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Resumen

Xanthomonas campestris produce un exopolisacarido acidico, xantano, compuesto de
unidades repetitivas pentasacaridicas. Estudios previos mostraron que las unidades repetitivas son
sintetizadas mediante una adicion secuencial de glucosa !-fosfato, glucosa, manosa y acido
glucuronico (a partir de UDP-glucosa, GDP-manosa y UDP-glucurénico) a un aceptor poliisoprenil
fosfato, para luego son polimerizadas. La region gum se extiende a lo largo de 16 kb en el
cromosoma de X. campestris, donde se codifican las enzimas requeridas para el ensamblado.
polimerizacion y exportacion de estas unidades repetitivas. En esta region se identifican doce
marcos de lectura abiertos denominados de gumB a gumM. En el presente trabajo se analiza el gen
gumD, cuyo producto se ha propuesto como el responsable de iniciar la sintesis de la unidad
repetitiva. Una mutante gumD es incapaz de sintetizar tanto xantano como los intermediarios
glicolipidicos al analizarla in vitro y solo se detectan trazas del polisacarido al cultivaria por varios
dias. La secuencia nucleotidica de gumD predice que codifica para una proteina de 484
aminoacidos, homologa a glicosil transferasas bacterianas. Algunas muestran homologia a lo largo
de toda la secuencia primaria de GumD, mientras que otras, con un tamano algo menor a la mitad
de GumD, son homologas a la region carboxilo terminal. Los resultados de expresion de la region
carboxilo terminal de GumbD vy los analisis de complementacion in vivo, asi como tambien la sintesis
in vitro de intermediarios glicolipidicos sugieren que la actividad glucosil [-fosfato transterasa de

GumbD reside en sus 189 aminoacidos carboxi terminales.
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Abreviaturas

aa: aminoacido
Ac: acetil
AMP: adenosil 5" monofosfato
C-term: carboxilo terminal
cm: centimetro
cpm: cuentas por minuto
DNA: acido desoxirribonucleico
EPS: exopolisacarido
Fig: figura
. gramo
GDP: guanosil 5” disfosfato
GDP-Man: guanosil S’ difosfato manosa
Glc: glucosa
GlcA: acido glucuroénico
h: hora
kb: kilobase
Km: kanamicina
I: litro
LPS: lipopolisacarido
Man: manosa
min: minuto
Mob: movilizable
N-term: amino terminal
OriT: origen de transferencia
P: fostato
PP: pirofosfato
pb: par de bases
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
pLac: promotor lactosa
Pyr: piruvil
Ref: referencia
Rif: rifampicina
SNacuoso: sobrenadante acuoso
Tc: tetraciclina
Tra: autotransferible
UDP: uridil 5° difosfato
UMP: uridil 5" monofosfato
UDP-Glc: uridil 57 difosfato glucosa
UDP-GIcA: uridil 5° difostato acido glucurénico
vol: volumen
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Introduccion

Exopolisacaridos: generalidades

Todos los organismos vivientes tienen en la superficie de sus células un complejo arreglo de
carbohidratos que cumple funciones de reconocimiento célula - célula. Muchos géneros de bacterias
incluyen especies capaces de sintetizar, ademas de los mencionados, polisacaridos por fuera de su pared
celular. Estos exopolisacaridos (EPS) pueden permanecer unidos a la bacteria o pusden ser liberados al

medio que las rodea. dando a las colonias un fenotipo mucoso.

La ventaja adaptativa que proporcionan los EPS a los microorganismos que los sintetizan esta

determinada por sus propiedades:

e Hidratacion: protegen a la célula contra la desecacion y previenen la penetracion de compuestos
hidrofobicos.

o Carga negativa: permite a los EPS a actuar como resinas de intercambio i6nico, concentrando asi
minerales v nutrientes en la vecindad de la celula o secuestrando sustancias toxicas.

e Alta viscosidad: ayuda a la bacteria a adhenirse a superficies biologicas o inertes v proporciona
ventajas en la obtencion de nutrientes. En las bactenas fitopatogenas, los EPS estan involucrados

también en el efecto de oclusion vascular.

El estudio de haptenos y antigenos presentes en la superficie celular bacteriana. desperto interés
por los exopolisacaridos debido a su posible rol en la patogenicidad (1). Al correr del tiempo s¢ ha
demostrado que los EPS participan en forma activa en la interaccion entre las bacterias v los organismos
eucariotas. en procesos patogenicos ammales como ¢l de Pseudomonas aeruginosa (2). en la meningituis
v septicemia bacteriana (3.4): vegetales como los de Pseudomonas solanacearum (3.6). Erwinmia
amylovora (7) v. como se vera mas adelante. Xanthomonas campestris;. o en procesos de simbiosis v

reconocimiento ¢n diferentes especies de nzobios (6.8, 9).

Consecuentemente. los EPS bactenanos son un interesante modelo para el estudio de ensamblado
molecular v secrecion. regulacion genetica. interaccion celula - célula. simbiosis. patogénesis. v para

encarar ¢l estudio de la relacion estructura - funcion de los polisacaridos.

Desde ¢l punto de vista quimico. los EPS pueden clasificarse como homopolimeros. compuestos
por un solo tipo de monosacaridos (como los glucanos) v heteropolimeros, constituidos por diferentes
clases de monosacaridos (como ¢l acetano). donde en ambos casos pueden presentar. ademas. varios

sustituventes no hidrocarbonados. Por otra parte. de acuerdo con ¢l tipo de cadena de monosacarndos ¢n
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el polimero, se encuentran tres clases de estructura: lineales (i.e. celulosa), ramificados (dextranos). v
ciclicos (glucanos ciclicos) (10). Esto da una idea de la amplia diversidad en cuanto a la estructura
composicion de los EPS. La mayoria de los EPS estan compuestos por unidades repetitivas de
oligosacaridos que proporcionan a la molecula una estructura regular. Estas unidades poseen diferentes
monosacaridos, en un rango de tamafio de un disacando hasta un octasacando. La compleja estructura de
estos EPS requiere procesos biosintéticos que podrian resumirse en dos etapas: primero. ia incorporacion
secuencial de monomeros sobre un aceptor para formar la umidad repetitiva (lo cual involucra tantas

reacciones enzimaticas como tenga la umdad). v segundo. la polimenizacion de las unidades repetitivas
(10. 11).

