, se sustrajo la contribucion prevista de la abundancia
natural de 3C de la abundancia 3C de cada posicidn. Las ratios de flujo se estimaron como se

habia descrito previamente (Pastor et al., 2013).
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RESULTADOS Y DISCUSION

C. salexigens se cultivdé en medios con diferente contenido en glucosa y amonio con el fin
de determinar cémo responde a los cambios en los aportes externos de fuentes de carbono y
nitrégeno. Inicialmente se observaron los efectos de una alimentacién no balanceada de
carbono y nitrégeno sobre el crecimiento y la produccion de ectoinas en C. salexigens en cultivos

en matraces agitados.
Efecto de la glucosa en el crecimiento y la produccién de ectoinas

Los experimentos de crecimiento discontinuo se realizaron en una concentracion fija de amonio
(30 mM), y con concentraciones variables de glucosa (de 10 a 100 mM). La concentracién de
glucosa no afectd a la velocidad de crecimiento en las condiciones probadas, mientras que el
rendimiento en biomasa aumentd con la concentracién de glucosa hasta 40 mM, cuando la
fuente de nitrégeno empezd a ser la limitante (Figura IV.1A). El rendimiento especifico de
produccién de ectoinas disminuyd en un 40% a concentraciones altas de glucosa (Figura 1B), y
también resulté menor el coeficiente de sintesis de biomasa. El titulo volumétrico de ectoinas

presentd un maximo a 40 mM.
Efecto de la concentraciéon de amonio en el crecimiento y la produccién de ectoinas

Los cultivos discontinuos se hicieron crecer en una concentracién de amonio entre 5y 200
mM, con una concentracion fija de glucosa (20 mM). La concentracién de amonio afecté tanto
al rendimiento en biomasa como a la velocidad de crecimiento de C. salexigens. A bajas
concentraciones, ambos parametros se incrementaron en proporcion al aporte de amonio. Los
bajos rendimientos en biomasa se deben a una sintesis de ectoinas y componentes celulares
limitada por la escasez del nitrégeno. Ademas, el efecto sobre la velocidad de crecimiento
sugiere que la actividad de los sistemas de captacién de amonio se vea afectada por la

concentraciéon del mismo en el medio.

Se observé un descenso ligero en la velocidad de crecimiento con el aumento de la
concentracién de amonio (Figura IV.1C). La tasa de mortalidad celular en la fase estacionaria
aumento de forma llamativa a altas concentraciones de amonio, lo que indica que un exceso de
esta fuente de nitrégeno podria tener efectos téxicos en las células, aln mas importantes tras
el agotamiento de la fuente de carbono (Figura IV.1C). El contenido en ectoinas de las células
fue menor a concentraciones mayores de amonio, mientras que su titulo volumétrico alcanzé

un maximo a 30 mM (Figura IV.1D).
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Efectos de la limitacion y exceso de nitrégeno sobre el metabolismo de C. salexigens: overflow

de carbono y flujos metabdlicos relativos

La baja eficiencia del crecimiento de C. salexigens en presencia de un aporte de glucosa 'y
amonio desequilibrado podria estar relacionada con: i) cambios metabdlicos que producen un
overflow de productos secundarios (como piruvato y acetato) (Pastor et al., 2013) y ii) una

produccién de ectoinas menor debida a una disponibilidad reducida de amonio para sintesis de

biomasa.
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Figura IV.1. Efecto de la concentracion de glucosa y de amonio en el crecimiento de C. salexigens
growth. El efecto de la glucosa se analizé en medio minimo M63 con amonio 30 mM y glucosa
10-100 mM. El efecto del amonio se analizé en el mismo medio con glucosa 20 mM y amonio 5-
200 mM. (A, C) Velocidad de crecimiento (puntos) y biomasa maxima (barras). (B, D)
Rendimientos especificos de ectoina (barras grises) e hidroxiectoina (barras blancas); los puntos
indican el titulo volumétrico de las ectoinas. En todos los cultivos la concentracién de NaCl fue
2,5 M. Las barras de error representan la desviacién estandar de al menos tres replicados
bioldgicos.
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Tabla IV.1. Efecto de la ratio C/N en la alimentacion sobre el metabolismo overflow de C.
salexigens. Las células crecieron en medio minimo M63 suplementado con glucosa y amonio en

las concentraciones indicadas en la tabla.

[Glucosa]

[Amonio]

(mM) (mM) qGlcuconato®  gPiruvato” qAcetato”
10 30 4,74 £ 0,03 1,49+0,13 N.D.
20 30 2,44 + 0,36 6,51+£0,18 N.D.
Glucosa 40 30 5,14 +1,23 4,97 £0,23 N.D.
variable 60 30 10,72+ 2,51 5,73 +2,30 N.D.
80 30 2,83 +0,50 7,13+0,76 N.D.
100 30 5,37 +£0,61 6,63 £0,25 N.D.
20 5 40,74 £5,08 43,33 +£9,83 N.D.

20 15 1,61 +£0,01 15,77 £1,42 2,13+0,21
Amonio 20 30 2,44 £ 0,36 6,51+0,18 N.D.
variable 20 80 5,66 +2,35 2,38+0,23 N.D.
20 150 366+1,44 1,39+0,71 N.D.
20 200 8,26 + 1,62 1,60+0,18 N.D.

*Velocidades expresadas en mmol/gps-h.

N.D. No detectado.

El crecimiento ineficiente de C. salexigens presenta una correlaciéon con la acumulacion
en el medio de cultivo de gluconato, piruvato, y en menor medida acetato. Los perfiles
metabdlicos observados se vieron muy afectados por la naturaleza del nutriente limitante. La
acumulacién de piruvato y gluconato observada resultd especialmente alta en cultivos limitados
por nitrégeno, y continud después de que el crecimiento ya se hubiera detenido. El overflow
metabdlico observado en cultivos limitados por carbono fue mucho menor (Tabla IV.1). El
piruvato y el acetato son metabolitos del overflow, y por tanto pueden servir como indicadores
de un metabolismo ineficiente. Resulta interesante que, a una concentracion de glucosa inicial
dada, la velocidad de excrecidon de piruvato aumentd en proporcidn con la ratio C/N en el medio
de cultivo. Por tanto, en C. salexigens el overflow depende de forma acusada de la disponibilidad
de amonio en el medio. Recientemente, se ha propuesto que el piruvato podria tener un papel
relevante en ambientes hipersalinos (Oren, 2015). Por otro lado, el gluconato no puede
considerarse metabolito del overflow. Se cree que la oxidacién rapida de la glucosa a gluconato
se debe a una adaptacion de algunos microorganismos que ofrece ventaja al competir por las
fuentes de carbono, donde algunos microorganismos no son capaces de usar el gluconato como
fuente de carbono. Ademas, el gluconato se consumié mas adelante, en la segunda mitad de la

fase exponencial de crecimiento (Pastor et al., 2013).
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Figura IV.2. (A) Espectros de 3*C-NMR de ectoinas producidas por C. salexigens en presencia de diferentes
concentraciones de amonio en el medio. Las células crecieron en medio minimo M63 con NaCl 2,5 M. La
concentracion de amonio fue 30 mM (espectro superior) o 50 mM (espectro inferior). Ver Materiales y
métodos para mayor detalle. Las ampliaciones de (B) (C) muestran algunas sefiales significativas de
ectoina y glutamato. Los tres esquemas superpuestos en los espectros representan el marcaje esperado
en ectoina (Ect) y glutamato (Glu), para las tres rutas extremas posibles para la sintesis de ectoinas a partir
de piruvato: (d) piruvato deshidrogenasa (Pdh) mas una vuelta al ciclo del acido citrico (CAT), (e) piruvato

carboxilasay (f) piruvato carboxilasa (Pc) mas una vuelta al CAT. El codigo de color indica el porcentaje de

marcaje en cada posicidn, segun la escala de color de la parte izquierda.
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Es posible determinar ciertos flujos metabdlicos relativos en nodos importantes del
metabolismo rastreando la incorporacién de *C procedente de fuentes de carbono marcadas
en posiciones especificas de las moléculas de ectoinas (Pastor et al., 2013). Aprovechando este
hecho, se cultivé a C. salexigens en [2-13C]-glucosa en diferentes proporciones amonio/glucosa.
Se observé un perfil alterado de solutos compatibles: en una ratio amonio/glucosa alta (es decir,
en cultivos limitados por glucosa), C. salexigens acumuld glutamato hasta un nivel comparable
al de las ectoinas (Figura 1V.2). Se hizo una estimacidn de ciertas ratios de flujos relevantes a
partir de los patrones de marcaje observados, como se ha descrito previamente (Pastor et al.,
2013). Concretamente, se estimaron las ratios entre piruvato carboxilasa y piruvato
deshidrogenasa (Pc/Pdh), piruvato carboxilasa y citrato sintasa (Pc/Cs) y citrato sintasa y ectoina
sintasa (Cs/EctA), pero sélo se detectaron pequefias variaciones entre los cultivos con ratio
amonio/glucosa entre 0,5y 3 (Figura IV.3B). Este hecho es un reflejo de la rigidez metabdlica de
C. salexigens al enfrentarse a cambios ambientales. Previamente hemos descrito un patrén de
rigidez similar en respuesta a la concentracion de sal (Pastor et al., 2013) que vuelve a ponerse

de manifiesto en respuesta a cambios en los aportes de carbono y nitrégeno.
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Figura IV.3. Efecto de la limitacién de glucosa y de amonio sobre el metabolismo de C.
salexigens. Las células crecieron en medio minimo M63 con NaCl 2,5 M en diferentes ratios
amonio/glucosa. (A) Contenido relativo en los solutos compatibles (SSCC) ectoina (barras
blancas), hidroxiectoina (barras grises) y glutamato (barras negras) al final de la fase exponencial
de crecimiento. (B) Ratios de flujos metabdlicos relevantes en el funcionamiento del nodo del
piruvato entre los siguientes pasos enzimaticos: piruvato carboxilasa (Pc), piruvato
deshidrogenasa (Pdh), citrato sintasa (Cs), y ectoina sintasa (EctA).
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Conexion entre el metabolismo overflow y el metabolismo de ectoinas: caracterizacién

metabdlica de un mutante ect-

En vista de la conexion existente entre la asimilacidon de glucosa y amonio y la sintesis de
ectoinas y el metabolismo overflow, se cuestiond qué ocurriria con el overflow de C. salexigens

en el caso de que no fuera capaz de sintetizar ectoinas. La sintesis de solutos compatibles supone

una gran carga metabdlica para las células, y esta en funcién de la concentracién de sal; a 2,5-3
M de NaCl, las ectoinas suponen hasta el 16-24% del peso seco celular (Pastor et al., 2013). Para
evaluar el metabolismo overflow en relacion con la sintesis de ectoinas, se compararron los
perfiles metabdlicos de C. salexigens CHR61 y la cepa mutante C. salexigens CHR62, deficiente

en la ruta de sintesis de ectoinas (por este motivo en adelante sera referida como mutante Adect).

El crecimiento del mutante Aect estd muy mermado, y puede crecer Unicamente en
concentraciones de sal moderadas (p. ej. 0,75 M de NaCl), y a una velocidad mucho menor
(Figura IV.4A). En cambio, en un medio suplementado con ectoina 20 mM como Unica fuente de
nitrogeno, el crecimiento del mutante es similar al de la cepa silvestre (Figura IV.3B). Este hecho
demuestra que: i) el crecimiento deficiente del mutante Aect es consecuencia de su incapacidad
de sintetizar ectoinas y ii) C. salexigens puede usar las ectoinas como la Unica fuente de carbono

y de nitrégeno.

También se determind el overflow del mutante Adect. Al crecer en amonio como Unica
fuente de nitrégeno, el mutante Adect mostré un metabolismo ineficiente, con bajo coeficiente
de sintesis de biomasa a partir de glucosa (Yx/sic) y una acumulacién alta de gluconato en el
medio de cultivo (Tabla IV.2). La produccién de los metabolitos del overflow (piruvato y acetato)
fue similar para ambas cepas, representando aproximadamente el 20% de la glucosa consumida.
Dado que el mutante Aect no sintetiza ectoinas, el alivio de esta carga metabdlica llevd a una
disminucién del 30% en la velocidad de consumo de glucosa. A pesar de esto, la acumulacién de
gluconato resulté 12 veces mas rapida, lo que implica que la oxidacion rapida de glucosa a

gluconato no esta sometida a una regulacién que asegure las necesidades del crecimiento.

115



2.5 2.5 4,5
T T - /';I
) T 3 35 Nh4 _
=—cct
- - ~ 3 ec /N |
w15 W15 ! K a5 =m=ala //
© © o
7] 4] © =0—glut
s 1 o 1 ] —..i(l"
& } 2 B 15 7§_——'?m :
05 0.5 1
0.5 Jr‘r/f:lf//lj'
0 T T 0 T T 0 [ T T 1
0 20 40 0 20 40 0 10 20 30 40 50
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura IV.4. Conexién entre el metabolismo del nitrégeno y la sintesis de ectoinas. Efecto de la mutacidn ect en el crecimiento de C.
salexigens. (A) Se cultivaron las cepas CHR61 (tipo silvestre) y CHR62 (mutante ect’, simbolos grises) en medio minimo M63 con NaCl
0,75 M. (B) Se revirtio el fenotipo deficiente en el crecimiento tras la suplementacién del medio de cultivo con ectoina 20 mM. (C)
Efecto de la fuente de nitrogeno escogida en el crecimiento de C. salexigens CHR61 en medio M63 con NaCl 2,5 M y suplementado

con 30 mM de amonio, 20 mM de alanina, 20 mM de glutamato o 20 mM de ectoina como Unica fuente de carbono.
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El consumo de glucosa fue similar para las dos cepas al crecer en 20 mM de ectoina como
Unica fuente de nitrégeno, y menor que en ausencia de ectoinas. Las velocidades especificas de
consumo de glucosa y de producciéon de gluconato y piruvato fueron menores que en el medio
control con amonio como fuente de nitrégeno. En conjunto, esto indica que: i) cuando C.
salexigens usa ectoina como fuente de carbono y nitrégeno, el consumo de glucosa es menor, y
ii) la produccién de gluconato y piruvato esta relacionada con la carga metabdlica impuesta por
la produccion de ectoinas, siendo mucho menor cuando la ectoina esta presente en el medio de
crecimiento. Por otro lado, la produccion de acetato aumentd en ambas cepas, con una
concentracion que llega a superar 5 mM, que podria ser consecuencia de un overflow especifico
causado por la degradacién de las ectoinas (Schwibbert et al., 2011). La ruta de degradacion de
las ectoinas se ha descrito en Sinorhizobium meliloti y H. elongata (Schwibbert et al., 2011).
Previamente se habia determinado que el overflow del acetato en C. salexigens esta en funcion
de la concentracion de sal en el medio (Pastor et al., 2013). De hecho, estos resultados podrian
indicar que la sintesis de ectoinas en esta bacteria es alta de forma constitutiva (lo que
concuerda con las ratios de flujos casi constantes que se observaron en las distintas salinidades)

mientras que la degradacién de ectoinas podria ser un proceso regulado.

Tabla IV.2. Crecimiento de C. salexigens CHR61 (tipo silvestre) y CHR62 (mutante Aect) en medio
minimo M63 con NaCl 0,75 M.

Medio Cepa u(h?) qGlucosa qGluconato qPiruvato qAcectato
M63 + Nacl CHR61  0,20+0,01 3,52 0,26 1,14 0,31
0,75M CHR62  0,10+0,01 2,52 2,35 0,70 0,31
M63 + NaCl CHR61  0,18+0,01 2,59 0,01 0,12 0,69
0,75 M +
Ectoina20mm  CHR62  0,19:0,01 2,82 0,12 0,96 0,92
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Comprendiendo los cambios metabdlicos en C. salexigens: sintesis y degradacion de ectoinas

y su conexion con el metabolismo central

Para comprender mejor estos datos, hemos de tener en cuenta que la ruta de produccién
y degradacién de ectoina y su integracién en el metabolismo central. La sintesis de ectoina he
hidroxiectoina consume aspartato y acetil coenzima A, ATP y NAD(P)H como cofactores y
glutamato como fuente de nitrégeno. A su vez, la activacién de los grupos amonio en forma de
glutamato, que actia como donador de grupos amino para la sintesis de aspartato (a través de
la aspartato aminotransferasa) y de L-2,4-aminobutirato (a través de EctB), requiere el consumo
de aun mas cofactores. Para bacterias que crecen en medio minimo con amonio como fuente
de nitrégeno, todos los compuestos nitrogenados derivan de los productos primarios de la
asimilacion del amonio: glutamato y glutamina (Neidhardt, 1996). El glutamato es el donador de

grupos amino para la sintesis de ectoinas (Vargas et al., 2008).

Se han descrito dos sistemas principales de captacién de amonio en esta bacteria, que
difieren en su afinidad por el sustrato. El sistema glutamina sintetasa/glutamato sintetasa
(GS/GOGAT) es el sistema principal de captacidon de amonio en concentraciones bajas del mismo
(<1 mM), mientras que glutamato deshidrogenasa (Gdh) es el sistema principal a
concentraciones altas. Existen cinco genes anotados como supuestas glutaminas sintetasas en
el genoma de C. salexigens (Copeland et al., 2011): csal0777, csal1181, csal1192, csal0243,
csal0679. La enzima glutamato sintasa es una proteina homodimérica compuesta por dos
subunidades diferentes codificadas por gltB (csal0615) y gltD (csal0616). Tanto el sistema
GS/GOGAT como Gdh incorporan amonio al esqueleto carbonado de 2-cetoglutarato. El
glutamato formado es reconocido generalmente como la principal reserva de nitrégeno celular,
transfiriéndolo a otros compuestos en reacciones catalizadas por aminotransferasas. Sin
embargo, ambos sistemas difieren en sus requerimientos energéticos (Neidhardt, 1996).
Recientemente, Schwibbert y colaboradores aplicaron un analisis in silico de la red metabdlica
de H. elongata que puso de manifiesto que el uso de uno u otro sistema de captacion de amonio
altera el rendimiento global de la ruta de sintesis de ectoinas (Schwibbert et al., 2011). C.
salexigens metaboliza la glucosa por medio de la ruta de Entner-Doudoroff, cuyo rendimiento
en ATP es bajo. Por tanto, el uso del sistema GS/GOGAT o Gdh para la incorporacién de amonio
en esta bacteria podria tener un impacto mayor que en el caso de H. elongata, y explicaria la

menor eficiencia del crecimiento en bajas concentraciones de amonio.

Por tanto, la estequiometria global de la ruta de sintesis de ectoinas depende del sistema
escogido para la sintesis de glutamato, que implica un menor nimero de equivalentes de ATP
en el caso de Gdh. Esto subraya la magnitud de la carga energética y redox impuesta por la
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sintesis de ectoinas, ya que se requieren (2 o 4) equivalentes de ATP y 3 equivalentes de NADPH
por mol de ectoina, segun la ruta considerada para la sintesis de glutamato. Se requiere un

equivalente adicional para la sintesis de hidroxiectoina.

La diferencia de afinidad por su sustrato de los dos sistemas de incorporaciéon de amonio
permite explicar el efecto observado de la concentracion de amonio sobre la velocidad de
crecimiento. En concentraciones bajas, la célula emplea la ruta GS/GOGAT, gastando mas
energia con el fin de aprovechar al mdximo el poco amonio disponible. A concentraciones
mayores de amonio, éste se asimila a través de la ruta de Gdh, menos costosa en energia (Figura

IV.1C).

Conexion entre el metabolismo overflow y el metabolismo del amonio: evaluacion del

crecimiento en varias fuentes de nitrégeno

Con el fin de confirmar la relacién entre las rutas de asimilacidn de amonio y el overflow,
se llevaron a cabo cultivos en cuatro diferentes fuentes de nitrégeno: amonio, ectoina, alanina,
y glutamato. Los experimentos se realizaron en medio minimo con NaCl 2,5 M. La cinética de
crecimiento y el metabolismo overflow demostraron que la asimilacion de nitrégeno es una
carga metabdlica importante para C. salexigens. La velocidad de crecimiento fue mayor en
presencia de ectoina o glutamato como fuentes de nitrégeno. La acumulacion de gluconato y de
piruvato siguié una tendencia inversa a la de la velocidad de crecimiento. Se observd un retraso
prolongado (fase lag) al crecer en alanina, debido probablemente a la acumulacién de un exceso
de piruvato, formado por transaminacién de la alanina (Figura IV.4C). En todos los casos, se

detectd poco o ningun acetato en el medio de cultivo.
Cultivo en fed-batch de C. salexigens

El conocimiento obtenido de todos estos resultados se empled en el desarrollo de una
estrategia de alimentacién que permitiera un cultivo de alta densidad de C. salexigens. Como se
ha descrito en las secciones previas, los cultivos alimentados con bajos niveles de glucosa y de
amonio mostraron los mayores contenidos de ectoina por unidad de biomasa. Esto indica que
C. salexigens no esta bien adaptada a concentraciones altas de nutrientes, lo que se puede
explicar por su adaptacion a crecer en ambientes pobres en nutrientes (Zahran, 1997; Oren,
2002). Este fendmeno es comun en otros muchos microorganismos, y normalmente aparece
acoplado a un metabolismo overflow alto durante el crecimiento en medios ricos en nutrientes.
Ademas, un flujo bajo de nutrientes limita la cantidad de células producidas, lo que afecta a la
productividad de los procesos. Este efecto resultd particularmente evidente cuando los niveles

de nitrégeno eran bajos, lo que afectd a la velocidad de crecimiento. Por ultimo, la acumulacién
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de gluconato y el overflow de piruvato podrian evitarse. Para poder conseguir un nivel alto de
produccién de ectoinas, debe alcanzarse un rendimiento especifico de ectoinas y de biomasa
altos. Por todo esto, se decidid crecer C. salexigens en cultivos fed-batch limitados por glucosa,

buscando optimizar las condiciones para mantener un cultivo de alta densidad.

Se disefiaron los perfiles de alimentacién fed-batch usando glucosa como nutriente
limitante. Tras una fase inicial de cultivo discontinuo, se alimentaron los cultivos con una
disolucién concentrada de nutrientes, fijando la velocidad de crecimiento mediante el control
de la velocidad de alimentacidon del nutriente limitante (Nielsen, 2006). Durante todo el
experimento se monitorearon el crecimiento, la produccidon de ectoinas y metabolitos vy el

consumo de nutrientes.
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FiguraIV.5. Cultivo de alta densidad de C. salexigens en sistema fed-batch. (A) Perfil de un cultivo
en fed-batch de C. salexigens alimentado de forma exponencial a una velocidad fija de 0,05 h.
Se muestra la evolucién de la biomasa y los productos secundarios principales (gluconato,
piruvato, acetato y lactato). Las fermentaciones se llevaron a cabo en un sistema Biostat B
system, como se describe en la seccién Materiales y métodos.

Cuando la velocidad de crecimiento se ajustd a un nivel relativamente alto (0,1 h%), se
acumularon glucosa y amonio en el medio de crecimiento y el crecimiento se detuvo en una
densidad celular baja (12,6 g/L) como consecuencia de la inhibicién por el amonio (Tabla IV.3).
En una velocidad de crecimiento menor (0,05 h?) se alcanzé una densidad mucho mayor (28,1
g/L). En este caso, el nutriente limitante fue la glucosa, que se agoté completamente en el medio
de cultivo. Sin embargo, la alimentacién de amonio no estaba equilibrada y continud
acumulandose en el reactor, llevando al final a una inhibiciéon del crecimiento. Para minimizar
este efecto, se disefié un esquema de alimentacion con dos disoluciones de alimentacion
distintas. La segunda fase de alimentacidon se inicid con una disolucion de nutrientes menos

concentrada en amonio. De esta forma se llegd a una densidad de 42,4 g/L. El titulo de ectoinas
120



Capitulo IV

fue de 4,2 g/L. Este ultimo esquema de alimentacidn, con una disolucién con contenido bajo en
nitrégeno y glucosa como nutriente limitante, permitié no sélo controlar la velocidad de
crecimiento, sino también limitar el metabolismo overflow. Se observé acumulacién de
gluconato y piruvato durante las fases iniciales de los cultivos, alcanzandose concentraciones de
hasta 7 mM de gluconato y 15 mM de piruvato. La cantidad de lactato y acetato observada fue
mucho menor. Desde las 50 h de cultivo en adelante, no se detectd ninguno de estos
metabolitos en los sobrenadantes de los cultivos, demostrando la limitacidon por carbono del
crecimiento, de manera que las células recuperaban los productos excretados con el fin de

maximizar el rendimiento metabdlico.

Tabla IV.3. Comparacidn de cultivos discontinuos y en fed-batch de C. salexigens DSM 3043.

