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RESUMEN

En bacterias entéricas como Escherichia coli, el catabolismo de gluconato se lleva a cabo principalmente por las
enzimas de la via de Entner-Doudoroff. A pesar de que la presencia de esta via se consideraba limitada a unas
cuantas bacterias Gram negativas, ahora se reconoce que se encuentra presente en un grupo muy diverso de
organismos; escalando desde la divisién Archea, Bacteria, hasta la Eucariota. Debido a la importancia de la via de
Entner-Doudoroff para el catabolismo de diferentes carbohidratos, recientemente ha surgido la inquietud de estudiar
més su funcién tanto desde el punto de vista de su metabolismo como de su regulacién. En este sentido esta
revisién integra la informacion existente en los Gltimos 50 afos sobre la via de Entner-Doudoroff principalmente en
tres de los microorganismos de mayor importancia biomédica y/o biotecnolégica: E. coli, Zymomonas mobilis y
Pseudomonas aeruginosa. Particularmente la revisiéon esta enfocada a destacar las diferencias en la forma en la
que esta via opera en el catabolismo del gluconato, en la organizacién de los genes y su papel en la fisiologia de
estos microorganismos. Asimismo se discute la posibilidad de utilizar las caracteristicas particulares de la via de
Entner-Doudoroff para la deteccién y control de microorganismos patégenos.
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ABSTRACT

Carbon Metabolism in Microorganisms of Biomedical and Biotechnological Interest: The Entner-Doudoroff
Pathway. In enteric bacteria, like Escherichia coli, gluconate catabolism is mainly carry out by the enzymes of the
Entner-Doudoroff pathway. Although the presence of this pathway was considered limited to few Gram negative
bacteria, now it is known that it is present in a very diverse group of organisms; ranging from Archea Division,
Bacteria to the Eucariota. Given the importance of the Entner-Doudoroff pathway in the carbohydrate catabolism,
recently the necessity to study deeply the function of this pathway from the point of view of its metabolism as of its
regulation has arisen. In this sense, this review integrates the information available in the last 50 years on this
pathway mainly in three of the microorganisms of greater biomedical and/or biotechnological importance: E. coli,
Zymomonas mobilis and Pseudomonas aeruginosa. Particularly the revision is focused to emphasize the differences
in the way in which this pathway operates in the catabolism of the gluconate, the organization of the genes and its
role in the physiology of these microorganisms. Also the possibility of using the particular characteristics of the

Entner-Doudoroff pathway for the detection and control of pathogenic microorganisms is discussed.

Keywords: metabolism, Entner-Doudoroff pathway, Escherichia coli,
Zymomonas mobilis, Pseudomonas aeruginosa.

Introduccién

En muchas bacterias con metabolismo oxidativo, el
catabolismo de D-gluconato, via gluconato-6-fosfato,
se lleva a cabo principalmente por las enzimas de la
via de Entner-Doudoroff. Esta via estd formada por la
gluconato-6-fosfato deshidratasa (EC 4.2.1.12), codi-
ficada por el gen edd y la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfoglu-
conato aldolasa (EC 4.1.2.14), codificada por el gen
eda [1]. De hecho, la via de Entner-Doudoroff parece
ser una alternativa a la via Embden-Meyerhof-Parnas
[1-3]. La ausencia del proceso normal de glicolisis en
la via Embden-Meyerhof-Parnas en bacterias Archea,
indica que la via de Entner-Doudoroff es la ruta mas
antigua de utilizacion de carbohidratos y que la via
Embden-Meyerhof-Parnas funciono inicialmente como
ruta anabdlica, demostrando que muchos microorga-
nismos son capaces de generar energia por mecanis-
mos que son completamente independientes al
metabolismo central [2-5].

. Autor de correspondencia

La via de Entner-Doudoroff fue descubierta prime-
ro en Pseudomonas saccharophila [6] y aios des-
pués se encontr6 en Escherichia coli [7] y Salmonella
enterica serotipo (Typhimurium) [8]. La funcion pri-
mordial de esta via es aportar piruvato a la célula [1].
Este intermediario metabolico es muy importante,
puesto que gran parte del piruvato formado es utiliza-
do para la biosintesis de aminoacidos, los cuales estan
involucrados en procesos anabolicos [9, 10].

Las bacterias como E. coli, P. aeruginosa, Vibrio
cholerae, V. harveyi, Zymomonas mobilis, Agrobac-
terium tumefaciens, Azotobacter vinelandii y Xylella
fastidiosa; que presentan la via de Entner-Doudoroff,
son de gran interés biotecnoldgico [11-14]. De estas
bacterias E. coli es la que ha sido utilizada mas am-
pliamente para la produccion de proteinas recombi-
nantes, asi como para la produccion de polimeros,
pigmentos, carotenoides, hormonas y etanol entre
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tions: Generation of Precursor Metaboli-
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Lin EC, editors. Escherichia coli and
Salmonella, Cellular and Molecular
Biology. 2nd ed. Washington, D.C.: Ame-
rican Society for Microbiology Press; 1996.
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2. Conway T. The Entner-Doudoroff
pathway: history, physiology and mole-
cular biology. FEMS Microbiol Rev 1992;
103:1-28.

3. Peekhaus N, Conway T. What's for
dinner?: Entner-Doudoroff metabolism in
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4. Romano AH, Conway T. Evolution of
carbohydrate metabolic pathways. In:
Regulation of carbon metabolism in bac-
teria. 14™ Forum in Microbiology; 1996;
147(6-7):448-55.
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otros [9, 15-17]. No obstante que E. coli se ha con-
vertido en el principal modelo de estudio en ingenie-
ria genética, no se conoce por completo su
metabolismo en general y menos atin su regulacion.
Z. mobilis es de gran interés para la industria de la
produccion de etanol, ya que es eficiente para con-
vertir gran parte de la glucosa, existen cepas de Z.
mobilis capaces de llevar a cabo la fermentacion
anaerobia de un azicar como la xilosa a etanol a
través de la combinacion de las vias de las Pentosas
fosfato y la de Entner-Doudoroff [19]. Asimismo,
esta bacteria ha sido utilizada para la produccion de
pigmentos como el B-caroteno [15]. Debido a que Z.
mobilis es inocua al hombre y a los animales la Food
and Drug Administration (FDA, EE. UU.) la ha de-
nominado como microorganismo que es generalmen-
te reconocido como seguro (GRAS), a diferencia de
E. coliy P. aeruginosa [19].