Xanthomonas campestris

Xanthomonas campetris es una bactena del suelo. bacilo Gram negativo aerobico estricto.
perteneciente a la familia Pseudomonadaceae. mas especificamente al geénero Xanthomonas. una rama
del grupo gamma de las proteobacterias. Dentro del genero se distinguen siete especies. siendo seis de
ellas agentes patogenos de diversas especies de plantas. tanto mono como dicotiledoneas (12). Dentro de

la especie X. campestris se distinguen mas de 160 patovanedades

X. campestris pv. campestris es ¢l agente causal de la enfermedad de “black rot™ o
“podredumbre negra” en plantas cruciferas. v esta considerado como el agente mas destructivo de los
cultivos de col. brocoli. coliflor. repollo. v colza alrededor del mundo (13. 14). Los huespedes infectados
tienen lesiones amarillas caracteristicas en forma de ~V™ 2n los margenes de las hojas. v a medida que las
lesiones se agrandan las venas se tornan negras (14). El nombre de “black rot” se ongina de la frecuente
pigmentacion negruzca de las raices. aunque esta puede deberse a una invasion secundana de
Psceudomonas o Erwima. La planta usualmente se infecta via los estomas. los hidatodos de las hojas. o
las heridas: vy el inoculo puede transmutirse a las senullas. Las plantas jovenes que de cllas emergen
crecen débiles v usualmente mueren antes de desarrollar las hojas secundarias: por lo tanto ¢l control de
la enfermedad se realiza a nivel de la siembra. unlizando semillas libres del patogeno: mediante la

rotacion de los cultivos v la eliminacion de malezas cruciferas (14. 13).

X. campestris pv. campesitris genera colonias visibles de 24 a 36 horas, redondas. lisas. con
pigmentacion amarilla y de aspecto mucoide. creciendo a una temperatura optima de 28°C en los medios

que se detallan mas adelante.
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Xantano

Todas las cepas patogenas del género Xanthomonas liberan al medio un EPS acidico
denommnado xantano. Su descubrimiento fue ¢l resultado de un intensivo programa de busqueda
desempenado por el Departamento de Agricultura de EEUU (USDA) en los afios 50 en pos de encontar
bacterias que produjeran colonias mucoides en medio solido y EPS solubles en agua en medio liquido que
pudieran tener una aplicacion comercial. Entre otras se aislo la cepa que se ha usado como modelo de

estudio de la sintesis de xantano por X. campestris pv. campestris NRRL B-1459 (15).

El xantano es ampliamente utilizado en la industna. Las propiedades que son responsables de las

aplicaciones son diversas (16):

* Pseudoplasticidad

¢ Alta viscosidad, aun en concentraciones muy bajas
¢ Aumento de la viscosidad en presencia de sal

e Mantenimiento de la viscosidad a altas temperaturas
¢ Viscosidad estable dentro de un amplio rango de pH

. ‘Habilidad de formar geles con otros polisacandos

Aumento de la viscosidad o de la gelificacion con 1ones metalicos di v tn valentes v boratos bajo

condiciones especificas

El xantano. por ende. es un excelente estabilizador para una amplia variedad de suspensiones.
emulsiones y espumas incluso en un amplio rango de temperatura. pH v fuerza 1onica. Estas propiedades
hacen que el xantano sea utilizado en la industna alimenucia en la produccion de bebidas frutales
sintéticas. leche en polvo. helados. salsas. caldos deshidratados. gelatinas. quesos crema. ctc. En la
industria no alimenticia es utilizado en la preparacion de abrasivos. adhesivos. cosméticos. pigmentos.
herbicidas, productos farmacéuticos. pinturas. tinturas. etc.. v es también utilizado en la recuperacion

sccundaria del petroleo (17). La produccion anual de xantano se calcula en 20000 toneladas. v se

incrementa afo tras ano.

La posible participacion del xantano en el proceso de infeccion de X. campestris se planteo en
varas ocasiones v se han encontrado correlaciones entre la patogenicidad. su regulacion. v la sintesis de
xantano (18, 19, 20). En estudios recientes se muestra que el xantano no es un factor escencial de

virulencia, pero que estimula el proceso de infeccion (21. 22).
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La estructura quimica del xantano fue descripta en la década del 70" por dos grupos trabajando
en forma independiente (23. 24). Consiste en un esqueleto de celulosa (B-1.4-glucosas). con
ramificaciones, glucosa de por medio, de cadenas de trisacaridos compuestas de manosa-(f3-1.4)-acido
glucurénico-(B-1.2)-manosa unidas en un enlace a-1.3 a la glucosa del esqueleto. Ambos residuos de
manosa pueden estar O-acetilados en el C6 vy la manosa externa puede encontrarse piruvilada en el C4 v
C6 (referido como decoraciones). El grado de decoracion varia con las cepas y las condiciones de
crecimiento (25, 26), pero el patron de distribucion de las decoraciones se desconoce actualmente. Este

EPS tiene un peso molecular que varia entre | v 9 x 10°. v se asume que adopta una estructura de doble

hélice en solucion (27).

La biosintesis del xantano puede dividirse en cuatro etapas: (1) la sintesis de nucleotidos-
azucares dadores (UDP-Glc. GDP-Man v UDP-GlcA). (1) el ensamblado de las unidades repetitivas
pentasacaridicas mediante la adicion secuencial de los residuos glicosidicos sobre un lipido poliisoprenol
anclado en la membrana interna, (iii) el decorado de las mismas por adicion de grupos acetilos v piruvilo.

(iv) la polimerizacion y exportacion de las unidades decoradas (28. 29. 30. 31, 36) (Fig 1A)

La identificacion de los genes involucrados en la sintesis de xantano se llevo a cabo en esta

<

v

altima década. Las regiones cromosomales que. mutadas. confieren a la bacteria un fenotipo seco no

productor de EPS se denominaron xps (por xanthan polysaccharide synthesis). Las regiones xps//] xps/l’
v un grupo de genes de 35.5 kb estan involucrados en el primer paso de la sintesis de xantano Las
enzimas alli codificadas son requeridas para la sintesis de los nucleotidos-azucares precursores tanto del
EPS como del LPS (32. 33). Aparentemente, los genes que codifican todas las proteinas involucradas en

los pasos subsiguientes de sintesis se encuentran agrupados en una region del cromosoma denominada

xpsl o gum (22, 31, 34, 35).

La region gum se extiende a lo largo de 16 kb del genoma de X. campestris. El analisis de la
secuencia nucleotidica predice la existencia de 12 marcos de lectura abiertos. denominados de gumB a
gumM (namero de acceso al GenBank U22511) (Fig 1B). La funcion de cada uno de los productos de
estos genes se esquematiza en la Fig 1A, v fueron descriptas en una patente internacional (35). o por
comunicaciones personales. Solo recientemente se pudieron obtener datos concretos v reproducibles que
demuestran en qué paso de la sintesis estan involucrados cada uno de los productos de estos genes (22.
36). La region gum completa se expresa como un operon a partir de un unico promotor fuerte localizado

rio arriba del primer gen (gumB) v un promotor secundario rio arriba de gumK (Fig 1B. ref 37).