Discontinuo Fed-batch A Fed-batchB Fed-batch C

p(h?) 0.18 0,1 0,05 0,05
[Glucosa] inicial (mM) 20 20 20 20
[Amonio] inicial (mM) 30 30 30 15
Glucosa alimentada total (g) 3.6. 75,64 111,7 111,7
Glucosa consumida total (g) 3.6 65,25 111,7 111,7

Perfil de alimentacién (g/L-h)

24-48h N.A. 0,26-17,9 0,14-0,6 0,10-0,4
48- hasta el final N.A. - 0,6-3,6 0,4-2,26
Biomasa maxima (g/L) 2.12 12,6 28,1 42,36
Produccidn de ectoina (g/L) 0.16 0,27 1,62 1,96
:’gr;)ljuccnon de hidroxiectoina 0.18 0,18 151 225

Rendimiento en biomasa

(B cow Egiucose”)) 0.6 0,25 0,5 0,75
Tiempo (h) 60 72 168 90
Agitacion (rpm) 41-554 41-860 41-1138 41-1149
pO0; (%0,) 30 30 30 30
Aireacion (L/minuto) 1-6 1-4 1-2 1-3,5

Por tanto, estos resultados demuestran que el overflow que se observa en C. salexigens
en los cultivos discontinuos se puede minimizar en cultivos fed-batch limitados por la fuente de
carbono, lo que indica que la eficiencia metabdlica de esta especie es mucho mayor en entornos

pobres en nutrientes.
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CONCLUSIONES

En este trabajo, se muestra por primera vez la importancia de unos flujos de carbono y
nitrégeno equilibrados para la produccion éptima de ectoinas. El metabolismo de C. salexigens
estd optimizado para maximizar la supervivencia en ambientes pobres en nutrientes. En un
entorno rico en nutrientes su metabolismo resulta ineficiente, y un alto nivel de metabolismo
overflow limita el crecimiento. Hay que sefalar que los cambios en el overflow observados en
C. salexigens al variar la ratio C/N no se reflejo en los flujos metabdlicos relativos. La rigidez
metabdlica de C. salexigens se demostré mediante 13C-RMN. Por ultimo, fue posible cultivar C.

salexigens en alta densidad en condiciones de limitacion de carbono.
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Metabolismo de fructosa en
Chromohalobacter salexigens: interaccion
entre las rutas de Embden-Meyerhof-
Parnas y Entner-Doudoroff

Este capitulo es una adaptacion del siguiente trabajo (en preparacion):

“Fructose metabolism in Chromohalobacter salexigens: interplay between the Embden-Meyerhof-Parnas
and Entner-Doudoroff pathways”






Capitulo V

RESUMEN

La bacteria halotolerante y haléfila C. salexigens emplea la ruta de Entner-Doudoroff
para metabolizar la glucosa, estando condicionada su eficiencia metabdlica por la alta
demanda biosintética impuesta por sus solutos compatibles, las ectoinas. La rigidez metabdlica
que parece haber desarrollado C. salexigens para soportar esta sobrecarga metabdlica resulta
en un metabolismo menos eficiente a bajas concentraciones de sal, lo que deriva en la
formacién de subproductos metabdlicos. Al crecer en fructosa como Unica fuente de carbono
no se observa este metabolismo overflow, y se alcanza un rendimiento en biomasa mayor. En
este trabajo se analizan los pasos iniciales de dos rutas metabdlicas alternativas de
incorporacion de fructosa al metabolismo central. Por un lado, la fructosa se puede fosforilar
en C6 vy, a causa de la carencia de 6-fosfofructoquinasa, canalizarse de forma cuantitativa hacia
la ruta de ED. Por otro lado, un sistema fosfotransferasa especifico para fructosa (PTS) puede
importar y fosforilar en C1 la fructosa, que seguidamente ingresa en una ruta similar a EMP. La
presencia de enzimas de ambas rutas se demostré mediante ensayos basados en 3!P-RMN,
concretamente fosfoglucoisomerasa, 6-fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato,
fructoquinasa, y 1-fosfofructoquinasa. Se logré asignar las dos ultimas actividades a dos
marcos abiertos de lectura (ORFs) de C. salexigens (Csal0931 y Csal2647, respectivamente),
mediante su clonaje en E. coli y la confirmacion de sus actividades en ensayos
espectrofotométricos. El seguimiento del marcaje isotdpico de [1-3C]fructosa, reveld que la
fructosa se metabolizaba en un 85 y un 15% mediante las rutas de ED y de EMP,
respectivamente. De esta forma, las rutas existentes para el metabolismo de fructosa otorgan
a C. salexigens una mayor flexibilidad metabdlica para la catabolizacion de la fuente de
carbono que en el caso de glucosa, lo que permite equilibrar de forma mas eficiente y

controlada las demandas de biosintesis con las de energia.
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INTRODUCCION

Los microorganismos haldfilos son capaces de prosperar en ambientes con alta
osmolaridad, en concentraciones de sal que en ocasiones, pueden llegar a alcanzar las
condiciones de saturacién. Hoy en dia, se sabe que estos microorganismos son
metabdlicamente muy diversos y estan presentes en todos los dominios de la vida.
Centrandonos en los dominios procariotas, se han desarrollado dos estrategias principales
para hacer frente a altas concentraciones de sal. La primera de ellas, conocida como la
estrategia “salt-in”, es casi exclusiva de la familia de arqueas Halobacteriaceae, algunas
bacterias anaerobias y la bacteria aerobia Salinibacter ruber (Oren, 2002; Roberts, 2004). En
pocas palabras, esta estrategia consiste en la acumulacidon intracelular de iones inorganicos
gue compensan la salinidad exterior. La segunda estrategia, denominada “organic solutes-in”,
es una estrategia mas evolucionada y muy extendida entre las bacterias, especialmente entre
bacterias fotdtrofas y quimioorgandtrofas (Galinski, 1993). Esta estrategia se basa en la
acumulacién intracelular de compuestos organicos de bajo peso molecular, conocidos como
solutos compatibles, que compensan los iones salinos del medio extracelular (Severin et al.,
1992; Ventosa et al., 1998). Para poder acumular tales compuestos, en caso de no estar
disponibles en el entorno, deben ser sintetizados de novo. A diferencia de la estrategia “salt-
in”, este requerimiento impone una carga metabdlica sobre el metabolismo de los
microorganismos que la empleen (Oren, 1999). Los altos requerimientos de energia para la
sintesis de solutos compatibles explican por qué esta estrategia no se ha hallado en bacterias

anaerobias.

Los microorganismos que usan una u otra estrategia son metabdlicamente diversos y
utilizan diferentes fuentes de energia y de carbono. Ambos tipos de haléfilos han desarrollado
a lo largo de su evolucién adaptaciones metabdlicas especificas que resultan de gran interés,
tanto para la ciencia basica como para la ciencia aplicada (Oren, 2002; Schiraldi y de Rosa,

2002; Morozkina et al., 2010).

C. salexigens es una bacteria haldfila aerobia que acumula ectoinas en respuesta a altas
concentraciones de sal ambientales (Arahal et al., 2001). En un articulo reciente, se ha descrito
el metabolismo de glucosa en C. salexigens. Esta bacteria ha desarrollado caracteristicas
metabdlicas especificas que incrementan sus posibilidades de sobrevivir en entornos muy
demandantes. Por ejemplo, se requiere un flujo anaplerdtico elevado para sostener la sintesis
de ectoinas a expensas de los intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT), y C.

salexigens resuelve este problema con una alta actividad piruvato carboxilasa, reponiendo asi
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el pool intracelular de oxaloacetato (OAA) (Pastor et al., 2013). Ademas, el alto grado de
adaptacion metabdlica al crecimiento en alta salinidad ha derivado en una rigidez de los nodos
metabdlicos que da como resultado un metabolismo poco eficiente de la glucosa a baja
concentracion de sal y una sobreproduccién de piruvato y acetato (metabolismo overflow o

rebosadero).

Una de las principales caracteristicas de C. salexigens es la ausencia de glucolisis para el
metabolismo de la glucosa (Pastor et al., 2013). La glucolisis, también conocida como ruta de
Embden-Meyerhof-Parnas, es la ruta para el catabolismo inicial de la glucosa en muchos
microorganismos (Romano y Conway, 1996). Consiste en diez pasos enzimaticos y produce dos
moles de piruvato, NADH y ATP por mol de glucosa. La ruta de Entner-Doudoroff es una ruta
alternativa para la oxidacidn de la glucosa que esté presente en muchos microbios (Werner
et al., 2010). Comparte varias de sus enzimas con la glucolisis. Las diferencias principales entre
ambas rutas son: i) el mecanismo de fosforilacion (activacion) de la glucosa, ii) el conjunto de
enzimas usado vy iii) el rendimiento energético global (Entner y Doudoroff, 1952; Conway,
1992). En E. coli y muchas bacterias coexisten ambas rutas, y la contribucién de cada una a la
oxidacion global de la glucosa puede distinguirse empleando sustratos marcados (Fihrer et al.,
2005). Sin embargo, muchas bacterias poseen exclusivamente una de las dos rutas, debido
frecuentemente a la carencia de 6-fosfofructoquinasa, una de las enzimas reguladoras de la
glucolisis. Este es el caso de C. salexigens y Pseudomonas putida (Sawyer et al., 1977; Pastor

etal., 2013).

La preferencia de C. salexigens por la ruta de Entner-Doudoroff podria estar relacionada
con la produccidon de NADPH, requerido para la sintesis de ectoinas, siendo clave, por tanto,
para explicar su adaptacidn satisfactoria al crecimiento en alta salinidad (Stéveken et al., 2011;

Pastor et al., 2013; He et al., 2015).

Un analisis preliminar del genoma de C. salexigens indicd que podria ser capaz de
asimilar fructosa por medio de la glucolisis (Csonka et al., 2005). De hecho, se identificaron los
genes que codifican para el sistema fosfotransferasa transportador de fructosa (PTS™) y su
pardlogo PTSN". Mientras que PTSf™ codifica para un transportador especifico de fructosa (de

Crécy-Lagard et al., 1991), el papel de PTSM" es menos conocido (Chavarria et al., 2013).

El objetivo de este trabajo fue describir el metabolismo de C. salexigens en fructosa, la
identificacion de las rutas implicadas, y comprender su relevancia. Se ha caracterizado
fisiolégicamente en detalle el metabolismo de fructosa en C. salexigens, incluyendo: la

confirmacién de la presencia de enzimas del metabolismo de fructosa mediante 3P-RMN vy
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ensayos espectrofotométricos con extractos celulares y enzimas purificadas, la identificacion
funcional de las rutas por *C-RMN y el andlisis de la organizacién en el genoma de C.

salexigens de los genes implicados en el metabolismo de fructosa.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas y cultivos

A lo largo de este estudio se empled C. salexigens CHR61, un mutante espontdneo de C.
salexigens DSM 30437 resistente a rifampicina (Tabla 11.1). Los stocks en glicerol, cultivos
solidos y precultivos se suplementaron con rifampicina hasta una concentracion final de 25
ug/ml. Los precultivos se iniciaron a partir de stocks en glicerol al 20%, y se hicieron crecer en
medio SW-2 (con un contenido total de sales de 2% (p/v) o 0,3 M), compuesto por 15,6 g/L de
NaCl, 4,07 g/L de MgS04-7H,0, 2,6 g/L de MgCl,-6H-0, 0,4 g/L de KCI, 67 mg/L de CaCl,-2H-0,
47 mg/L de NaBry 13 mg/L de NaHCOs; (Vargas et al., 1997).

Para la produccién de ectoina y la caracterizacién de las rutas metabdlicas, se hizo
crecer la cepa en medio minimo M63 (pH 7,2) conteniendo 16,3 g/L de KH,PO4, 4,2 g/L de
KOH, 2 g/L de (NH4)2S04, 39,5 mg/L de MgS04-7H,0 y 0,5 mg/L de FeSO4-7H,0. El medio M63
se suplemento con 43,8, 87,6 6 146,0 g/L de NaCl (correspondientes a 0,75, 1,5 6 2,5 M). Como
fuente de carbono, se empled 20 mM de fructosa o glucosa. Los cultivos en M63 se inocularon
a una absorbancia inicial (Asoo) de 0,025 con un precultivo en fase exponencial crecido durante
una noche en medio SW-2. Se crecieron cultivos de 100 mL en matraces de 0,5 L a 372C en un

agitador rotatorio a 210 rpm.

Procedimientos analiticos

Crecimiento celular. Para medir la concentracion de células, se resuspendieron las
células en una disolucion de NaCl (de 0,75 a 2,5 M), y se midid la absorbancia a 600 nm
(Novaspec Plus Visible Spectrophotometer, Amersham Biosciences, Piscataway, EE.UU.). Se
establecié una correlacidn entre la Agoo Yy los gramos de peso seco (PS) para la cepa utilizada,

segun la siguiente ecuacion: ges/L = 0,545-Agoo.

Determinacion de fructosa extracelular y dcidos orgdnicos. Se determinaron los acidos
organicos extracelulares (gluconato, piruvato y acetato) y la fructosa mediante cromatografia

de intercambio iénico en un equipo de HPLC Shimadzu LC-10 (Shimadzu Scientific Instruments,
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Columbia, EE.UU.), equipado con detectores de indice de refraccion diferencial y de array de
diodos (UV) (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, EE.UU.). Para la separacién de los
acidos organicos se usé una columna de intercambio idnico ICE-COREGEL 87H3 (Transgenomic,

Omaha, EE.UU.). La fase movil fue 15 mM de H,S04 a un caudal de 0,5 mL/min y 45°C.

Determinacion del consumo de glucosa. Se determind la glucosa en los sobrenadantes
empleando un kit especifico basado en hexoquinasa (GAHK20, Sigma, Saint Louis, EE.UU.). El
kit se manipulé de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes. Las medidas se

realizaron en un lector de microplacas de 96 pocillos Synergy (Bio-Tek, Winooski, EE.UU.).

Espectroscopia de RMN y estudios de marcaje isotopico

Para los experimentos de marcaje, se crecieron las células en 100 mL de medio M63 en
presencia de glucosa o fructosa marcadas isotopicamente (CortecNet, Voisins-Le Bretonneux,
Francia). Los sustratos marcados isotdpicamente empleados fueron [1-3C]glucosa y [1-
BCfructosa. Los cultivos se detuvieron en fase exponencial media-tardia (Asoo entre 1,5y 2), y
las células se separaron del sobrenadante por centrifugacién (15 min a 16000g y 4°C). Los
solutos compatibles (ectoinas y glutamato) se extrajeron a partir de los sedimentos celulares
aplicando una variacién del protocolo descrito por Garcia-Estepa y colaboradores., (Garcia-
Estepa et al.,, 2006). La fase acuosa se liofilizd y resuspendié en metanol deuterado. Los
espectros de 'H-RMN y *C-RMN se registraron a 25°C usando espectrémetros Brucker AV400 y
Brucker AV500 a 400 y 500 MHz, respectivamente, con un tiempo de relajaciéon de 1 s en el
caso de 'H-RMN y de 60 s en el caso de 3C-RMN. Las areas de los picos se integraron para su
cuantificacion. Para la cuantificacién de los picos de H-RMN se afiadié &cido férmico a cada
muestra como estandar externo hasta una concentracion final de 5 mM. Para la cuantificacion
de picos de 3C-RMN, se introdujo un capilar conteniendo [U-13C4]-1,1',3,3'-tetrametilurea en
el tubo de RMN como estdndar externo de tal forma que la concentracién de 3C en el tubo de

RMN fuera equivalente a 18,1 mM.

Prediccidén del destino del marcaje isotépico

Se seleccionaron [1-13C]fructosa y glucosa para determinar la importancia relativa de las
distintas rutas posibles del metabolismo central, de acuerdo a lo descrito anteriormente (Klapa

et al.,, 1999; Metallo, Walther y Stephanopoulos, 2009). Se predijeron los patrones de
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incorporacion de la marca isotdpica de glucosa y fructosa en piruvato y acetil-CoA via glucolisis

o ruta de Entner-Doudoroff, y posteriormente en las ectoinas.
Extraccion de ARN y RT-PCR

Para cada muestra, se aisl6 el contenido total de ARN de 3-108 células. Se empleé el kit
de extraccion de ARN Qiagen RNeasy Mini de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los
extractos de ARN se trataron con ADNasa libre de ARNasa (Qiagen, Venlo, Paises Bajos) para
evitar interferencias debidas al ADN durante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se
determind la pureza y concentracion del ARN asi obtenido con un espectrofotémetro
NanoDrop® ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, EE.UU.), y se evalud su calidad en
un analizador microfluidico Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, EE.UU.),
usando el kit Agilent RNA 6000 Pico kit. El ARN aislado se almacend a -80°C durante un periodo
maximo de 3 dias. Se retrotranscribié un microgramo de ARN de alta calidad (relacion de ARNr
[23S/16S] ~ 1,6, numero de integridad de ARN [RIN] > 9,0, y relacién A?°/A%° > 2,0) con
reactivos de reversotranscripcion de TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, EE.UU.), y se
almacend a -20°C hasta su uso. El proceso de RT-PCR consistié en la incubacion de 50 puL de
mezcla de reaccion en un termociclador PCR-Thermal Cycler 200 (MJ Research Inc., Boston,

EE.UU.) durante 10 min a 25°C, 30 min a 48°C y 5 min a 95°C.

Los cebadores usados en este trabajo (enumerados en el Anexo V, Tabla I.S1) se
disefaron con la aplicacién informatica Primer Express® Software v3.0 (Applied Biosystems), y
se adquirieron de Applied Biosystems (Cheshire, Reino Unido). Se emplearon como control de
cuantificacion interno los genes polA y dnaA de C. salexigens, que codifican para la ADN
polimerasa | y el regulador transcripcional dual de unidén a ADN, respectivamente. La PCR
cuantitativa se llevo a cabo en un aparato 7300 real-time PCR System (Applied Biosystems),
usando el reactivo de PCR Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Cada
mezcla de reaccidon de 50 pL conteniendo 10 ng de ADNc molde y 15 picomoles de cada
cebador se incubd 2 min a 50°C, 10 min a 95°C tras lo que se las sometid a 40 ciclos de dos
fases (15 s a 95°C y 1 min a 60°C). Se revisé el rango dinamico lineal y la eficacia de Ila
amplificacion de cada gen segln el protocolo del fabricante. Los datos brutos se transformaron
en valores de ciclo umbral (Ct) usando la aplicacién 7300 System SDS v1.3.1 (Applied
Biosystems). La expresion relativa de los genes de interés se compard con la condicion de
cultivo de referencia (en este caso los crecidos en glucosa) aplicandose el método de la

comparacion de Ct, expresandose los resultados en forma de AACt.
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Ensayos enzimaticos

Deteccidn de actividad enzimdtica mediante 3'P-RMN. Se obtuvieron extractos celulares
a partir de 800 mL de cultivo de C. salexigens crecida en medio M63, suplementado con NaCl
0,75 M vy fructosa 20 mM como Uunica fuente de carbono. Se tomaron muestras para
centrifugaciéon en la fase exponencial tardia del crecimiento (Asw aproximadamente 2). Se
sonicaron las células en bafio de hielo con una sonda de 3 mm de didmetro usando un
ultrasonicador Vibra Cell VC 375 (Sonic Materials, Danbury, EE.UU.) y se centrifugaron a 16000
g durante 20 min a 4°C. Los sobrenadantes (extracto libre de células) se usaron para las
medidas posteriores de actividad enzimatica. Los extractos celulares se limpiaron de sales y
pequefios compuestos organicos con columnas de desalacién por permeacién en gel PD-10 (GE
Healthcare, Buckminghamshire, Reino Unido), para evitar la inhibicion de la actividad
enzimatica y/o interferencias. Las reacciones se dispararon adicionando extracto proteico a la
mezcla de reaccion hasta un volumen final de 2 mL. En los casos en que fue necesaria la
adicién de ATP o pirofosfato como sustrato de reaccidn, se afiadié ademdas NaF para inhibir la
actividad ATPasa en los extractos celulares. En todas las reacciones se mantuvo la temperatura
a 30°C. Se dejo correr cada reaccién durante dos horas, tomando una alicuota de 500 pL cada
20 6 30 minutos, segun el caso. Inmediatamente, se colocé cada una de estas alicuotas en
bafio con hielo, se les afadido EDTA hasta una concentracién final de 50 mM para quelar los
iones de magnesio de la mezcla de reaccidon y mejorar asi la resolucién de los espectros y se
incubaron a 85°C durante 10 min para una inactivacion enzimatica completa. Los espectros
finales de *'P-RMN obtenidos son el resultado de la sefial acumulada durante 30 min. Para
cada alicuota de cada reaccidn se repitid el registro de 3'P-RMN en las mismas condiciones de
adquisicion tras afiadir los correspondientes compuestos fosforilados puros con objeto de

confirmar la identidad de los picos de las muestras.
Las mezclas de reaccién contuvieron:

1-Fosfofructoquinasa (1Pfk). Tampadn Tris 100 mM (pH 7), fructosa-1-fosfato 5 mM, ATP 5 mM,
NaF 30 mM, MgCl, 10 mM y KCI 50 mM.

Fosfoglucoisomerasa (Pgi). Tampén MOPS 100 mM (pH 6,5), fructosa-6-fosfato 5 mM, MgCl,
10 mM y KCI 50 mM.

Fructoquinasa (Frk). Tampdn Tris 100 mM (pH 7,5), fructosa 5 mM, ATP 5 mM, NaF 30 mM,
MgCl; 50 mM y KCI 250 mM.
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6-Fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Pfp). Tampén MOPS 100 mM (pH 6,5),
fructosa-6-fosfato 5 mM, pirofosfato 5 mM, NaF 30 mM, MgCl; 10 mM y KCl 50 mM.

Ensayos espectrofotométricos de actividad enzimdtica. Los ensayos de actividad
enzimdtica se optimizaron para las condiciones, medios y cepa usados en este estudio. Las
medidas se llevaron a cabo en un lector de microplacas de 96 pocillos Synergy HT (Bio-Tek,
Winooski, EE.UU.). Una unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima
capaz de catalizar el consumo de un micromol de sustrato consumido o la formacién de dicha
cantidad de producto por minuto. Las valores de actividad enzimatica se normalizaron con
respecto a los miligramos de proteina (unidades/mg). En cada caso, se tomaron muestras del
cultivo que se centrifugaron a 16000g durante 15 min a 4°C, y se resuspendieron los
sedimentos celulares en tampdn fosfato 65 mM (pH 7,5). Se sonicaron las células en bafio de
hielo con una sonda de 3 mm de didmetro de un ultrasonicador Vibra Cell VC 375 (Sonic
Materials, Danbury, EE.UU.) y se centrifugaron a 16000g durante 20 min a 4°C. Los
sobrenadantes libres de células se usaron para las medidas de actividad. Se determind la
concentracion de proteina en los extractos proteicos mediante el método del acido
bicinconinico (BCA) (BCA Protein Assay kit, Pierce). Cada mezcla de reacciéon contuvo un
volumen final de 200 pL en cada pocillo, de los que 40 plL correspondieron a extracto proteico
convenientemente diluido con el tampdn adecuado en cada caso. Las composiciones de las

mezclas de reaccidon fueron las siguientes:

6-Fosfofructoquinasa (6Pfk). Se aplicé el método de Peng y Shimizu (Peng y Shimizu, 2003) con
ligeras modificaciones. El tampdén de medida fue imidazol-HCl 50 mM (pH 7), y la mezcla de
reaccién contuvo MgCl, 5 mM, NADH 1 mM, EDTA 1 mM, ATP 5 mM, 2 U/mL de aldolasa, 8
U/mL de triosa-fosfato isomerasa, 2 U/mL de a-glicerofosfato deshidrogenasa y fructosa-6-
fosfato 5 mM como reactivo disparador. Se siguid la actividad enzimatica como disminucion de
la absorbancia debida a NADH a 340 nm (enaon=6220 Mtcm™).

1-Fosfofructoquinasa (1Pfk). Se aplicd una modificacion del método empleado para medir
6Pfk. EI tampdn de medida fue imidazol-HClI 50 mM (pH 7), y la mezcla de reaccién contuvo
MgCl, 5 mM, NADH 1 mM, EDTA 1 mM, ATP 5 mM, 2 U/mL de aldolasa, 8 U/mL de triosa-
fosfato isomerasa, 2 U/mL a-glicerofosfato deshidrogenasa y fructosa 1-fosfato 5 mM como
reactivo disparador. Se siguié la actividad enzimatica como disminucién de la absorbancia
debida a NADH a 340 nm (enaon=6220 Mtcm™).

6-Fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (direccion de fosforilacion), (Pfp). Se aplicé el
método de (Bertagnolli y Cook, 1984) ligeramente modificado. El tampdén de medida fue

imidazol-HCI 50 mM (pH 7), y la mezcla de reaccion contuvo 5 mM MgCl, 5 mM, NADH 0,2
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mM, EDTA 1 mM, 2 U/ml DE aldolasa, 3 U/mL de triosa —fosfato isomerasa, 3 U/mL a-
glicerofosfato deshidrogenasa, fructosa-6-fosfato 2 mM y MgPP; 1 mM como reactivo
disparador. Se siguié la actividad enzimatica como disminucién de la absorbancia debida a
NADH a 340 nm (enapn=6220 Mtcm).

Glucoquinasa (Glk). Se aplicé el método de Peng y Shimizu (Peng y Shimizu, 2003) con algunas
modificaciones. El tampdn de medida fue Tris-HCI 100 mM (pH 7,5), y la mezcla de reaccion
contuvo MgCl, 10 mM, KCl 50 mM, NADP* 2 mM, ATP 5 mM, 4 U/mL de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y glucosa 5 mM como reactivo disparador. Se siguid la actividad enzimatica
como aumento de la absorbancia debida a NADPH a 340 nm (enapn=6220 M1cm™).
Fructoquinasa (Frk). Se aplic6 una modificacién del método empleado para medir Glk. El
tampon de medida fue Tris-HCl 100 mM (pH 7,5), y la mezcla de reaccidon contuvo MgCl, 10
mM, KCl 50 mM, NADP* 2 mM, ATP 5 mM, 4 U/mL de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 4
U/mL fosfoglucoisomerasa y fructosa 5 mM como reactivo disparador. Se siguid la actividad
enzimatica como aumento de la absorbancia debida a NADPH a 340 nm (enapn=6220 M*cm™).
6-Fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (direccion de desfosforilacion), (Pfp). Se usé
Tris-HCI 100 mM (pH 7,5) como tampdn de medida, y la mezcla de reaccién contuvo MgCl; 10
mM, KCI 50 mM, NADP* 2 mM, ATP 5 mM, 5 mM 4 U/mL de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,
4 U/mL de fosfoglucoisomerasa, K;HPO, 5 mM vy fructosa-1,6-bisfosfato como reactivo
disparador. Se sigui6 la actividad enzimatica como aumento de la absorbancia debida a NADPH

a 340 nm (enapn=6220 Mlcm™).