En este sentido, el presente manuscrito incluye una
revision de la informacion existente sobre el papel de
la via de Entner-Doudoroff en el metabolismo del car-
bono en los ultimos 50 afios (1951- 2002), asi como
las principales diferencias en la organizacion de la via
y de los genes que participan en tres de los microorga-
nismos de gran interés biomédico y biotecnologico: E.
coli, Z. mobilis y P. aeruginosa.

Organizacién de la via
de Entner-Doudoroff

Muchos microorganismos utilizan la via de Entner-
Doudoroff para el catabolismo de carbono [1-3]. La
Tabla 1 muestra la presencia de esta via en un gran
nimero de microorganismos, en especial aquellos
patdgenos para el hombre. Solo se muestran aquellos
mas representativos para cada grupo, los cuales han
sido clasificados segin Holt ez al. [42]. A pesar de que
se conoce la secuencia del genoma para bacterias como
Mycobacterium tuberculosis, M. leprae, Pyrococcus
furiosus 'y Staphylococcus aureus [43], a la fecha no
existe literatura que corrobore la presencia de los genes
edd y eda en estos microorganismos.

En E. coli, esta via opera de manera lineal y es
inducida por gluconato [1, 2] el cual es introducido en
la célula via transporte proton simporte y fosforilado
por la enzima gluconato cinasa para formar gluconato-
6-fosfato [7]. La primer enzima de la via, la gluconato-
6-fosfato deshidratasa, cataliza la conversion del
gluconato-6-fosfato para formar la 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato; mientras que la segunda enzima, la 2-
ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa cataliza la
ruptura del grupo aldol del 2-ceto-3-desoxi-6-fosfo-
gluconato para formar piruvato y gliceraldehido-3-
fosfato [2, 3] (Figura 1). Por lo tanto, los esquemas
generales de la via de Entner-Doudoroff'y de la via de
Embden-Meyerhof-Parnas parecen ser muy simila-
res: fosforilacion de azucares de seis carbonos y rom-
pimiento en dos intermediarios de tres carbonos por
enzimas aldolasas [1-3].

En Z. mobilis 1a via de Entner-Doudoroff es cons-
titutiva y funciona anaerébicamente. Esta via tam-
bién opera de manera lineal (Figura 2), pero a
diferencia de las bacterias entéricas como E. coli,
esta es la principal via para el catabolismo de gluco-
sa, fructosa y sacarosa, dando como productos
etanol, acido lactico y CO,. En cambio la maltosa,

Tabla 1. Localizacién de la via de Entner-Doudoroff.

Organismo Enzimas  Regulacion Modo Vias alternas Referencia
Grupo 1
Treponema pallidum EDA* NC NC EMP, PP 20-22
Grupo 2
Helicobacter pylori EDD, EDA C cc EMP, PP 20,21, 23-25
Grupo 4
Agrobacterium tumefaciens EDD, EDA NC NC EMP, PP 13,21
Alcaligenes faecalis EDD, EDA NC NC NC 26
Azotobacter vinelandii EDD, EDA NC NC EMP, PP 11,21
Brucella melitensis EDD, EDA NC NC EMP, PP 21
Legionella pneumophila EDD, EDA NC NC EMP, PP 21,27
Neisseria gonorrhoeae EDD, EDA | L EMP, PP 21,28,29
Neisseria meningitidis EDD, EDA | L EMP, PP 21,28
Pseudomonas spp. EDD, EDA | CcC EMP, PP 21,30, 31
Xylella fastidiosa EDD, EDA NC NC EMP, PP 14,21,22
Grupo 5
Erwinia herbicola EDA NC NC EMP, PP 21,31
Escherichia coli EDD, EDA I L EMP, PP 1-3,20, 21, 31
Haemophilus influenzae EDD, EDA C NC EMP, PP 20,21
Klebsiella pneumoniae EDD, EDA NC NC EMP, PP 31
Proteus mirabilis EDD, EDA NC NC EMP, PP 31
Salmonella Typhimurium EDD, EDA | L EMP, PP 1,821
Serratia marcescens EDD, EDA NC NC EMP, PP 31
Shigella flexneri EDD, EDA NC NC EMP, PP 21
Vibrio cholerae EDD, EDA | NC EMP, PP 11,21
Vibrio harveyi EDD, EDA | NC EMP, PP 2
Yersinia pestis EDD, EDA NC NC EMP, PP 21,32
Zymomonas mobilis EDD, EDA C L NC 2,18,33
Grupo 6
Thermotoga maritima EDD, EDA C M EMP, PP 4,5,21
Grupo 11
Synechocystis sp. (PCC 6803) EDA* NC NC EMP, PP 20-22
Grupo 17
Enterococcus faecalis EDD, EDA | NC EMP, PP 21,34
Streptococcus pneumonice EDA* NC NC EMP, PP 21,22
Streptococcus pyogenes EDA* NC NC EMP, PP 21,22
Grupo 18
Bacillus stearothermophilus EDD, EDA NC NC EMP, PP 2
Bacillus subtilis EDA* NC NC EMP, PP 20,22
Clostridium spp. EDD, EDA | M EMP, PP 21,35
Grupo 19
Listeria monocytogenes EDA* NC NC EMP, PP 21,22
Grupo 21
Mycobacterium smegmatis EDD, EDA | NC EMP, PP 36
Grupo 24
Streptomyces coelicolor (A3) EDA* NC NC EMP, PP 21,22
Grupo 33
Halobacterium saccharovorum EDD, EDA C M PP 4,21,37
Grupo 34
Thermoplasma acidophilum EDD, EDA C M PP 4,21,37
Grupo 35
Sulfolobus spp. EDD, EDA C M PP 4,5,21,37
Thermoproteus tenax EDD, EDA C M EMP-M 4,5
Eucariotas
Aspergillus niger EDD, EDA | M EMP, PP 38
Penicillium notatum EDD, EDA C M EMP, PP 39
Entamoeba histolytica EDD, EDA NC NC EMP-PPDK 40, 41