Mutaciones en el gen gumD dan lugar cepas con un fenotipo no mucoso. que ademas son
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que el gen gumD codifica para la primera enzima requerida en la sintesis de xantano (38, 22).

UDPGIc UDPGIc GDPMan UDPGIcA GDPMan
\ | A
|
"
UMP GDP | wep | ocopP
\ A A
/ X ‘
6umH

] !.

gum BC>D EF6 HI J KLM B

Figura 1. Funciones propuestas para los productos de los genes gum. A) Esquema del camino biosintético del
xantano, basado en el analisis realizados por Capage y col (35) y Katzen y col (22). La linea punteada indica que la
unidad repetitiva se encuentra decorada de forma variable. GumJ no puede asociarse a ningiin paso particular del

camino biosintético, aunque no se puede descartar su participacion en procesos relacionados con la exportacion del
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del camino biosintético. aunque no se puede descartar su participacion en procesos relacionados con la
exportacion del xantano. (B) Organizacion genética de la region gum. El mapa muestra en forma esquematica
los doce genes denominados de gumB a gumM. Los colores de los genes representan las supuestas funciones de
sus productos: rojo, glucosil transferasas: violeta. manosil transferasas: celeste. glucuronil transferasa: verde.
acetil o piruvil transferasas; gris, proteinas relacionadas con la exportacion/polimerizacion del xantano. Las
flechas representan los transcriptos codificados en la region segun el analisis de Katzen y col (37). La bandera

muestra el sitio de la insercion del cassette lacZ-aacC ! en gumD.



Objetivo

Objetivo

¢ Localizar el dominio funcional glucosil 1-fosfato transferasa en GumD.
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Cepas y plasmidos utilizados

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados

Cepa

Escherichia coli

DH5a
S17-1

Xanthomonas campestris

NRRL B-1459
FC2
3192
3332
XcD

Xc234K

Xc234K3192

Xc234K3332

Plasmido

pCHC3

pUFR027

pRK404

pCD2

pFusD

Genotipo relevante

recAl, AlacU169, 80dlacZAMIS
E. coli 294 thi RP4-2-Tc:Mu-Km:Tn7

integrado en el cromosoma

Salvaje

Mutante Rif' de NRRL B-1459

Rif' xps IV405

Rif" xps MI-405

FC2 d(gumD-lacZ-aacCl) sitio de insercion:
Sspl [3705]

FC2 gumK:pK18mob conteniendo 231pb de la
region gum (13129 — 13360], integrado en el
cromosoma

3192 gumK:pK18mob conteniendo 231pb de
la region gum [13129 - 13360], integrado en
el cromosoma

3332 gumK:pK18mob conteniendo 231pb de
la region gum [13129 - 13360], mtegrado en

¢l cromosoma

124 kb de la region gum clonadas en el
plasmido pRK293

vector de amplio rango de huésped Km" Tra
Mob™ lacZa replicon IncW

vector de amplio rango de huésped Tc¢" Tra
Mob™ lacZa replicon IncP

pRK404 conteniendo un inserto que codifica
los ultimos 18%aa de GumD
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autotransferible.

Condiciones y medios de cultivo

Las cepas de £.coli fueron cultivadas en medio LB (42) a 37°C. X. campestris en medio YM (g/I
. glucosa 1'0, peptona 3, extracto de levadura 3, extracto de malta 3, pH 7) (31), o en medio TY (g/l:
triptona 3, extracto de levadura 3, CaCl, 0,7) con el agregado de agar 1,7% (p/v) para medio solido. a
28°C. Los medios fueron suplementas con antibioticos (Sigma Chemicals, St. Louis. MO. EEUU)
cuando correspondia (pg/ml): km 50 para X. campesrtris. 30 para E. coli, Te 10, Rif 100.

Transformacion

La introduccion de DNA en E. coli se realizo electrotransformando células competentes DH5a
segun las instrucciones de Bio-Rad (Richmond, CA. EEUU). La transformacion de E. coli S17-1 se
realiz6 segun el método descripto por Morrison (43). El DNA plasmidico fue introducido en X
campestris conjugandola con la cepa dadora E. coli S17-1 como detalla Simon (39). Esta cepa lieva en el
cromosoma los genes requeridos para la transferencia de DNA (region Tra). Asi. al transformarla con un
plasmido que posea un origen de transferencia funcional (sitio Mob). se produce la movilizacion del
plasmido por conjugacion. Esta se llevo a cabo en medio TY para minimizar la sintesis de EPS por parte
de la bacteria receptora que pueda interferir en el contacto celular. La seleccion se realiza luego ¢en medio

YM suplementado con Rif y el antibiodtico correspondiente al marcador del plasmido movilizado.

Manipulacion y analisis de DNA

Las preparaciones de DNA plasmidico de £. coli se realizaron como lo describio Priefer (44).
Las digestiones con enzimas de restriccion. las electroforesis en geles de agarosa. v los procedimientos de

clonado fueron descriptos por Sambrook er al. (45). Los primers fueron adquiridos a Gibco BRL
(Madison, EEUU).

Para la secuenciacion del DNA del inserto del plasmido pCD2 se utilizo ¢l método de
terminacion de la elongacion por la incorporacion de dideoxi-nucledtidos de Sanger et al. (46). utilizando
el kit de Sequenase 2.0 (United States Bochemical, Cleveland, OH, EEUU) y [*°S]dATP. La secuencia
del inserto del plasmido pFusD se realizo de acuerdo a Zimmermann et al. (47) empleando ¢l kit Cy3

Auto Read Sequencing (Pharmacia Biotech, Uppsala. Suecia) v ¢l primer reverso universal marcado con

Cys.
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El analisis por ordenador de las secuencias de DNA vy de las proteinas deducidas se llevo a cabo
unlizando software del paquete MacVector (Oxford Molecular Group, MA.. EEUU). Los pnmers se¢
disenaron asistidos por el programa OLIGO 4S (National Biosciences Inc.. Plymouth, MN. EEUU). Para
los graficos de hidrofobicidad v las comparaciones de secuencias se utilizaron los algoritmos de Kvte-

Doolittle (48). v de Pearson-Lipman (49) respectivamente.