Clonaje, expresion y purificacion de proteinas

A partir del ADN cromosémico de C. salexigens DSM 3043" se amplificaron las
secuencias de los genes Csal2647, Csal0931 y Csal0639 usando los cebadores mostrados en la
Tabla I1.S1 (ver Anexo V). Los productos de PCR resultantes se digirieron con las enzimas de
restriccion Pstl/Hindlll (Kpnl/HindIll en el caso de Csal0639) y se clonaron en el vector de
expresion bacteriano pRSETC (pRSETB en el caso de Csal0639) (Life Technologies, Carlsbad,
EE.UU.), que afiade seis residuos de histidina (cola de poli-histidina) al extremo N-terminal de
las proteinas clonadas. Los pldsmidos resultantes se transformaron en la cepa hospedadora
especializada E. coli BL21(DE3) ApatZ (Castafio-Cerezo et al., 2015) (ver Tabla II.1). Para la
expresion de las proteinas con cola de poli-histidina, se hicieron crecer las cepas
transformadas a 30°C en medio LB hasta una absorbancia (Asw) de 0,5, momento en que se le
afiadié isopropil-D-tiogalactdsido (IPTG) hasta una concentracion de 0,5 mM para inducir la
expresion de las proteinas heterélogas, tras lo que se dejaron crecer los cultivos 3 horas mas.

Se recolectaron las células mediante centrifugacién y se lavaron tres veces con NaCl 0,9% vy
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MgS0O,4 10 mM. Los sedimentos celulares se resuspendieron en tampdn de unién (Na;HPO,
15,5 mM, NaH;PO4; 4,5 mM, NaCl 500 mM e imidazol 20 mM, pH 7,4) y se lisaron por
sonicacién (3 ciclos de 30 segundos por muestra) en un bafio con hielo. Se retiraron los restos
celulares mediante centrifugacion y se cargd cada extracto proteico en columnas His GraviTrap
(GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). Se purificaron las proteinas con cola de poli-
histidina de acuerdo con el protocolo indicado por el fabricante. Las proteinas purificadas
conteniendo aun imidazol, se limpiaron con columnas desaladoras PD-10 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido), y se almacenaron en tampdn fosfato 65 mM (pH 7,5) a -80°C

hasta su uso.

Tabla II.1. Cepas y plasmidos usados en este trabajo.

Cepa Genotipo relevante/uso Fuente, o referencia
Chromohalobacter Mutante espontdneo de la cepa (Canovas et al., 1997)
salexigens CHR61 DSM 3043 con resistencia a Rf

Escherichia coli Top10F Cepa hospedadora para la Invitrogen

propagacion de los plasmidos
pRSETB pRSETC

Escherichia coli BL21 Cepa hospedadora para la (Castano-Cerezo et al.,
(DE3) Apatz expresion de proteinas 2015)

heterdlogas; FF ompT hsdSs(rs-

ms-) gal dem A(DE3) tonA ApatZ

Plasmido Region clonada Fuente

pRSETB - Life Technologies
pPRSETBCsal0639p Csal0639 Este trabajo
pPRSETC - Life Technologies
pPRSETCCsal0931p Csal0931 Este trabajo
pPRSETCCsal2647p Csal2647 Este trabajo
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RESULTADOS

Crecimiento de C. salexigens en fructosa como fuente de carbono. Produccién de ectoina y

metabolismo overflow

Se analizé la fisiologia de C. salexigens en medio minimo con fructosa en funcion de la
salinidad y se compard su comportamiento con glucosa como fuente de carbono. C. salexigens
se cultivd en medio minimo M63 suplementado con fructosa o glucosa como Unica fuente de
carbono a tres concentraciones de sal (NaCl 0,75, 1,5 y 2,5 M). Tal como se ha descrito
previamente, el rendimiento maximo en biomasa aumenté con la salinidad en glucosa como
fuente de carbono, mientras que la velocidad de crecimiento disminuyd un 60% desde 0,75 M
(salinidad 6ptima para el crecimiento) hasta 2,5 M (salinidad 6ptima para la sintesis de
biomasa). La velocidad de crecimiento en fructosa resulté un 30-40% menor en cualquiera de
las salinidades probadas (Figura 1l.1A), mientras que el rendimiento maximo en biomasa fue

mayor que en los cultivos con glucosa, excepto en NaCl 2,5 M (Figura 11.1B).

El andlisis de los sobrenadantes de los cultivos en fructosa reveld la ausencia de
gluconato, piruvato y acetato, al menos en niveles detectables. La ausencia de metabolismo
overflow concuerda con el rendimiento mayor en biomasa en los cultivos de fructosa. Ademas,
a 2,5 M de NaCl, donde los cultivos en glucosa mostraron un metabolismo overflow mucho
menor que a baja salinidad, no se observd una diferencia significativa en el rendimiento en

biomasa entre las dos fuentes de carbono.

Con el objetivo de comprender cémo la ausencia de metabolismo overflow afecta al
metabolismo central de C. salexigens al crecer en fructosa, se evalud el coeficiente
estequiométrico de consumo de la fuente de carbono para la produccion de biomasa en
ambas series de cultivos. La eficiencia del consumo de la fuente de carbono aumentd al
aumentar la salinidad, en ambos azlcares, pero esta tendencia fue mucho mas acusada en el
caso de la glucosa. La velocidad de consumo de fuente de carbono resulté menor en el caso de

la fructosa en todas las condiciones probadas (Figura I1.2).

Globalmente, el crecimiento fue mas eficiente en fructosa a baja salinidad, mientras que
los pardmetros de crecimiento fueron similares a alta salinidad. Estas diferencias fenotipicas
aparecen en correlacion con la presencia de metabolismo overflow, y podria ser una

consecuencia directa de este ultimo.
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Figura I.1. Velocidad especifica de crecimiento (A) y biomasa maxima (B) en cultivos
discontinuos crecidos en glucosa y fructosa. Se crecieron los cultivos a 37°C en medio minimo
M63 con glucosa 20 mM (barras negras) o fructosa 20 mM (barras grises) como Unica fuente
de carbono en NaCl 0,75, 1,5 6 2,5 M. Todos los datos representan el promedio de al menos
tres series de cultivos independientes. Ver seccion Materiales y métodos para mayor detalle.
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Figura 11.2. Eficiencia de los consumos de glucosa y fructosa. El histograma representa el
rendimiento en el consumo de glucosa (Yei/x, barras negras) y fructosa (Yeyx, barras grises).
Los circulos representan las velocidades especificas de consumo, siguiendo el mismo cddigo de
color. Se crecieron los cultivos a 37°C en medio minimo M63 con glucosa 20 mM o fructosa 20
mM como Unica fuente de carbono en NaCl 0,75, 1,5 6 2,5 M. Todos los datos representan el
promedio de al menos tres series de cultivos independientes.

Reconstruccion del metabolismo de fructosa en C. salexigens: pruebas gendmicas y

transcriptomicas

Las rutas para el metabolismo de la fructosa en C. salexigens no han sido descritas
previamente. Los primeros pasos de las rutas para la utilizacion de la fructosa se recogen en la
Figura Il.3A. En base a la anotacién gendmica se predicen dos rutas para la incorporacion de la
fructosa al metabolismo central (Copeland et al., 2011). La primera de ellas implica la entrada
de fructosa a través de un sistema fosfotransferasa (PTS) especifico de fructosa (PTS™) y
fructosa-1-fosfato como intermediario. La segunda ruta implica un transportador de azucar no
PTS (o bien un transportador ABC o un facilitador para azucares, ver Figura I.3A), y la
activacion de la fructosa a fructosa-6-fosfato por una quinasa soluble. Estas dos rutas podrian
estar conectadas por la actividad reversible de una fructosa bisfosfatasa dependiente de

pirofosfato (Fbp).
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En base al genoma, la fructosa es el Unico azucar para el que existe un transportador PTS
especifico en C. salexigens. Dado que el transporte de azlcares a través de PTS es incompatible
su completa metabolizacion mediante la ruta de Entner-Doudoroff (Romano, Trifone vy
Brustolon, 1979), el crecimiento de C. salexigens en fructosa como Unica fuente de carbono
deberia tener lugar (al menos en parte) por medio de una ruta diferente. Por tanto, resulta

evidente que C. salexigens metaboliza la fructosa a través de otra via metabdlica.

En este trabajo, se analizaron genes seleccionados relacionados con el metabolismo de
fructosa para una mayor comprension de estas rutas. Asi, se seleccioné un subconjunto de
marcos abiertos de lectura (ORFs) a los que, de forma automatizada, se le habian asignado
funciones relacionadas con enzimas del metabolismo de fructosa, para llevar a cabo estudios
de transcripcién mediante PCR a tiempo real (RT-PCR). Este subgrupo incluyé todos los ORFs
anotados previamente como posibles PfkB (Csal0274, Csal0639, Csal0931, Csall534 vy
Csal1841). Se incluyeron asimismo genes codificantes de enzimas pertenecientes a ambas
rutas de la incorporacion de la fructosa, a saber, fructoquinasa (frk, Csal0931) por un lado, y los
genes del operén fruBKA por el otro. Este grupo fue ampliado para incluir algunas enzimas que
conectaran el metabolismo de fructosa con el metabolismo central y de glucosa: 6-
fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (pfp, Csal1534), fosfoglucoisomerasa (pgi,
Csal0932), fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (ald, Csal0370), glucoquinasa (glk, Csal0935) vy
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (zwf, Csal2741). Se incluyeron ademas tres quinasas de
azlcares mas, 2-cetogluconato quinasa (KguK, Csal0274) y los dos ORFs restantes anotados
previamente como 6-fosfofructoquinasas (PfkB, Csal0639, y Csal1841) que aun no habian
recibido una asignacidon definitiva. Todas las enzimas asociadas con estas actividades se

muestran en la Figura I1.3B.

Se realizaron tres series de cultivos discontinuos de C. salexigens en tres fuentes de
carbono distintas, glucosa, fructosa y glicerol. Cuatro de esos ORFs se sobreexpresaron en los
cultivos en fructosa, en comparaciéon con las otras dos condiciones. Dos de esos genes
sobreexpresados pertenecen al grupo de cinco ORFs previamente anotados como PfkB:

Csal2647 y Csal0639.
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Figura 11.3. (Pagina siguiente). (A) Rutas de asimilacién de fructosa, glucosa y gluconato en C.
salexigens, propuestas en base a estudios previos filogenéticos e in silico en los que se
compara C. salexigens con P. putida y otras especies relacionadas. Las dos rutas propuestas
para la asimilacién de la fructosa se basan en los datos de 3C-, 3'P-RMN y RT-PCR, y en los
estudios de expresion heterdloga presentados en este capitulo. Los nhombres de enzimas y
transportadores se muestran encuadrados en rectdngulos y elipses, respectivamente. Las
enzimas incluidas en los estudios de RT-PCR cuya actividad se confirmd mediante 3P-NMR
aparecen en rectangulos azules, los ORFs que se incluyeron en los estudios de RT-PCR y no se
detectaron o no se ensayaron en 3!P-RMN aparecen en rectangulos verdes. El resto de los
transportadores y enzimas propuestos se muestran en rectangulos blancos. (B) Grupos de
genes y operones relacionados con las rutas de asimilacion de glucosa y fructosa en C
salexigens. El nombre de la asignacidn mds plausible se muestra sobre cada ORF. Los ORFs que
se incluyeron en el estudio de RT-PCR aparecen destacados en rectangulos blancos.

Abreviaturas: 1Pfk, 1-fosfofructoquinasa; Aep, aldosa-1-epimerasa; Ald, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa;
Eda, 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa; Edd, 6-fosfogluconato deshidratasa; Frk, fructoquinasa;
Gapdh, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; Gecd, glucosa deshidrogenasa; Glcnl, gluconolactonasa;
Glk, glucoquinasa; GntP, transportador de gluconato; KguD, 2-ceto-6-fosfogluconato reductasa; Kguk, 2-
cetogluconato quinasa; KguT, transportador de 2-cetogluconato; Pgi, fosfoglucoisomerasa; Pgl, 6-

fosfogluconolactonasa; Pgk, fosfoglicerato quinasa; Pts, sistema de transporte fosfotransferasa
(especifico de fructosa); Tpa, tagatosa-6-fosfato aldolasa; Zwf, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

'Facilitadores de transporte de azlcares o transportadores tipo ABC (asignacién provisional/no
definitiva).

2 ORFs que retienen su asignacion como PfkB debido a |a falta de datos experimentales.
30perdn fruBKA.

Los ORFs siguientes retienen asignaciones poco precisas basadas en anotacién automatica (en JGI): g,
“Lacl family transcriptional regulator”; b, “short chain dehydrogenase/reductase”; c, “putative fructose
transport system kinase”; d, “mannitol dehydrogenase-like protein”; e, “aldo/keto reductase; f, NAD*-
binding D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase”.
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Csal2647 pertenece al grupo formado por tres ORFs con alta homologia con el operdn
fruBKA de varias especies del género Pseudomonas. Este operdn codifica un sistema PTS
especifico para la importacion de fructosa que fosforila este azicar formando fructosa-1-
fosfato (fruB y fruA) (Reizer, Reizer y Lagrou, 1999) y Csal2647, que codifica una proteina
soluble (Figura I.3B). Csal2647 presenta alta homologia con el gen fruK de P. putida, que
codifica 1-fosfofructoquinasa, la cual fosforila la fructosa-1-fosfato a fructosa-1,6-bisfosfato.
Los genes del operén fruBKA se sobreexpresaron conjuntamente en medio minimo con
fructosa (Tabla II.2), lo que refuerza la funcion del producto de Csal2647 como parte del
operdon fruBKA, siendo esencial para la existencia de una ruta similar a EMP para el

metabolismo de la fructosa en C. salexigens (Figura I1.3A).

Tabla I1.2. Andlisis mediante RT-PCR de la expresion de genes relacionados con el metabolismo
de fructosa seleccionados. Niveles de expresidn relativa en cultivos crecidos en fructosa y
glicerol como fuentes de carbono con respecto a cultivos crecidos en glucosa (esta ultima
condicién se fijo como condicién de referencia). Todas las muestras de ARN se extrajeron de
cultivos en fase exponencial de crecimiento. Los resultados estan expresados como AACt, y
representan el promedio y desviaciéon estandar de al menos dos replicados bioldgicos y tres
replicados técnicos. Ver seccién Materiales y métodos para mayor detalle.

Genes ACt.“"da.\d Fructosa Glicerol
enzimatica
Csal2648 Pts! 1,64 +0,21 0,82 +0,11
Csal2647 1Pfk 1,57 £0,15 0,79+0,14
Csal2646 Pts? 2,22 +0,19 0,83+0,13
Csal0370 Ald -0,11+0,14 -0,12+0,13
Csal1534 Pfp -0,46 + 0,16 -0,47 +0,17
Csal0935 Glk 0,53 +0,27 0,91+0,18
Csal0932 Pgi 0,29 + 0,31 -0,07 £ 0,29
Csal0931 Frk 0,33+0,19 0,27 £ 0,43
Csal2741 Zwf 0,00 + 0,14 0,52 +0,28
Csal0274 KguK 0,34 40,22 0,24 +0,18
Csal0639 PfkB? 0,95+0,17 0,81+0,22
Csal1841 pPfkB? 0,22 +0,15 0,32+0,20

La secuencia de aminodcidos de este gen abarca dominios ortélogos de las subunidades El, HPr y EIIA

de un sistema fosfotransferasa (Pts).

2La secuencia de aminoacidos de este gen abarca dominios ortélogos de las subunidades EIIB y EIIC de

un sistema fosfotransferasa (Pts).

3Asignacion automatica a falta de datos experimentales.
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Aln no existen datos experimentales que asocien Csal0639 con alguna funcidn
fisioldgica, y retiene por tanto la asignacién como PfkB. Csal0639 aparece sobreexpresado en
C. salexigens en los cultivos con fructosa (Tabla 11.2), lo que puede interpretarse como indicio
de una funcién relacionada con el metabolismo de este azucar. Para confirmar esto, y ayudar a
la elucidacion de su verdadera funcion, se compard su secuencia de aminoacidos con la de
otros ORFs de varias y-proteobacterias, y se usaron estos datos en un estudio filogenético en el
que se incluyeron los ORFs con mayor similaridad con Csal0639 (ver Figura 11.S1 en Anexo V).
Estos ORFs codifican enzimas que catalizan reacciones relacionadas con
fosforilacién/desfosforilacion de fructosa y derivados fosforilados de la misma, asi como
reacciones analogas con otras hexosas. Este anadlisis no aportd nuevas pistas y no se pudo
concretar su funcién real y, por tanto, tampoco su implicacién en el metabolismo de la

fructosa.
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Rutas metabdlicas implicadas en el metabolismo de fructosa en C. salexigens: estudios

con 3C-RMN

Con el objetivo de comprender mejor el destino de la fructosa en el metabolismo de C.
salexigens, se rastred la marca isotépica (**C) de glucosa y fructosa como Unicas fuente de
carbono. Se escogié el marcaje en C1 para ambas hexosas, ya que la marca en esta posicion da
lugar a patrones de marcaje diferentes en las ectoinas, segun la hexosa haya sido metabolizada
mediante la ruta de ED o de EMP. Se hizo una prediccidon del marcaje de las ectoinas de
acuerdo a lo descrito en Pastor y colaboradores., (2013). Segun esta prediccion, el carbono del
grupo metilo de las ectoinas apareceria marcado Unicamente en el caso de que la hexosa se

metabolizase mediante la ruta de EMP (para mas detalles, ver Anexo lll).
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Figura 11.4. Espectros de 3C-NMR obtenidos a partir de extractos intracelulares de cultivos
crecidos en (A) [1-13C]-fructosa y [1-'3C]-glucosa. Como medio de crecimiento se usé medio
minimo conteniendo 20 mM de la fuente de carbono marcada y 0,75 M de NaCl. En la imagen
se indican las sefiales correspondientes al carbono carboxilico (COOH), C4, C5, C6 y al carbono
metilico (CH3) de las moléculas de ectoina (E) e hidroxiectoina (H). Las representaciones de las
moléculas de ectoinas aparecen coloreadas segun el porcentaje de marcaje con 3C para cada
atomo de carbono de la molécula, siguiendo el cédigo de color indicado por la escala de la
parte inferior derecha de la figura. Notese que las mayores diferencias en el marcaje entre las
dos fuentes de carbono aparecen en las posiciones C5 y CH3. La sefial de CH3 se toma como
indicadora de la contribucidn a la sintesis de ectoinas del flujo de carbono a través de la ruta
de EMP.
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Al crecer en fructosa, el grupo metilo de las ectoinas presenta hasta un 10% de
enriquecimiento en 3C, tanto a 0,75 como a 2,5 M NaCl. Este porcentaje implicaria una
contribucion de un 18,8 + 3,0% de la ruta de EMP en la sintesis de ectoinas a partir de fructosa
(asi como otras contribuciones menores que en este caso se pueden despreciar, p. €j. la ruta
de las pentosas fosfato). En cambio, al crecer en glucosa, las ectoinas mostraron un
enriguecimiento de sdélo el 1,2 £ 0,1% en esta posicidn, valor muy préximo a la abundancia
natural del *3C (Figura 11.4). El hecho de que el marcaje isotépico de las ectoinas se ajuste bien
a una combinacion de las rutas EMP y ED para la metabolizacién de la mayor parte de la
fructosa concuerda con la incompatibilidad de la incorporacién de la fructosa mediante un
transportador PTS con una metabolizacién exclusiva de la misma mediante la ruta de ED, y
también esta de acuerdo con las dos rutas de incorporacién de la fructosa descritas mas arriba.
Sin embargo, para poder relacionar el patrén de marcaje hallado en las ectoinas con una
combinacion de ED y EMP han de hacerse ciertas asunciones termodindmicas, lo que plantea

la necesidad de mas informacidn para confirmar este hecho de forma inequivoca.

Demostracidn in vitro de actividades enzimaticas: estudios de 3!P-RMN

Una vez que el patrén de marcaje de las ectoinas ha permitido obtener una visién
general del metabolismo de la fructosa, se hacen necesarios datos mas concretos para
confirmar los resultados obtenidos. Para obtenerlos, se ensayaron actividades enzimaticas
especificas en extractos proteicos procedentes de cultivos crecidos en fructosa. Dado que
todas las actividades que se buscaba confirmar implican cofactores e intermediarios
fosforilados, se usé 3'P-RMN para hacer un seguimiento de su aparicion y/o desaparicidn, para

obtener asi pruebas de una actividad determinada.

Se detectaron cuatro actividades diferentes en los extractos proteicos estudiados. Dos
de ellas, fructoquinasa (Frk) y fosfoglucoisomerasa (Pgi) confirmaron la presencia de una
conexién entre la incorporacion de fructosa y la ruta de ED. La primera de ellas seria atribuible
a Csal0931 y la ultima a Csal0932. Se detecté ademds 1-fosfofructoquinasa (1Pfk), lo que se
tomdé como prueba de la existencia de una ruta similar a EMP y dependiente de un
transportador PTS para el catabolismo de la fructosa. Esta actividad podria atribuirse a
Csal2647 como parte de un posible operdn fruBKA en C. salexigens. Las series temporales de
espectros de las actividades 1-Pfk y Frk se muestran en las Figuras 11.5 y V.6, respectivamente.

Las series temporales para la actividad Pgi aparecen en la Figura 11.S2 del Anexo V.
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Figura I.5. Actividad 1-fosfofructoquinasa. Los ensayos de actividad se realizaron con
extractos libres de células crecidos en medio minimo M63 con NaCl 0,75 M y fructosa 20 mM
como Unica fuente de carbono. Los extractos se recolectaron durante la fase exponencial de
crecimiento, y se les retiraron las impurezas no proteicas. A los extractos se afiadié fructosa-1-
fosfato y ATP como sustratos de la reaccién ademas del tampdn adecuado y el resto de
reactivos necesarios (ver seccién de Materiales y métodos para mas informacidn). A, zona
tipica de aparicidn de las sefiales de fosfatos y ésteres de fosfato en espectros de 3P-NMR. B,
detalle de la zona de aparicidn de los fosfatos de hexosas. Los espectros aparecen organizados
en una serie temporal. De abajo a arriba: inmediatamente después de la adicién del sustrato, y
tras 20 y 40 minutos de incubacion. La identidad de las sefales se designa con letras segun
sigue: a, ATP; b, ADP; c, pirofosfato; d, fructosa-1,6-bisfosfato; e, fructosa-1-fosfato y f, fosfato.
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Se detecté ademads actividad pirofosfato-fructosa-6-fosfato 1-fosfotransferasa, o 6-
fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Pfp) (Figura 11.S3, Anexo V). Esta actividad es
reversible y puede funcionar tanto en sentido glucolitico como gluconeogénico. A esta enzima
se le atribuye generalmente un papel gluconeogénico. Una prueba de ello seria la incapacidad
de esta enzima de complementar la falta de Pfk en E. coli (Kemp y Tripathi, 1993). Este seria
también el caso de C. salexigens, donde la presencia de la actividad Pfp no es capaz de revertir
los efectos explicados de la falta de Pfk en el metabolismo de glucosa. Sin embargo, la
actividad Pfp sélo pudo ser confirmada experimentalmente en la direccién glucolitica (Figura

11.S3, Anexo V).

Por ultimo, no fue posible la deteccién de una actividad Pfk dependiente de ATP en los
extractos proteicos mediante esta técnica, lo que se suma a todos los resultados anteriores

gue apuntan a la ausencia de esta enzima en C. salexigens (Pastor et al., 2013).

5 uj -5 - 18 - 15 Topm]
Figura 11.6. Actividad fructoquinasa. Las condiciones de cultivo y procedimiento para
obtencién del extracto fueron los mismos que en el caso anterior. A los extractos se afiadié
fructosa y ATP como sustratos de la reaccién ademads del tampdn adecuado y el resto de
sustratos y reactivos necesarios (ver seccién de Materiales y métodos para mas informacion).
Los espectros aparecen organizados en una serie temporal. De abajo a arriba: inmediatamente
después de la adicion del sustrato, y tras 30, 60 y 90 minutos de incubacion. La identidad de las
sefiales se designa con letras segun sigue: a, fructosa-6-fosfato; b, ATP y c, ADP.
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Asignacion de funciones a Csal2647, Csal0931 y Csal0639

Para poder asignar de forma inequivoca las actividades detectadas mediante 3!P-RMN,
se seleccionaron tres ORFs del genoma de C. salexigens para su clonaje en E. coli BL21. Las tres
proteinas heterdlogas se purificaron mediante cromatografia de afinidad a iones metdlicos, y
sobre las proteinas purificadas se ensayaron las actividades candidatas mediante métodos
espectrofotométricos. Los ORFs escogidos fueron Csal2647, Csal0931, para la confirmacion de
las actividades 1-Pfk y Frk, respectivamente, y Csal0639, con objeto de determinar su actividad
real y si ésta esta relacionada con el metabolismo de la fructosa, como apuntan los datos de
RT-PCR. Se ensayaron cinco actividades enzimaticas diferentes sobre las tres proteinas
purificadas: 1-fosfofructoquinasa, 6-fosfofructoquinasa dependiente de ATP, fructoquinasa,
glucoquinasa y 6-fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato. En el caso de esta ultima, se
realizaron ensayos independientes para los sentidos glucolitico y gluconeogénico de la

reaccion.

Tal como se esperaba, Csal2647 mostro actividad 1-Pfk y rastros de actividad Frk (esta
ultima en niveles dos érdenes de magnitud inferiores a 1-Pfk). La actividad Frk se debid
probablemente a la presencia de trazas de fructosa en el reactivo de fructosa-1-fosfato, antes
que ser atribuible a una inespecifidad de sustrato. En el caso de Csal0931, sélo se detectd la

actividad Frk esperada (ver Tabla I1.3).