Abreviaturas: EDD, gluconato-6-fosfato deshidratasa; EDA, 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa; EMP,
Embden-Meyerhof-Parnas; PP, Pentosas fosfato; EMP-PPDK, EMP-Piruvato fosfato dicinasa; NC, no conocido; I,
inducible; C, constitutiva; CC, cidico; L, lineal; M, modificada; *Solo se ha reportado la presencia de la enzima a
partir de alineamiento de genes [20, 43] y de diversos bancos de datos [21, 22]. Grupos bacterianos segun Holt
et al. [42]: 1) Espiroquetas; 2) Bacterias Gram-negativas aerobias/microaeréfilas, méviles,
helicoidales/vibrioides; 4) Bacilos y cocos Gram-negativos aerobios/microaerdfilos; 5) Bacilos Gram-negativos
anaerobios facultativos; 6) Bacterias Gram-negativas, anaerobias, rectas, curvas y helicoidales; 17) Cocos Gram-
positivos; 18) Bacilos y cocos Gram-positivos formadores de esporas; 19) Bacilos Gram-positivos no formadores
de esporas; 21) Micobacterias; 24) Actinomicetos; 33) Arqueobacterias (halobacterias) haléfilas extremos,
aerobias; 34) Arqueobacterias carentes de pared celular; 35) Terméfilos extremos e hiperterméfilos

metabolizadores de S°. Tomado y modificado de Conway [2].
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Figura 1. Via de Entner-Doudoroff y vias alternas para la formacién de 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato en E. coli. Abreviaturas: KDG, 2-ceto-3-desoxigluconato; KDPG, 2-
ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato; GA-3-P, gliceraldehido-3-fosfato; D-Galnt, galacturonato; D-Tgtnt, tagaturonato; D-Alnt, altronato, D-Mant, manonato; 3-Glend,
glucurénido; D-Glent, glucuronato. Genes de enzimas: ged, glucosa deshidrogenasa; idnK, gluconocinasa I; gntK, gluconocinasa Il; gnd, gluconato-6-fosfato deshidrogenasa;
edd, gluconato-6-fosfato deshidratasa; eda, 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa; kdgK, 2-ceto-3-desoxigluconato cinasa; idnD, L-idonato-5-deshidrogenasa; idnO, 5-
ceto-gluconato reductasa; uxaA, D-altronato deshidratasa; uxaB, D-altronato oxidorreductasa; uxaC, D-galacturonato/D-glucuronato isomerasa; uxuA, D-manonato
deshidratasa; uxuB, D-manonato oxidorreductasa; uidA, B-glucuronidasa. Tomado y modificado de Peekhaus y Conway [3].

lactosa, manosa, galactosa, arabinosa, dextrina y
manitol no son fermentados por Z. mobilis [44].
Esta bacteria carece de la enzima gluconato-6-fosfato
deshidrogenasa (via de Pentosas fosfato) y tiene el
ciclo de Krebs incompleto, por lo que la via de Entner-
Doudoroff aporta todos los precursores metabolicos
necesarios para los procesos de biosintesis y gene-
racion de energia [2, 18].

En P. aeruginosa, la via de Entner-Doudoroff es la
ruta central junto con la via de las Pentosas fosfato para
el catabolismo de glucosa-6-fosfato y gluconato-6-
fosfato a partir de glucosa. Esta via es constitutiva y
opera de forma ciclica, ya que el gliceraldehido-3-fosfato
producido a partir de 2-ceto-3-desoxi-6-fosfoglucona-
to es reutilizado por enzimas gluconeogénicas para for-
mar gluconato-6-fosfato (Figura 3) [45]. En este paso,
la enzima 6-fosfogluconolactonasa (pg/) contribuye en
gran medida a que la via de Entner-Doudoroff opere de
manera ciclica en esta bacteria [46].

En algunos casos la via puede estar modificada y
utilizar intermediarios no fosforilados. Esta variacion
fue descrita inicialmente para Rhodobacter sphaeroides
y algunas especies de Clostridium. Las reacciones en
esta via requieren la conversion de gluconato a 2-ceto-
3-desoxigluconato por una deshidratasa especifica.
Posteriormente es fosforilado por una cinasa para for-
mar 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato y ser utilizado

por la 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa. Esta
misma variacion la encontramos en Arqueobacterias
halofilas como Halobacterium saccharovorum, en
donde el metabolismo oxidativo de la glucosa se lleva
a cabo via gluconato [4]. Arqueobacterias hipertermo-
filas como: Sulfolobus'y Thermoproteus utilizan la via
de Entner-Doudoroff de manera no fosforilada. Sin
embargo, el género Eubacteria hipertermofilo
Thermotoga utiliza de forma convencional las vias
Embden-Meyerhof-Parnas y Entner-Doudoroff [5].
Estos estudios sugieren que la via de Entner-Doudoroff
fue la ruta mas utilizada en la degradacion de
carbohidratos por microorganismos ancestrales [4, 5].

En especies del género Sulfolobus, 1a via de Entner-
Doudoroff consta de una enzima gluconato deshi-
dratasa y una 2-ceto-3-desoxigluconato aldolasa las
cuales permiten la formacion de gliceraldehido y
piruvato a partir de glucosa. En Thermoplasma
acidophilum, el gliceraldehido formado es converti-
do a glicerato por la gliceraldehido deshidrogenasa y
posteriormente el glicerato es fosforilado para for-
mar 2-fosfoglicerato [4].