Preparacion de células permeabilizadas

Como preparado enzimatico para el estudio de la sintesis de xantano in vitro se utilizaron células
permeabilizadas por tratamiento con EDTA (28). Las celulas cosechadas de 100 ml de cultivo a
ODsso=1.3 (aprox. 20 h de crecimiento) fueron lavadas una vez con buffer Trnis-HCl 70mM EDTA 10
mM pH 8.2 : resuspendidas en 3 ml del mismo buffer v somendas a tres ciclos de congelamientc en N
liquido v descongelamiento en agua a temperatura ambiente. Luego el preparado se centrifugo 3 mun a
6000 x g v se resuspendio en 1 ml del mismo buffer. De esta menera se obtienen homogenatos de una

concentracion proteica aproximada de 20 mg/ml gue. mantemidos a -20°C. conservan su actuvidad por

mas de un ano (30).

Sintesis in vitro de lipido-aztucares intermediarios y xantano

Las condiciones estandares de incubacion para la sintesis /n virro de lipido-azucares

intermediarios v xantano utilizadas fueron:

70 mM butfer Tris-HCI pH 8.2

8§ mM MgCl2

15.7 uM UDP-["*C]glucosa. AE 300 Ci/mol
285 uM UDP-GlcA

142 uM GDP-Man

0.6 a 0.8 mg de proteina de celulas permeabilizadas

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 70 pl. incubadas a 20°C durante 30 mun (o |
hora donde se indique). v detenidas agregando 0.3 ml de buffer 70 mM Tris-HCI 10mM EDTA
(pH=8.2). Las muestras fueron luego homogeneizadas v centrifugadas a 6000 x g durante 5 nun. v los
precipitados resuspendidos v lavados dos veces mas con ¢l mismo buffer. Estos sobrenadantes
combinados. que contienen los productos solubles c¢cn agua de la incubacion. fucron somctidos a

posteriores analisis (ver seccion siguiente) v seran referidos como SNacuoso. Los precipitados lavados
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fueron extraidos tres veces con 150 ul de cloroformo-metanol-agua (1:2:0.3). Este extracto. que contiene

los glicolipidos intermediarios de la sintesis de xantano, sera referido como extracto 1203,

Analisis de los compuestos marcados obtenidos in vitro

Las fracciones de SNacuoso (ver seccion anterior) fueron sometidas a una filtracion molecular en
una columna de Bio-Gel A-3m (30 x 0.9 cm) eluida con acetato de piridina 0.1M (pH 3). a una velocidad

de tlujo de 0.25 ml/min. Se colectaron fracciones de | ml. v se midi6 la radioactividad incorporada con

un contador de centelleo liquido.

En los casos indicados, el SNacuoso se someto a clectroforesis en papel Whatman no. 1.
utilizando como solvente piridina-acido acético-agua (1:0.04:9) pH 6.5 con AMP v UMP como patrones

internos. La electroforesis se corri6 durante 2 h a voltaje constante (20 V/em).

Los extractos 1203 fueron sometidos a una hidrolisis acida suave con 0.0IN HCIl a 100°C
durante 10 min. Este tratamiento hidroliza el enlace azucar-fosfato del oligosacando unido al lipido (10)
La identificacion de los oligosacaridos liberados se realizo empleando cromatografia descendente en
papel (Whatman no. 1) durante 48 h en solvente isopropanol-acido acético-agua (27:4:9) (referido como
ISACH). utilizando como patrones de cormda maltooligosacandos. Los compuestos radiactivos se

localizaron en los cromatogramas utilizando un radiocromatografo Packard modelo 7201 (Packard

Instruments Co. Madison. EEUU).

Obtencion y cuantificacion de xantano in vivo

Las colonias de X. campestris crecidas en medio solido fueron transteridas a tubos contemendo 3
ml de medio YM suplementado con ¢l anubiotico correspondiente para evitar la perdida del plasmido. ¢
incubados toda la noche a 28°C con agitacion circular (200 rpm). Estos cultivos se utilizaron para
inocular erlenmevers de 230 ml conteniendo 30 ml de medio YM con antibiotico. Luego de incubarlos 72
h en las mismas condiciones. los cultivos fueron centrifugados a 10000 x g durante 20 min. El
precipitado de bactenas fue separado v secado en estufa a 530°C por toda la noche. v luego pesado (peso
seco de bactenas). Al sobrenadante se le agrego KCl solido hasta el 1% final (p/v) v 2 vol de etanol 96%,.
condiciones ¢n las cuales ¢l xantano es insoluble. Estas muestras tueron filtradas por lana de vidrio.
colectadas. liofilizadas v pesadas. La produccion se expresa como peso seco de xantano / peso seco de

bacterias.
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gumD: analisis de secuencia

El gen gumD se extiende desde la posicion 3644 hasta la 5096 de la region gum del cromosoma
de X. campestris, siendo el tercer marco de lectura abierto del operén (37). La secuencia nucleotidica

predice que codifica para una proteina de 484 aminoacidos de longitud (35).

Como se menciona en la introduccion, el producto del gen gumD es responsable de la adicion
de glucosa 1-P sobre el lipido-P aceptor a partir de UDP-glucosa, para iniciar la sintesis secuencial de la
unidad repetitiva del xantano. La bisqueda de secuencias homologas a GumD en bases de datos
publicas revela que es homologa a varias proteinas caracterizadas como putativas glicosil transferasas
bacterianas. Los resultados se resumen en la Fig 2. Algunas secuencias revelan una identidad
significativa a lo largo de toda la secuencia primaria de GumD (Orfl14, WbaP, AceA, GT1) (51, 52, 53,
54). Sin embrago otras como PssA, LpsB y Gtl (55, 56, 57), también caracterizadas como posibles
glicosil transferasas, son homologas a la region C-terminal de GumD (ultimos 200aa aproximadamente).
Si el analisis se realiza considerando solo éstos ultimos aminoacidos de GumbD, la identidad con las

proteinas analizadas aumenta considerablemente (Fig 2).

Protefna Organismo (aa)” Alineamiento Identidad (%) Ref
50 100 150 0 ) 300 350 l.Qo 450
; Total C-term
GumD X. campestris 484 Tt 100 100 35
GT1 E. coli 464 S Y B IS § S EEESESSSmRS 0C 0 202 54
Orf14 K. pneumoniae 465 | S | I meee— 355 56,3 51
| AceA A. xilinum 532 ' NN T T e 22,1 459 53
PssA R. leguminosarum 200 159 386 55
WhaP S. enterica 476 —--—E 158 253 52
LpsB R. etli 193 (EEEEESSEEE T 140 339 56
Gtl B. subtilis 202 . 139 338 57

50 100 50 00 250 300 35 400 450

_ |

Figura 2. Alineamiento de la secuencia primaria de GumD con glicosil 1-P transferasas bacterianas. Las
deleciones o inserciones que maximizan el alineamiento se marcan con espacios blancos o barras respectivamente.

