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Constitutive Glueose-6.phosphate Dehydrogenase in Mutants Utilizing 
Glucose, which are Derived/rom Cryptic Wildtype Strains 

Summary. Wfldtype ceils of Hydrogenomonas H 16 and of similar strains of 
Hydrogenomonas utilize only fructose; they are unable to use glucose as a carbon 
source. Mutants were isolated which are able to grow on glucose. Ten of these 
mutants were investigated and found to be similar with regard to the following 
properties: 1. they are constitutively derepressed for the formation of glucose-6- 
phosphate dehydrogenase, 2. the substrate saturation curve of the respiration of 
glucose is unlike of the fructose curve. While the respiratory rate with fructese as a 
substrate is already maximal at 1.66 m2r fructose, the respiratory rate for glucose 
as a substrate (at 1.66 raM) amounts only to 15 to 550/0 of the maximal rate (sub- 
strate saturation). The relationships between these pleiotropie effects (glucose 
utilization and constitutive glucose-6-phosphate dehydrogenase) are unknown. 

Zusammeu/assung. Von Wildtyppopulationen yon Hydrogenomonas H 16 und 
anderen St~mmen, die lediglich Fructose, aber nicht Glucose zu verwerten ver- 
mSgen, wurden Glucose verwertende Mutanten isoliert. S~mtliche ~utanten stim- 
men in zwei Merkmalen iiberehl: 1. sic bilden Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 
konstitutiv und 2. die Substrats~ttigungskurve der Veratmung yon Glucose verl~uft 
flacher als die f/ir Fructose. W~hrend die Atmungsrate bei 1,66 mM Fructose sehon 
maximal ist, erreieht die Veratmung yon Glucose bei 1,66 mM Glucose erst 15 bis 
55~ Die Beziehungen zwischen diesen pleiotropen Effekten (Glucoseverwertung 
und konstitutive Bildung der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase) sind unbokannt. 

Hydrogenomona8 H 16 verwcrtet  Fructose  als einzige I texose (GoTT- 
SC~ALK et al., 1964). Gegenfiber Glucose verhal ten  sich die Wfldtypzel len 
kryptisch,  d. h. auch auf  Fructose gewachsene Zellen, die fiber alle zum 
Glucoseabbau notwendigen  Enzyme  veffiigen, vermSgen Glucose n ich t  
umzusetzen (GoTTSCHALK, 1964). Von den Wi lds t~mmen  Hydrogeno- 
monas H 16 u n d  H 20 abgeleitete Mutan t en  verwcrten zwar Glucose, 
oxydicren sic aber  crst bei hohen Glucosekonzentra t ionen (1--10~ 
mi t  maximaler  Rate ,  w~hrend die Fruc toseoxydat ion  schon bei 0,02~ 
Fructose ihre maximale  Rate  erreicht (Scn~v.OV, L u. GOTTSCH~K, 1965). 
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Die Mutante Hydrogenomonas H 16 G+ 1 unterscheidet sich vom Wild- 
stamm nicht nur dureh die F/~higkeit, Glucose zu verwerten, son- 
dern auch durch eine konstitutive Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 
(ScHL]~G]~T, U. T~i~P~, 1966). 

Zur Prfifung der Frage, ob zwischen der Mutation zur Glucose- 
verwertung und der konstitutiven Bildung der Glueose-6-phosphat- 
Dehydrogenase genere]l eine Beziehung besteht, wurden yon Hydro- 
genomonas Stamm H 16 und yon anderen ebenfalls fiir Glucose kryp- 
tisehen Wildst~mmen Glucose verwertende Mutanten isoliert und nach 
auto- und heterotrophem Wachstum auf die Aktivit/~ten der Enzyme des 
einleitenden Hexoseabbaus hin untersucht. 

Material und Methoden 
Organismen. Neben Hydrogenomonas Stamm H 16 (W~D~, 1961) wurde die 

!Vlutante H 16 G§ (Sc~LEG:SL U. TRffPER, 1966) erneut geprfift. Die Glucose ver- 
wertenden Mutanten H 16 G+5, G+6 und G+7 waren bei der kontinuierlichen Kultur 
von Hydrogenomonas H 16 im Chemostaten mit Fructose als begrenzendem Sub- 
strat nach jeweils mehrwSehigem Wachstum spontan aufgetreten und unter dicsen 
Bedingungen selektiert worden (KSNIG, 1967). Weitere Mutanten wurden yon den 
Hydrogenomonas-St~mmen H 1 (B~TItA, 1961), J 17, G 29, J 10 und G 9 (Sc~vsTE~, 
1967) nach Nitritbehandlung isoliert. Die Mutante F 31 wurde als Defektmutante 
des Wildtyps H 16 isoliert, die Fructose nicht zu verwerten vermag. 