Papel de la via
Entner-Doudoroff en E. coli

El gluconato es una fuente de alimento importante
para E. coli en el intestino de mamiferos, donde se
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encuentra su ambiente natural [3]. En bacterias como
E. coliy S. Typhimurium, la via de Entner-Doudoroff
es inducida solamente por gluconato extracelular [1,
8] por lo que en las cepas silvestres, ningtin otro azu-
car es catabolizado por esta via [1, 47].

En cepas silvestres de E. coli las fuentes de carbono
como la glucosa son metabolizadas principalmente a
través de la via de Embden-Meyerhof-Parnas y en
forma secundaria a través de la via de Pentosas fosfato
[48, 49]. No obstante, se sabe que cultivos de E. coli
crecidos en una mezcla de gluconato (o glucuronato) y
glucosa, ambas fuentes de carbono pueden ser
metabolizadas simultaneamente por la via de Entner-
Doudoroff'y por la via de Embden-Meyerhof-Parnas,
respectivamente [7]. Estudios en cepas mutantes de
E. coli en las que se han inactivado los genes que codi-
fican para enzimas importantes del catabolismo de la
glucosa como el sistema de la fosfotransferasa de
carbohidratos (sistema PT) [49] y la enzima glucosa-
6-fosfato isomerasa (pgi) sugieren que la via de Entner-
Doudoroff pudiera tener un papel relevante en el
metabolismo de la glucosa [50, 51].

La via de Entner-Doudoroff puede ser inducida por
la oxidacion de glucosa a gluconato en el periplasma
(Figura 1) por accion de la enzima glucosa deshidroge-
nasa (gcd) dependiente de pirroloquinolina quinona
(PQQ) [52]. E. coli solo es capaz de sintetizar la glu-
cosa deshidrogenasa como apoenzima, pero no pro-
duce la PQQ como cofactor [53]. Este cofactor es
producido de forma natural por otras enterobacterias
como Klebsiella pneumoniae [54].

Mutantes de E. coli carentes de la enzima gluco-
nato-6-fosfato deshidrogenasa (gnd) y que por tanto
no pueden catabolizar el gluconato-6-fosfato por nin-
guna otra ruta que la via de Entner-Doudoroff, cre-
cen auna velocidad similar a la cepa silvestre cultivada
en gluconato [55]. En contraste, mutantes en edd,
crecen muy lentamente en gluconato debido a la uti-
lizacion de la via de las Pentosas fosfato [1, 47].
Estudios realizados en organismos carentes del gen
edd, sugieren que estas especies son capaces de cre-
cer en acidos hexuronicos (D-galacturonato y D-
glucuronato) y hexurénidos (D-glucurénidos y
B-galacturonidos) gracias a que cuentan con la enzi-
ma 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa [3, 56-
58] (Figura 1).

Por otro lado, mutantes en eda son incapaces de
crecer en gluconato o acidos hexuroénicos [59], ya que
ocurre una acumulacion de 2-ceto-3-desoxi-6-fosfo-
gluconato, un intermediario toxico en niveles elevados
[60]. En consecuencia los dobles mutantes en edd-eda
son incapaces de crecer en gluconato como Unica fuen-
te de carbono [1]. Asimismo, el crecimiento en gluco-
nato es bloqueado completamente en dobles mutantes
edd-gnd [1]. De hecho, la actividad especifica de la
enzima gluconato-6-fosfato deshidrogenasa en extrac-
tos de E. coli parece ser independiente de la naturale-
za de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento
del organismo, mientras que la enzima gluconato-6-
fosfato deshidratasa esta presente solo en cantidades
traza si el organismo no ha sido crecido previamente
en gluconato [61].

Otro aspecto importante es el hecho de que gracias a
la presencia de las enzimas gluconato-6-fosfato deshi-
dratasa y 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa, £.

Fructosa Glucosa
frk glk
pgi
Fructosa-6-P ~————  Glucosa-6-P
zwf

Gluconolactona-6-P

pgl

Gluconato-6-P

edd

2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato

eda

AN

Gliceraldehido-3-P Piruvato

pdc
——— > Acetaldehido
co ) adhA
2
adhB
Etanol

Figura 2. Via lineal de Entner-Doudoroff en Z. mobilis. Abreviaturas: frk, fructocinasa; pgi, glucosa-6-
fosfato isomerasa; glk, glucocinasa; zwf, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; pgl, 6-fosfogluconolactona-
sa; pdc, piruvato descarboxilasa; adhA, alcohol deshidrogenasa I, adhB, alcohol deshidrogenasa Il. Otras

abreviaturas son citadas en la Figura 1.

coli es capaz de colonizar el intestino de mamiferos
utilizando sustratos como D-gluconato, L-idonato, D-
glucuronato, D-galacturonato, hexonatos y hexuronatos,
contenidos en el moco intestinal [62].

Papel de las enzimas de la via
de Entner-Doudoroff en E. coli

Ademas del papel que juegan las enzimas de la via en
el catabolismo del gluconato-6-fosfato, la enzima 2-
ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa participa en
el proceso de destoxificacion de metabolitos reactivos
como glioxilato, disminuyendo los niveles intracelu-
lares [63]. Ademas, esta enzima tiene como funcion
catalitica la beta-descarboxilacion del oxalacetato, asi
como la conversion del 4-hidroxi-2-oxoglutarato a
piruvato y oxalacetato [22, 64]. En E. coli, esta enzi-
ma esta conformada por un homotrimero de 66.8
KDa, con 213 aminoacidos por subunidad. El sitio
activo presenta los amino4cidos: Glu*, Arg®y Lys'”,
los cuales son esenciales para su actividad catalitica.
La secuencia primaria de aminoacidos de esta enzima
en E. coli, presenta una gran similitud con Z. mobilis
y P. putida (68.4% y 65.4 %, respectivamente) in-
cluyendo los aminoacidos del sitio activo [63]. Esto
indica que probablemente también posea una secuen-
cia altamente conservada en otros organismos [64].
En células de E. coli con limitaciones de nitréogeno y
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fosfato; células expuestas a dinitrofenol y en culti-
vos en fase estacionaria se ha observado un nivel
elevado de esta enzima [65]. Por otra parte, cepas
carentes del gen eda son incapaces de reparar los
dafos causados por la radiacion ultravioleta, lo que
sugiere que esta enzima participa en el proceso de
respuesta del sistema SOS [66]. Asimismo, se ha
comprobado que esta enzima se encuentra involucrada
en el fendmeno de respuesta a estrés por nutrientes.
Este es un mecanismo de adaptacion rapida de las
actividades celulares al agotarse la fuente de carbono
y aminoacidos. En este mecanismo la enzima GTP
pirofosfocinasa (RelA) es inducida, lo que provoca
un aumento en la expresion del gen eda [67].