Se muestra el porcentaje de identidad con respecto a GumD calculado para toda la secuencia o para los 200aa C-

terminales. (*) longitud de la proteina en aa.

El andlisis hidrofobico de GumD revela una region N-terminal de 200aa con un alto contenido
de aminoacidos hidrofobicos, presentando cinco probables dominios transmembrana (Fig 3). La region

C-terminal, en cambio, presenta solo un probable dominio transmembrana entre los aa 300 — 320.

Todos estos datos apuntan a la existencia de dos dominios diferentes en GumD: uno N-terminal

con un alto contenido de aminoacidos hidrofébicos, que se extiende del aa 1 al 300 y que esta ausente
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Todos estos datos apuntan a la existencia de dos dominios diferentes en GumD: uno N-terminal
con un alto contenido de aminoacidos hidrofébicos, que se extiende del aa | al 300 y que esta ausente en
algunas glicosil transferasas homélogas a GumD); y otro dominio C-terminal que abarca del aminoacido
300 al 484. con un dominio transmembrana, y que se encuentra en todas las glicosil transferasas
homologas. Wang y Reeves propusieron a WbaP como una posible proteina bifuncional. con dos
dominios que posen diferentes actividades (58). Un trabajo posterior muestra que la actividad galactosil

1-P transferasa de WbaP reside en su dominio C-terminal (59).

Estos datos sugieren que la actividad glucosil 1-P transferasa del producto del gen gum/ podria

residir en la regiéon C-terminal de la proteina.

100 200 300 400
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Figura 3. Perfil hidrofobico de GumD. El andlisis se realizo utilizando el algoritmo de Kyte v Doolittle (48).

Las barras horizontales marcan probables dominios transmembrana.

Clonado de GumD y de la regién C-terminal de GumD

A fin de comprobar si la actividad glucosil 1-P transferasa de GumD reside en la region C-
terminal. como predice ¢l analisis de la secuencia, se disefid una estrategia para clonar la region 3" del
gen gumb en un vector de amplio rango de huésped, y ensayar luego si esta construccion era capaz de

complementar a mutantes gumD.

Para poder expresar la region C-terminal de GumD se deberia clonar la region 3™ del gen gumD
rio debajo de un promotor funcional en X. campestris, y proveerle un codon de iniciacion antecedido de
una region de Shine y Dalgarno. Para lograr esto, se llevo a cabo una fusion traduccional entre el
extremo 3 del gen gumD con los primeros aminoacidos de la B-galactosidasa, codificada en los vectores
utilizados. Asi el vector aportaria los elementos necesarios para iniciar la transcripcion a partir del
promotor /ac, y la traduccion de las secuencias rio abajo de la fusion. En la Fig 4 se muestra un ¢squema

de las construcciones realizadas.
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Figura 4. Esquema de las contrucciones realizadas. Se llevaron a cabo amplificaciones del gen gumD y de la
region 3’ del mismo mediante la técnica de PCR, utilizando primers conteniendo sitios apropiados de clivaje para
las enzimas de restriccion. Estos productos se clonaron en los vectores mostrados, conservando la fase en la fusion
traduccional. La escala es valida solo en la parte superior de la figura. En el extremo inferior se muestra un detalle
de la secuencia aminoacidica de cada proteina. Los colores representan: azul, aa de la B-galactosidasa; rojo, aa del

inserto; negro, aa introducido por la fusion. UN-D, UC-D y LC-D sefialan los primers utilizados (ver texto).
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La eleccion del largo de la region C-terminal a clonar se baso en la homologia de GumD con las
proteinas descriptas en la seccion anterior. El gen gumD completo se clond siguiendo la misma estrategia

de fusion con los primeros aminoacidos de la B-galactosidasa (Fig 4).

Los clonados se realizaron utilizando la técnica de PCR. Se disefiaron los primers especificos

que incluyen sitios de restriccion adecuados:

primer UN-D: 5 GGAATTCCATGCTTTTGGCAGACTTG 3’
primer UC-D: 5° GTAGAAGCTTCTACTTCGTGGTCGCCAAGG 3°
primer LC-D: 5° GCTGGATCCAGCAGGGTCAGCTCGATCAG 3’

Para las reacciones de PCR se utiliz6 como molde el plasmido pCHC3 que lleva un inserto de
12,4 Kb de la region gum, incluyendo a gumD (34). El producto de amplificacion de los primers UN-D /
LC-D correspondiente al gen gumD completo (1452pb), fue ligado en el vector de amplio rango de
huésped pUFR027 (40), generando el plasmido pFusD. El producto de amplificacion de los primers UC-
D / LC-D fué introducido en el vector de amplio rango de huésped pRK404 (41) generando el plasmido
pCD2, que lleva los altimos 591pb del gen gumD.

Para comprobar que las construcciones eran las esperadas, se realizaron primero mapeos por
enzimas de restriccion de los plasmidos, y luego se secuenciaron los insertos de ambos plasmidos. Para
pCD2 fue posible leer en la secuencia 240pb desde el comienzo del gen quimérico. comprobando que la
fusion traduccional de los tripletes de los primeros 7aa de la B-gal y los 189aa finales de GumD estan en
fase. Por otro lado, para el inserto del plasmido pFusD fue posible leer 305pb a partir de 43pb rio abajo

de la fusion. Para ambos casos las secuencias obtenidas no difineron de las esperadas

pCD2 complementa la actividad glucosil 1-P transferasa in vivo

XcD es una mutante de X campestris que lleva el interposon /acZ-aacC'| interrumpiendo el gen
gumD en su region 3°(Fig 2). Dado que este cassette posee un promotor delante del gen aacC/ v no
presenta terminadores de la transcripcion. esta insercion. que inactiva el gen gumD, resulta ser no polar
para ¢l resto del operon (37). Esta mutante es incapaz de sintetizar xantano iz vitro y solo se detectan
trazas del EPS al culuvarla por varios dias. Tampoco se detectan lipido-aziicares intermediarios de la

sintesis cuando se la analiza in vitro (22).

La sintesis de EPS otorga a la colonia productora un fenotipo “mucoso” caracteristico. mientras
que una cepa EPS deficiente aparece como “seca” (ver Fig 3A. 5C). El plasmido pCD2 fu¢ introducido

en la cepa XcD por conjugacion como se describe en Métodos v Matenales. El aspecto de las colonias
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parcialmente mucoso, es decir que el plasmido pCD2 complementa parcialmente la produccion de

xantano de la cepa XcD in vivo.