Csal0639 no mostrd actividad detectable en ninguno de los ensayos, lo que deja su

papel fisioldgico aun por determinar.

Tabla I1.3. Actividades enzimaticas detectadas mediante métodos espectrofotométricos en las
tres proteinas expresadas en E. coli BL21(DE3) ApatZ correspondientes a los tres genes C.
salexigens clonados. Los valores que se muestran representan el promedio y la desviacién
estandar de al menos dos replicados bioldgicos y tres replicados técnicos. Todos los resultados
estan expresados en micromoles de sustrato/producto consumidos/producidos por minuto y
mg de proteina (U/mg). Abreviaturas: Frk, fructoquinasa; 1-Pfk, 1- fosfofructoquinasa. También
se llevaron a cabo ensayos especificos para la deteccion de las siguientes actividades (en
ninguno de ellos se detectd actividad): 6-Pfk, 6-fosfofructoquinasa; Glk, glucoquinasa; Pfp, 6-
fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato.

Actividad enzimatica Csal2647 Csal0931 Csal0639
Frk 0,05+ 0,02 2,71+0,75 ND
1-Pfk 1,12 +0,32 ND ND

ND, no detectada.
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DISCUSION

Los microorganismos han desarrollado una enorme flexibilidad en el modo de proveer
de carbono el metabolismo central (Sudarsan et al., 2014). En los casos en que existen rutas
redundantes, el uso preferente de una u otra ruta lo determinan los condicionantes
ambientales a los que se enfrenta el microorganismo, ya que la supervivencia y proliferacion
microbianas dependen de la distribucién de flujos y de su capacidad de satisfacer las
necesidades metabdlicas impuestas. En el caso del haldfilo C. salexigens, la adaptacion al
crecimiento en altas salinidades ha forzado la evolucién de su metabolismo en el sentido de
mejorar la eficacia de las rutas esenciales para biosintesis de solutos compatibles. La sintesis
de ectoinas impone una alta carga metabdlica a la célula, debido especialmente a la alta
demanda de equivalentes de NADPH. En este trabajo, se ha demostrado que C. salexigens ha
desarrollado diferentes estrategias para la incorporacidn, activacion y metabolizacion de
glucosa y de fructosa. La existencia de diferentes rutas tiene importantes implicaciones
fisiolégicas que afectan la eficiencia metabdlica en términos del equilibro de energia y redox

de las rutas globales.

Hemos identificado dos rutas disponibles para la metabolizacién de la fructosa en C.
salexigens. La redundancia metabdlica parece suponer una ventaja adaptativa para la bacteria.
Durante el crecimiento en medio minimo con glucosa, se acumulan gluconato, piruvato y
acetato, especialmente a baja concentracién de sal (Pastor et al.,, 2013). La ausencia de un
metabolismo overflow observable al crecer en fructosa es indicativo de un consumo de la
fuente de carbono muy optimizado y podria ser la consecuencia de la disponibilidad de dos
rutas complementarias. De hecho, podria plantearse que C. salexigens puede balancear los
flujos a través de las rutas de ED y de EMP con el fin de equilibrar a su vez los niveles de

cofactores durante el crecimiento y la produccion de ectoinas.

En este aspecto, la situacién en C. salexigens seria semejante a la de P. putida y otras
Pseudomonas, en las que la fructosa se metaboliza sélo de forma parcial a través de la ruta de
EMP (de Crécy-Lagard et al., 1991; Chavarria et al., 2012). Parece obvio que la existencia de
dos rutas para la metabolizacion de la fructosa supone una ventaja para C. salexigens. Pero
surge la cuestion de si esta distribucion es resultado de una evolucién, o un hecho accidental.
En algunas arqueas de la familia Halobacteriaceae, la fructosa se metaboliza casi de forma
completa por medio de la ruta de EMP, se inicie o no a partir de un transportador PTS,
mientras que la glucosa se metaboliza de forma preferente por medio de la ruta de ED (Altekar
y Rangaswamy, 1992; Johnsen et al., 2001). Al igual que la mayor parte de arqueas, estos

organismos no acumulan solutos compatibles en el interior celular para compensar la
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osmolaridad exterior, sino que adaptan su maquinaria enzimatica y su composicién
aminoacidica global a una alta concentracién intracelular de iones inorgdnicos. La carga
metabdlica impuesta por la sintesis de ectoinas podria ser el motivo de que C. salexigens
distribuya los flujos de fructosa entre EMP y ED. Un ejemplo de como un gran esfuerzo
biosintético puede llevar a diferentes distribuciones de flujo dependiendo de la fuente de
carbono empleada es el expuesto por Kiefer y colaboradores (Kiefer et al., 2004). La bacteria
productora de lisina Corynebacterium glutamicum metaboliza la fructosa casi de forma
completa a través de las rutas de EMP y la ruta de las pentosas fosfato (PPP) (36 y 62%,
respectivamente). Esta razén de flujos no es lejana a la razén EMP/ED hallada en C. salexigens
al crecer en fructosa. Tanto PPP como ED son rutas que proveen NADPH, a diferencia de EMP,
que provee NADH. Este hecho subraya las ventajas de equilibrar los flujos de varias rutas
alternativas con diferentes rendimientos en energia y cofactores reducidos cuando la fuente

de carbono puede catabolizarse mediante mas de una ruta.

Aunque C. salexigens posee dos rutas para la captacidon y metabolizacién de la fructosa,
el patrén de marcaje con 3C de las ectoinas demostré que este organismo prefiere usar la ruta
de ED para el crecimiento. La ruta dependiente de PTS™™ implica la activacién consecutiva de
fructosa a fructosa-1-fosfato y fructosa-1,6-bisfosfato. Esta ruta contribuye a la metabolizacién
de la fructosa por medio de una ruta similar a EMP, que produce 2 equivalentes de ATP y 2 de
NADH por mol de fructosa. Por otro lado, la ruta dependiente de fructoquinasa conlleva la
activacion de la fructosa a fructosa-6-fosfato y su posterior isomerizacion a glucosa-6-fosfato y
oxidacion a través de la ruta de ED, que produce 1 ATP, INADH y 1 NADPH por mol de
fructosa. Ademas, C. salexigens carece de 6-fosfofructoquinasa, pero cuenta con una 6-
fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato que cataliza la transformacion de fructosa-1,6-
bisfosfato en fructosa-6-fosfato. Por tanto, los pools de fructosa-1-fosfato y fructosa-6-fosfato

no son independientes, sino que estan conectadas in vivo.

En C. salexigens, la supervivencia a alta salinidad se apoya en la eficiencia de un alto
nivel de anaplerosis que alimenta la ruta de sintesis de ectoinas con suficiente cantidad de
precursores, y es precisamente este alto flujo anaplerético la clave que puede explicar la baja
eficiencia del metabolismo de la glucosa a baja salinidad (Pastor et al., 2013). En C. salexigens,
y otros microorganismos relacionados como P. putida, la fructosa se metaboliza en su mayor
parte a través de enzimas de la ruta de ED. Ambos microorganismos cuentan con todas las
enzimas necesarias para dirigir la fructosa de manera eficaz a través de la ruta de EMP que, a
su vez, es termodindmicamente mas favorable que la ruta de ED (Chavarria et al., 2012; este

trabajo). Los motivos para preferir esta ruta podrian estar relacionados con el estilo de vida, p.
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el., una alta demanda de intermedios de ED para la construccién de los polimeros de la pared
celular y/o una gran demanda de equivalentes reducidos (NADPH), cuya sintesis se ve
favorecida por la ruta de ED (Chavarria et al., 2012; Pastor et al., 2013). En C. salexigens, la alta
demanda de NADPH es especialmente necesaria en condiciones de osmolaridad elevada para
sostener la sintesis de ectoinas (se requieren 2 moles de piruvato y 3 de NADPH por mol de
ectoina sintetizada). P. putida favorece la ruta de ED sobre la de EMP con el fin de ajustar su
metabolismo aerdbico para poder resistir dafios oxidativos (Chavarria etal.,, 2012). La
expresion de PfkE<l en P. putida no permitié la reconstruccién de una ruta de EMP funcional,
sino que alterd el equilibrio de los niveles de ATP y NADPH, lo que en ultima instancia resulté
perjudicial para el crecimiento de la bacteria (Chavarria etal., 2012). Otras razones que
explican la prevalencia de la ruta de ED en algunos microorganismos es que puede suponer
una ventaja competitiva frente a microbios que no crecen o crecen de forma ineficiente en
gluconato. La ruta de ED permite oxidar rapidamente la glucosa a gluconato con enzimas

periplasmicas, secuestrando asi le fuente de carbono disponible (Chavarria et al., 2012).

A pesar de que nuestros resultados demuestran que la contribucién de la ruta similar a
EMP para metabolizar la fructosa tiene una presencia menor, PTS™ podria ser muy importante
en el fenotipo observado de C. salexigens. En C. salexigens y P. putida, el transportador
especifico para fructosa PTS™, que estd constituido por FruB (EI-HPr-ElIA) y FruA (EIIBC),
coexiste con un grupo de proteinas paralogo, conocido como PTSV, que carece del mdédulo
EIIBC, encargado de la captacién del azicar (Chavarria et al., 2013). La funcién del sistema
alternativo PTSM' no estd clara. En un primer momento se creyd que PSTM era un sensor del
equilibrio metabdlico entre N y C, controlando ademas la entrada y salida de iones potasio.
Chavarria y colaboradores (2013) demostraron recientemente que en P. putida, PTSN" influye
en el flujo de carbono de y hacia el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT), mediante la
inhibicidn del “by-pass” metabdlico que convierte malato en piruvato. De hecho, el estado de
fosforilacién de la proteina EIIAN de PTSM responde a sefiales ambientales ajustando los flujos
metabdlicos centrales para satisfacer los requerimientos anabdlicos y de energia de la

fisiologia celular global (Chavarria et al., 2013).

Las dos reacciones implicadas en el “by-pass” del piruvato, el enzima madlico y la piruvato
carboxilasa, se han detectado en extractos de C. salexigens (Pastor et al., 2013). Ambas
reacciones, que estan reguladas en cultivos en fructosa de P. putida, suponen un “rodeo”
metabdlico, que redunda en una hidrélisis de ATP y sintesis de NADPH netas. Frecuentemente,
las reacciones metabdlicas futiles se comportan como valvulas de seguridad para aliviar un

exceso de flujo de carbono (Sauer y Eikmanns, 2005). De forma alternativa, este “by-pass”

152



Capitulo V

podria ser una manera de generar poder reductor a expensas del ATP. Este no es el Unico caso
de rodeo metabdlico en P. putida que podria tener un rol en la promocién de la sintesis de
NADPH. Muy recientemente, se ha descrito un ciclo que implica la operacién conjunta de las
rutas de ED y EMP en P. putida (Nikel et al., 2015) al crecer en glucosa. Este ciclo implica el uso
de algunas enzimas de las rutas de ED y de las pentosas fosfato, y algunas otras de la ruta de
EMP, funcionando esta ultima en modo gluconeogénico. Este ciclo produce una sintesis neta
de NADPH a expensas del ATP, como en el caso del “by-pass” del piruvato. Asi, con
independencia de la fuente de carbono usada, la red metabdlica de P. putida parece estar
limitada por unos requerimientos minimos de NADPH elevados que siempre han de alcanzarse.
Ambos ejemplos reflejan las adaptaciones metabdlicas que los microbios que necesitan
grandes cantidades de equivalentes de reduccién, como en el caso de P. putida y C. salexigens
(Chavarria etal., 2012; Pastor etal., 2013) podrian haber desarrollado, obligados por sus

estilos de vida.

CONCLUSIONES

En este trabajo se ha demostrado la existencia de dos rutas alternativas interconectadas
para la incorporacion de fructosa en C. salexigens, muy similares a las rutas cldsicas de ED y
EMP. Ambas difieren entre si en sus rendimientos de energia y equivalentes redox. Se ha
demostrado la actividad de varias enzimas de las dos rutas mediante 3'P-RMN, y en el caso de
los genes Csal0931 y Csal2647, se les han podido asignar de forma especifica actividades
enzimaticas mediante clonaje, expresion heterdloga y purificacion en E. coli, y ensayos
bioquimicos. La verdadera naturaleza de Csal0639 aun debe ser esclarecida. Por ultimo, se
estimo la distribucidn de los flujos de carbono entre ambas rutas rastreando la marca isotdpica

mediante 3C-RMN, subrayando la preferencia por la ruta de ED.

El crecimiento de C. salexigens en fructosa resultd ser eficiente, como demuestra el alto
rendimiento en biomasa y la ausencia de metabolismo overflow. En general, la existencia de
dos rutas alternativas para el metabolismo de la fructosa otorga a este haléfilo una forma de
reconciliar las demandas impuestas por unas condiciones ambientales exigentes con sus
propias necesidades de crecimiento y mantenimiento. Los microorganismos han desarrollado
ciertas estrategias para optimizar sus rendimientos metabdlicos de manera que aseguren la
sintesis de solutos compatibles, necesarios para la supervivencia celular y la duplicacién. Para
poder comprender la relevancia de este hallazgo para la adaptacidn ambiental de C.

salexigens, debe tenerse presente que en la naturaleza, los haléfilos muy raramente se
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encuentran en medios ricos con una Unica fuente de carbono, sino que mas bien se enfrentan
a concentraciones pequefias de unos nutrientes que deben de aprovechar y catabolizar de

forma eficiente.

Aunque se ha sugerido que la implicacién de PTSM" en algunos de estos rasgos
metabdlicos, basdndose en los mecanismos descritos en la bacteria relacionada P. putida, su
papel real en el metabolismo de C. salexigens no es conocido. Los mecanismos especificos que
conectan la razén de flujos metabdlicos entre las rutas ED y EMP con la supresion del

metabolismo overflow y el equilibrio de flujos del CAT y anaplerdticos aln estan por revelar.
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Capitulo VI

INTRODUCCION

A lo largo de los sucesivos capitulos de esta Tesis Doctoral se han abordado distintos
aspectos del metabolismo de Chromohalobacter salexigens y como éstos se interrelacionan
con sus necesidades de osmoadaptacion. La sintesis y acumulacién de los solutos compatibles
ectoina e hidroxiectoina es la base de esta adaptacion a las condiciones salinas ambientales de
esta bacteria haldfila. Por otro lado, estas dos sustancias han encontrado en las ultimas
décadas un numero creciente de aplicaciones cosméticas, biotecnoldgicas, y mas
recientemente potenciales aplicaciones terapéuticas, que han dado lugar a la aparicidon de
distintas estrategias industriales de produccion a partir de microorganismos productores, ya
sean naturales o modificados mediante ingenieria genética, que aparecen resumidas en el

Capitulo I.

El interés industrial de las ectoinas y otros solutos compatibles, y la estrecha relacién
entre su biosintesis y la respuesta de osmoadaptacion del metabolismo central de los
organismos que las producen, hace evidente la necesidad de contar con un microorganismo
haldfilo modelo, cuyo metabolismo sirva de referencia para el desarrollo de estrategias de
ingenieria metabdlica en este tipo de procariotas, en la linea de otros modelos bien
establecidos como Escherichia coli (Almaas et al., 2004; Keseler et al., 2013) o Bacillus subtilis
(Mader et al., 2012). Hoy en dia ya estan disponibles y anotados los genomas completos de
numerosos ejemplos de procariotas haldfilos y halotolerantes, tanto arqueas como bacterias,
incluyendo a C. salexigens. Paralelamente, se ha ido avanzando en la elucidacién de las rutas
centrales del metabolismo del carbono en haldfilos y extremdfilos que acumulan iones
inorganicos en respuesta a la alta osmolaridad exterior, principalmente del dominio de las
arqueas (Oren y Mana, 2003; Lamble et al., 2003; Falb et al., 2008; Liu et al., 2008). En algunos
ejemplos de bacterias mesodfilas se ha estudiado la influencia de la necesidad de adaptacién a
determinados tipos de estrés abidtico en la configuracidén de las rutas de degradacion de la
fuente de carbono, como en el caso de Pseudomonas putida y el estrés oxidativo (Chavarria
etal., 2012; Nikel etal., 2015), o de Corynebacterium glutamicum y una alta demanda
biosintética (Varela et al., 2003; Kiefer et al., 2004). Sin embargo, hasta la fecha no se ha
abordado en ningin microorganismo un estudio especifico en el que se relacionen
directamente la distribucién de flujos del metabolismo central con una demanda biosintética
cambiante segun la salinidad del medio. Los resultados presentados en esta Tesis suponen un
paso importante en esa direccion. La respuesta de las bacterias haldfilas y halotolerantes
aerobias al estrés osmotico se distingue de la de las arqueas y bacterias anaerobias, estando

basada en la sintesis y acumulacion celular de los denominados “solutos compatibles”. Esta
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”

estrategia, denominada “organic solutes in” ejerce una importante presién sobre el
metabolismo celular, drenando intermedios metabdlicos y consumiendo otros recursos, tales
como energia y poder reductor. Entender mejor las peculiaridades de las adaptaciones
desarrolladas por estas bacterias es de tremendo interés para utilizarlas como factorias

celulares.

En el primer capitulo de esta Tesis se introduce el papel de las ectoinas dentro de los
diferentes solutos compatibles empleados de forma natural por los organismos haléfilos. Se
expone el conocimiento que se tiene de sus rutas de sintesis y degradacion en los
microorganismos que las sintetizan y/o acumulan. Se enumeran las diferentes aplicaciones de
interés industrial, bioldgico y médico que se han ido descubriendo, asi como las que estan en
fase de desarrollo y se discuten los mecanismos fisicoquimicos de sus efectos sobre
macromoléculas bioldgicas y células. Por ultimo, se detalla el estado del arte en los métodos y
estrategias de produccién biotecnoldgica industrial de ectoinas, y las perspectivas de las

nuevas estrategias de mejora de estos métodos.

En el capitulo tercero se aborda el primer estudio conjunto in silico y experimental del
metabolismo central de C. salexigens. Del estudio de la informacion disponible en el momento
en la anotacién gendmica de C. salexigens surge una imagen general de las posibles rutas de su
metabolismo de carbono y central, y de sintesis de ectoinas (Figura 1ll.3). En esta imagen
aparecen algunas incertidumbres, la mas importante de ellas es la planteada por la ausencia
de una asignacion clara a la enzima glucolitica 6-fosfofructoquinasa (Pfk), y por tanto de las
rutas utilizadas por C. salexigens en la catabolizacién de glucosa como fuente de carbono.
Mediante la aplicacidn de diversas técnicas analiticas, como HPLC, RMN y espectrometria de
masas se confirma un rasgo central del metabolismo de C. salexigens: la presencia de un
metabolismo overflow a baja salinidad, que conlleva una menor eficiencia en el consumo de la
fuente de carbono y la sintesis de biomasa. Los estudios de rastreo de marcaje con glucosa
marcada isotdpicamente mediante 3C-RMN, junto con técnicas espectrofotométricas de
medida de actividades enzimaticas completan la imagen general del metabolismo arrojando
dos resultados principales: i) C. salexigens carece aparentemente de la enzima Pfk, lo que le
impide metabolizar la glucosa mediante la glucélisis, y emplea en su lugar la ruta de Entner-
Doudoroff (ED) como via principal y ii) existe un alto nivel de anaplerosis y una rigidez en la
distribucion de flujos del metabolismo central que se mantiene independientemente del nivel
de la demanda biosintética impuesta por la salinidad exterior. Esta rigidez puede ser una de las
causas de la menor eficacia del metabolismo a baja salinidad y consecuencia de la necesidad

primaria de osmoadaptacién del microorganismo. Por su parte, la eleccidon de la ruta de ED
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como via principal para la metabolizacion de la glucosa junto con los altos niveles de
anaplerosis, aparecen como posibles estrategias desarrolladas para satisfacer la demanda

biosintética en forma de NADPH que exige la sintesis de ectoinas.

El estudio del metabolismo central continda en el capitulo 1V, donde se aborda el analisis
de la interrelacidn entre el metabolismo del carbono y el del nitrégeno. La oportunidad de ese
estudio viene dada porque las ectoinas son moléculas con alto contenido en nitrégeno. Se
comprueba como la proporcién C/N en el medio de cultivo afecta a la eficiencia metabdlica de
C. salexigens, afectando enormemente al metabolismo overflow y al rendimiento de la sintesis
de ectoinas. La informacidon obtenida del estudio permite optimizar el disefio de las
condiciones de cultivo (composicion y modo de operacién), que ofrezcan una mejora en la
eficacia del crecimiento y la sintesis de ectoinas. Para comprobar cémo la carga metabdlica
impuesta por la sintesis de ectoinas condiciona la asimilacion de la fuente de nitrégeno, se
analizar por primera vez el perfil metabdlico de una cepa de C. salexigens deficiente en la
sintesis de ectoinas (C. salexigens CHR62), y se ensayan diferentes fuentes de nitrégeno
organicas en ambas cepas, CHR61 y CHR62, incluyendo la ectoina, que actia como fuente de
carbono y nitrégeno. Finalmente, se aplica el conocimiento obtenido para disefar una
estrategia de alimentacién optimizada en cultivos “fed-batch” de C. salexigens. El andlisis de
los resultados revela tres hechos principales: i) una proporcion alta de C/N produce una menor
eficiencia metabdlica en forma de mayor metabolismo overflow, mientras que la presencia de
ectoina como fuente de carbono y nitrégeno en el medio reduce esta ineficiencia ii) la eficacia
en la sintesis de ectoinas es mayor cuando el medio es pobre en fuentes de C y N, y iii) los
flujos relativos del metabolismo central, no se ven afectados por la composicién del medio en
términos de Cy N, lo que vuelve a poner de manifiesto la rigidez del metabolismo central. En
conjunto estos resultados apuntan a que C. salexigens ha evolucionado de forma que su
metabolismo prioriza la adaptacion por un lado al crecimiento en altas concentraciones de sal,
y por otro a una disponibilidad de nutrientes limitada, sacrificando la eficiencia global del

metabolismo cuando alguna de estas condiciones restrictivas no se cumple.

En el ultimo capitulo experimental, ya con una imagen mas clara del metabolismo
central, se aborda en mayor profundidad el estudio de las rutas de catabolizacién de la fuente
de carbono, comparando dos de las mds importantes, glucosa y fructosa. A partir de la
anotacion gendmica disponible se preveia la disponibilidad de dos rutas alternativas para la
asimilacién de fructosa: una de ellas conectada con la ruta de ED, y una ruta glucolitica (EMP),
que esquivaba la carencia predicha de la enzima Pfk (Figura V.3A). El crecimiento en fructosa

resulté mas eficiente que en glucosa, especialmente a bajas salinidades, donde no se observé
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metabolismo overflow, y se alcanzaron mayores niveles de biomasa. Los estudios de *C-RMN
confirmaron la contribucidon de ambas rutas en la sintesis de ectoinas, estimandose de un 85%
para ED y un 15% para EMP, independientemente de la concentracion de sal. Por otro lado,
estudios de extractos proteicos por 3'P-RMN y de expresidon de genes mediante RT-PCR,
ayudaron a confirmar la presencia de varias enzimas de ambas rutas, y confirmaron
nuevamente la carencia de actividad Pfk detectable. Ademas, en este trabajo se clonaron por
primera vez genes de C. salexigens no relacionados con el metabolismo de las ectoinas en E.
coli. Estas proteinas se eligieron al presentar sus genes mayores niveles de expresion al crecer
en fructosa que en glucosa. Una vez extraidas y purificadas, se pudo confirmar mediante
métodos espectrofotométricos la actividad que se les atribuia a dos de estas proteinas: 1-
fosfofructoquinasa (1Pfk) a csal2647 y fructoquinasa (Frk) a csal0931, representantes de las
rutas de EMP y ED, respectivamente, mientras que no se consiguié asignar una actividad a la
enzima codificada por Csal0639. El hallazgo central de este trabajo fue poner en evidencia la
disponibilidad en C. salexigens de una ruta glucolitica para el crecimiento en fructosa, y como
el disponer de esta alternativa a la ruta de ED da lugar a un metabolismo mas eficiente,
posiblemente debido a la diferencia en el rendimiento energético y redox de ambas rutas. El
caso de C. salexigens se puede comparar con el de P. putida, que presenta un esquema similar
para la metabolizacion de la fructosa. En ambos casos, el entorno natural estresante en el que
normalmente proliferan convierte la disponibilidad de mas de una ruta para la metabolizacion
de la fuente carbono, con diferentes rendimientos energéticos y redox, en una ventaja

importante.

DISCUSION

La sintesis de ectoinas retira de forma cuantitativa intermedios del metabolismo central,
impactando enormemente en el metabolismo de carbono y nitrégeno. La acumulacién de
ectoinas en la célula es masiva, de tal manera que los niveles de ectoinas son comparables a
los del resto de componentes de la biomasa. De esta manera, se entiende que el impacto
sobre la red completa de flujos metabdlicos de C. salexigens es enorme. Ademads, esta
demanda biosintética depende fuertemente de la osmolaridad del medio, que en el habitat
natural de muchos haldfilos puede sufrir cambios amplios en muy poco tiempo debido a
fendmenos como la lluvia y la evaporacion. Este estudio del metabolismo de C. salexigens, es

el primero en el que se aborda desde una perspectiva global la dinamica del metabolismo
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cuando una componente cuantitativamente tan grande del mismo estd sometida a

fluctuaciones rapidas condicionadas por el ambiente.

