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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 adición secuencial de glucosa l-fosfato, glucosa, manosa y ácido

glucurónico (a partir de UDP-glucosa, GDP-manosa y UDP-glucurónico) a un aceptor poliisoprenil

fosfato, para luego son polimerizadas. La región gum se extiende a lo largo de 16 kb en el

cromosoma de X. campestrís, donde se codifican las enzimas requeridas para el ensamblado,

polimerización y exportación de estas unidades repetitivas. En esta región 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

glicolipídicos al analizarla in vitro y solo se detectan trazas del polisacarido al cultivarla por varios

días. La secuencia nucleotídica de gumD predice que codifica para una proteina de 484

aminoácidos. homóloga a glicosil transferasas bacterianas. Algunas muestran homologia a lo largo

de toda la secuencia primaria de GumD, mientras que otras, con un tamaño algo menor a la mitad

de GumD, son homólogas a la región carboxilo terminal. Los resultados de expresión de la region

carboxilo terminal de GumD y los analisis de complementación in vivo, así como también la síntesis

ln vitro de intermediarios glicolipídicos sugieren que la actividad glucosil l-fosfato transferasa de

GumD reside en sus l89 aminoácidos carboxi terminales.
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Abreviaturas

aa: aminoácido
Ac: acetil '
AlVLP:adenosil 5’ monofosfato
C-term: carboxilo terminal
cm: centímetro

cpm: cuentas por minuto
DNA: ácido desoxim'bonucleico
EPS: exopolisacárido
Fig; figura
g: gramo
GDP: guanosil 5’ disfosfato
GDP-Man: guanosil 5’ difosfato manosa
Glc: glucosa
Gch: ácido glucurónico
h: hora
kb: kilobase
Km: kanamicina
l: litro

LPS: lipopolisacárido
Man: manosa
min: minuto
Mob: movilizable
N-term: amino terminal

OriT: orígen de transferencia
P: fosfato

PP: pirofosfato
pb: par de bases
PCR: reacción 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 5’ difosfato glucosa
UDP-Gch: uridil 5’ difosfato acido glucurónico
vol: volumen
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Introducción

Exopolisacáridos: generalidades

Todos los organismos vivientes tienen en la superficie de sus células un complejo arreglo de

carbohidratos que cumple funciones de reconocimiento celula - celula. Muchos generos de bacterias

incluyen especies capaces de sintetizar, además de los mencionados, polisacáridos por fuera de su pared

celular. Estos exopolisacaridos (EPS) pueden permanecer unidos a la bacteria o pueden 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:

o Hidratación: protegen a la célula contra la desecaczon y previenen la penetración de compuestos

hidrofóbicos.

o Carga negativa: permite a los EPS a actuar como resinas de intercambio iónico, concentrando asi

minerales y nutrientes en la vecindad de la celula o secuestrando sustancias tóxicas.

o Alta viscosidad: ayuda a la bacteria a adherirse a superficies biológicas o inertes y proporciona

ventajas en la obtención de nutrientes. En las bacterias fitopatógenas, los EPS estan involucrados

también en el efecto de oclusión vascular

El estudio de haptenos y antígenos presentes en la superficie celular bacterianas despertó interes

por los exopolisacaridos debido a su posible rol en la patogenicidad (l). Al correr del tiempo se ha

demostrado que los EPS participan en forma HCUYB.er la interacción entre las bacterias y los organismos

eucariotas. en procesos patogénicos animales como el de Pseudomonas aeruginosa (2)r en la meningitis

y septicemia bacteriana (3.4); vegetales como los de Pseudomonas solanacearum (5.6L Erwinia

amylovora (7) y. como se vera mas adelante. .l’Jnrnomonas campesrris; o en procesos de simbiosis y

reconocimiento en diferentes especies de rizobios ¿6.8. 9).

Consecuentemente. los EPS bacterianos son un interesante modelo para el estudio de ensamblado

molecular y secreción. regulación genetica interaCCiOncelula —celula. simbiosis. patogenesis. y para

encarar el estudio de la relación estructura - funcion de los polisacaridos.

Desde el punto de vista quimico. los EPS pueden clasificarse como homopolímeros. compuestos

por un solo tipo de monosacaridos ¡como los glucanos) y heteropolímeros. constituidos por diferentes

clases de monosacaridos (como el acetano). donde en ambos casos pueden presentan ademas varios

sustituyentes no hidrocarbonados. Por otra partes de acuerdo con el tipo de cadena de monosacaridos en
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el polímero, se encuentran tres clases de estructura: lineales (ie. celulosa), ramificados (dextranos). y

ciclicos (glucanos ciclicos) (lO). Esto da una idea de la amplia diversidad en cuanto a la estructura y

composición de los EPS. La mayoria de los EPS estan compuestos por unidades repetitivas de

oligosacáridos que proporcionan a la molécula una estructura regular. Estas unidades poseen diferentes

monosacaridos, en un rango de tamaño de un disacarido hasta un octasaeárido. La compleja estructura de

estos EPS requiere procesos biosintéticos que podrian resumirse en dos etapas: primero, la incorporación

secuencial de monómeros sobre un aceptor pam formar la unidad repetitiva (lo cual involucra tantas

reacciones enzimáticas como tenga la unidad). _\‘segundo. la polimerización de las unidades repetitivas

(lO. ll).

