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Constitutive Glucose-6-phosphate Dehydrogenase in Mutants Utilizing
Glucose, which are Derived from Cryptic Wildtype Strains

Summary. Wildtype cells 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 fructose as a
substrate is already maximal at 1.66 mM fructose, the respiratory rate for glucose
as a substrate (at 1.66 mM) amounts only to 15 to 55%/, of the maximal rate (sub-
strate saturation). The relationships between these pleiotropic effects (glucose
utilization and constitutive glucose-6-phosphate dehydrogenase) are unknown.

Zusammenfassung. Von Wildtyppopulationen von Hydrogenomonas H 16 und
anderen Stimmen, die lediglich Fructose, aber nicht Glucose zu verwerten ver-
mégen, wurden (lucose verwertende Mutanten isoliert. Simtliche Mutanten stim-
men in zwei Merkmalen iiberein: 1. sie bilden Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
konstitutiv und 2. die Substratsittigungskurve der Veratmung von Glucose verlduft
flacher als die fiir Fructose. Wihrend die Atmungsrate bei 1,66 mM Fructose schon
maximal ist, erreicht die Veratmung von 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 unbekannt.

Hydrogenomonas H 16 verwertet Fructose als einzige Hexose (Gorr-
SCHALK et al., 1964). Gegeniiber Glucose verhalten sich die Wildtypzellen
kryptisch, d. h. auch auf Fructose gewachsene Zellen, die iiber alle zum
Glucoseabbau notwendigen Enzyme verfiigen, vermégen Glucose nicht
umzusetzen (GOTTSCHALK, 1964). Von den Wildstdmmen Hydrogeno-
monas H 16 und H 20 abgeleitete Mutanten verwerten zwar Glucose,
oxydieren sie aber erst bei hohen Glucosekonzentrationen (1—109/,)
mit maximaler Rate, wihrend die Fructoseoxydation schon bei 0,029/,
Fructose ihre maximale Rate erreicht (SCHLEGEL u. GoTTscHALEK, 1965).
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Die Mutante Hydrogenomonas H 16 G+ 1 unterscheidet sich vom Wild-
stamm nicht nur durch die Fahigkeit, Glucose zu verwerten, son-
dern auch durch eine konstitutive Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
(ScHLEGEL u. TRUPER, 1966).

Zur Prifung der Frage, ob zwischen der Mutation zur Glucose-
verwertung und der konstitutiven Bildung der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase generell eine Beziehung besteht, wurden von Hydro-
genomonas Stamm H 16 und von anderen ebenfalls fir Glucose kryp-
tischen Wildstdmmen Glucose verwertende Mutanten isoliert und nach
auto- und heterotrophem Wachstum auf die Aktivititen der Enzyme des
einleitenden Hexoseabbaus hin untersucht.

Material und Methoden

Organismen. Neben Hydrogenomonas Stamm H 16 (WiLpe, 1961) wurde die
Mutante H 16 G¥1 (ScHLEGEL u. TRUPER, 1966) erneut geprift. Die Glucose ver-
wertenden Mutanten H 16 G+5, G+6 und G*+7 waren bel der kontinuierlichen Kultur
von Hydrogenomonas H 16 im Chemostaten mit Fructose als begrenzendem Sub-
strat nach jeweils mehrwéchigem Wachstum spontan aufgetreten und unter diesen
Bedingungen selektiert worden (Kowia, 1967). Weitere Mutanten wurden von den
Hydrogenomonas-Stimmen H 1 (BArTHA, 1961),J 17, G 29, J 10 und G 9 (SCHUSTER,
1967) nach Nitritbehandlung isoliert. Die Mutante ¥ 37 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 organotrophen Bedingungen herangezogen (SCELEGEL et al., 1961).

Bestimmung der Enzymaktivititen. Die spezifischen Aktivititen wurden im
optischen Test bestimmt; die Methoden wurden kiirzlich beschrieben (BLackkoLE
u. SCHLEGEL, 1968).

Ergebnisse

Zur Priifung der Frage, ob Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase von
allen G+-Mutanten konstitutiv gebildet wird, wurden diese und der
Wildstamm H 76 unter chemolithotrophen Bedingungen (Mineralnihr-
lésung; unter H, + CO, + O,) und organotrophen Bedingungen heran-
gezogen, durch Beschallung aufgebrochen und im Rohextrakt auf
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, Hexokinase und die Enzyme des
Entner-Doudoroff-Systems gepriift (Tab.1 und 2). In den unter nicht-
induzierenden Bedingungen gewachsenen Zellen aller Mutanten lag
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase in der 25—45fachen spezifischen
Aktivitit des Wildstammes vor. Induzierte Zellen hatten eine noch
hohere Aktivitdt. Das Enzym wird demnach von allen Mutanten konsti-
tutiv gebildet; durch Induktion erhéht sich die Aktivitdt maximal nur
auf das Doppelte. Beziiglich der beiden anderen gepriiften Enzyme ver-
halten sich die Mutanten wie der Wildstamm. Wihrend die der Hexose-
verwertung dienenden Enzyme im Wildstamm induzierbar sind und
durch H, reprimiert werden, unterliegt Glucose-6-phosphat-Dehydro-
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Tabelle 1. Spezifische Aktivitdten von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, Hexokinase

und 6-Phosphogluconsiure-Dehydrase +  2-Keto-3-desoxy-6-phosphogluconsiure-

Aldolase ( Entner-Doudoroff-System) in chemolithotroph und organotroph gewachsenen
Zellen von Hydrogenomonas H 16 und Glucose verwertenden Mulanten