Figura 5. Complementacion in vivo de la produccién de xantano. Las cepas fueron cultivadas en placas YM

por 3 dias. A) XcD, B) XcD/pCD2, C) FC2. El fenotipo mucoso corresponde a bacterias productoras de xantano.

Para cuantificar la produccion de xantano de estas cepas, se realizaron cultivos liquidos a los
cuales se les midio la sintesis de EPS luego de 72 h de incubacién a 28°C. Paralelamente XcD fue
transformada con el plasmido pFusD y con los vectores pPRK404 y pUFR027 como controles (Fig 6). La
cantidad de xantano sintetizada por XcD/pCD2 resulta ser de un 27% del correspondiente a la bacteria
salvaje, concomitantemente con lo observado en placa. Sorpresivamente la producciéon de xantano de

XcD no se restaura al transformarla con el plasmido pFusD.

Asumiendo que existe un paso enzimatico limitante en la biosintesis de xantano, supusimos que
al introducir mas copias del gen que codifica para este paso se podria incrementar la produccion de
xantano de una bacteria salvaje. Un gen candidato para esto es gumD, por ser el que codifica para la
primera enzima involucrada especificamente en la sintesis de los compuestos intermediarios del xantano.
FC2 fue transformada con los plasmidos pFusD y pCD2. Como controles se introdujeron también los

vectores correspondientes. Los resultados se muestran en la Fig 6.
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Figura 6. Produccién de xantano. Las cepas se crecieron en 50 ml de medio YM por 72 h. Los cultivos de
centrifugaron para separar las bacterias del medio y el EPS se precipito agregando KCl 1% (p/v) final y 2 vol de
etanol 56%: Ambas fracciones se secaron y se pesaron. La produccion se expresa como g de xantano producido

por g de peso seco de bacterias.

La produccion de xantano por FC2 aumenta en un 65% al introducir el plasmido pCD2,
muentras gue la introduccion de un plasmido que codifica el gen gumD completo (pFusD) la aumenta en

un 13% Se obtuvieron resultados similares al realizar la cuantificacion por otros métodos (no
mostrado).

Restauracion de la sintesis de lipido-PP-pentasacarido in vitro

Celulas de X. campestris permeabilizadas con EDTA incubadas en presencia de nucleotidos-
arucares  dadores marcados radiactivamente, producen los compuestos lipido-PP-aziicares
intermedianos de la sintesis de xantano marcados (30). Estos pueden ser identificados luego de disociar

la parte bipidaca por hidrolisis acida suave y separados en una cromatografia descendente en papel, como
se indica en Metodos y Materiales.

Para medir la actividad glucosil 1-P transferasa, la incubacion se realizé utilizando los tres
nucleondos-azncares dadores, de modo que la actividad se refleja identificando el compuesto sintetizado

como un lipido-PP-pentasacarido. Si bien se puede medir la actividad de la glucosil 1-P transferasa
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utilizando solo UDP-Glc como dador e identificando el lipido-PP-celobiosa formado (ya que la
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Figura 7. Complementacion in vitro de XcD. Se realizaron incubaciones estandar. Los extractos 1203 fueron
sometidos a hidrélisis acida suave y los productos analizados por cromatografia descendente en papel. Como
patrones de movilidad se emplearon glucosa (Glc) y maltooligosacaridos (M2 - M6). Las células
permeabilizadas utilizadas fueron las siguientes: A) FC2. B) XcD, C) XcD/pCHC3, D) XcD/pFusD, E)

XcD/pCD2 (notar que la escala de ordenadas no es la misma para los diferentes insertos).
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transferasa II, codificada por gumM esta activa y también utiliza UDP-glucosa como sustrato), utilizar
los tres dadores permite tener un control interno de que la actividad de las siguientes cuatro glicosil
transferasas no este afectada. Por otro lado, al detectar los mismos compuestos radiactivos cuando se
cambia el nucledtido-azucar que lleva la marca, indica que los picos detectados pertenecen muy
posiblemente al camino biosintético del xantano, y se evitan asi confusiones con otros compuestos no

relacionados con el objeto de estudio. El analisis de los compuestos sintetizados por las diferentes cepas

analizadas se muestra en la Fig 7.

Estudios previos mostraron que los oligosacaridos sintetizados por la cepa salvaje FC2
corresponden mayoritariamente a la unidad repetitiva pentasacaridica del xantano, que migra entre
maltohexaosa y maltopentaosa, y al pentasacarido acetilado que migra como maltotetraosa (30. Fig 7A).
Como era de esperar, no se detectaron compuestos marcados obtenidos a partir de la cepa XcD (Fig 7B).
Los picos correspondientes al pentasacarido y al pentasacarido acetilado reaparecieron al introducir en
XcD el plasmido pCHC3, que codifica 12,4 kb de la region gum, incluyendo a gumD (Fig 7C). Se
obtuvieron resultados similares al transformar XcD con el plasmido pFusD (Fig 7D). Estos resultados
muestran que la introduccion de los 6aa de la B-galactosidasa en el extremo N-terminal de GumD no
afecta sensiblemente la actividad glucosil 1-P transferasa de la proteina. Al obtenerse un pentasacarido
como resultado de la incubacién, se muestra ademas que las actividades de las otras glicosiltransferasas
involucradas en la sintesis de xantano no estan afectadas en la cepa XcD. En la Fig 7E se muestran los
resultados de la incubacion in vitro de XcD/pCD2. Se identifican los picos correspondientes al
pentasacarido v al pentasacarido acetilado, indicando que la expresion de la region C-term de GumbD es
capaz de aportar la actividad de glucosil |-P transferasa ausente en la cepa XcD. Se obtuvieron
resultados similares cuando las incubaciones se realizaron en presencia de GDP-['*C]manosa o UDP-
[*C)glucurénico en lugar de UDP-["*C]glucosa. indicando que los picos observados corresponden al

camino biosintético de xantano (no mostrado).

Analisis del EPS sintetizado in vitro

Analisis previos mostraron que ¢l polimero marcado radioactivamente que obtenido de la
incubacion in vitro de células permeabilizadas coeluye en una filtracion molecular con auténtico xantano.

indicando que ambos tienen similares grados de polimerizacion (28, 30).
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Los SNacuosos de las incubaciones de las celulas de diferentes cepas fue somenda a una
filtracion molecular por una columna de Bio-Gel A-3M como se indica en metodos v matenales. En la

Fig 8 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 8. Filtracion por gel del polimero sintetizado in vifro. Las reacciones se realizaron como se indica en
Meétodos y Materiales. Los SNacuosos se filtraron por una columna de Bio-Gel A-3M a una velocidad de flujo de
0.25 ml/min. A las fracciones colectadas (lml) se les midio la radioactividad. Las células permeabilizadas
utilizadas fueron las siguientes: A) FC2, B) XcD. C) XcD/pFusD. D) XcD/pCD2. Los volumenes de inclusion y

exclusion de la columna se colectan en la fraccion 20 y 45 respectivamente.