Uno de los resultados principales de esta Tesis es la aparente rigidez del metabolismo
central ante variaciones de salinidad o de disponibilidad de nitrégeno, y como esta rigidez da
lugar a un metabolismo ineficiente (aparicion del overflow) cuando la salinidad o Ia
disponibilidad del nitrégeno son bajas. Las condiciones en las que se suelen cultivar las
bacterias en el laboratorio difieren mucho de las que se dan en los ambientes naturales de
donde se aislaron. En estas condiciones, no es facil que haya una unica fuente de carbono, y
qgue ademds no sea limitante (Zahran, 1997; Oren, 2002). De esta forma la “ineficiencia”
metabdlica de C. salexigens sélo apareceria en situaciones en las que haya una disponibilidad
de carbono mayor de lo habitual. Ademds la composicidn de los entornos salinos es compleja,
donde los nutrientes pueden provenir de la degradacidn de restos organicos de organismos
superiores, como la celulosa y lignocelulosa de las plantas (Zahran, 1997), de los restos
celulares de otros procariotas o de sustancias excretadas por estos. C. salexigens puede liberar
al medio las ectoinas acumuladas cuando la salinidad disminuye bruscamente, y en estas
condiciones su capacidad de emplear las ectoinas como fuente de carbono y nitrégeno puede

tener un papel muy importante para su mantenimiento (Vargas et al., 2006).

En el capitulo IV se explica cdmo al haber ectoina disponible en el medio, C. salexigens
consume la glucosa mas lentamente, y el metabolismo overflow disminuye (menor excrecién
de acetato y piruvato), pero la acumulacién en el medio de gluconato se hace mayor,
indicando que probablemente la velocidad de la oxidacidn peripldsmica de la glucosa no
disminuya. Ademads, dada la importancia de la ruta de ED y la sintesis de NADPH para C.
salexigens, la oxidacién rapida a gluconato al crecer en glucosa puede verse como una
adaptacion deficiente de su metabolismo en las condiciones de crecimiento en el laboratorio,
pero en un entorno compartido con otras especies procariotas puede suponer una ventaja
competitiva frente a otras especies que no sean capaces de degradar el gluconato

(Referencia).

En las condiciones en que C. salexigens presenta metabolismo overflow, el piruvato es el
acido excretado mas abundante. En ambientes hipersalinos, muchas bacterias y arqueas
excretan piruvato al degradar glicerol o hexosas (Tomlinson y Hochstein, 1976; Oren vy
Gurevich, 1994). Recientemente se ha visto que el piruvato es un nutriente importante para
muchas especies de arqueas, incluso esencial para algunas de ellas (Oren, 2015). Hay aun poca

informacién disponible sobre el papel del piruvato en ambientes salinos, y de los sistemas de
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transporte y asimilacion de los organismos que lo consumen. Esto sugiere, que el overflow
podria tener un papel importante aln no conocido en la red tréfica de los habitats en que C.
salexigens crece. El hecho de que C. salexigens “done” parte del carbono metabolizado a otras
especies podria no ser accidental, sino la consecuencia de una interdependencia entre
especies que favorezca el mantenimiento de la riqueza de las poblaciones en su ecosistema.
Por ejemplo, las especies haldfilas conocidas que son dependientes de la disponibilidad de
piruvato son arqueas haldfilas extremas (Oren, 2015), y en las condiciones de baja salinidad,

que es en las que C. salexigens excreta el piruvato, podria ser una ayuda para estas arqueas.

En el capitulo V hemos visto cdmo la fructosa ofrece ventajas para C. salexigens sobre la
glucosa. La primera le ofrece la posibilidad de alcanzar un compromiso éptimo entre la alta
demanda anabdlica y los requerimientos de energia. Una consecuencia de ello es que el
crecimiento, aunque mas lento, es mas eficiente. La ventaja de la fructosa sobre la glucosa
parece deberse a que permite salvar la imposibilidad de una glucdlisis funcional, ofreciendo un
atajo que supere la falta de Pfk. Por otro lado, la carencia de Pfk también podria considerarse
una ventaja adaptativa. Chavarria y colaboradores (Chavarria et al., 2012) demostraron que la
complementacién de P. putida con una Pfk heterdloga de E. coli, no sélo no permite la
desviacion del flujo del carbono desde la ruta de ED hacia la glucélisis, sino que ademas hace a
P. putida mas sensible al estrés oxidativo, a causa de una deficiencia de NADPH. Ademas, se ha
comprobado que cepas de E. coli deficientes en PfkA y PfkB, redirigen el flujo de carbono hacia
la ruta de las pentosas fosfato, aumentando la disponibilidad de NADPH, lo que permite a
estas cepas sintetizar mayores niveles de licopeno (Wang et al., 2013). En el caso de C
salexigens, hemos comprobado que aunque el consumo de glucosa es menos eficiente, se
prefiere sobre la fructosa cuando ambas fuentes de carbono estan presentes en el medio. Es
decir, el metabolismo de fructosa esta reprimido por catabolito. En cultivos con ambas fuentes
de carbono, la fructosa empieza a consumirse junto con el piruvato una vez que se ha agotado
la glucosa del medio. Todos estos hechos hacen pensar que para C. salexigens cada una de las
dos hexosas podria ofrecer ventajas diferentes en circunstancias diferentes. Para comprender
mejor esto seria necesario conocer mejor la disponibilidad de ambas fuentes de carbono y la

red trofica que se establece con otros microorganismos en su medio natural de crecimiento.

En resumen, a lo largo de los capitulos anteriores se han ido dibujando, apoyandonos en
resultados experimentales, los rasgos globales mas importantes del metabolismo de C
salexigens. Ademas, se han ido relacionando con la informacién disponible anotada en el
genoma, y con las limitaciones impuestas por el medio de crecimiento. Pero aun es necesario

un conocimiento mas profundo de aspectos esenciales del metabolismo. Por ejemplo, cémo se
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integra el recambio (equilibrio entre sintesis y degradacion) de las ectoinas con el resto del
metabolismo. En este aspecto, el acetato producido en el overflow podria tener un papel
central, ya que el acetil coenzima A es al mismo tiempo necesario para la sintesis de las
ectoinas y un producto intermedio de su degradacion. Otros aspectos serian la distribucion de
los flujos del metabolismo central al crecer en fructosa (flujos relativos), lo cual ayudaria a
comprender los mecanismos metabdlicos concretos que relacionan la rigidez de las rutas
centrales del carbono y los niveles de anaplerosis con la presencia/ausencia de overflow, y con
las distintas formas de asimilacion del amonio del medio. Una forma de obtener e integrar
toda esta informacién es la realizacion de un modelo metabdlico sencillo que aplique analisis
de MFA o FBA. Este modelo deberia apoyarse en todos estos datos experimentales y otros
necesarios para seguir completando un modelo representativo de la realidad del metabolismo.
Este tipo de analisis son de mucha utilidad en el disefio de estrategias de optimizacién de flujos
metabdlicos para la mejora de cepas por ingenieria genética, que en el caso de una especie
productora de una sustancia con tantas aplicaciones es de gran interés. Por Ultimo, se deberia
integrar todo este conocimiento en el contexto natural de C. salexigens, donde se tengan en
cuenta las condiciones ambientales cambiantes, la disponibilidad de nutrientes y su jerarquia
de consumo, y el papel que puede tener en la cadena tréfica y la dindmica de las poblaciones

de haldfilos puede ayudar a comprender mejor el metabolismo de esta especie.
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CONLUSIONES

Aunque en el Ultimo capitulo se han resumido los resultados expuestos a lo largo de esta
Tesis, a continuacion se exponen las principales conclusiones alcanzadas para una mayor

claridad:

1. El metabolismo central de C. salexigens esta modulado por la salinidad. C. salexigens
metaboliza la glucosa de forma menos eficiente al crecer en baja salinidad (NaCl 0,6-
0,75 M) que a alta salinidad (NaCl 2,5 M). Esta menor eficiencia se caracteriza por: i)
un rendimiento en biomasa mayor a mayor salinidad, ii) un coeficiente de consumo
de glucosa decreciente con la salinidad vy iii) la presencia de overflow de piruvato y
acetato a baja salinidad.

2. El metabolismo de glucosa ocurre principalmente mediante la ruta de ED (hasta un
95%), mientras que no se aprecia contribucién significativa de una ruta glucolitica
estandar. Esta eleccion se debe a la carencia de la enzima glucolitica 6-
fosfofructoquinasa (Pfk) y permite la sintesis de NADPH que permite balancear los
altos requerimientos de este cofactor debido a la demanda de sintesis de ectoinas.

3. Larelacidon entre el flujo anaplerético vy el flujo a través del ciclo del acido citrico es
relativamente alta en comparacion con otros microorganismos relacionados. El alto
nivel de anaplerosis se justifica con una necesidad de reponer los intermediarios
retirados para sintesis de ectoinas. El flujo anaplerético se debe principalmente a la
actividad de la enzima piruvato carboxilasa (Pc). La distribucion de flujos entre la
anaplerosis, ciclo del acido citrico y sintesis de ectoinas presenta una rigidez que se
demuestra por unos flujos relativos que no varian con la salinidad externa, ni con la
proporcion C/N del medio.

4. La concentracién de amonio modula la velocidad de crecimiento de C. salexigens y el
rendimiento en biomasa, probablemente debido a la existencia de dos sistemas de
incorporacién con distinto grado de afinidad. En cultivos discontinuos, una baja
concentracién de amonio en el medio incrementa la excreciéon de metabolitos del
overflow.

5. La ectoina puede actuar como unica fuente de nitrégeno para C. salexigens. En
presencia de glucosa y ectoina, mejora la eficacia metabdlica, disminuyendo la
excrecion de piruvato y la velocidad del consumo de glucosa. La excrecién de
acetato aumenta al consumir ectoina, probablemente debido a que se acumule al

degradarla.
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10.

La sintesis y acumulacidn de ectoinas es mayor a menores concentraciones de
glucosa y amonio en el medio, lo que sugiere que C. salexigens esta adaptado a
crecer en un medio pobre en nutrientes.

Mediante cultivo en “fed-batch”, con dos fases de alimentacién, en el que la fuente
de carbono es el nutriente limitante, y con una baja concentracion de amonio en la
segunda fase es posible eliminar la aparicidn del overflow observado en los cultivos
discontinuos y alcanzar altos niveles de biomasa (hasta 42,4 g/L) y de ectoinas
(hasta... g/L).

El crecimiento de C. salexigens es mas eficaz en fructosa como fuente de carbono
que en glucosa. Al crecer en fructosa se alcanza mayor nivel de biomasa y no se
observa presencia de overflow. La diferencia en el rendimiento en biomasa es mayor
a bajas salinidades, donde el overflow en glucosa es mas significativo.

La fructosa puede ser metabolizada por dos rutas de asimilacion alternativas en C.
salexigens. Una implica el transporte y fosforilacion a fructosa-1-fosfato por un
sistema PTS, que conecta con la ruta de EMP, y probablemente (a través de Pfk
dependiente de pirofosfato) también con la ruta de ED. La otra implica la
fosforilacién de fructosa a fructosa-6-fosfato y su posterior metabolizacién por
medio de ED. C. salexigens distribuye el flujo de fructosa entre ambas rutas,
destinando un 80-85% a la ruta de ED y un 15-20% a la ruta de EMP. Esta proporcion
no varia con la salinidad.

C. salexigens cuenta con una enzima 1-fosfofructoquinasa, codificada por csal2647,
y con una enzima fructoquinasa, codificada por csal0931. La presencia de estas

enzimas se corresponde con las rutas predichas de EMP y ED, respectivamente.
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MATERIALES Y METODOS SUPLEMENTARIOS

Ensayos de actividad enzimatica

Los valores de las actividades enzimaticas medidas vienen expresados como pumoles de
sustrato consumido por minuto (U), por mg de proteina. En cada caso, el volumen completo
del cultivo discontinuo se centrifugd durante 15 minutos a 16000g y 4°C. El sobrenadante se
retird y se resuspendié el sedimento celular en tampdn de extraccién (tampdn fosfato potdsico
65 mM, pH 7,5). Se sonicaron las células asi resuspendidas en bafio con hielo durante 6 ciclos
de 10 segundos cada uno, a 10 um de amplitud, con una sonda de 1 cm de didmetro. El
extracto sonicado se centrifugd durante 20 minutos a 16000g y 4°C para retirar los restos
celulares y se reservd el sobrenadante para las medidas de actividad posteriores. La
concentracién de proteina en los extractos libres de células se determind por el método del
acido bicinconinico (BCA), usando el kit Pierce® BCA Protein Assay (Pierce Biotechnology,
Rockford, EE.UU.). Las actividades enzimaticas se determinaron espectrofotométricamente en
un lector de microplacas Synergy™ HT Multi-Mode (Bio-Tek, Winooski, EE.UU.) con un
volumen total de reaccién de 200 plL.

6-Fosfofructoquinasa (Pfk). El método aplicado fue el descrito por Peng y Shimizu (Peng
y Shimizu, 2003) con ligeras modificaciones. El tampoén de medida fue HEPES-HCI 100 mM (pH
7), y la mezcla de reaccion contuvo MgCl,5 mM, NADH 0,25 mM, EDTA 1 mM, ATP 0,2 mM, 0,5
U/mL aldolasa, 0,5 U/mL triosa-fosfato isomerasa, 0,5 U/mL a-glicerofosfato deshidrogenasa.
La reaccién se dispard con fructosa-6-fosfato 1 mM. Se siguid la actividad enzimatica a lo largo
de 5 minutos como la disminucion de la absorbancia debida a NADH a 340 nm (enapn=6220
Mtem™).

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Zwf). El método aplicado fue el descrito por Peng y
Shimizu (Peng y Shimizu, 2003). El tampdn de medida fue Tris-HCI 100 mM (pH 7,5), y la mezcla
de reaccién contuvo MgCl, 10 mM, NADP* 1,5 mM. Se empled glucosa-6-fosfato 10 mM como
reactivo disparador. Se siguid la actividad enzimatica a lo largo de 5 minutos como el aumento
de la absorbancia debida a NADH a 340 nm (enapr=6220 Mcm™).

Citrato sintasa (Cs). El método aplicado fue el de Peng y Shimizu (Peng y Shimizu, 2003),
usando Tris-HCI 0,1 M (pH 7,8) como tampdn de medida. La mezcla de reaccion contuvo acetil
coenzima A 0,1 mM, oxalacetato sédico 0,5 mM y acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB)
0,15 mM. El coenzima A liberado en la reacciéon enzimatica reacciona con el DTNB produciendo
2-nitro-5-tiobenzoato (NTB’), de color amarillo. Se siguid la actividad enzimatica a lo largo de 6
minutos como el aumento de la absorbancia debida al 2-nitro-5-tiobenzoato a 420 nm
(ente=14150 M*cm™).
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Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP'/NAD* (lcdh). Se aplicé el método
descrito por Aoshima et al. (Aoshima et al., 2003). El tampdn de medida fue fosfato potdsico
65 mM (pH 7,5). La mezcla de reaccidn contuvo MgCl, 5 mM, NADP* o NAD* 2 mM. La reaccidn
se disparé con D,L-isocitrato 2,5 mM. Se siguid la actividad enzimatica a lo largo de 5 minutos
como el incremento de la absorbancia debida a NADH/NADPH a 340 nm (&napH/NappH=6220
Mtem?).

Piruvato carboxilasa (Pc). La actividad Pc se determind mediante el seguimiento de la
oxidacion de NADH en un ensayo acoplado con malato deshidrogenasa (Mdh). El protocolo
aplicado fue una adaptacion del descrito por Buch et al. (Buch et al., 2008), y se llevé a cabo en
dos pasos. En el primer paso, la mezcla de reaccién contuvo Tris-HCl 100 mM (pH 8) piruvato
potasico 5 mM, MgSO, 10 mM, NaHCOs 50 mM y ATP 5 mM. El extracto celular fue
convenientemente diluido e incubado con esta mezcla de reaccién durante 10 minutos a 37°C.
Se detuvo la reaccidn adicionando acido tricloroacético (TCA), precipitando las proteinas
presentes. El precipitado se retird tras centrifugar a 14000g durante 30 minutos a 4°C. Se llevd
el pH de los sobrenadantes a 8 adicionando NaOH 1 M. En el segundo paso del ensayo, el
oxalacetato producido en el paso anterior se convirtid en L(-)-malato afiadiendo 2 U/mL de
Mdh y NADH 0,12 mM. La reaccion se siguid utilizando microplacas, que se incubaron a 37°C
hasta que la absorbancia a 340 nm se mantuvo constante.

Fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc). La actividad Ppc se determind mediante el
seguimiento de la oxidacion de NADH en un ensayo acoplado con malato deshidrogenasa
(Mdh). La mezcla de reaccién para el primer paso del ensayo contuvo Tris-HCl 100 mM (pH 8),
fosfoenolpiruvato potasico 2 mM, MgSO, 10 mM y NaHCO3 50 mM. Se detuvo la reaccion con
acido tricloroacético (TCA) y el resto de los pasos coinciden con los del protocolo de medida de
Pc.

Isocitrato liasa (Icl). Se aplicéd el protocolo descrito por Aoshima et al. (Aoshima et al.,
2003). El tampdn de medida fue fosfato potasico 65 mM (pH 7,5), y la mezcla de reaccidn
contuvo MgCl, 5 mM, fenilhidrazina 20 mM vy D,L-isocitrato sédico 5 mM como reactivo
disparador. La actividad enzimatica se siguié durante 5 minutos como el incremento de la
absorbancia a 324 nm debida al producto de reaccidén del glioxilato con la fenilhidrazina
(Eaducto=16800 M*cm™),

Enzima mdlico (Mae). Este ensayo, que implica la medida de la actividad en el sentido
opuesto al anaplerdtico, fue descrito por Van der Werf et al. (van der Werf et al., 1997). El
tampon de medida fue Tris-HCI 0,1 M (pH 7,8) y la mezcla de reaccion contuvo MgCl, 2,5 mM,

NADP* 2 mM y malato 10 mM como reactivo disparador. Se siguié la actividad enzimatica
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durante 5 minutos como el aumento de la absorbancia a 340 nm debida a NADH (enapn=6220
M1cm?).

Aspartato aminotransferasa (AspAT). El método aplicado fue una modificacion del
descrito por Yagi et al. (Yagi et al., 1976). El tampdn de medida fue fosfato potasico 50 mM (pH
7,5), y la mezcla de reacciéon contuvo NADH 3 mM, a-cetoglutarato 15 mM, fosfato de piridoxal
0,02 mM y 17 U/mL de malato deshidrogenasa. Se inicio la reaccion adicionando aspartato 50
mM. Se siguid la actividad enzimatica a lo largo de 5 minutos como la disminucién de la
absorbancia debida a NADH a 340 nm (ennapr=6220 Mlecm™).

Glutamato deshidrogenasa dependiente de NADPH (Gdh). El método aplicado fue el
descrito por Tesch et al. (Tesch et al., 1999). El tampdn de medida fue Tris-HClI 50 mM (pH 8), y
la mezcla de reaccion contuvo NADPH 2 mM, EDTA 1 mM, acetato amdnico 250 mM, y ADP 1
mM. Se dispard la reaccion mediante la adicidn de a-cetoglutarato 15 mM. Se siguid la
actividad enzimatica durante 5 minutos como la disminuciéon de la absorbancia debida a
NADPH a 340 nm (enapp=6220 M*cm™).

Glutamato deshidrogenasa dependiente de NADH (Gdh). Se aplicd una variacidon del
método anterior. El tampdn de medida fue Tris-HCI 50 mM (pH 8,5), y la mezcla de reaccién
contuvo NADH 2 mM, EDTA 1 mM, acetato amdnico 250 mM, y ADP 1 mM. Se dispard la
reacciéon mediante la adicion de a-cetoglutarato 6 mM. Se siguid la actividad enzimdtica
durante 5 minutos como la disminucién de la absorbancia debida a NADH a 340 nm

(8 NADPH=6220 M‘lcm'l) .

Estudio in silico de las principales rutas metabdlicas de C. salexigens

En 2005 se completd en el Joint Genome Institute la secuenciacion del genoma de C.
salexigens DSM 3043. El genoma tiene un tamafio de 3697 Mb y contiene 3319 marcos
abiertos de lectura (ORFs) candidatos de genes codificantes de proteinas. Las anotaciones
genéticas basadas en estudios automatizados de homologia de los ORFs de C. salexigens se
encuentran disponibles en el portal web del programa Computational Biology del ORNL en el

Joint Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/microbial/index.html) (Copeland etal.,

2011). Recientemente se ha publicado una reconstruccion a escala genémica del metabolismo
de C. salexigens (Ates et al., 2011).

Para una mejor comprensién de la interaccién entre metabolismo y osmoadaptacién, se
evalud cierto numero de rutas metabdlicas presentes en esta reconstruccion metabdlica,

relacionadas con el metabolismo central, poniendo énfasis en aquellas rutas que llevaban a la
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produccién de los precursores de las ectoinas y a los metabolitos hallados en los
sobrenadantes. Se llevaron a cabo (i) estudios de homologia usando la informaciéon disponible
en las bases de datos metabdlicas (tales como MetaCyc y KEGG (Kanehisa y Goto, 2000; Caspi
etal.,, 2012)) de microorganismos relacionados (como Pseudomonas, Enterobacterias vy
bacterias halotolerantes), (ii) analisis in silico de los dominios proteicos conservados,
localizacién proteica, y contexto gendmico, (iii) experimentos de crecimiento con D-glucono-
1,5-lactona, D-gluconato y 2-ceto-D-gluconato como fuentes de carbono, y (iv) revisién de
datos bibliograficos.

Metabolismo de la glucosa: ruta de Embden-Meyerhof-Parnas y ruta de Entner-
Doudoroff. La anotacién genética sugiere los sistemas de incorporacion de azucar y los
mecanismos de represion por catabolito en C. salexigens son similares que los presentes en
especies de Pseudomonas, aunque presentan diferencias en la jerarquia de preferencia de
metabolitos (Rojo, 2010). Hay anotados varios sistemas de transporte ABC y varias posibles
permeasas dependientes de la fuerza protdn motriz, aunque su especificidad de sustrato es
dificil de determinar basandose exclusivamente en homologia se secuencia (Oren et al., 2005),
lo que ha impedido la asignacién inequivoca del(los) transportador(es) de glucosa. C.
salexigens carece de un buen homoélogo del sistema fosfotransferasa fosfoenolpiruvato-azucar
(PTS) especifico para glucosa de E. coli, aunque posee genes para un PTS especifico de fructosa
(ver mas abajo). Este organismo cuenta con un gen para una glucoquinasa citoplasmatica
(Csal0935), que podria producir glucosa-6-fosfato a partir de la glucosa incorporada.

La ruta de Entner-Doudoroff (ED) es una alternativa para el catabolismo de azucares
hasta piruvato que emplea enzimas que no forman parte de la ruta de la glucolisis ni de la de
las pentosas fosfato (PPP) (Entner y Doudoroff, 1952). La ruta de ED, que presenta un
rendimiento en energia menor que el de la glucolisis, estd presente en una amplia variedad de
bacterias y arqueas, y existe un nimero limitado de microorganismos eucariotas en los que se
haya demostrado la metabolizacién de glucosa o gluconato mediante esta ruta (Conway,
1992). Normalmente, los microorganismos que emplean la ruta de ED carecen de una o mas
enzimas esenciales de la glucolisis, con frecuencia la 6-fosfofructoquinasa (Seo et al., 2005;
Tang et al., 2009), como es el caso del género Pseudomonas (Lessie y Phibbs, 1984). Como ya
sefialaron Kornberg y Smith (Kornberg y Smith, 1970) y Romano et al. (Romano et al., 1979),
una metabolizacién completa de la glucosa mediante una ruta que genera solamente una
molécula de fosfoenolpiruvato (PEP) por cada molécula de glucosa (como es el caso de ED o
PPP), es incompatible con el uso de PTS para la incorporacién de glucosa. Una produccion y

consumo equivalentes de PEP por estas rutas no dejaria ningin PEP disponible para
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biosintesis. Por eso, la falta de PTS especifico de glucosa hace posible a C. salexigens emplear
la ruta de ED para catabolizar este azucar.

Analisis bioinformatico de fosfofructoquinasas (Pfks). Los andlisis de homologia
llevados a cabo con BLAST (Ye et al., 2006), indicaron que no existe una anotacién directa e
inequivoca de una Pfk glucolitica en C. salexigens (Csonka et al., 2005). E. coli cuenta con dos 6-
fosfofructoquinasas, PfkA y PfkB, de las que la primera da cuenta del aproximadamente el 90%
de la actividad (Fraenkel, 1966). En la anotacidn automatica se han asignado cinco ORFs
(csal0274, 0639, 0931, 1841 y 2647) como posibles PfkBs en C. salexigens, en base a su
similaridad con PfkB de E. coli, y un sexto ORF (csal1534), se ha asignado a una posible 6-
fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Pfp). Todos ellos presentan una baja
similaridad de secuencia con Pfks genuinas (Tabla I1.51). Para obtener informacién del papel
que juegan estas seis proteinas, se alinearon sus secuencias de aminoacidos con las de PfkAs,
PfkBs y Pfps bien caracterizadas, y se construyd un arbol filogenético (Figura 1.52). Ademas, se
tratd de detectar la actividad Pfk en extractos libres de células de C. salexigens, pero no fue
posible la deteccion de una actividad superior al limite de deteccién (< 0,05 U/min) (Tabla 1.52).

Entre las proteinas de C. salexigens anotadas como Pfks, Csal2647 es la que muestra la
mayor similaridad con PfkB de E. coli y Salmonella (Figura 1.52), con un “Expect value” en
BLASTP de 7e-35, pero tiene similaridad significativa con PfkA de E. coli (“Expect value” en
BLASTP de 0,096). Sin embargo, Csal2647 es muy similar a la proteina fructosa-1-fosfato
quinasa (FrukK, EC 2.7.1.3) de E. coli, con un “Expect value” de 1e-66. Es mas, el gen csal2647 se
encuentra en un operdn potencial, entre genes que codifican una enzima IIBC (Csal2646) y un
hibrido EI/HPr/EIIA (Csal2648), componentes de un sistema PTS. Estas observaciones apuntan
a que, sin duda, Csal2647 fosforila la fructosa-1-fosfato formada por el sistema PTS en el
metabolismo de la fructosa.