Kultivierung. Die Zellen wurden sowohl unter chemolithotrophen Bedingungen 
als auch unter org~notrophen Bedingungen herangezogen (Sc~LEG~.L et al., 1961). 

Bestimmun!l der EnzymaIctivit~iten. Die spezifischen Aktivit~ten wurden im 
optisehen Test bestimmt; die )/[ethoden wurden kfirzlich beschrieben (BLAeKKOLB 
U. Sen~Ea]~L, 1968). 

Ergebnisse 

Zur Prfifung der Frage, ob Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase yon 
alien G+-Mutanten konstitutiv gebildet wird, wurden diese und der 
Wildstamm H 16 unter chemolithotrophen Bedingungen (Mineralni~hr- 
15sung; unter H 2 ~- CO 2 -~ 02) un4 organotrophen Bedingungen heran- 
gezogen, durch Beschallung aufgebrochen und im Rohextrakt  auf 
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, Hexokinase und die Enzyme des 
Entner-Doudoroff-Systems geprfift (Tab. 1 und 2). In  den unter nicht- 
induzierenden Bedingungen gewachsenen Zellen aller Mutanten lag 
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in der 25--45fachen spezifischen 
Aktivits des Wfldstammes vor. Induzierte Zellen batten eine noch 
hShere Aktivit~t. Das Enzym wird demnach yon allen Mutanten konsti- 
tut iv gebfldet; durch Induktion erhSht sich die Aktivitiit maximal nur 
auf das Doppelte. Beziiglich der beiden anderen gepriiften Enzyme ver- 
halten sich die Mutanten wie der Wfldstamm. Wi~hrend die der Hexose- 
verwertung dienenden Enzyme im Wildstamm induzierbar sind und 
durch H 2 reprimiert werden, unterliegt Glucose-6-phosphat-Dehydro- 
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Tabelle 1. Spezi/ische Aktlvitgten von Glucose-6.phosphat-Dehydrogenase, Hexokinase 
und 6-Phosphoglucons~iure-Dehydrase ~- 2-Keto-3-desoxy-6-phosphogluconsgure- 
Aldolase (Entner-Doudoro]/-System) in chemolithotroph und orgauotroph gewaehsenen 

Zellen yon Hydrogenomonas H 16 und Glucose verwertenden Mutanten 

Wachstums- Enzyme 
bedingungen 

Spezifische Enzymaktivit~t 
~mole/min/g Protein 

H16 G+I G+3 G+4 G+5 G+6 G+7 

chemolithotroph G-6-P-DH 17 418 480 582 588 567 764 
Hexokinase 10 12 12 12 16 11 13 
ED-System 4 7 10 12 9 8 l l  

organotroph mit G-6-P-DH 282 903 651 885 803 815 1250 
H 16: 0,8~ Hexokinase 16 12 15 12 16 11 17 
Fructose ED-System 132 128 103 112 111 95 45 

~/[utanten: 
1,0~ Glucose 

Tabelle2. Spezi/ische Aktivitgten yon Glucose-6-phosphat-Dehydrogeuase, Hexokinase 
und 6-Phosphogluconsgure-Dehydrase -~ KDPG-Aldolase (Entner-Doudoro]]-System) 
in chemollthotroph und organotroph gewachsenen Zellen you Glucose verwertenden 

Mutanten, die von kryptischen Wildstdimmen abgeleitet worden sind 

Wachstums- Enzyme 
bedingungen 

Spezifisehe Enzymaktiviti~ten in 
tzmole/min/g Protein 

J17 J17 J lO J lO G29 G29 F31 
G+4 G§ Gr 

chemolithotroph G-6-P-DIt 5 425 23 329 13 174 128 
Hexokinase 38 25 24 22 19 20 45 
ED-System -- 13 13 2 6 15 37 

organotroph G-6-P-DH 130 1090 274 968 2~:2 896 840 
Hexokinase 18 27 17 17 27 23 46 
ED-System 60 111 215 24 291 222 340 