En el volumen de inclusion de la columna se detecta el polimero sintetizado por FC2 (Fig 8A). El
segundo pico corresponde al volumen de exclusion, donde eluye el UDP-["“CJglucosa no incorporado v
sus productos de hidrolisis. El perfil correspondiente a la incubacion de células XcD permeabilizadas
muestra ausencia del polimero. como era de esperarse (Fig 8B). La sintesis in vitro de polimero marcado
por parte de XcD se restauro al introducir en esta cepa ¢l plasmido pFusD (Fig 8C). Por otro lado. al
transformar XcD con el plasmido pCD2. no fue posible detectar sintesis alguna de polimero marcado

tanto en incubaciones de 30 min (no mostrado) como de 1h (Fig 8D).

Para corroborar los datos obtenidos de las filtraciones por columna ya descriptas, los SNacuosos
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obtenidos de la incubaciones in vitro fueron sometidos a una electroforesis en papel, como se indica en
Métodos y Materiales. Los resultados no seran mostrados aqui, pero se corresponden con los obtenidos
con el otro método: en las incubaciones de FC2 y XcD/pFusD se detect6 polimero radioactivo, mientras

que no se detecto sintesis alguna del mismo en las incubaciones de XcD y XcD/pCD2.

Los datos presentados en los dos ultimos apartados sugieren que la actividad glucosil 1-P

transferasa del producto del gen gumD se localiza en su region C-terminal, comprendida en los ultimos

189aa de la proteina.

Reestablecimiento de la actividad glucosil 1-P transferasa en mutantes

incapaces de sintetizar nucleétido-azucares

Para establecer las funciones de los genes de la region gum fué necesario realizar mutaciones en
cada uno de los marcos de lectura abiertos del operon. Estas se realizaron por intergracion plasmidica o
por insercion del cassette lacZ-aacC1(37). Sin embargo, resultd imposible obtener mutantes en los genes
gumB, gumC, gumE, gumJ 'y gumM, que no hubieran sufrido rearreglos cromosomicos. Esta letalidad
puede deberse a que la acumulacion de ciertos compuestos intermediarios resulte toxica para la bactena
(22). Por otro lado, estos genes pudieron mutagenizarse en la cepa de X. campestris 3192. deficiente en
UDP-glucosa pirofosforilasa, enzima necesaria para la sintesis de UDP-Glc (32). Dado que la cepa 3192
es incapaz de sintetizar UDP-glucosa y, por ende, cualquier lipido intermediario de la sintesis de xantano.
se evita la letalidad de las mutaciones mencionadas en la region gum. De esta manera seria posible
analizar la funciéon de cada uno de los productos génicos al incubar células permeabilizadas de las

mutantes in vitro con el sistema ya descripto, en presencia de los nucledtidos-azicares aportados

exogenamente.

Sorpresivamente, cuando se realizaron las incubaciones in vitro con células permeabilizadas de
las mutantes en los genes gumB, gumC. gumE y gumJ en ¢l backround 3192. no se pudo detectar la
sintesis de lipido-azucares intermediarios, ni EPS (22). Sin embargo. la cepa 3192 es capaz de sintetizar
tanto el lipido-PP-pentasacarido como EPS cuando se la incuba in vitro en las mismas condiciones (22)
Esto llevo a suponer que la inactivacion de ciertos genes de la region gum en un background deficiente en

UDP-glucosa podria alterar ¢l camino biosintético normal del xantano (60).

Para probar si una combinacion de mutaciones en la region gum con mutaciones que afecten la
sintesis de nucledtidos-azicares precursores lleva a alteraciones (mas alla de las esperadas) en el camino

biosintético normal del xantano, se decidio mutagenizar el gen gumK, que codifica para la cuarta glicosil
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transferasa involucrada en la sintesis del lipido-PP-pentasacarido, en tres backgrounds geneticos
diferentes: sobre la cepa salvaje FC2, sobre la cepa 3192, deficiente en UDP-glucosa; v sobre la cepa

3332, deficiente en GDP-manosa, generando las mutantes Xc234K, Xc234K3192 y Xc234K3332.
respectivamente (22).

Xc234K es capaz de sintetizar lipido-PP-trisacarido cuando se la incuba in vitro. en cambio.
celulas permeabilizadas tanto de Xc234K3192 como de Xc234K3332 son incapaces de sintetizar lipido-
trisacarido cuando se las incuba en presencia de UDP-['*C]glucosa. GDP-Man y UDPGIcA (Fig 9A.
9C). Resultados similares se obtuvieron al utilizar GDP-["“C]manosa como dador. El pico de movilidad
similar a la glucosa que se observa en la Fig 9, no proviene de un lipido-PP-azucar, v mostro no estar
relacionado directamente con la sintesis de xantano (22). Este resultado sugiere que las deficiencias que
llevan a falta de UDP-glucosa o GDP-manosa, en combinacion con mutaciones en la region gum. inhiben
la sintesis in vitro de lipido-aziicares intermediarios en la sintesis de xantano. La hipotesis mas simple es

que el primer paso en el ensamblado del pentasacarido esta afectada.
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Figura 8: Reestablecimiento de la actividad glucosil 1-P transferasa en mutantes deficientes en UDP-Glec.
Se realizaron incubaciones estandar. Los extractos 1203 fueron sometidos a una hidrolisis acida suave v los
productos analizados en por cromatografia descendente en papel. Como patrones de movilidad se cmplearon
glucosa y maltooligosacaridos (M2 — M6). Las células permeabilizadas utilizadas fueron las siguientes: A)