La enzima gluconato-6-fosfato deshidratasa de E.
coli esta conformada por 602 aminoacidos por
subunidad. Es un homodimero de 64.4 KDa y en su
secuencia de aminoacidos tiene una similitud del 54.2%
con Z. mobilis [63]. Hasta el momento, no se ha re-
portado la caracterizacion del sitio activo. Finalmen-
te, la expresion del gen edd o tal vez un fragmento de la
enzima en si, disminuye los efectos toxicos que resul-
tan de la sobreexpresion de la proteina chaperona
DnaK en E. coli [68].

Papel de la via de Entner-Doudoroff
en otros microorganismos

Z. mobilis es una bacteria Gram negativa que durante
la evolucion se ha especializado para crecer en plan-
tas de savia con alto contenido de azucares. Z. mobilis
utiliza la via de Entner-Doudoroff exclusivamente
para la conversion de carbohidratos a piruvato y la
posterior descarboxilacion de éste por la enzima
piruvato descarboxilasa para dar lugar a la produc-
cion de etanol [18].

Z. mobilis a través de la via de Entner-Doudoroff
obtiene solo un mol de ATP por mol de glucosa fer-
mentada. Esto hace que este organismo requiera un
flujo de carbono rapido [18, 69]. El sistema de trans-
porte de azlcares por difusion facilitada, acoplado a
la alta expresion de los genes para las enzimas piruvato
descarboxilasa y alcohol deshidrogenasas I y II (Figu-
ra 2), permiten la conversion rapida y eficiente de
glucosa a etanol [70, 71]. Cabe mencionar que en Z.
mobilis las enzimas responsables de los procesos de
fermentacion componen el 50% del contenido total de
proteina soluble [72].

A pesar de su alto flujo de carbono, Z. mobilis
debe mantener los intermediarios metabdlicos toxi-
cos en niveles bajos sin dejar de proveer los
metabolitos precursores requeridos por las vias
biosintéticas. Aunque las enzimas glicoliticas y las
enzimas de la via de Entner-Doudoroff no son
inhibidas por etanol, la via es indirectamente inhibida
por la pérdida de cofactores y coenzimas [73]. Este
organismo ha mostrado ser ideal para la biocatalisis
de la produccion de etanol dado su alto rendimiento,
tolerancia, alta selectividad de fermentacion y pro-
ductividad especifica, asi como su habilidad de fer-
mentar azicares a pH bajo [19].

Los microorganismos agrupados en el género
Pseudomonas son capaces de utilizar un amplio ran-
go de fuentes de carbono para su crecimiento en
diferentes condiciones ambientales. Esto le da la
posibilidad de colonizar nuevos habitat, incluyendo
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aquellos que son toxicos para la mayoria de los mi-
croorganismos, por lo que se encuentran presentes
practicamente en cualquier ambiente. Esta bacteria
es capaz de adquirir y desarrollar mecanismos espe-
cificos de resistencia natural a compuestos daiiinos
[74,75] y ala mayoria de los antibioticos utilizados
para el tratamiento de infecciones en humanos [76].
También es un patdgeno oportunista, sobretodo de
personas con padecimiento de fibrosis quistica e
inmunodeficientes [77].

Dependiendo de las condiciones fisioldgicas, las
especies de Pseudomonas convierten la glucosa a
gluconato-6-fosfato a través de una via oxidativa o
de una fosforilativa. En este sentido, aunque los in-
termediarios del ciclo de Krebs tales como succinato
son utilizados preferencialmente por P. aeruginosa,
este organismo (como todos los del género) es capaz
de utilizar eficientemente la glucosa a través de la
via de Entner-Doudoroff, previa oxidacion a gluco-
nato [78].

En P. fluorescens la via de Entner-Doudoroff esta
relacionada con el catabolismo de D-glucosamina, un
carbohidrato involucrado en la sintesis de la pared
celular. La D-glucosamina es metabolizada inicialmen-
te a D-glucosaminato para formar 2-ceto-3-desoxiglu-
conato, el cual es entonces utilizado por la enzima
2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa de la via de
Entner-Doudoroff [79].

Helicobacter pylorino utiliza gluconato a través de
la via Entner-Doudoroff, de manera que el catabolismo
de glucosa se realiza via gluconato-6-fosfato [23-25].
En esta bacteria, la via de Entner-Doudoroff opera de
forma ciclica junto con la via de Pentosas fosfato [23].
Estudios fisiologicos han demostrado que en H. pylori,
las vias de Entner-Doudoroff y Pentosas fosfato son
mas activas que la de la via glicolitica [23-25]. En
Neisseria gonorrhoeae, esta via es inducida por la
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adicion de suero humano en el medio de crecimiento
[80]. Se ha descrito también la presencia de la enzima
2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa en bacte-
rias pectinoliticas encontradas en el tracto digestivo
de mamiferos rumiantes: Lachnospira multiparus,
Butyrivibrio fribrisolvens y Prevotella ruminicola.
Esta enzima es indispensable para metabolizar los
oligogalacturonidos, producto de la degradacion de la
pectina [81, 82]. En especies pectinoliticas como
Pseudomonas, Aeromonas, Bacillus polymyxa, Erwinia
carotovora y E. coli, el D-galacturonato es metaboli-
zado por la via Entner-Doudoroff modificada, for-
mando como intermediarios 2-ceto-3-desoxigluconato
y 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato [82].