Wachstums- Enzyme Spezifische Enzymaktivitit
bedingungen pmole/min/g Protein

H16 G¥Y1 G+3 G+4 @G*5 G+ GH7

chemolithotroph G-6-P-DH 17 418 480 582 588 567 764
Hexokinase 10 12 12 12 16 i1 13
ED-System 4 7 10 12 9 8 11
organotroph mit  G-6-P-DH 282 903 651 885 803 815 1250
H 16:0,8Y%, Hexokinase 16 12 15 12 16 11 17
Fructose ED-System 132 128 103 112 111 95 45
Mutanten:
1,09/, Glucose

Tabelle 2. Spezifische Aktivititen von Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, Hexokinase

und 6-Phosphogluconsiure-Dehydrase 1 KDPQ-Aldolase ( Eniner-Doudoroff-System,)

in chemolitholroph und organotroph gewachsenen Zellen von Glucose verwertenden
Mutanten, die von kryptischen Wildstimmen abgelestet worden sind

Wachstums- Enzyme Spezifische Enzymaktivititen in
bedingungen pmole/min/g Protein
JI17 J17 J10 JI10 G29 G29 F31
G+4 a+3 G+l
chemolithotroph G-6-P-DH 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 274 968 242 896 840
Hexokinase 18 27 17 1727 23 46
ED-System 60 111 215 24 291 222 340

Organotroph wurden die Zellen mit 0,5%, Fructose (Wildtyp), bzw. 0,5%,
Glucose (Mutante) herangezogen. Die Zellen wurden durch Beschallung auf-
gebrochen. In dieser Tabelle sind auch die spezifischen Aktivititen einer Mutante
(F 31) wiedergegeben, die als Fructose-Defekt-Mutante isoliert worden ist; sie
vermag Fructose nicht zu verwerten, wichst auf Glucose und bildet Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase konstitutiv.

genase bei den Mutanten der H,-Repression nicht. Dieses Enzym wird
folglich nicht koordiniert mit den einleitenden Enzymen des Hexose-
abbaus reguliert.

Es war bereits aufgefallen, daBl die Atmungsrate mit Glucose als
Substrat in anderer Weise von der Substratkonzentration beeinfluBlt
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wird als die Fructoseveratmung. Wiahrend Fructose schon bei den
geringsten verabfolgten Konzentrationen mit maximaler Rate veratmet
wird, erreichte die Atmungsrate mit Glucose erst bei 19/, Glucose (55 mM)

Tabelle 3
Atmungsraten von verschiedenen Wildstdmmen und davon abgeleiteten Glucose ver-
wertenden Mutanten (G*) bei verschiedenen Fructose- baw. Qlucose- Konzentrationen

Stamm Fructose Glucose
1,33 mM 166 mM 1,33 mM 166 mM

G 29 73,3 46,8 — —

G 29 G+1 30,9 25,8 17,5 42,6

J 16 102,7 80,6 — —

J 106 G+3 50,7 35,4 16,3 107,4

J 17 G4 75,6 67,2 16,4 65,0

G 9GS 129,9 129,8 20,2 79,0
H1G%4 50,3 41,6 16,0 39,0

100 -m-a—_ L

Prozent maximale Atmungsrate

1 1 1 ] 1 L |
024681 20 28 170
[Glucose] bzw. [Fructose] (mM)

0

Abb. 1. Abhingigkeit der Atmungsrate mehrerer Glucose verwertender Mutanten
von der Glucosekonzentration. Die Zellen waren in einer 0,59, Glucose enthaltenden
Nihrlssung herangezogen und anschlieBend gewaschen worden. Beidenangegebenen
Glucosekonzentrationen wurde die Atmungsrate manometrisch bestimmt; die
endogene Atmungsrate wurde abgezogen. Die jeweilige Atmungsrate ist in Prozenten
der maximalen (bei Substratsiittigung) erreichten Rate angegeben. Lediglich fiir
Hydrogenomonas G 29 ist die Rate der Fructoseveratmung (gestrichelte Kurve)
eingetragen worden