Xc234K3192. B) Xc234K3192/pCD2, C) Xc234K3332. D) Xc234K3332/pCD2
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Si la acuvidad glucosil-1-fosfato transferasa ¢s la que se cncuentra afectada. el ctecto podria
revertirse incrementando los miveles de la misma que. como se¢ mostro en las secciones anteriores. dicha
actividad estana codificada en la region C-terminai de gum{D. Para estudiar si ¢sta hipotesis cra correcta.
se introdujo ¢l plasmido pCD2 ¢n las cepas Xc234K3192 v Xc234K3332. Los resultados mostraron que
ambas cepas transtormadas recuperaron la capacidad de sintetizar lipido-trisacarido (Fig 9C. 9D). Esto
podria deberse al incremento de la canudad de protemna con actividad glucosil 1-P transferasa. o a la
existencia de una regulacion negativa por parte de la region N-termunal de GumD. auseante ¢n la proteina
codificada por pCD2. Para evaluar ésto. Xc234K3192 v Xc234K3332 fueron transformadas con el
plasmido pFusD. Ambas transformantes resultaron capaces de sintetizar lipido-PP-trisacando. al igual

que las transformadas con pCD2 (no mostrado).
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Localizacién de la actividad glucosil 1-fosfato transferasa en GumD

Muchas proteinas se componen de una serie de dominios funcionales que son capaces de adquirir
una estructura tridimensional estable en forma auténoma, es decir, independientemente del resto de la
cadena polipeptidica. En algunos casos, estos dominios conservan su actividad aun cuando son separados
de la proteina nativa (61). Recientemente se demostro que la actividad galactosil 1-P transferasa de la
proteina WbaP involucrada ¢n la sintesis del antigeno-O del LPS de Salmonella enterica reside en su
dominio C-terminal, v que este dominio expresado en forma independiente tiene actividad galactosil [-P

transferasa (59).

La secuencia primaria de GumD de X. campestris es homologa a varias proteinas bacterianas.
Se distinguen dos grupos: aquellas que muestran identidad a lo largo de los 484aa de GumD v otras que.
teniendo un tamafo algo menor que la mitad de GumD, son homologas a la region C-terminal. Todas
ellas fueron descriptas como putativas glicosil 1-P transferasas involucradas en la sintesis de
polisacaridos en sus respectivos huéspedes (51, 52, 53, 54, 55, 56, 57). Analizando solamente la region
C-terminal, la identidad con las proteinas mencionadas aumenta de un 10 a un 25%. Teniendo en cuenta

que la identidad en la estructura primana de las glicosil transferasas es baja. este aumento resulta

significativo (62).

Mutaciones en el gen gumD dan a la bacteria un fenotipo seco, incapaz de sintetizar tanto
xantano. como los lipidos-PP-azicares intermediarios (17. 22). Este fenotipo es esperable tanto st GumD
es la proteina responsable de la primera reaccion en ¢l camino biosintético, como si €s una proteina que
controla la expresion de los genes de la region gum, o la actividad de sus productos proteicos. Como
inactivaciones en el gen gumD no impiden la transcripcion de la region gum (37). v dada la homologia
descnipta para GumD con otras glicosil 1-P transferasas, es de esperar que ésta sea la enzima

responsable de iniciar la sintesis de xantano.

La mutante XcD lleva el interposon lacZ-aacC’l interrumpiendo ¢l gen gumD. Esta mutante
puede ser complementada » vitro por el plasmido pCHC3, que porta gran parte de la region gum. o por
pFusD que codifica a GumD como una proteina de fusion con 6aa de la B-galactosidasa. El agregado de
estos residuos aminoacidicos ¢n el extremo N-terminal aparenta no interferir con la actividad glucosil 1-P
transferasa. La expresion los ultimos 189aa de GumD como una proteina de fusion con 7aa de la B-
galactosidasa por pCD2 restaura la sintesis de lipido-PP-pentasacarido intermediario en la mutante XcD
al analizarla 7 virro. v complementa parcialmente la sintesis de xantano in vivo. Estos resultados no

pueden provenir de un evento de recombinacion entre pCD2 v el cromosoma de XcD que restaure el gen



Discusion

gumD. ya éste esta interrumpido en su extremo 5 por el interposon. v pCD2 codifica la region 37 del
gen. Asi. una posible recombinacion deberia darse en el extremo 3° del gen gumD vy €sto no revertiria la
mutacion que XcD tiene. Estos resultados sugieren que la actividad glucosil 1-P transferasa de GumD se

localiza en su dominio C-terminal, que estaria comprendido dentro de los Gltimos 189aa, y que ¢ste es

funcional expresado independientemente de la region N-terminal.

Experimentos de expresion heterdloga en £. coli de la proteina codificada en el plasmido pCD2
permitiran confirmar o refutar las conclusiones obtenidas. En el laboratorio ya se realizo el subclonado
del inserto de pCD2 en el vector de expresion adecuado, y se estan poniendo a punto las técnicas para
medir actividad de glucosil 1-P transferasa en E. coli. Si fuera posible. a partir de la misma construccion

se realizaran anticuerpos contra ¢sta proteina, para poder asi detectar v cuantificar la expresion tanto de

ella misma como de GumD en su forma nativa.

Posibles funciones de la region N-terminal de GumD

GumD vy las proteinas homologas ¢n todo su largo tienen una region N-terminal altamente
hidrofébica, que comprenderia la presencia de cinco putativos dominios transmembrana (31. 39). Se
sugirid que dos de las proteinas homologas a la region C-terminal de GumD, PssA v ExoY. estan
asociadas a la membrana interna (53, 63). Por otro lado. la expresion heterologa de WbaP en £. coli se
detecta en la fraccidn de membrana (59). Se ha propuesto en base a cstos datos que GumD seria una
proteina anclada a la membrana interna de la bacteria por su dominio N-terminal (21). si bien no existen

a la fecha datos concretos acerca de ello.

La presencia extracelular de macromoléculas hidrofilicas sintetizadas citoplasmaticamente
implica un mecanismo de transporte del producto final o de sus intermediarios (64). En muchos generos
de bactenas esta funcion la realiza un complejo enzimatico anclado en membrana (65). Por otra parte. se
habia propuesto a la region N-terminal de WbaP como la responsable de translocar el lipido-PP-azucar
intermediario de la sintesis del antigeno-O del citoplasma al periplasma de S. enrerica (38). aunque
posteriormente se le adjudico esta funcion a la proteina WzX (66). En ¢l caso del xantano. debe existir un
mecanismo similar que permita la exportacion del EPS a medida que se sintetiza o bien un mecanismo
que exporte las unidades repetitivas pentasacaridicas y que la polimerizacion ocurra fuera del citoplasma
(30. 31). Se propuso que los productos de los genes gumB. gum('. gumE v gum.J estarian involucrados
en el paso de polimenizacion/exportacion formando un complejo enzimatico de membrana (17. 35. 65). Si
una mutante ¢s capaz de sintetizar lipido-PP-pentasacarido. pero no se detecta produccion alguna de

polimero. una hipotesis valida es que ¢l paso de exportacion/polimerizacion esta afectado. Esto ¢s lo que
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