Organotroph wurden die Zellen mit 0,5% Fructose (Witdtyp), bzw. 0,50/0 
Glucose (Mutante) herangezogen. Die Zellen wurden durch Beschallung auf- 
gebrochen. In dieser Tabelle sind auch die spezifisehen Aktivit~ten einer ~utante 
(F 31) wiedergegeben, die als Fructose-Defekt-Mutante isolier~ worden ist; sie 
vermag Fructose nicht zu verwerten, w~ehst auf Glucose und bildet Glueose-6-phos- 
phat-Dehydrogenase konstitutiv. 

genase bei den M u t a n t e n  der H2-Repression nicht.  Dieses E n z y m  wlrd 
folglich n icht  koordinier~ mi t  den einlei tenden E n z y m e n  des t texose- 
abbaus  regulier~. 

Es war bereits aufgefallen, dal~ die Atmungsra te  mi t  Glucose als 
Subs t ra t  in  anderer  Weise von  der Subs t ra tkonzen t ra t ion  beeinfluSt 
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wird als die F ruc tosevera tmung .  Wghrend  Fructose  schon bei den 
geringsten verabfolgten K o n z e n t r a t i o n e n  mi t  maxlmaler  Ra t e  ve ra tme t  
wird, erreiehte die A tmungs ra t e  mi t  Glucose erst bei  l~ Glucose (55 raM) 

Tabelle 3 
Atmungsraten von verschiedcnen Wildstgmmen und davon abgeleiteten Glucose ver- 
wertenden Mutanten (G +) bei verschiedcnen Fructose- bzw. Glucose-Konzentrationen 

Stamm Fructose Glucose 

1,33 ml~ 166 ml~ 1,33 ml~I 166 ml~I 

G 29 73,3 46,8 -- - -  

G 29 G+I 30,9 25,8 17,5 42,6 
J 10 102,7 80,6 -- --  
J 10 G+3 50,7 35,4 16,3 107,4 
J 17 G+4 75,6 67,2 16,4 65,0 
G 9 G+5 129,9 129,8 20,2 79,0 
H 1 G+4 50,3 41,6 16,0 39,0 

100 ~1-1 ~.~,\ 

o/  
/ ~ 
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Abb. 1. Abh~ngigkeit der Atmungsrat~ mehrerer Glucose verwertender Mutanten 
yon der Glucosekonzentration. Die Zellen waren in einer 0,5% Glucose enth~ltenden 
N~hrlSsung herangezogen und anschlie~end gewaschen worden. Bei den angegebenen 
Glucosekonzentrationen wurde die Atmungsrate manometrisch bestimmt; die 
endogene Atmungsrate wurde abgezogen. Die jeweflige Atmungsrate ist in Prozenten 
der maximalen (bei Substrats~ttigung) erreichten Rate angegeben. Lediglich fiir 
Hydrogenomonas G 29 ist die Rate der Fructoseveratmung (gestrichelte Kurve) 

eingetragen worden 
�9 - - ,  Wfldstamm Hydrogenomonas G29; § + 1VIutante G29 G+I; 
o o Mutan~e JlO G+3; ~ ~ Mutante J17 G+d; s * Mutante G9 G+5; 
Q ~ Mutante H1 G+g; �9 �9 Mutante 2'31 (H16) 
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ihren maximalen Wert  (ScHLEGJ~L U. GOTTSCHALK, 1965). Die Ergebnisse 
dcr Priifung weiterer Glucose verwertender Mutanten gibt Tab. 3 wieder. 
Die Atmungsraten sind yon Stsmm zu Stsmm verschieden. Fructose 
wird jedoch in allen F/illen bei der geringen Konzentration yon 1,33 mM 
mit h6herer Rate oxydiert als bei der hohen Konzentration (166 raM). 
Im Falle der Glucoseoxydation besteht das umgekehrte Verh/iltnis; 
Glucose wird bei geringen Konzentrationen lsngsamer oxydiert sls bei 
hohen. In Abb. 1 ist die Abhiingigkcit der Glucoseoxydationsrate yon der 
Glucosekonzentration ffir mehrere St/imme graphisch dargestellt. Die 
Atmungsrste folgt also mit zunehmender Glucosekonzentrstion einer 
S~ttigungskurve. Fructose wird demgegenfiber bereits bei der geringsten 
sngewsndten Konzentration mit maximaler Rate veratmet,  und hohe 
Fructosekonzentrationen fiben eine Hemmnng ans. In  Abb. 1 sind die 
Atmungsraten flit Fructose nur fiir den Stsmm G 29 aufgenommen 
worden. 