Se han observado similaridades parciales y no significativas entre PfkA o PfkB de E. coli y
Csal0274, Csal0639, Csal0931 y Csal1841 (“Expect value” en BLAST > 9e-6). El gen csal0274 esta

anotado en la base de datos SEED (http://pubseed.theseed.org/seedviewer.cgi) como 2-

cetogluconato quinasa, y se encuentra en un operdn potencial entre un gen que codifica un
represor de la utilizacidn del 2-cetogluconato (csal0275) y el de una 2-cetogluconato reductasa
(csal0273). El gen csal0639 se halla en un operdn potencial aguas debajo de varios genes que
codifican un sistema de transporte tipo ABC para un poliol (de csal0633 a 0636) y una sorbitol
deshidrogenasa (csal0638). Esta anotado cono fructoquinasa en la base de datos SEED, asi que
probablemente esté implicado en el metabolismo de un poliol. El gen csal0931 se localiza en
un entorno cromosémico que incluye genes codificadores de las siguientes (posibles) enzimas

de metabolismo de hexosas: transportador de gluconato (csal0925), gluconato quinasa
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(csal0926), fosfoglucoisomerasa (csal0932), aldo/ceto reductasa (csal0933), aldosa 1-
epimerasa (csal0934), glucoquinasa (csal0935) y 6-fosfogluconato deshidratasa (csal0936)
(Figura 1.S1B). Csal0931 estd anotada en la base de datos SEED como riboquinasa, y algunos
ortdlogos muy préoximos de otros microorganismos estan anotados como fructoquinasa. El
entorno cromosomico de csal0931 apunta a que el producto de este gen es una quinasa que
fosforila a una hexosa relacionada con la glucosa o el gluconato. El gen csal1841 esta anotado
en SEED también como riboquinasa, pero el entorno cromosdmico en el que se encuentra no
aporta pistas sobre su funcion.

Csall534 es probablemente una fructosa-bisfosfatasa. Csall534 muestra un 71% de
identidad y 81% de similaridad con un ortélogo de Methylococcus capsulatus Bath, del que se
ha comprobado su actividad fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Pfp) in vitro
(Reshetnikov et al., 2008). Sin embargo, la constante de equilibrio de la reaccidn fructosa-1,6-
bisP + Mg?* <> fructosa-6-P + Mg-PP es aproximadamente 170 M (a pH 8) (Bertagnolli y Cook,
1984), lo que implica que el equilibrio de hecho favorece la reaccién en la direccion
gluconeogénica. Ademads, dado que la constante de Michaelis (Ky) aparente de la enzima de
M. capsulatus para fructosa-1,6-bisfosfato es 0,33 mM, mientras que es de 2,3 mM para
fructosa-6-fosfato, Reshetnikov et al. (Reshetnikov et al., 2008) propusieron que esta enzima
funciona como fructosa-bisfosfatasa durante el crecimiento en fuentes de carbono
gluconeogénicas. Propionibacterium freudenreichii también cuenta con un ortélogo de esta
enzima, aunque comparte Unicamente un 40% de similaridad con Csall534. El gen de esta
enzima puede complementar en E. coli Unicamente una mutacién de fructosa-bisfosfatasa
(fbp) pero no mutaciones de fosfofructoquinasa (pfkA/B) (Kemp y Tripathi, 1993), lo que
representa una prueba firme de que la enzima puede operar in vivo sélo en la direccion
gluconeogénica. Es mads, C. salexigens posee dos (supuestas) pirofosfatasas inorganicas,
codificadas por los genes csal2281 y csal2390, cuya accién podria dirigir la reaccidén aun mas
hacia la direccién gluconeogénica. En la medida en que el genoma de C. salexigens no contiene
ningun otro gen que codifique de forma clara una fructosa-bisfosfatasa (Csonka et al., 2005),
es probable que la proteina Csal1534 funcione como una fructosa-bisfosfatasa, mds que como
una fosfofructoquinasa.

La ruta de ED en C. salexigens. La combinacidon de estudios in silico y resultados
bioquimicos de este trabajo sugiere que, como en el caso de Pseudomonas y de algunos otros
géneros aerobios que emplean la ruta de ED (Lessie y Phibbs, 1984), C. salexigens carece de
una glucolisis funcional y se apoya en la ruta de ED para el catabolismo de la glucosa (Figuras

1.3y 111.51).
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Se han descrito tres variantes de la ruta de ED segun el nimero de pasos previos a la
primera fosforilacién. En la ruta EDI (o ruta ED fosforilativa), se fosforilan o bien la glucosa o su
producto de oxidacién, gluconato. En la ruta EDII (o ruta ED no fosforilativa), la fosforilacion
ocurre mas adelante en la ruta, a nivel de glicerato. En la ruta EDIIl (o ruta ED
semifosforilativa), el primer sustrato activado el 2-ceto-3-desoxigluconato, y esta es la ruta
preferida para la asimilacion de la glucosa en algunas bacterias haldfilas, como Salinibacter
ruber y la mayor parte de miembros del orden de arqueas Halobacteriaceae (Oren, 2002; Oren
y Mana, 2003). Estas tres variantes difieren en el nimero de pasos enzimaticos compartidos
con la glucolisis y en el rendimiento energético global (Tomlinson et al., 1974; Verhees et al.,
2003). Se ha demostrado recientemente que en Pseudomonas putida, pariente cercano de C.
salexigens en términos de homologia de secuencia global (Peconek et al., 2006), la oxidacidn
de la glucosa tiene lugar a través de la variante EDI. En P. putida, la glucosa es oxidada por
oxidasas peripldsmicas a D-gluconato y 2-ceto-D-gluconato, que se transportan al interior
celular donde son fosforilados por quinasas especificas y catabolizados por tres rutas paralelas
(del Castillo etal., 2007). En base a la anotacion gendmica de C. salexigens, puede
reconstruirse la variante EDI (fosforilativa) desde glucosa o D-gluconato hasta 6-fosfogluconato
(Figura L.SIA), aunque estaba anotada de forma incompleta en la reconstruccion metabdlica
previa (Ates et al., 2011) (véase Tabla 1.51). Nuestro andlisis in silico sugiere que la oxidacién de
D-glucosa a D-gluconato a través del intermedio D-glucono-1,5-lactona, podria tener lugar
tanto en el periplasma (catalizada por las enzimas peripladsmicas quinoproteina-glucosa
deshidrogenasa (Csal0170) y gluconolactonasa (Csal2779)) como en el citoplasma (catalizada
por una glucosa deshidrogenasa anclada a membrana, Csal2831, y una gluconolactonasa
soluble, Csal0453/Csal1727). Las tres supuestas gluconolactonasas cuentan con el dominio
gluconolactonasa COG3386.

Dos proteinas con homologia significativa con transportadores de gluconato de
Pseudomonas (GntP) podrian ser responsables de la incorporacion del gluconato periplasmico
a través de la membrana celular. Como se ha dicho mas arriba, el gen que codifica para una de
estas dos proteinas (csal0925) se encuentra inmediatamente aguas arriba del gen csal0926, el
cual codifica una posible gluconoquinasa (GnuK), que podria ser la responsable de la
fosforilacién de D-gluconato a 6-fosfogluconato (Figura 1.S1B). Este hallazgo apoya la idea de
qgue csal0925 codifique el transportador de gluconato de alta afinidad GntP (Figura 1.S1A).
Nuestros datos apuntan hacia la oxidacion de glucosa a gluconato en un primer paso, y un
transporte posterior al citosol y activacion por fosforilacion, en consonancia con la

acumulacién temprana de gluconato hallada en el medio de cultivo (Figura 1.2).
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Ademas, habiamos predicho que el 6-fosfogluconato podria formarse también a partir
de la glucosa-6-fosfato a través de la accién secuencial de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(zwf, Csal2741) y la 6-fosfogluconolactonasa (Pgl, Csal2740). Por ultimo, el 6-fosfogluconato
podria metabolizarse a través de la variante EDI a gliceraldehido-3-fosfato mas piruvato por
accion de la enzima 6-fosfogluconato deshidratasa (Edd, Csal0936) y 2-ceto-3-desoxi-
fosfogluconato aldolasa (eda, Csal2739) (Figura I.S1A). Los genes eda (csal2739), pgl (csal2740)
y zwf (csal2741), implicados los tres en la ruta de ED, se encuentran agrupados en el genoma
de C. salexigens (Figura .51B).

En P. putida, el gluconato se puede oxidar en el periplasma a 2-cetogluconato, el cual es
transportado al citoplasma, fosforilado y reducido a 6-fosfogluconato (del Castillo et al., 2007).
Como se muestra en la Figura 1.54, C. salexigens fue capaz de crecer en D-glucono-1,5-lactona,
D-gluconato y 2-ceto-D-gluconato como Uunicas fuentes de carbono. El crecimiento en D-
glucono-1,5-lactona concuerda con la redundancia de posibles enzimas con actividad
gluconolactonasa halladas en el genoma (véase Tabla 1.S1). Estos ensayos confirmaron la
funcionalidad de las enzimas de la ruta de ED, asi como la existencia de un “desvio” en la
misma a través del 2-cetogluconato en C. salexigens. Sin embargo, no se encontrd ningln
ortdlogo para la primera enzima este desvio, gluconato-2-deshidrogenasa (Gad), que es la
enzima empleada por P. putida. Se trata de una proteina peripldsmica asociada a la membrana
gue convierte gluconato en 2-cetogluconato. De acuerdo con nuestro analisis, esta reaccién no
ocurre en el periplasma de C. salexigens. En su lugar, encontramos un ortélogo del
transportador de 2-cetogluconato de Pseudomonas KguT, codificado muy probablemente por
csal0137. Las dos reacciones siguientes de la sub-ruta, que en P. putida estan catalizadas por 2-
ceto-D-gluconato quinasa (KguK) y 2-ceto-D-gluconato-6-fosfato reductasa (KguD), no estaban
asignadas en la anotacidon gendmica actual de C. salexigens. Sin embargo, dos observaciones
apuntan a que estas dos proteinas, KguK y KguD, podrian estar de hecho presentes en C.
salexigens. i) KguK de P. fluorescens posee una similaridad significativa con Csal0274, una de
las cuatro proteinas anotadas en C. salexigens como fosfofructoquinasa (PfkB). ii) Este gen se
encuentra inmediatamente aguas debajo de c¢sal0273, asignado a una gluconato
deshidrogenasa citoplasmatica (GhrB). Csal0273 presentaba ademas similaridad significativa
con la 2-ceto-6-fosfogluconato reductasa (KguD) de P. putida. Para profundizar en la funcidn
de Csal0273, se llevd a cabo un analisis filogenético que incluia esta proteina asi como GhrB,
KguK y KguD de especies relacionadas (Figura 1.53). El andlisis reveld que csal0273 se encuentra
mas préximo a 2-cet-6-fosfogluconato reductasas (v.g. kguD de Pseudomonas PAO1) que a 2-

cetogluconato reductasas (v.g. yiaE de E. coli).
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De acuerdo a todos estos datos, el desvio del 2-ceto-D-gluconato de EDI existiria en C.
salexigens, aunque anotado de forma parcialmente incorrecta, y las reacciones serian
principalmente citosdlicas, difiriendo asi de lo descrito en P. putida (Figura 1.51).

Ciclo del acido citrico (CAT) y ciclo del glioxilato. La anotacion genética indica que todas
las enzimas del CAT y del ciclo del glioxilato estan bien conservadas en C. salexigens, excepto
malato deshidrogenasa (Mdh). Existen dos ORFs (csal1751 y csal1771) asignados a malato
deshidrogenasas. csal1751 tiene una asignacidn laxa como miembro de la familia de malato/L-
lactato deshidrogenasas, aunque ambos ORFs presentan alta homologia con proteinas de esta
familia de enzimas en H. elongata y en el género Pseudomonas. Sin embargo, no se hallaron
secuencias en C. salexigens con homologia con Mdhs relacionadas con el CAT. Por otro lado,
una posible malato-quinona oxidorreductasa (Mqo) con alta similaridad a secuencias de Mqo
de E. coli y Pseudomonas existe en el genoma de C. salexigens (Tabla I.S1). Por tanto, esta es
probablemente la Unica enzima que cataliza la conversidon de malato a oxalacetato en esta
especie, como sucede en el caso de C. glutamicum (van der Rest et al., 2000) (Figura 1.3). Una
de las principales razones por la que algunos organismos emplean Mqo para la oxidacion de
malato, podria ser que la oxidacidon por una Mdh dependiente de NAD* presenta una
diferencia de energia libre estdandar muy desfavorable (+28,5 KJ/mol). En cambio, la oxidacidn
de malato por una quinona si presenta una diferencia favorable (-18,5 KJ/mol, con
menaguinina como aceptor de electrones) (Kather et al., 2000).

C. salexigens posee dos genes para isocitrato deshidrogenasas (csal0525 y csal1434),
gue difieren en la especificidad de cofactor predicha. Segln nuestros ensayos en extractos
libres de células (Tabla 1.3), parece probable que la isoforma activa en el CAT sea la lcdh
dependiente de NADP* (Figura 1.3), al menos en las condiciones probadas. El papel dela
segunda isoforma aun no se comprende bien. Otras bacterias relacionadas, como E. coli,
Pseudomonas, H. elongata y H. chejuensis, poseen Unicamente la isoenzima dependiente de
NADP*. La enzima Ichd-NADP* de C. salexigens presenta similaridad importante con ortdlogos
de los géneros Xanthomonas y Pseudomonas, mientras que la similaridad con la
correspondiente isoenzima de E. coli es mucho menor. La isoforma dependiente de NAD* tiene
homologia significativa con proteinas lcdh de especies de los géneros Xanthomonas y Bacillus.

Anaplerosis. Existen dos enzimas que pueden convertir los compuestos de 3 atomos de
carbono producidos en las rutas EMP y ED en oxalacetato: fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc)
y piruvato carboxilasa (Pc) (Sauer y Eikmanns, 2005). Existe anotado un buen ortélogo para
Ppc, Csal1640, aunque segln nuestros datos bioquimicos (ensayos de actividad enzimatica en
extractos proteicos y datos de ¥ C-RMN), no es importante en la produccién de oxalacetato

durante el crecimiento en glucosa. No existe en C. salexigens ningin marco abierto de lectura
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asignado como piruvato descarboxilasa en la anotacion del JGI, pero los analisis realizados con
BLASTP indicaron que Csall555 (anotada como “carbamoyl-phosphate synthase L chain, ATP-
binding”) y Csall556 (anotada como “oxaloacetate decarboxylase alpha subunit”) son
ortdlogos excelentes de las subunidades A y B de una Pc citoplasmatica de especies de
Pseudomonas.

La asignacion de Pc resulta complicada debido a la presencia de una supuesta
oxalacetato descarboxilasa, cuya subunidad a (Csal0693) muestra una similaridad de secuencia
alta con Csal1556. Sin embargo, las tres subunidades de la oxalacetato descarboxilasa de C.
salexigens, Csal0692, 0693 y 0694 son muy similares a las subunidades ortélogas de una
oxalacetato descarboxilasa ligada a membrana que bombea Na*, de Klebsiella pneumoniae.
Con toda probabilidad, por tanto, la funcidon del complejo Csal0692, 0693 y 0694 en C.
salexigens es la de producir piruvato a partir de oxalacetato.

Gluconeogénesis. C. salexigens es capaz de crecer en cierto niumero de fuentes de
carbono gluconeogénicas, incluyendo glicerol y varios intermediarios del CAT (Csonka et al.,
2005). Este organismo posee un posible enzima malico Csal0605) y una fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (Csal2657), que podrian ser responsables de la descarboxilacién oxidativa de
malato a piruvato y de la descarboxilacion dependiente de ATP de oxalacetato a
fosfoenolpiruvato, respectivamente. C. salexigens posee ademas una posible
fosfoenolpiruvato sintasa (Csal2062) para la fosforilacién de piruvato a fosfoenolpiruvato. Por
ultimo, por las razones discutidas mas arriba, la proteina Csal1534 funciona probablemente en
modo gluconeogénico (de fructosa-1,6-bisfosfato a fructosa-6-fosfato), lo que completa el
conjunto de enzimas necesarias para la gluconeogénesis.

Metabolismo de acetato y lactato. El metabolismo del acetato en C. salexigens es
diferente del de Pseudomonas y E. coli. Las dos rutas principales de produccion de acetato en
E. coli son las rutas fosfotransacetilasa-acetato quinasa (Pta-Ack) y piruvato oxidasa (PoxB). Las
enzimas Pta y Ack, que en E. coli estan presentes en niveles altos de forma constitutiva
(Wanner et al., 1992), catalizan la interconversion reversible del acetil coenzima Ay el acetato,
y son responsables del “overflow” (metabolismo rebosadero) del acetato durante el
crecimiento aerdbico de E. coli en glucosa (Xu et al., 1999; Castano-Cerezo et al., 2009). Estas
enzimas no estan presentes en C. salexigens, aunque hay que destacar que si lo estan en
bacterias filogenéticamente relacionadas, como H. elongata y H. chejuensis y algunas especies
de Pseudomonas (Kretzschmar et al., 2001).

La proteina Csall1010 presenta similaridad significativa con PoxB de E. coli (“Expect
value” en BLASTP de 3e-160). Esta ultima es una proteina soluble asociada a la membrana

externa encargada de la oxidacién asociada a FAD del piruvato a acetato mas CO, (Russell
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et al., 1977). En vista a la elevada similaridad con PoxB de E. coli, Csal1010 podria catalizar la
misma reaccion en C. salexigens.

En C. salexigens existe un ortélogo de la acetil coenzima A sintetasa (con AMP como
coproducto) (Acs), la principal enzima para la recuperacion del acetato del medio de
crecimiento (Starai y Escalante-Semerena, 2004): Csal0865. También cuenta con otro tres ORFs
con homologia con secuencias de Acs de E. coli, P. putida, P. aeruginosa y H. elongata, aunque
la similaridad con estas ultimas proteinas es menor que la que ostenta Csal0865. Existen dos
genes que codifican supuestas permeasas de acetato (ActP) csal0871 y csal2927, que podrian
ser responsables de la incorporacidn del acetato extracelular (Tabla 1.51).

Con respecto al metabolismo del lactato, el genoma de C. salexigens cuenta con lactato
deshidrogenasas anotadas especificas tanto del isémero L (Csal0404) como del D (Csal3144).
Sin embargo, Csal0404 parece ser una proteina respiratoria, dejando Csal3144 como el
candidato mads probable para convertir en lactato.

Metabolismo del nitrégeno. Dado que las ectoinas son compuestos nitrogenados,
analizamos algunas enzimas clave implicadas en la asimilacién del nitrégeno como amonio, asi
como en la sintesis de aminodcidos y ectoinas. En el genoma de C. salexigens hay anotadas una
alanina aminotransferasa (AlaT, Csal1348), una L-alanina deshidrogenasa (Csal2966) y una
glutamato sintasa (NADPH-Gogat, formada por dos subunidades, Csal0615 y Csal0616). La
glutamato deshidrogenasa (Gdh) junto con NADPH-Gogat llevaria a cabo la transferencia
reductiva del amonio al 2-cetoglutarato para generar glutamato (Sakamoto et al., 1975; Goss
et al., 2001), molécula que actia como portadora de amonio en la célula. Aunque sélo se ha
asignado Gdh dependiente de NADH a una proteina de C. salexigens (Csal1340), hemos visto
gue en sus extractos proteicos existian las dos actividades Gdh, tanto con requerimiento de
NADPH como de NADH (Tabla I.3). Csal1340 presenta una similaridad elevada con enzimas Gdh
dependientes de NADH de H. elongata, H. chejuensis y especies de los géneros Pseudomonas y
Legionella. Por otro lado, E. coli cuenta Unicamente con una Gdh dependiente de NADPH, que
no mostré homologia significativa con ninguna proteina del genoma de C. salexigens.

Las aspartato aminotransferasa, (AspAT), que cataliza la transferencia reversible del
grupo amino del glutamato al oxalacetato, produciendo aspartato y 2-cetoglutarato, es una
enzima clave en C. salexigens. Esta enzima conecta el CAT con la primera enzima dela ruta de
sintesis de ectoinas (la aspartoquinasa). La proteina Csal0536 de C. salexigens tiene alta
similaridad con AspATs de H. elongata y Pseudomonas, mientras que la proteina AspC de E. coli
es practicamente idéntica a una aminotransferasa de aminodacidos aromaticos de C. salexigens
(Csal1320), anotada previamente como aspartato transaminasa (Tabla 1.51). Se ha visto que

AspC de E. coli presenta una especificidad de sustrato amplia, ya que es capaz también de
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transaminar otros cetodcidos, como el fenilpiruvato, el 4-hidroxifenilpiruvato y compuestos
relacionados (Powell y Morrison, 1978). No queda claro, por tanto, que la transaminacion del
oxalacetato pueda estar catalizada por una o por dos enzimas en C. salexigens, y si una de ellas
podria jugar un papel especifico en la ruta de sintesis de ectoinas.

Las aspartoquinasas (Ask) catalizan la activacion de aspartato a aspartil-fosfato, el cual
es el primer intermedio de la sintesis de varios aminoacidos derivados del aspartato (treonina,
metionina, lisina e isoleucina) y de ectoinas. Existen multiples isoenzimas de Ask en E. coliy en
muchos otros microorganismos, teniendo cada una de ellas un papel particular en cada una de
las rutas de sintesis de cada aminodacido y se inhiben alostéricamente por uno o mas productos
finales de cada ruta (Stadtman etal., 1961). Sorprendentemente, C. salexigens cuenta
Unicamente con una aspartoquinasa (Ask, Csal0626), codificada por un gen que queda lejos del
operdn ectABC en el genoma, aunque en muchas otras bacterias productoras de ectoinas el
gen ask si forme parte de este operdn (Vargas et al., 2008). Este hecho sugiere que la Ask de C.
salexigens, Unica y no especializada, debe ser imprescindible para la sintesis de varios
aminoacidos y de ectoinas. La cuestion de la regulacidn por retroalimentacién de esta enzima

por sus diferentes productos finales aun no ha sido abordada.

Estudios filogenéticos

Se dedujo la historia evolutiva de ciertas proteinas de C. salexigens empleando el
método “Neighbour-Joining”. Se muestran los arboles filogenéticos dptimos. El porcentaje de
réplicas de éarboles en los que los taxones asociados aparecen agrupados (de entre 1000
réplicas) se muestra al lado de cada rama. El arbol esta representado a escala, con la longitud
de las ramas en las mismas unidades que las de las distancias evolutivas empleadas para
deducir el drbol. Se calcularon las distancias evolutivas usando el método de la correccion de
Poisson y sus unidades vienen dadas por el nimero de sustituciones de aminodcidos por sitio.
La tasas de variacion entre sitios se model6 con una distribuciéon gamma (parametro de forma
= 1). Los analisis implicaron 14 (Figura 1.S2) y 15 (Figura 1.S3) secuencias de aminoacidos,
respectivamente. Se descartaron las posiciones con menos de un 95% de cobertura. Es decir,
se permitié un maximo de un 5% de huecos en el alineamiento, datos faltantes y basas
ambiguas en cada posicién. Los analisis evolutivos se llevaron a cabo en MEGAS (Tamura et al.,

2011).

Seguimiento del marcaje isotépico desde glucosa hasta ectoinas
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Para poder determinar la distribucién de flujos metabdlicos del metabolismo central, se
realizé un seguimiento de las rutas de sintesis de ectoinas a partir de [1-13C]-, [6-13C]- y [2-13C]-
glucosa, tanto a alta como a baja salinidad. Se hizo una prediccién de todos los isotopomeros
posibles derivados de estos precursores marcados, a través de las rutas de EMP, ED,
anaplerosis, CAT hasta piruvato, fosfoenolpiruvato (PEP), oxalacetato (AOA), acetil coenzima A

y ectoinas, basandose en el genoma anotado (Figura 1.S5 y Tablas 111.53-54).

Prediccion de distribuciones de is6topos. Aunque las rutas metabdlicas no se ven
alteradas al usar diferentes isotopdmeros de glucosa como fuentes de carbono, existen claras
diferencias en los espectros de RMN de los intermedios metabdlicos y los productos finales del
metabolismo, hecho que puede usarse para deducir las distribuciones de flujos metabdlicos
(Klapa et al., 1999).

Con el fin de poder interpretar los espectros de 13C-RMN de las ectoinas marcadas, se
hizo una prediccidn de todos los isotopdmeros de ectoinas que tedricamente podrian surgir
del metabolismo de [1-13C]-, [2-13C]- y [6-!3C]-glucosa.

Dicha prediccidn se realizé partiendo de las siguientes asunciones:

1. La glucosa puede dar lugar a piruvato/fosfoenolpiruvato por medio de la ruta de

EMP o bien de ED.

2. En presencia de un exceso de glucosa, no se produce la conversidn gluconeogénica
de piruvato en fosfoenolpiruvato.

3. El piruvato puede transformarse en acetil-CoA por accién de piruvato
deshidrogenasa (Pdh), y en AOA por piruvato carboxilasa (Pc), y el fosfoenolpiruvato
puede transoformarse en AOA por accidn de fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc). Se
puede considerar la suma de las actividades Pc y Ppc como flujo anaplerético total.

4. ElI AOA sintetizado por las reacciones anaplerdticas puede ingresar en el CAT
(indicado como Pc/Ppc + CAT) para volver a originar AOA. La biosintesis de ectoinas
se alimenta de las reservas celulares de AOA originado por las rutas explicadas.

5. El acetil-CoA puede actuar como sustrato tanto de citrato sintasa (Cs, CAT), como de
L-diaminobutirato acetil transferasa (EctA, biosintesis de ectoinas).