Entre las bacterias que presentan la via de Entner-
Doudoroff y que también son patégenos para el ser
humano estan Shigella dysenteriae y S. flexneri. De
todas las especies del género, S. dysenteriae tipo 1 es
causante de epidemias mortales a escala mundial. Cabe
mencionar que los primeros estudios realizados para
dilucidar la participacion de la via de Entner-
Doudoroff para este género s6lo se limitaron al culti-
vo en diferentes fuentes de carbono [83]. A la fecha,
solo se ha secuenciado por completo el genoma de S.
flexneri, encontrandose presentes los genes edd y
eda [21, 43].

Orglanizacién de los genes
de la via de Entner-Doudoroff

Los genes para las enzimas involucradas en la via de
Entner-Doudoroff han sido clonados y secuenciados,
de manera que se conoce la localizacion en el genoma,
asi como el tamafio de los transcritos para E. coli [84-
86], Z. mobilis [87, 88] y algunas especies del género
Pseudomonas [30, 89].

En E. coli los genes zwf, edd y eda se encuentran
formando un operon (Figura 4 A) [84-86]. A pesar de
su cercania, la expresion de estos genes esta regulada
de manera diferente. La expresion de edd esta regula-
da negativamente por el producto de gntR, mientras
que el gen eda esta regulado negativamente por el
producto de kdgR. Al igual que en S. Typhimurium,
la expresion del gen edd solo ocurre en presencia de
gluconato, mientras que la expresion del gen eda es
constitutiva [1-3, 8]. Sin embargo, en E. coli la ex-
presion de eda se ve aumentada en presencia de glu-
conato 0 acidos hexurénicos. En E. coli y S.
Typhimurium los genes edd y eda son cotranscritos
en presencia de gluconato [1-3, 8, 86]. La secuencia
de DNA del operon edd-eda revela la presencia de
cuatro promotores para la expresion del gen eda
(Figura 4 A). El primer promotor participa en la ex-
presion inducida del operdn edd-eda, mientras que
los promotores 2,3 y/o 4 presentes en la secuencia
del gen edd son responsables de la expresion consti-
tutiva del gen eda. Sin embargo, no se conoce por
completo la relacion entre los promotores 2, 3 y 4;
tampoco la expresion del gen eda en presencia de
gluconato como inductor [86] (Figura 4 A).

En Z. mobilis el gen edd forma parte del operén
glf-zwf-edd-glk, mientras que el gen eda se encuentra
en un locus aparte (Figura 4 B) [87, 88]. En este
mismo orden, los genes de este operén son
cotranscritos por un solo promotor. El gen gl/f codifi-
ca para una permeasa especifica para glucosa y
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fructosa, la cual pertenece a una gran familia de trans-
portadores de glucosa [89]. El gen zwf codifica para
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y gl/k codifica
para una glucocinasa [88, 89]. Estudios enzimaticos
han mostrado que la actividad de la glucocinasa es el
paso limitante mas importante del flujo de carbono
en esta bacteria [90]. El orden y expresion de los
genes que controlan el transporte, utilizacion de glu-
cosa y los primeros pasos de la via de Entner-
Doudoroff en este microorganismo, proporcionan un
mecanismo regulador para los niveles de enzimas que
controlan el flujo de carbono a 2-ceto-3-desoxifosfo-
gluconato [18, 69].

Las primeras investigaciones que se realizaron para
dilucidar el papel de la via de Entner-Doudoroff en el
género Pseudomonas incluyeron a cepas como P.

fluorescens, Burkholderia (Pseudomonas) cepacia
y P. putida [45]. Recientemente se descubri6 que en
P. aeruginosa (cepa PAO1) y P. putida (cepa
KT2440), el gen eda se encuentra formando parte del
operdn zwf-pgl-eda que da lugar a un transcrito de
3.9 Kb (Figura 4 C) [91]. El gen pgl codifica para la
6-fosfogluconolactonasa. En P. aeruginosa, los genes
edd y eda estan separados por 4 Kb, el gen gap
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) se encuen-
tra entre estos dos genes. A pesar de que los genes
edd y gap estan en estrecha cercania, son transcritos
por promotores distintos [2]. El gen edd se encuen-
tra formando parte de otro operdn junto con el gen
glk'y gltB. Este ultimo gen codifica para la proteina
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de uniodn a glucosa (Figura 4 C) [2]. La expresion de
los genes zwf, eda, edd y glk, en las bacterias género
Pseudomonas, es inducida por el gluconato-6-fosfato
[2,45]. Particularmente en P. aeruginosa 'y P. putida,
la expresion del operdn zwf-pgl-eda es inducida por
la presencia de glucosa, gluconato y glicerol, los cua-
les dan lugar a gluconato-6-fosfato [91].]. Cabe men-
cionar que la secuencia de los genes del operon
zwf-pgl-eda tiene gran semejanza entre P. putida
(KT2440) y P. aeruginosa (PAO1) [91].

Catabolismo del D-gluconato

Para poder catabolizar el gluconato E. coli debe in-
troducirlo al citoplasma y fosforilarlo a gluconato-6-
fosfato por medio de una cinasa. En este organismo
el gluconato-6-fosfato puede ser catabolizado ya sea
por la via de las Pentosas fosfato o por la via de
Entner-Doudoroff [1]. Por lo tanto, para el
catabolismo del gluconato se requiere de dos funcio-
nes, la realizada por una permeasa y la de una cinasa.
Sin embargo, estas funciones son llevadas a cabo por
mas de una enzima [57]. De hecho, el transporte y
fosforilacion de gluconato esta conformado por dos
sistemas de genes distintos, localizados en diferen-
tes regiones del genoma. Los genes gntU y gntK se
encuentran formando un operén [92-95]. Gntl, es el
sistema central que consiste en una permeasa de alta
afinidad (GntT), una permeasa de baja afinidad
(GntU) y una gluconocinasa termorresistente (GntK,
gluconocinasa II) [22, 92-95]. Ademas del operén
edd-eda, los genes gntT, gntU 'y gntK se encuentran
regulados negativamente por el producto del gen gntR.
GnTII es el sistema auxiliar que consiste de una
permeasa para gluconato (IdntT, antes designada
como GntW) y una gluconocinasa termosensible
(IndK [antes designada como GntV], gluconocinasa
I) [22, 48, 92]. Ademas de los sistemas Gnt I y II,
Peekhaus et al. (1997) describen mas genes para
permeasas de gluconato como: gntP, ORFf449, dsdX,
yjhF'y ORFo454 [96].