Diskussion 

Untersuchungen an Kulturhefen hst ten empirisch eine Regclm/iBig- 
keit erkennen lassen: Helen, die Glucose vergs verg/~ren such 
Fructose und Msnnose; Here, die Glucose nicht verg/~rt, setzt such keinen 
anderen Zucker um (ST~LLI~G-DEKKV~, 1931). Diese Regel gilt ffir 
Bskterien keineswegs. Zwar ist such bei ihnen eine Hexokinase ver- 
breitet, die Glucose, Mannose und Fructose zu phosphorylieren vermag; 
die Verwertbsrkeit der Substrate ist jedoch yore Vorhandcnsein des 
substratspezifischcn Transportsystems abh/~ngig. Beispielsweise w/ichst 
der Wildtyp yon Pseudomonas putre/aciens nur mit Ssccharose oder 
Maltose als Substraten, nicht mit Fructose oder Glucose. Eine spontsne 
Mutante verwertet such Glucose (KLv.I~ u. DOUDOROFF, 1950). DaB 
Hydrogenomonas H 16 lediglich Fructose verwcrtet, ist oben erw/~hnt 
worden. Die Unf~higkeit, Glucose zu verwerten, ist kfirzlieh such ffir 
Hydrogenomonas eutropha nachgewiesen worden (COOK et al., 1967). Den 
Wildtypzellen der meisten bisher eingehend untersuchten Hydrogeno- 
monas-St~mme fehlt demnach das System zum aktiven Transport der 
Glucose. Es ist gelungen, yon mehreren St/~mmen Glucose verwertendc 
Mutanten zu isolieren; Mannose verwertende Mntanten wurden bisher 
trotz mehrfacher Bemfihungen nicht isoliert. Es ist anzunehmen, dab 
Glucose nicht aktiv trsnsportiert  wird, sondern durch ,,erleichterte 
Diffusion" in die Zellen gelangt. 

Die vorgelegten, an mehreren yon verschiedenen Wildtypen ab- 
geleiteten Mutanten erhobenen Befunde lsssen erkennen, dab zwischen 
der Glucoseaufnahme bzw. -verwertung und der konstitutiven Bildung 
der Glucose-6-phosphst-Dehydrogensse eine Beziehung besteht. Diese 
Korrelstion wird durch die Auffindung einer anderen Mutante best/itigt. 
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I m  Zuge 'ter Isolierung katabolischer Defek tmutan ten  yon H 16 wurde 
eine Mutante  F 31 (Tab. 2) isoliert, die nicht  au f  Fructose  w~chst und  
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase konst i tu t iv  bildet. Auch  diese 
Mutante  verwerte t  Glucose und  ist durch die oben erwi~hnte geringe 
Affinit~t ffir Glucose gekennzeichnet.  

Die Beziehungen zwisehen der Bef~higung zur Glucoseverwertung 
und  der erhShten und  konst i tu t iven Bildung der Glucose-6-phosphat- 
Dehydrogenase  bleiben zuni~chst often. I~achdem GOTTSCHALKS Unter-  
suchungen (1964) gezeigt hat ten,  dab sich H 16 gegeniiber Glucose 
krypt isch  verhiflt, wurde geprfift, ob nach W a c h s t u m  auf  Aceta t  w~hrend 
24stiindiger Inkuba t ion  mit  Aceta t  und  1~ Glucose eine leichte Er-  
hShung der E n z y m e  des Hexoseabbaus  eintritt .  Der negative Befund 
beweist erneut,  dal~ Glucose weder ak t iv  noch dureh erleichterte Diffusion 
in die Zellen aufgenommen wird. Es ist demnaeh aueh unwahrseheinlieh, 
dai~ ffir die durch Mutat ion gewonnene F~higkeit,  Glucose zu verwerten,  
ledigIich die konst i tu t ive  Bfldung eines einzigen am Hexoseabbau  
beteiligten E n z y m s  verantwort l ich ist. Durch  die Mutat ion haben  sieh 
neben der Regulat ion der Enzymbi ldung  auch die Permeabfliti~tseigen- 
schaften ver~ndert  (pleiotroper Effekt). 

Ffir die Untersuehungen wurden Apparate in Anspruch genommen, die yon der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Verffigung gestellt worden sind. 
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