6. Se ha considerado Unicamente una Unica vuelta del CAT. Aunque esta es una
aproximacién gruesa, i) la alta actividad AspAT detectada (Tabla 1.3) apoya esta
asuncién, dado que retira una parte sustancial del AOA para sintesis de ectoinas vy ii)

tras una segunda vuelta al CAT, el patron global de marcaje de los isotopomeros
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originados a partir de [2-13C]-glucosa es el mismo y la abundancia relativa de marca
en cada posicién del esqueleto carbonado no cambia de forma significativa.

7. La marca presente en AOA no se dispersa en el CAT a nivel de la molécula simétrica
de succinato (es decir, se asume que la reaccidn que convierte succinato en
fumarato no actua de forma reversible de facto). Esta asuncidon se basa en la
ausencia de malato deshidrogenasa (Mdh), que cataliza una reaccién con AG”>0,
favoreciendo la reversién del flujo hacia succinato. C. salexigens posee la enzima
malato-quinona  oxidorreductasa (Mqo) que cataliza una  reaccidén
termodindmicamente irreversible (AG¥<0) (ver seccién Ciclo del dcido citrico (CAT) y
ciclo del glioxilato). Por tanto, a diferencia de lo que ocurre en los microorganismos
que cuentan con Mdh, el AOA en este caso no se encontraria en un equilibrio rapido
con malato, fumarato y succinato, evitando asi la dispersién de la marca debida a la
simetria de las dos ultimas moléculas. El patron de marcaje observado en los
espectros de ectoinas procedentes de [1-13C]-, [2-13C]- y [6-'3C]-glucosa (ver Figuras
IIl.4, 5 y 6) concuerda con esta asuncién, lo que permitié descartar una distribucién
simétrica de la marca en los isotopdmeros de AOA.

Cada “isotopdmero de ectoina” representado en la Tabla 1.54 es una representacion del
marcaje promedio esperado de un conjunto determinado de isotopdmeros. Las probabilidades
globales relativas de marcaje se calcularon para cada distribucién de isotopémeros predicha
para cada una de las seis rutas metabdlicas extremas considerada, y para cada uno de los

isotopdmeros de glucosa usado: [1-*3C]-, [2-13C]- y [6-13C]-glucosa.

Marcaje de las ectoinas en cultivos crecidos en [1-13C]- y [6-'3C]glucosa. La
metabolizacién de la glucosa a través de EMP produce un 50% de [3-'3C]-piruvato/PEP,
mientras que la ruta de ED produce por un lado [1-13C]-piruvato y por otro PEP no marcado
(asumiendo que no existe conversiéon de piruvato a PEP) (Figura 1.S5). En las siguientes
reacciones de la ruta de ED el PEP no marcado daria lugar a piruvato no marcado, siendo el
balance final de la ruta para el piruvato de un 50% marcado en C1 y un 50% sin marcaje. Esta
diferencia entre las rutas de EMP y de ED hace que el andlisis del marcaje de las ectoinas
permita estimar la razén de flujos EMP/ED.

En las células crecidas en [1-'3C]-glucosa, las posiciones con mayor porcentaje de
marcaje en las moléculas de ectoina fueron COOH y C6, independientemente de la
concentracion de sal, y el marcaje en el resto de carbonos fue cercano a la abundancia natural

del isétopo 3C (Figura 1.4). La ruta de ED podria justificar en este caso el marcaje hallado en la
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posiciéon COOH. Sin embargo, esta ruta por si misma no puede explicar el nivel de marcaje en la
posicién C6. Se podria justificar la marca en esa posiciéon postulando que el 3CO, generado por
la descarboxilacion del [1-13C]-piruvato, se reincorpora de forma eficiente por la carboxilacién
mediante Pc o Ppc. La fijacidén de 3CO, a este nivel produciria una mezcla de [1-13C]-, [4-23C]-y
[1,4-13C,]-AOA, explicando el marcaje observado en las ectoinas. El nivel concreto de
enriguecimiento en 13C en la posiciéon COOH permitié estimar que el 95% de la glucosa de la
que proviene el carbono de las ectoinas se metaboliza a través de la ruta de ED y de Pc. El
enriquecimiento hallado en el resto de posiciones, mucho menor, podria explicarse por una
dispersion de la marca entre el resto de posiciones de la molécula de ectoina por rutas como la
de las pentosas fosfato. Ademas, la existencia de una glicolisis funcional, aunque minoritaria,
no puede descartarse completamente.

Para poder confirmar que el catabolismo de la glucosa ocurre a través de la ruta de ED,
se analizo el perfil de enriquecimiento de las ectoinas a partir de [6-13C]-glucosa. En este caso,
los espectros obtenidos fueron complementarios a los obtenidos con [1-*C]-glucosa, lo que
demuestra, al contrario de lo previsto para la ruta de EMP, que los destinos de los carbonos C1
y C6 de la glucosa no son equivalentes, es decir, que el catabolismo de glucosa en este caso
tenia lugar a través de metabolitos marcados de forma asimétrica (Figura 1.56). Ademas, la
incorporacion de la marca en el glicerol presente en la bicapa de fosfolipidos de la membrana a
partir de [6-13C]-glucosa (pero no de [1-13C]-glucosa) (Figuras 111.57-S8), también concordaban
con el marcaje observado en las ectoinas. Por tanto, todos estos datos demuestran que C.
salexigens metaboliza glucosa a través de la ruta de ED, y esto, junto con la posible carencia de
una enzima Pfk, sugiere que la ruta de EMP no es funcional.

Una vez demostrada verosimilitud de asumir que C. salexigens metaboliza el 95% de la
glucosa a través de la ruta de ED, es posible extraer nuevas consecuencias partiendo de dicha
asuncién. Como se ha explicado mas arriba, el metabolismo de [1-13C]-glucosa a través de ED
produce por una lado [1-13C]-piruvato, y por otro un 100% del PEP no marcado. Si Pc es la
principal ruta para la incorporacién de CO, a AOA, la marca en C1 del piruvato se traduciria en
marca en C1 del AOA, y en ultima instancia daria lugar a la presencia de marca en el grupo
COOH de las ectoinas (Figura 1.4). Dado que el C1 del piruvato, por otro lado, se pierde en
forma de CO, marcado en la reaccion de Pdh, es de esperar que el acetil-CoA formado a partir
de [1-13C]-piruvato (que no tendria marca) no contribuya al marcaje de as ectoinas. Sin
embargo, el PEP formado a partir de [1-'3C]-glucosa a través de ED no lleva marca, con lo que
una anaplerosis que transcurriera exclusivamente mediante Ppc daria lugar a ectoinas no

marcadas. Por tanto, la eficiencia de la incorporacion la marca en el grupo carboxilico de las
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ectoinas puede emplearse para estimar las contribuciones relativas de las actividades Pc y Ppc

a la anaplerosis total.

Marcaje de las ectoinas en cultivos crecidos en [2-13C]glucosa. Partiendo de [2-13C]-
glucosa como fuente de carbono, el metabolismo a través de la ruta de EMP produciria un 50%
de [2-13C]-PEP, y en el siguiente paso de la ruta, un 50% de [2-13C]-piruvato. El metabolismo a
partir de la ruta de ED generaria también un 50% de [2-'3C]-piruvato, pero el 100% del PEP
quedaria sin marcar (Figura 1.55). Por tanto, es posible analizar el destino del [2-!3C]-piruvato
sin hacer ninguna asuncién adicional (Figura |.5). Las posibles rutas para la sintesis de AOA a
partir de piruvato/PEP son las siguientes: i) Los carbonos del piruvato pueden ingresar en el
CAT como acetil coenzima A, producido éste por la piruvato deshidrogenasa (Pdh),
produciendo AOA tras una vuelta al ciclo (Figura 1.5A), ii) el piruvato y el PEP pueden sufrir
carboxilacion para dar AOA por la accién de Pc o Ppc, respectivamente (Figura 1.5B), o iii)una
combinacidon de ambas rutas (Figura 1.5C). A partir del alto porcentaje de marcaje en la
posicion C4 de las ectoinas a partir de [2-13C]-glucosa (Figura 1.5) puede concluirse que la
contribucidn de Ppc a la actividad anaplerdtica total en la célula es despreciable. Esto estaria
de acuerdo con las actividades enzimaticas medidas (Tabla I.3).

De entre estas tres opciones, la ruta que transcurre a través de Pc convierte [2-13C]-
piruvato en [2-13C]-AOA, lo que se refleja en las ectoinas en forma de la presencia del isétopo
[4-13C]-ectoina. En la ruta que transcurre a través de Pdh, un 50% de [2-'3C]-piruvato da lugar a
un 50% de [1-13C]-acetil-CoA, que a su vez ingresa en el CAT para dar AOA no marcado (a partir
de ese 50 % de acetil-CoA no marcado), o AOA marcado en C1 o en C4 (a partir de [1-13C]-
acetil-CoA), ambos is6topos con la misma probabilidad (Figuras 111.5 y I1.S5). Partiendo de [2-
13C]-glucosa, las sucesivas vueltas al CAT no darian lugar a la aparicién de ninguln isétopo de
AOA diferente a los citados. Las marcas en C1 y C4 del AOA contribuirian a las marcas en el
grupo COOH y C6 de las ectoinas, respectivamente. Ademas, el [1-13C]-acetil-CoA producido
por Pdh se incorporaria a las ectoinas en la posicidon C2 (Figuras IIl.5A-5C). En la Tabla 1.54 se
recogen todas las posibilidades previstas para el destino de la marca de [2-*C]-glucosa en las
moléculas de ectoinas.

En resumen, la marca en C6 y el grupo COOH de las ectoinas es proporcional al flujo a
través de Pdh, mientras que la marca en C4 es proporcional al flujo a través de Pc. La marca en
C2 es el resultado de la incorporacion a la molécula de ectoina por accién de la actividad de
EctA del acetil-CoA producido por Pdh. Ninguna de estas combinaciones de rutas predice la

aparicion de marca en el grupo metilo de las ectoinas. Estas predicciones concuerdan bastante
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bien con los espectros obtenidos, en los que la seial proveniente del grupo metilo es la menos

intensa, siendo las mas intensas las correspondientes a las posiciones C2 y C4 (Figura I.5E).

Experimentos de marcaje con *C-glucosa: marcaje de los glicerofosfolipidos de membrana

Con el fin de aportar mas pruebas de la metabolizacién de la glucosa mediante la ruta de
ED por C. salexigens, se analizé la distribucidn de la marca de 3C en los glicerofosfolipidos de
membrana en cultivos crecidos en [6-13C]- y [1-'3C]-glucosa. Se extrajeron los lipidos con
cloroformo deuterado, y se registraron los espectros de *C-RMN de estos extractos (Figuras
111.S7-S8).

En un organismo que emplee mayoritariamente la ruta de ED, al crecer en [6-13C]-
glucosa, el 100% del gliceraldehido-3-fosfato producido por dicha ruta debe presentar marca
en C3, mientras que al crecer en [1-13C]-glucosa, no se espera marca en ninguna posicién de
esta molécula (Figura 1.S5). Una situacidn paralela se esperaria para las moléculas de glicerol-
fosfato, que se deriva del gliceraldehido-3-fosfato via dihidroxiacetona-fosfato. Nosotros
encontramos que el glicerol presente en los fosfolipidos producidos a partir de [6-1*C]-glucosa
estaba marcado en las posiciones C1 y C3 en proporciones similares, mientras que el
procedente de [1-3C]-glucosa no presentaba un nivel de marcaje apreciable en ninguna
posicion (Figura 1.S8) (La marca en la posicién C1 del glicerol procedente de [6-13C]-glucosa no
se esperaba teniendo en cuenta las rutas del metabolismo centrar consideradas, pero puede
explicarse si tenemos en cuenta la dispersién de la marca entre las posiciones C1 y C3 debido
al equilibrio de hidrdlisis/fosforilacién del glicerol-fosfato).

En resumen, el patrén de marcaje observado en estos experimentos también apoya que

C. salexigens usa la ruta de ED para la oxidacion de la glucosa.

Comparacion de las actividades enzimaticas determinadas in vitro y de los flujos in vivo

Las actividades enzimaticas determinadas in vitro pueden considerarse una
aproximacién valida para la estimacion de los flujos metabdlicos in vivo. Se trata de una
aproximacién burda, dado que las concentraciones de enzimas, metabolitos y cofactores
podrian diferir in vivo e in vitro, y por tanto, las velocidades reales in vivo pueden ser
estimadas de forma incorrecta (van Eunen et al., 2010). Generalmente se reconoce que estas
actividades medidas exceden los flujos in vivo, lo que implica que el control de las rutas
metabdlicas se debe principalmente a la disponibilidad de los metabolitos y cofactores

implicados.
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Con el fin de comprobar si las actividades enzimaticas medidas en este trabajo son
suficientes para asegurar los flujos in vivo a través de las principales rutas de C. salexigens, se
compararon las actividades con los flujos metabdlicos. Las velocidades de consumo de glucosa
y de amonio se consideran como los flujos globales de carbono y nitrégeno del entorno a las
células.

Se ha considerado a las actividades citrato sintasa (Cs) y glutamato deshidrogenasa
(Gdh) como representativas de los flujos de carbono y nitrégeno, respectivamente. La
actividad citrato sintasa puede dar una idea del flujo a través del CAT. La glucosa se metaboliza
hasta piruvato (principalmente a través de la ruta de ED) y acetil-CoA. Una fraccidn significativa
del flujo total del carbono se desvia hacia el metabolismo overflow (principalmente piruvato,
pero también acetato y lactato) y hacia la sintesis de ectoinas via AOA. De esta forma, la
velocidad de consumo de glucosa deberia ser mayor que el flujo méaximo a través de Cs,
especialmente bajo las condiciones en las que el metabolismo overflow es mas activo (v. g.
condiciones de baja salinidad).

A pesar de las alteraciones significativas en la velocidad de consumo de glucosa en las
diferentes salinidades, la actividad Cs no mostré cambios importantes. A baja salinidad (NaCl
0,6 y 0,75 M), el flujo maximo a través de Cs fue entre 11 y 27 veces menor que la velocidad de
consumo de glucosa, mientras que a alta salinidad (NaCl 2,5 M), el flujo a través de CS fue sélo
5 veces menor (Tabla 1.53). Este hecho concuerda con los cambios asociados con la salinidad
observados en el metabolismo overflow (Figura 1.2), indicando que una expresién reducida de
las enzimas del CAT puede ser parcialmente responsable de este fenémeno.

Es posible extraer una conclusion similar en el caso de la comparacién de la actividad
Gdh con la velocidad de consumo de amonio. La actividad Gdh fue practicamente constante en
todas las condiciones probadas, mientras que la velocidad de consumo de amonio resulto
superior que el flujo total de Gdh en todas las salinidades, indicando que algunas reacciones
que incorporan amonio (v.g. glutamina sintetasa o glutamato sintasa) contribuyen a la
asimilacidn total en estas condiciones.

Ademas, la comparacidn de las actividades Pc y Ppc con la velocidad total de produccion
de ectoinas indica que el flujo anaplerético maximo tedrico no se ve afectado de forma
significativa por la salinidad, a pesar del diferente nivel de demanda para sintesis de ectoinas.
Es posible correlacionar también este hecho con el fendémeno del metabolismo overflow, dado
que el “exceso” de carbono provisto por la anaplerosis podria ser parcialmente dirigido hacia

la excrecidn de piruvato y acetato, cuando los requerimientos de ectoinas son bajos.

Determinacion de flujos metabdlicos relativos
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Para estimar las razones de flujo en nodos metabdlicos clave del metabolismo central de
C. salexigens, se hizo uso de los patrones de marcaje de las ectoinas a partir [2-13C]-glucosa,
segln el procedimiento explicado en la seccidn anterior, y se aplicaron ademds ecuaciones de
balance de masa derivadas de los flujos implicados en cada uno de los nodos. Estas ecuaciones
se basan en las siguientes asunciones:

1. No se produce reciclado de la marca isotdpica a causa de la presencia de ciclos

fatiles.

2. No existe compartimentalizacién de metabolitos (v.g. fendmenos de canalizacion de
metabolitos) y existe una reserva homogénea para cada metabolito que es comun
en todos los casos a todas las rutas consideradas.

3. No se produce dispersién de la marca isotdpica a causa del funcionamiento de la
ruta de las pentosas fosfato (esta ruta daria lugar a marcaje en todas las posiciones
de la molécula de ectoina, pero a partir de los espectros registrados, se pudo
estimar que la ruta de PPP contribuye con menos de un 5% al flujo total de glucosa a
ectoinas, y por tanto, se ha desestimado su efecto para el resto de analisis).

4. Se alcanzan los estados estacionaros metabdlico e isotdpico.

5. La dilucién isotépica que impone la presencia de una reserva preexistente en la
célula de intermedios no marcados es despreciable.

6. La capacidad de discriminacion de isdtopos de las enzimas implicadas es nula.

Con [2-13C]-glucosa como fuente de carbono, la ruta de ED da lugar a una reserva
homogénea de 50% de [2-3C]-piruvato y de PEP no marcado. De esta forma, el patrén de
marcaje de las ectoinas daria informacién del destino metabdlico de PEP y piruvato. Se han
tenido en cuenta los isotopédmeros predichos que se generarian por la combinacion de la
accidn de rutas que parten de 50% de [2-13C]-piruvato y 50% de [1-13C]-acetil-CoA.
La contribucidon de la actividad Ppc al flujo anaplerético total puede ser despreciada (ver
explicacion mas adelante).
Se han tenido en cuenta tres posibles vias de produccién de ectoinas a partir de
piruvato:
1. Descarboxilacién del [2-13C]-piruvato a [1-!3C]-acetil-CoA (por Pdh), seguida por su
incorporacién al CAT, rindiendo [1-13C]- y [4-'3C]-AOA tras una vuelta al ciclo (Figura
I.5A). En este caso, la marca se repartiria entre el carbono del grupo COOH y C6 de
las ectoinas. Ademas, la actividad EctA incorporaria marca en C2. Asi, con esta ruta,
se formarian ectoinas marcadas en C2, C6 y COOH en una proporcion 2:1:1.

2. Carboxilacién directa del [2-13C]-piruvato para producir [2-3C]-AOA (Pc), y su

posterior transaminacién a [2-'3C]-aspartato (por AspAT) para la sintesis de ectoinas
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(Figura 1.5B). Las ectoinas asi producidas presentarian marca en C4 y C2 (siendo esta
dltima debida a la incorporacién de [1-!3C]-acetil-CoA en la molécula de ectoina por
EctA). Asi, mediante esta ruta, se sintetizarian ectoinas marcadas en C2 y C4 en
proporcién 1:1.

3. Ingreso en el CAT de las moléculas de AOA producidas por las rutas anaplerdticas
(Figura 1.5C). Como en el caso anterior, se considerd Unicamente una vuelta al CAT,
dado que no se esperaba una mayor dispersidon de la marca en vueltas posteriores.
Como resultado de esta ruta, la marca de 3C se dispersaria més que en los casos
anteriores, previéndose un patron de marcaje en las ectoinas en C2, C4, C5, C6 y
COOH en proporcidn 2:1:1:1:1.

La carboxilacién del PEP no marcado por Ppc, produciria AOA no marcado, vy
posteriormente a ectoinas marcadas Unicamente en C2 (proveniente del C1 del acetil-CoA). Sin
embargo, hemos explicado que puede asumirse despreciable la contribucidon de Ppc al flujo
anaplerético, y ademas las areas de las sefiales de C4 y C5 de ectoinas (relacionadas
directamente con la actividad Pc) representan el 97 + 14% del drea de la sefial correspondiente
a C2 (relacionada con la actividad EctA). Esto estaria de acuerdo con las actividades
enzimaticas medidas (Tabla 1.3).

El marcaje en las posiciones COOH y C6 deberia ser aproximadamente equivalente en
cualquiera de las tres posibilidades explicadas mas arriba, y directamente proporcional al flujo
a través del CAT. Teniendo en cuenta esto, se definid una proporcion de marcaje promedio
para estas dos posiciones: [Av(C6,COOH)]. Por otro lado, el marcaje en C4 y C5 es proporcional
al flujo a través de Pc. La Unica posicién de la que no se espera un marcaje mayor al de la
abundancia natural en ninguno de los tres casos explicados es el carbono del grupo metilo.
Aunque se encontré un marcaje significativo en dicha posicion, debe destacarse que esta
posicidn presenta el marcaje relativo menor de todos los carbonos de la molécula de ectoina, y
muy ligeramente superior al esperable de la abundancia natural de 3C (1,11%). Como se
explica mas arriba, esa ligera diferencia permitié estimar que la ruta de las pentosas-fosfato y
otras rutas dispersadoras del marcaje contribuyen con menos del 5% al flujo total de glucosa a
ectoinas. Por todo ello, no se tuvo en cuenta el marcaje en el grupo metilo de las ectoinas para

la estimacidn de las razones de flujos.
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A partir de todo lo explicado, se dedujeron las siguientes ecuaciones para estimar las

razones de flujos Pc/Pdh, Cs/EctA y Pc/Cs (flujos realtivos):

Pc C4+C5

Pdh ~ C2+2-Av(C6,COO0H)
Cs _ 2-Av(C6,COOH)

EctA c2

Pc C4+C5

Cs  2-Av(C6,COOH)

[1]

(2]

3]

Donde:

Pdh, Pc, Cs y EctA representan los flujos absolutos a través de piruvato deshidrogenasa,

piruvato carboxilasa, citrato sintasa y L-diaminobutirato acetil transferasa, respectivamente.

C4, C5, C6 y COOH son los valores de las areas de los respectivos picos en los espectros

de B3C-RMN. Av(C6,COOH) representa el promedio del drea de esos dos picos.

Aplicando las ecuaciones [1], [2] vy [3] a las dreas de los picos de los espectros de la
Figura I.5E pueden determinarse los flujos relativos (Tabla I.4). Para los cultivos crecidos en
M63 con NaCl 0,75 M, los flujos relativos se estimaron a partir del marcaje de la ectoina (ya
gue no se detectd en las muestras o razén sefial/ruido era demasiado baja). Para los cultivos
crecidos en NaCl 2,5 M, los flujos relativos se estimaron usando los patrones de marcaje tanto

de ectoina como de hidroxiectoina.
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla I.51: Analisis gendmico de los genes de C. salexigens implicados en el metabolismo central, organizado por rutas.