A diferencia de los genes del operon edd-eda, los
genes gntT, gntUy gntK se encuentran sujetos al feno-
meno de represion catabolica dependiente de AMP
ciclico (AMPc) [86, 92, 95]. El gluconato es un carbo-
hidrato que no es transportado por el sistema PT,
pero que provoca que se de el mecanismo de represion
catabolica. Se sugiere que el gluconato o algiin compo-
nente del sistema de regulacion del gluconato interactue
directa o indirectamente con la enzima adenilato ciclasa
y la proteina receptora de AMPc (CRP), provocando
la disminucién de los niveles de AMPc y CRP [97-
99]. La presencia de los genes gntT'y gntK en muchos
organismos que no cuentan con edd, sugiere que el
gluconato puede ser metabolizado a través de la via de
Pentosas fosfato [3].

Con lo que respecta a otros microorganismos, exis-
te un considerable interés en la fisiologia y metabolis-
mo de Z. mobilis, debido a que es un microorganismo
que tiene la capacidad de convertir glucosa a etanol y
didxido de carbono de 3 a 4 veces mas rapido que las
levaduras utilizadas para este propdsito a nivel indus-
trial [33, 100]. Cabe mencionar que, de las dos
isoenzimas que catalizan la conversion de acetaldehido
a etanol en Z. mobilis, solo la alcohol deshidrogenasa
IT (gen adhA) es inhibida por etanol como producto

final [22]. Aunque la via de Entner-Doudoroff es la
principal via de glucosa a etanol en este organismo
también se encuentran presentes las enzimas 6-
fosfofructocinasa y la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa
[18]. El transporte de glucosa en Z. mobilis se realiza
a través de un proceso de difusion facilitada, de alta
velocidad y baja afinidad [70, 101]. Una vez
fosforilada, la glucosa-6-fosfato es convertida a gluco-
nato-6-fosfato por la enzima glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa y finalmente el gluconato-6-fosfato es
metabolizado por las enzimas de la via de Entner-
Doudoroff para dar piruvato y gliceraldehido-3-
fosfato [102].

A diferencia de organismos como E. coli, P.
aeruginosa no metaboliza la glucosa a través de la via
de Embden-Meyerhof-Parnas debido a que no posee
la enzima 6-fosfofructocinasa. Por lo tanto el
catabolismo de la glucosa se lleva a cabo a través de la
via de Entner-Doudoroff [78]. Dependiendo de las
condiciones fisioldgicas en Pseudomonas la glucosa
es convertida a gluconato-6-fosfato, ya sea a través de
una via oxidativa o de una fosforilativa. La via oxidativa
directa involucra la oxidacion de la glucosa a gluconato
y 2-cetogluconato en el periplasma por las enzimas
glucosa y gluconato deshidrogenasas, respectivamen-
te. De forma alterna, la via fosforilativa requiere de la
incorporacion de glucosa por un sistema de transpor-
te inducible. Una vez dentro del organismo es
fosforilada por la glucocinasa y convertida a glucona-
to-6-fosfato por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
[103]. En P. putida se han descrito dos sistemas
enzimaticos diferentes involucrados en el primer paso
de la degradacion de glucosa via gluconato: una gluco-
sa deshidrogenasa unida a membrana y un sistema de
transporte especifico para gluconato (GOTS). Apa-
rentemente la energia para GOTS es derivada sola-
mente del sistema de transporte de electrones y no de
ATP [104, 105]. Sin embargo, en otras especies como
P. fluorescens y P. ovalis la oxidacion de la glucosa a
gluconato es llevada a cabo por la NAD(P)-glucosa
deshidrogenasa [106].

Catabolismo del L-idonato

En las bacterias Erwinia sp. [107] y Gluconobacter
oxydans el L-idonato habia sido considerado inicial-
mente solo como un intermediario metabolico en el
catabolismo del 2,5-dicetogluconato [108], asi como
de la formacion de acido tartarico a partir del acido
ascorbico en frutos como la uva [109]. Sin embargo, E.
coli es capaz de crecer en L-idonato, metabolizandolo
inicialmente a D-gluconato [48] (Figura 1). Reciente-
mente se descubrio que el sistema Gntll contiene los
genes involucrados en el catabolismo del L-idonato en
el cual el D-gluconato es un intermediario. Hasta el
momento, E. coli y Erwinia sp. (ATCC 39140) son
los Ginicos microorganismos reportados capaces de
metabolizar el L-idonato [48, 107]. Sin embargo, no se
descarta la posibilidad de que otras especies del géne-
ro Erwinia contengan los genes relacionados con el
catabolismo de este carbohidrato. Los genes involu-
crados en el transporte y utilizacion del L-idonato han
sido clonados y secuenciados [48]. Los genes idnD,
idnO, idnT e idnR forman un operén, mientras que el
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expresion del operon idnT-idnO-idnD 'y del gen idnK.
Este ultimo gen codifica para la enzima gluconato cinasa
I; idnD codifica para la L-idonato-5-deshidrogenasa;
idnO codifica para la 5-ceto-D-gluconato-5-reductasa;
mientras que el gen idnT codifica para una permeasa
(Figura 5) [48].