»——n Wildstamm Hydrogenomonas G29; + + Mutante G29 G+1;

o o Mutante J10 G+3; » » Mutante JI7 G+4; o o Mutante G89 Q+5;

o——c Mutante H I G+4; a——a Mutante F31 (H 16)
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ihren maximalen Wert (SCHLEGEL u. GOTTSCHALK, 1965). Die Ergebnisse
der Priifung weiterer Glucose verwertender Mutanten gibt Tab.3 wieder.
Die Atmungsraten sind von Stamm zu Stamm verschieden. Fructose
wird jedoch in allen Fallen bei der geringen Konzentration von 1,33 mM
mit hoherer Rate oxydiert als bei der hohen Konzentration (166 mM).
Im Falle der Glucoseoxydation besteht das umgekehrte Verhaltnis;
Glucose wird bei geringen Konzentrationen langsamer oxydiert als bei
hohen. In Abb.1 ist die Abhingigkeit der Glucoseoxydationsrate von der
Glucosekonzentration fiir mehrere Stimme graphisch dargestellt. Die
Atmungsrate folgt also mit zunehmender Glucosekonzentration einer
Sattignngskurve. Fructose wird demgegeniiber bereits bei der geringsten
angewandten Konzentration mit maximaler Rate veratmet, und hohe
Fructosekonzentrationen itben eine Hemmung aus. In Abb.1 sind die
Atmungsraten fiir Fructose nur fir den Stamm G 29 aufgenommen
worden.

Diskussion

Untersuchungen an Kulturhefen hatten empirisch eine Regelméfig-
keit erkennen lassen: Hefen, die Glucose vergéiren, vergiren auch
Fructose und Mannose; Hefe, die Glucose nicht vergért, setzt auch keinen
anderen Zucker um (STELLING-DEEKKER, 1931). Diese Regel gilt fir
Bakterien keineswegs. Zwar ist auch bei ihnen eine Hexokinase ver-
breitet, die Glucose, Mannose und Fructose zu phosphorylieren vermag;
die Verwertbarkeit der Substrate ist jedoch vom Vorhandensein des
substratspezifischen Transportsystems abhingig. Beispielsweise wichst
der Wildtyp von Pseudomonas putrefaciens nur mit Saccharose oder
Maltose als Substraten, nicht mit Fructose oder Glucose. Eine spontane
Mutante verwertet auch Glucose (Kirkrx u. Doupororr, 1950). Dal
Hydrogenomonas H 16 lediglich Fructose verwertet, ist oben erwihnt
worden. Die Unféhigkeit, Glucose zu verwerten, ist kiirzlich auch fiir
Hydrogenomonas eutropha nachgewiesen worden (Coox et al., 1967). Den
Wildtypzellen der meisten bisher eingehend untersuchten Hydrogeno-
monas-Stémme fehlt demnach das System zum aktiven Transport der
Glucose. Es ist gelungen, von mehreren Stémmen Glucose verwertende
Mutanten zu isolieren; Mannose verwertende Mutanten wurden bisher
trotz mehrfacher Bemithungen nicht isoliert. Es ist anzunehmen, daf
Glucose nicht aktiv transportiert wird, sondern durch ,erleichterte
Diffusion® in die Zellen gelangt.

Die vorgelegten, an mehreren von verschiedenen Wildtypen ab-
geleiteten Mutanten erhobenen Befunde lassen erkennen, daB zwischen
der Glucoseaufnahme bzw. -verwertung und der konstitutiven Bildung
der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase eine Beziehung besteht. Diese
Korrelation wird durch die Auffindung einer anderen Mutante bestatigt.
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Im Zuge ler Isolierung katabolischer Defektmutanten von H 16 wurde
eine Mutante F 31 (Tab.2) isoliert, die nicht auf Fructose wichst und
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase konstitutiv bildet. Auch diese
Mutante verwertet Glucose und ist durch die oben erwihnte geringe
Affinitat fiir Glucose gekennzeichnet.

Die Bezichungen zwischen der Befihigung zur Glucoseverwertung
und der erhéhten und konstitutiven Bildung der Glucose-8-phosphat-
Dehydrogenase bleiben zunichst offen. Nachdem Gorrscmarks Unter-
suchungen (1964) gezeigt hatten, daB sich H 16 gegeniiber Glucose
kryptisch verhélt, warde gepriift, ob nach Wachstum auf Acetat wiahrend
24 stiindiger Inkubation mit Acetat und 1°/, Glucose eine leichte Er-
hohung der Enzyme des Hexoseabbaus eintritt. Der negative Befund
beweist erneut, dal Glucose weder aktiv noch durch erleichterte Diffusion
in die Zellen aufgenommen wird. Es ist demnach auch unwahrscheinlich,
daB fiir die durch Mutation gewonnene Fahigkeit, Glucose zu verwerten,
lediglich die konstitutive Bildung eines einzigen am Hexoseabbau
beteiligten Enzyms verantwortlich ist. Durch die Mutation haben sich
neben der Regulation der Enzymbildung auch die Permeabilititseigen-
schaften veréindert (pleiotroper Effekt).

Fiir die Untersuchungen wurden Apparate in Anspruch genommen, die von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung gestellt worden sind.
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