. Especificidad Deteccion . Asignacidn previa ,
Enzimas P . Cédigo E.C. Gen & P Topologia
de cofactor experimental (Ates et al., 2011)
Rutas de Embden-Meyerhof-Parnas y de Entner-Doudoroff
Glucoquinasa (Glk) ATP ND 2.7.1.2 Csal0935 (YP_572991) Glucoquinasa Citoplasmatica
Piruvato quinasa (PyK) ATP ND 2.7.1.40 Csal1559 (YP_573611) Piruvato quinasa Citoplasmatica
Glucosa deshidrogenasa (soluble) NAD(P)H ND 1.1.1.47 Sin correspon(rjenaa
(Gcd) clara con ningtn ORF
Csal0170 (YP_572233) Glucosa deshidrogenasa Periplasmica

Glucosa deshidrogenasa

. . Quinona ND 1.1.5.2
(quinoproteina) (Gdhq) i {ti
Csal2831 (YP_574876) Sin asignacion Citoplasmitica, anclada
a membrana
Csal0453 (YP_572514) Sin asignacion Citoplasmatica
Gluconolactonase (Glcnl) ND 3.1.1.17 Csall1727 (YP_573778) Sin asignacion Citoplasmatica
Csal2779 (YP_574825) Gluconolactonasa Periplasmica
Csal3175 (YP_575218)
Familia del antiportador Sin asignacion Transmembrana
Na*-H*
Transportador de gluconato (GntP) ND - Csal0925 (YP_572981)
Familia del antiportador Sin asignacion Transmembrana
Na*-H*
Gluconoquinasa (GnuK) ATP ND 2.7.1.12 Csal0926 (YP_572982) Gluconoquinasa Citoplasmatica
G'“°°Sa'6'f°5f?zt:lges"'dr°ge"asa NADPH + 1.1.1.49 Csal2741 (YP_574787) Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa Citoplasmatica
6-Fosfogluconolactonasa (Pgl) ND 3.1.1.31 Csal2740 (YP_574786) 6-Fosfogluconolactonasa Citoplasmatica
2-Ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato ND 4.1.2.14 Csal2739 (YP_574785) 2-Ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa Citoplasmatica
aldolasa (Eda)
Transportador de 2- ND - Csal0137 (YP_572200) Sin asignacién Transmembrana

Cetogluconato! (KguT)



Gluconato deshidrogenasa? (GhrB)

Gluconato deshidrogenasa
(membrana) (Gad)

2-Cetogluconato quinasa® (Kguk)

2-Ceto-6-fosfogluconato reductasa
(KguD)

6-Fosfofructoquinasa (PfkB)

6-Fosfofructoquinasa
(dependiente de pirofosfato) (Pfp)

6-Fosfogluconato deshidratasa
(Edd)

6-Fosfogluconato deshidrogenasa
(Gnd)

6- Fosfogluconato deshidrogenasa

Componente E1 del complejo
piruvato deshidrogenasa (piruvato
deshidrogenasa)
Componente E2 del complejo
piruvato deshidrogenasa
(dihidrolipoamida
acetiltransferasa)

NAD(P)*

FAD

ATP

NADPH

ATP

Pirofosfato

NAD(P)H

NAD

TPP

Lipoato-coenzima
A

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

1.1.1.215

1.1.99.3

2.7.1.13

1.1.1.43

PA/SININS

2.7.1.90

Csal0273 (YP_572335)

Posiblemente
Csal0274 (YP_572336)

Posiblemente
Csal0273 (YP_572335)

Posiblemente Csal2647
(YP_574693)

Csal0274
(YP_572336)

Csal0639
(YP_572700)

Csal0931
(YP_572987)

Csal1841
(YP_573892)

Posiblemente Csal1534
(YP_573586)

Ruta de las pentosas fosfato

4.2.1.12

1.1.1.44

1.1.1.60

Csal0936
(YP_572992)

Csal0666
(YP_572726.1)

Csal0960
(YP_573016.1)

Csal1751
(YP_573802.1)

Csal3190
(YP_575233.1)

Ciclo del acido citrico

1.24.1

2.3.1.12

Csal0855
(YP_572911)

Csal0856 (YP_572912)

2-Ceto-D-gluconato reductasa (NADPH)

2-Deshidro-3-desoxigluconoquinasa
(KgdK)
2.7.1.45
2-Deshidro-D-gluconato reductasa
(NADPH)
1.1.1.215

Fructosa-1-fosfato quinasa 2.7.1.56

2-Deshidro-3-desoxigluconoquinasa
2.7.1.45

Sin asignacion
Fructoquinasa
2.7.1.4
Riboquinasa/

desoxirriboquinasa
2.7.1.15

Fosfofructoquinasa
2.7.1.11

6-Fosfogluconato deshidratasa

Fosfogluconato deshidrogenasa

Tartronato semialdehido reductasa

Sin asignacion

Sin asignacion

Piruvato deshidrogenasa

Sin asignacion

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica



Componente E3 del complejo
piruvato deshidrogenasa
(dihidrolipoamida deshidrogenasa)

Citrato sintasa (Cs)

Isocitrato deshidrogenasa
(NADPH-Icdh)

Isocitrato deshidrogenasa (NADH-
lcdh)

Malato/lactato deshidrogenasa

Malato/lactato deshidrogenasa

Malato-quinona oxidorreductasa
(Mqo)

Isocitrato liasa (Icl)

Malato sintasa G (Ms)

Oxalacetato descarboxilasa (Oad)

Piruvato carboxilasa, subunidad A>

Piruvato carboxilasa, subunidad B®

Malic enzyme (Mae)

Fosfoenolpiruvato carboxilasa
(Ppe)

Fosfotransacetilasa (Pta)

Piruvato oxidasa (Pox)’

FAD

NADPH

NADH

NADH

NADPH

Quinona

ATP

NADPH

Fosfato

TPP, FAD,
Citocromo

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

1.8.14

2331

1.1.1.42

1.1.1.41

1.1.1.37

1.1.1.82

1.15.4

Csal1219 (YP_573273)

Csal1212 (YP_573266)

Csal0525
(YP_572586)

Csall434 (YP_573487)

Csal1752 (YP_573803)

Csall771 (YP_573822)

Csal2579 (YP_574625)

Ciclo del glioxilato

4.13.1

2.3.3.9

Csal2449
(YP_574495)

Csal_3154 (YP_575197)

Anaplerosis/Gluconeogénesis

4.1.13

6.4.1.1

1.1.1.40

4.1.1.31

2.3.1.8

125011

Csal0692 (YP_572752)

Csal0693 (YP_572753)

Csal0694
(YP_572754)

Csal_1555 (YP_573607)

Csal_1556 (YP_573608)
Csal0605
(YP_572666)

Csal1640
(YP_573692)

Sin correspondencia
clara con ninguin ORF

Csal1010 (YP_573066)

Piruvato deshidrogenasa
(dihidrolipoamida acetiltransferasa

Citrato (Si)-sintasa

Isocitrato deshidrogenasa (NADP)

Isocitrato deshidrogenasa (NAD*)

Malato deshidrogenasa

Malato deshidrogenasa

Malato deshidrogenasa (Ubiquinona-
8/menaquinona-8 como aceptor)

Isocitrato liasa

Malato sintasa

Sin asignacion

Homocitrato sintasa 2.3.3.14

Oxaloacetate decarboxylase

Piruvato carboxilasa

Sin asignacion

Enzima malico (NADP)

Fosfoenolpiruvato carboxilasa

Piruvato oxidasa

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica

Citoplasmatica



Acil fosfatasa (AcyP) ND 3.6.1.7 (Y(risasligsgo) Acil fosfatasa Citoplasmatica

Csal0865
Acetil-coenzima A sintetasa® (Acs) ATP ND 6.2.1.1 (YPsa572921) Acetil-coenzima A sintetasa Citoplasmatica

Simportador Na*- Csal 0871 (YP_572927)

5 ) - .
Acetato permeasa’ (ActP) soluto ND Csal 2927 (YP_574971) Sin asignacion Transmembrana
L-Lactat? deshidrogenasa Citocromo ND 1.1.2.3 Csal0404 (YP_572465) Sin asignacién Citoplasmatica

(citocromo)*®
D-Lactato deshidrogenasa®! NAD ND 1.1.1.28 Csal3144 (YP_575187) D-Lactato deshidrogenasa Citoplasmatica

Metabolismo del nitrégeno

Alanina aminotransferasa®? Piridoxal 5’- . . L ’ -
(AlaAT) fosfato + 2.6.1.2 Csal1348 (YP_573402) Sin asignacion Citoplasmatica
L-Alanina deshidrogenasa (Ald) NADH ND 14.1.1 Csal_2966 (YP_575010) L-Alanine deshidrogenasa Citoplasmatica
1.4.1.14 (NADH) Csal0615 (YP_572676) Glutamato sintasa (ferredoxina) Citoplasmatica
Glutamato sintasa (Gls) NAD(P)H ND
Csal0616 Glutamato sintasa

1.4.1.13 (NADPH) Citoplasmatica

(YP_572677) (NADPH), subunidad menor

Glutamato deshidrogenasa Sin correspondencia

NADPH + 1.4.1.4 Citoplasmatica

(NADPH-Gdh) clara con ningtn ORF
Glutamato deshidrogenasa Csal1340 . . ar
(NADH-Gdh) NADH + 1.4.1.2 (YP_573394) Glutamato deshidrogenasa (NAD) Citoplasmatica
Csal0536 (YP_572597)1 Sin asignacién Citoplasmatica
Aspartato aminotransferasa + 26.1.1
(AspAT) T
Csal1320 (YP_573374 Aspartato aminotransferasa Citoplasmatica
Aspartoquinasa (Ask) ATP ND 2.7.24 Csal0626 (YP_572687) Aspartato quinasa Citoplasmatica
ND: no detectada 5Anotada en JGI como: carbamoil-phosphate synthase.
Los analisis de topologia se realizaron con Signal P 6Anotada en JGI como: oxaloacetate decarboxylase (Oad) alpha subunit.
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 7Anotada en JGI como: thiamine pyrophosphate enzyme-like (TPP-binding).
y TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). 8Anotada en JGI como: acetate-coenzyme A ligase.
1Anotada en JGI como: Major Facilitator Superfamily MSF_1. SAnotada en JGI como: Na+/solute symporter.
2Anotada en JGI como: 2-ketogluconate kinase (KguK). 10Anotada en JGI como: FMN-dependent alpha-hydroxyacid dehydrogenase.
3Anotada en JGI como: 6-phosphofructokinase (PfkB). 1Anotada en JGI como: D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase NAD-binding.
4Anotada en JGI como: pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase dimerization 12Anotada en JGI como: aminotransferase class | and Il.

region. BAnotada en JGI como: aminotransferase class | and II.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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Tabla 1.S2. Anadlisis de la actividad 6-fosfofructoquinasa (Pfk) en extractos proteicos de las cepas C.

salexigens y E. coli.

C. salexigens DSM 30437
M63 + NaCl 0,75 M M63 + NaCl 2,5 M

E. coliBW25113

Medio minimo M9

Pfk (U/min) <0,05 <0,05

0,50+0,14

Tabla 1.53. Comparacion de los flujos metabdlicos maximos estimados a partir de las actividades Cs, Cdh,

Pcy Ppc con las velocidades globales de consume de fuentes de carbono y nitrégeno y de produccién de

ectoinas. Para permitir una comparacion directa, todos los valores vienen dados en mmol/gps-h.

Salinidad ([NaCl])

Flujo (mmol/gps-h) 0,6 M 0,75 M 2,5M
Flujo maximo a través de Csa 0,52 1,05 0,39
Velocidad de consumo de glucosa 14,3 11,7 2,1
Flujo maximo a través de Gdh®? 0,78 0,83 0,57
Velocidad de consumo de amonio 3,7 6,5 2,5
Flujo maximo a través de Pc? 2,01 1,64 2,10
Flujo maximo a través de Ppc? N.M. 0,21 0,20
Velocidad de produccion de ectoinas® 0,049 0,127 0,174

2El peso seco se calculd a partir de la concentracién de proteinas aplicando correlaciones empiricas obtenidas para

cada concentracion de sal. Para cada salinidad, se determind también el contenido especifico en proteinas.

bEl flujo representado es la suma de los calculados a partir de las actividades de Gdh dependientes de NADPH y de

NADH determinadas.

‘La velocidad total de sintesis de ectoinas es la suma de la produccién de ectoina y de hidroxiectoina.

N.M., no medido.
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Tabla 1.54. Patrones de marcaje de las moléculas de ectoina previstos para cada una de las rutas
extremas consideradas. La escala de color representa la probabilidad de marcaje en cada posicion para
la combinacién del sustrato marcado y las rutas metabdlicas seguidas (rojo, 0%; amarillo, 25%; verde,
50%; azul, 100%). En las posiciones en las que se espera un marcaje diferente para Pc y Ppc, la mitad
superior de la posicién de carbono corresponde al flujo de Pc, y la mitad inferior al flujo de Ppc.

[1-13C]-Glucosa [2-13C]-Glucosa [6-13C]-Glucosa

4 4 4
EM, TCA 5 5 5
6 6 6
CH cH cH

EM, Pc/Ppc

o e}
IS
o
T
o %)
;:h
o [0}
IS
(e}
T

EM, Pc/Ppc + TCA

) [0
IS
(o}
T
) %
i J}
o %
IS
&
=t

3 CH3 3
-COOH -COOH -COOH
4 4 4
ED, TCA 5 5 5
6 6 6
CH3 -CH3 CH3
-COOH -COOH -COOH
4 4 4
ED, Pc/Ppc 5 s s
6 6 6
CH3 -CH3 CH3
-COOH -COOH -COOH
4 4 4
ED, Pc/Ppc + TCA 5 5 5
6 6 6
-CH3 -CH3 CH3

*Abreviaturas: EM, ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (glucolisis); ED, ruta de Entner-Doudoroff; CAT, ciclo de los
acidos tricarboxilicos; Pc, piruvato carboxilasa, Ppc, fosfoenolpiruvato carboxilasa.

*Las distintas distribuciones de isotopdmeros predichas solo tienen en cuenta una Unica vuelta al CAT, en su caso.
En las distribuciones previstas para [1-3C]- y [6-13C]glucosa, si se tienen en cuenta mds vueltas al CAT, se predice la
aparicion de nuevos isotopdmeros con mayor numero de carbonos marcados (especialmente en el carbono
carboxilico y C6). En las distribuciones predichas para [2-13C]-glucosa (usadas para la estimacién de flujos relativos),
las vueltas segunda y posteriores al CAT no dan lugar a presencia de marca en posiciones previamente no
marcadas en la distribucion tras la primera vuelta.
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Figura 1.S1. (A) La ruta de ED propuesta para C. salexigens. La ruta se basa en estudios filogenéticos e in silico en los que se compara C. salexigens con P. putida y
otras especies relacionadas. Los nombres de enzimas y transportadores aparecen en rectangulos y elipses, respectivamente. (B) Operones y grupos de genes
relacionados con las rutas glucolitica y de Entner-Doudoroff en C. salexigens. Sobre cada ORF se muestra el nombre de la asignacidn mas plausible.

'En este trabajo se ha asignado Csal0273 a GhrB (gluconato deshidrogenasa); Csal0274 y Csal0931 estan anotadas en JGI como PfkB (6-fosfofructoquinasa); KguD, KguK y azucar
quinasa son las asignaciones propuestas de acuerdo con los estudios in silico y filogenéticos de este trabajo.

*Permeasa para glucosa; existen varios sistemas de transporte ABC en el genoma de C. salexigens, generalmente con una especificidad de sustrato ambigua.

Abreviaturas: Akr, aldo-cetorreductasa; Eda, 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa; Edd, 6-fosfogluconato deshidratasa; Gdhq, glucosa deshidrogenasa; Glcnl, gluconolactonasa;
Glk, glucoquinasa; GntP, transportador de gluconato; GnuK, gluconoquinasa; KguD, 2-ceto-6fosfogluconato reductasa; KgukK, 2-cetogluconato quinasa; KguT, transportador de 2-

cetogluconato y Pgl, 6-fosfogluconolactonasa.
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92 [Pﬂ<A Salmonella enterica subsp. enterica *
PtkA Escherichia coli *

. PP-PFK Borrelia burgdorferi *
63 |

PP-PFK Propionibacterium freudenreichii *

100 PP-PFK Thermoproteus tenax *

PP-PFK Methylococcus capsulatus *
93 [Csal 1534
93 I_ PtkB Salmonella enterica subsp. Enterica *
56 PfkB Escherichia coli *

Csal 2647
Csal 1841
23 Csal 0639
54 Csal 0274
41 Csal 0931

—
1

Figura 1.52. Analisis filogenético de los ORFs anotados como 6-fosfofructoquinasa (Pfk): Csal0274,
Csal0639, Csal0931, Csal1534, Csal1841 y Csal2647. Las proteinas que han sido caracterizadas aparecen
marcadas con un asterisco.

a2 yiaE Escherichia coli

87 tkrA Citrobacter rodentium

100 2KR Klebsiella pneumoniae

74 L glyoxylate reductase Salmonella entérica

2-k 6-P reductase TkrA Burkholderia xenovorans

00 gluconate 2-dehydrogenase Burkholderia pseudomallei grupo de KguD
E-ketogluconate 6-P reductase Burkholderia cenocepacia
75 KguD Ralstonia sp. 5 7 47FAA

100 Csal 0273

kguD Halomonas elongata
kguD Pseudomonas PAO1
a6 100 ’ g
kguD Azotobacter vinelandii D)
61 —— 2-ketogluconate reductase Pseudomonas fluorescens

ol — ghrB2 Pseudomonas fluorescens Pf-5

2-ketoglu Gluconobacter oxydans

grupo de KguD

0.05

Figura 1.S3. Estudio filogenético del ORF asignado como 2-ceto-6-fosfogluconato reductasa (KguD),
Csal0273.
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Figura 1.54. Rendimiento maximo en biomasa (circulos) y velocidades de crecimiento (barras) de
C. salexigens en cultivos discontinuos crecidos en medio minimo M63 con NaCl 2,5 M y D-
glucosa, D-glucono-1,5-lactona, D-gluconato o 2-ceto-D-gluconato 20 mM como Unica fuente de

carbono.
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A partir de [1-*3C]glucosa

Embden-Meyerhof-Parnas

GLC
G3P
PEP
PYR

AcCoA

Entner-Doudoroff

o0

A partir de [6-1°C]glucosa

Embden-Meyerhof-Parnas

Entner-Doudoroff

GLC

G3pP

PEP

PYR

AcCoA

Embden-Meyerhof-Parnas

A partir de [2-1°C]glucosa

Entner-Doudoroff

GLC
G3P
PEP
PYR

AcCoA

' -

— 50%

I

Embden-Meyerhof-Parnas

Entner-Doudoroff

1-13C 2-13C 6-13C 1-23C 2-13C 6-13C
Gliceraldehido-3-fosfato 3(50%) 2(50%) 3(50%) N.M. N.M. 3(100%)
Fosfoenolpiruvato 3(50%) 2(50%) 3(50%) N.M. N.M. 3(100%)
Piruvato 3(50%) 2(50%) 3(50%) 1(50%) 2(50%) 3(50%)
Acetil-coenzima A 2(50%) 1(50%) 2(50%) N.M. 1(50%) 2(50%)

Figura 1.S5. Destino previsto de la marca proveniente de [1-3C]-, [2-13C]- y [6-'3C]glucosa en

fosfoenolpiruvato, piruvato y acetil coenzima A, seglin se metabolicen a través de la ruta de

Embden-Meyerhof-Parnas o la ruta de Entner-Doudoroff. La posicidn de la marca y el porcentaje

de marcaje esperado se muestran en la tabla inferior. El cédigo de color usado para representar

el porcentaje de marcaje se muestra en la escala de la parte inferior derecha.
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-COOH -COOH
CH3, E + CH3, H
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Figura 1.56. Espectros de 3C-RMN obtenidos de extractos celulares de cultivos crecidos en [6-
13Clglucosa. Se usé medio minimo con NaCl 0,75 M (espectro superior) y 2,5 M (espectro
inferior). Se indicant las sefales correspondientes a la marca en el carbon carboxilico, carbono
metilico, C2, C4 y C6 de la ectoina (E) y de la hidroxiectoina (H). Notese que las sefales de los
carbonos metilicos de ectoina e hidroxiectoina aparecen solapados. Las tres moléculas de
ectoina que aparecen representadas muestran el porcentaje esperado de marcaje en las
distribuciones de isotopomeros correspondientes a los tres casos extremos considerados (arriba
a la izquierda, ED (o EMP) seguida de una vuelta al CAT; arriba a la derecha, ED seguida de
anaplerosis por Pc o Ppc; abajo, ED seguida de una combinacion de Pc o Ppc y una CAT; ver
Tabla 1.54 para mayor detalle). Para representar el porcentaje de marcaje se siguié el codigo de

color representado en la escala de la parte inferior derecha.
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Figura 1.S7. Espectros de *C-RMN de lipidos extraidos de cultivos crecidos en [6-13C]- y [1-

13C]glucosa. Se usé medio minimo con (A) NaCl 0,75 M y (B) NaCl 2,5 M. Tanto en (A) como en

(B), el espectro superior corresponde a [6-1*C]-glucosa, y el inferior a [1-13C]-glucosa. Se

destacan las regiones de los espectros correspondientes a las sefiales de acidos grasos (linea

discontinua) y al glicerol (linea de puntos).
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Figura 1.58. Ampliacion de las regiones de las sefiales correspondientes al glicerol-3-fosfato de
espectros *C-RMN obtenidos de extractos lipidicos procedentes de cultivos crecidos en [6-13C]-
y [1-23C]-glucosa. Se usé medio minimo M63 con (A) NaCl 0,75 M y (B) NaCl 2,5 M. Tanto en (A)
como en (B), el espectro superior corresponde a [6-13C]-glucosa, y el inferior a [1-13C]-glucosa. Se
destacan las zonas en las que se esperan las sefiales de 13C de los carbonos C1, C2 y C3 del

glicerol-3-fosfato.
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Tabla 11.51. Lista de cebadores usados en los experimentos de PCR a tiempo y en los clonajes.

Grupo ORF Gen? Nombre Numero Cebadores directo y reverso
usado en E.C!
este
estudio
Control interno Csal0001  dnaA dnaA NA 5’-CGGCCAGCAGATGATCCT-3’
5"-CCACCCCGCTGATTTCCT-3°
Csal0548  polA polA 27.7.7 5-CGACGCCTGGATGGTGAT-3'
5-CGCCTCCTTGACCTCGAAG-3’
Ceal027a  kdok Couk 57145 ©-ATGAAACGGCCGAAGCTG S
sa g gu A 5-GGCGTTTCAGGTCGCCT-3’
ORFs analizados Ceal0370  fha y 41913 5-TGATGCCTTCGACGATTTCTT
mediante RT-PCR -2 fba a e 5'-AGGAATGGCTGGAAGTCATCAA-3’
Cal0639 i Csal0639 5-GAACGACTGGCGGATTGC-3’
>3 P 3a - 5-GCGGGTGAAGACAGCGAC-3’
Ceal0931 . § L 514 ©-GGCTATGCTCAGCGTGGTCT3
>3 ser fr % 5 CATCTGTGCAGCAACAGCCT-3'
Ceal0932 , , c 319 ©CATGACGCCCTGGACGAAT-3
>3 pg! pg! 247 5 CCTGGGCGCACTGATTG-3’
Ceal0935 " " L 51, ©CGGACAGCGAAGGATAATGC-S
sa g g -2 5 GGGCGTTCGACCTTCATG-3’
Ceal1534 A 57100 ©-GGTCTTGGGAACGTGAATCG S
sa pf pip AL 5"-TCGCAGCTCTCGGAAAAGAT-3’
Csallsal  pfkE  Csalisdl 5-CACGCCGAAAACGCCA-3’
sa P sa 5-TCGCTGAAGCCGTGATTG-3’
Ceala646 ) sElB/c 27169 O TCAAGGAGAAGGGCGTTTACAY
>3 fru pts At 5-CGACAATGCGATGCACAAC-3’
Ceal2647 P Lo L 515 5-COCCAATTGACCATGCAGS
>3 fru Pf At 5-TACCGTGTGTGCCGGTGA-3’
pts 5-TCGACCTATCTCGGCAATGG-3’
Csal2648  fruB EI/HPr/IIA 2.7.1.69 5 AACTGCAACACCCGTACGC-3'
Ceala741 L1149 5-TCACGGCGGACGAACAAS
>3 zwf zwf e 5-GATGCCTACGAGCGTCTGTTG-3’
Ceal063S 5'- GGTGGTGGTACCATGAGCGCAGACCTGCCTC-3’
>3 5-GGTGGTAAGCTTTCATCGGGCACCTCCGTGG-3"
Cebadores usados Csal0931 5’-GGTGGTCTGCAGATGACCCCGCTCATTGCCTTCGG-3’
en los clonajes sa 5-GGTGGTAAGCTTTCAGGTCATGGCGTCGAGATCGTC-3’
5-GGTGGTCTGCAGATGGCGCGCGTGCTGACATTGAC-3’
Csal2647

5’-GGTGGTAAGCTTTCATAGGGTCTCCCTCGCGCCG-3’

1Los nombres y numeros E.C. segtn la funcién a la que aparecen asociados en la base de datos

KEGG Orthology (KO)

2Asignacion provisional por anotacién automdtica (segun JGl y KEGG)

NA: No aplicable
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EC 2.7.1.45 Oceanicola granulosus ATCC BAA-861

Csal0639

] EC 2.7.1.4 Salmonella typhimurium LT2

| 4{ EC 2.7.1.4 Xylella fastidiosa Temeculal

EC 2.7.1.15 Escherichia coli K12

EC 2.7.1.15 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 700721
EC 2.7.1.4 Ruegeria sp. TM1040

EC 2.7.1.4 Rhizobium meliloti 1021

EC 2.7.1.20 Mycobacterium tuberculosis ATCC 25618

Figura I1.S1. Arbol filogenético elaborado para Csal0639 y varios genes ortélogos de distintas especies de proteobacterias y de Mycobacterium tuberculosis.
Los genes ortdlogos se seleccionaron en base a la homologia de sus secuencias de aminodcidos con la secuencia de Csal0639 (usando la base de datos
KEGG, http://www.kegg.ip). Del grupo inicial de genes seleccionado se descartaron las secuencias pertenecientes a especies de arqueas. Por ultimo, solo se
tuvieron en cuenta para este estudio las secuencias correspondientes a proteinas de las que habia sido descrita y registrada su estructura tridimensional y de
cuya actividad enzimatica se disponian datos experimentales en la bibliografia. Las actividades atribuidas a estas secuencias son: EC 2.7.1.4, fructoquinasa; EC
2.7.1.15, riboquinasa; EC 2.7.1.20, adenosina quinasa; EC 2.7.1.45, 2-deshidro-3-desoxigluconoquinasa. También se hallaron varios ortélogos de Csal0639 a
los que se habia asignado de forma automatica actividad deshidrogluconoquinasa (EC 2.7.1.13) y 5-deshidro-2-desoxigluconoquinasa (EC 2.7.1.92), pero no
se incluyeron en este debido a la carencia de pruebas experimentales de dichas actividades. La matriz de distancia se generd usando la aplicacion Phylip
en http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::protdist, y la representacion del arbol se hizo en http://itol.embl.de/.



http://www.kegg.jp/
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py%23forms::protdist
http://itol.embl.de/
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Figura 11.S2. Actividad fosfoglucoisomerasa. Los ensayos de actividad se realizaron con
extractos libres de células crecidos en medio minimo M63 con NaCl 0,75 M y fructosa 20 mM
como Unica fuente de carbono. Los extractos se recolectaron durante la fase exponencial de
crecimiento, y se les retiraron las impurezas no proteicas. A los extractos se afiadié fructose-6-
fosfato como reactivo disparador de la reaccion ademas del tampdn adecuado y el resto de
sustratos y reactivos necesarios (ver seccién de Materiales y métodos para mas informacion).
Los espectros aparecen organizados en una serie temporal. De abajo a arriba: inmediatamente
después de la adicion del sustrato, y tras 30, 60 y 90 minutos de incubacién. La identidad de las
sefiales se designa con letras segun sigue: a, glucosa-6-fosfato; b, fructosa-6-fosfato y c, fosfato.
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Figura 11.53. Actividad 6-fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato. Las condiciones de
cultivo y procedimiento para obtencion del extracto fueron los mismos que en el caso anterior.
A los extractos se afiadid fructose-6-fosfato y pirofosfato como reactivos disparadores de la
reaccion ademas del tampon adecuado y el resto de sustratos y reactivos necesarios (ver seccion
de Materiales y métodos para mas informacion). A, zona tipica de aparicidn de las sefales de
fosfatos y ésteres de fosfato en espectros de 3'P-NMR. B, detalle de la zona de aparicién de los
fosfatos de hexosas. Los espectros aparecen organizados en una serie temporal. De abajo a
arriba: inmediatamente después de la adicidn del sustrato, y tras 20 y 40 minutos de incubacién.
La identidad de las sefiales se designa con letras segun sigue: a, fosfato; b, pirofosfato; c,
fructosa-6-fosfato; d, fructosa-1,6-bisfosfato; e, glucosa-6-fosfato.
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