Existen otras vias para la formacion de L-idonato.
La 2-cetogluconato reductasa de E. coli, codificada
por el gen tkrA (antes designado como yiaFE), ha sido
clonada, expresada y caracterizada [22, 110]. Esta
enzima citosolica participa en el catabolismo de
cetogluconato, ya que cataliza la reduccion de 2,5-
diceto-D-gluconato a 5-ceto-D-gluconato, de 2-ceto-
D-gluconato a D-gluconato y de 2-ceto-L-gluconato a
L-idonato [22, 110]. Esta enzima también ha sido
purificada y caracterizada en Brevibacterium ketoso-
reductum (ATCC 21914) y se sabe que lleva a cabo
las mismas reacciones mencionadas en E. coli. Sin
embargo, la conversion de 2-ceto-D-gluconato a D-
gluconato y de 2-ceto-L-gluconato a L-idonato que
ocurren en B. ketosoreductum se llevan a cabo en me-
nor grado [111]. Otras bacterias como P. putida y
Gluconobacter melanogenus, ademas de contener las
enzimas que catalizan las reacciones de la via de la L-
sorbosa como en Klebsiella pneumoniae (ATCC
27858) y Serratia marcescens (ATCC 27857), son
capaces de sintetizar L-idonato a través de la enzima
2-ceto-L-gulonato reductasa. Esta enzima participa
en la conversion del 2-ceto-L-gulonato (producto de
la oxidacion de L-sorbosa) a L-idonato [22, 112].

Microorganismos_ .
de importancia biomédica

Muchas de las bacterias patogenas al humano tienen
la via de Entner-Doudoroff. Entre ellas encontramos
a E. coli O157:H7, V. cholerae 01 (Biotipo El Tor),
S. Typhimurim, S. dysenteriae Tipo 1, Neisseria me-
ningitidis y P. aeruginosa. Esta via también se en-
cuentra presente en organismos eucariotas como
Entamoeba histolytica, un protozoario parasito que
es causante de amibiasis a escala mundial [113]. La
infeccion causada por H. pylori es probablemente la
infeccion bacteriana cronica mas comun en el mundo.
Esta bacteria es causante de gastritis y ulceraciones
duodenales en humanos y es considerada como fac-
tor de riesgo para el desarrollo de carcinoma gastrico
[114]. Los estudios a nivel enzimatico podrian ser
aplicados de manera dirigida para el control de bacte-
rias patogenas. Una estrategia a seguir seria inactivar
a la enzima 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa
para conseguir un efecto bactericida en aquellos or-
ganismos que no cuenten con alguna via alterna para
el catabolismo de intermediarios toxicos como
glioxilato y 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato. Otra
manera de lograr este control podria ser mediante la
alteracion de los diferentes transportadores de
carbohidratos y de aquellos procesos enzimaticos
que confieren virulencia al microorganismo de mane-
ra especifica. Tal es el caso de P. aeruginosa, en don-
de se han identificado factores de comunicacion
intercelular como la 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona.
Esta sefial intercelular controla la expresion de mul-
tiples factores de virulencia [115]. Por ultimo, la bac-
teria N. meningitidis, causante de meningitis,
septicemia fulminante y meningococemia, ataca prin-
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Figura 5. Organizacién de los genes involucrados en el metabolismo del L-idonato en E. coli K-12. El
gen idnR, codifica para una proteina represora que regula la expresién de los genes idnD, idnO, indT y

del gen idnK. Tomado y modificado de Bausch et al. [48].

cipalmente niflos y adultos jovenes. En esta bacteria,
ciertos lipopolisacaridos son los responsables de
varios de los sintomas desarrollados como choque
séptico persistente, falla multiple de 6rganos y
coagulopatia severa [116].

Conclusiones

La funcién principal de la via de Entner-Doudoroff
es aportar piruvato, un intermediario metabolico uti-
lizado para la biosintesis de aminoacidos. Esta via
estd ampliamente distribuida en la naturaleza, ya que
se encuentra presente en un grupo muy diverso de
organismos; escalando desde la division Archea, Bac-
teria, hasta la Eucariota. La ausencia del proceso nor-
mal de glicolisis en Arqueobacterias hipertermofilas,
en el que se utilice a la via Embden-Meyerhof-Parnas,
sugiere que la via de Entner-Doudoroff fue la ruta
mas utilizada en la degradacion de carbohidratos por
microorganismos ancestrales. Entre las bacterias de
mayor importancia biomédica y biotecnologica que
poseen la via de Entner-Doudoroff y que han servi-
do como modelo de estudio en el metabolismo del
carbono se encuentran E. coli, Z. mobilis y P.
aeruginosa. Existen diferencias en la manera en la
que opera la via de Entner-Doudoroff en estas tres
bacterias, asi como en la organizacion de los genes y
su papel fisiologico. Uno de los hallazgos mas im-
portantes a nivel fisiologico es el hecho de que E. coli
sea capaz de colonizar y sobrevivir en el intestino de
mamiferos gracias a la presencia de la via de Entner-
Doudoroff. Ademas del papel que juegan las enzimas
de la via en el catabolismo del gluconato-6-fosfato, la
enzima 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa es
multifuncional ya que en E. coli cataliza diversas
reacciones metabdlicas y se encuentra involucrada
en diversos procesos de respuesta celular. Z. mobilis
es considerado el mejor organismo productor de
etanol en comparacion con Saccharomyces cerevi-
siae. Z. mobilis posee grandes ventajas sobre S. ce-
revisiae con respecto a productividad y a tolerancia
al etanol utilizando sacarosa, glucosa y fructosa como
unica fuente de carbono a través de la via de Entner-
Doudoroff. En lo que respecta al campo biomédico,
estrategias como la ingenieria genética pueden utili-
zarse para la deteccion y control de microorganis-
mos patogenos como P. aeruginosa, entre otros. La
capacidad de adaptacion que tiene un microorganis-
mo como respuesta a diferentes condiciones
bioquimicas y ambientales es reflejo del complejo
sistema de regulacion a nivel enzimatico que posee.
Con base en lo anterior, el conocimiento de los genes
clave y su papel dentro de las vias metabolicas en
microorganismos modelo servira como punto de re-
ferencia para otros menos estudiados.
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