Xanthomonas campestris

Xanthomonas campetrz's es una bacteria dei sueio. baena Gram negativo aeróbico estricto

perteneciente a la familia Pseudomonaa’aceae. mas especiamente al genero .l’amhomonas. una rama

del grupo gamma de las proteobacterias, Dentro del genero se SLL-LinguaSiete especres. siendo seis de

ellas agentes patógenos de diversas especies de plantas. rante mono “omo dicotiledoneas l ll). Dentro de

la especie X. campestris se distinguen mas de 160 paletaneames

X. campestrz's pv‘ campeslris es el agente causa; :le ia enfermedad de “black rot" o

“podredumbre negra” en plantas crucíferas. _\'esta :c:.<:de. ‘o como el agente mas destructivo de los

cultivos de col. brocoli. coliflor. repollo. y coim “‘ edeicr ¿ei mundo il}. 14) Los huespedes infectados

tienen lesiones amarillas características en forma de “V. en los margenes de las hoias. _\'a medida que las

lesiones se agrandan las venas se tornan negras | lila El nombre de “black rot" se origina de la frecuente

pigmentación negruzca de las raíces. aunque Wi}. puede deberse a una invasión secundaria de

Pseudomonas o Erwinz'a. La planta usualmente se ¿esta na los estomas. los hidatodos de las hojas. o

las heridas; y el inóculo puede transmitirse 3 ias semillas. Las plantas jóvenes que de ellas emergen

crecen débiles y usualmente mueren antes de desarrollar las hojas secundarias; por lo tanto el control de

la enfermedad se realiza a nivel de la siembra utilizando semillas libres del patógeno; mediante la

rotación de los cultivos y la eliminación ciemalezas eruciferas (14. 13).

X. campestris pv. campesms genera colonias visibles de 24 a 36 horas, redondas. lisasi con

pigmentación amarilla _vde aSpecto mucoide. creciendo a una temperatura óptima de 28°C en los medios

que se detallan mas adelante.
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Xantano

Todas las cepas patógenas del genero Xamhomonas liberan al medio un EPS acidico

denominado xantano. Su descubrimiento fue el resultado de un intensivo programa de busqueda

desempeñado por el Departamento de Agricultura de EEUU '(USDA) en los años 50’ en pos de encontar

bacterias que produjeran colonias mucoides en medio sólido y EPS solubles en agua en medio líquido que

pudieran tener una aplicación comercial. Entre otras se aisló la cepa que se ha usado como modelo de

estudio de la sintesis de xantano porX. campesms pv. campestris NRRL B-l459 (15).

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

aplicaciones son diversas (16):

o Pseudoplasticidad

o Alta viscosidad, aún en concentraciones mu} bajas

o Aumento de la viscosidad en presencia de sal

o Mantenimiento de la viscosidad a altas temperaturas

o Viscosidad estable dentro de un amplio rango de pl-I

o ‘Habilidad de formar geles con otros polisacandos

o Aumento de la viscosidad o de la gelificacron con lOl’lümetalicos di y In valentes _\'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 _\'fiierza iónica. Estas propiedades

hacen que el xantano sea utilizado en la industria alimenticia en la producción de bebidas frutales

sintéticas. leche en polvo. helados. salsas. caidos deshidratados. gelatinas. quesos crema. etc, En la

industria no alimenticia es utilizado en la preparamon de abrasivos. adhesivos. cosmeticos. pigmentos.

herbicidas. productos farmaceuticos. pinturas. tinturas. etc; y es también utilizado en la recuperación

secundaria del petróleo (17). La produccion anual de xantano se calcula en 20000 toneladas. y se

incrementa año tras año.

La posible participación del xantano en el proceso de infección de X. campesrris se planteo cn

varias ocasiones y se han encontrado correlaciones entre la patogenicidad. su regulacion y la síntesis de

xantano (18, 19, 20). En estudios recientes se muestra que el xantano no es un factor escencia] de

virulencia, pero que estimula el proceso de infección (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-l.4-glucosas). con

ramificaciones. glucosa de por medio. de cadenas de trisacaridos compuestas de manosa-(B-l.4)—acido

glucurónico-(B-l,2)-manosa unidas en un enlace (JL-1.3a la glucosa del esqueleto. Ambos residuos de

manosa pueden estar O-acetilados en el C6 y la manosa externa puede encontrarse piruvilada en el C4 y

C6 (referido como decoraciones). El grado de decoración varia con las cepas y las condiciones de

crecimiento (25, 26), pero el patrón de distribución de las decoraciones se desconoce actualmente. Este

EPS tiene un peso molecular que varía entre l y 9 x 10?. y se asume que adopta una estructura de doble

hélice en solución (27).

La biosintesis del xantano puede diwdirse en cuatro etapas: (i) la sintesis de nucleótidos­

azúcares dadores (UDP-Glc. GDP-Man y L‘DP-Gch). (ii) el ensamblado de las unidades repetitivas

pentasacarídicas mediante la adición secuencial de los resrduos glicosidicos sobre un lípido poliisoprenol

anclado en la membrana interna, (iii) el decorado de las mismas por adición de grupos acetilos y piruvilo.

(iv) la polimerización y exportación de las unidades decoradas (28. 29. 30. 31. 36) (Fig lA).

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

ultima dé'cada. Las regiones cromosomales que, mutadasr confieren a la bacteria un fenotipo seco no

productor de EPS se denominaron xps (por ¿(anthan polysaccharide synthesis). Las regiones xpslH. :cpslï'

y un grupo de genes de 355 kb están involucrados en el primer paso de la sintesis de xantano Las

enzimas allí codificadas son requeridas para la síntesis de los nucleótidos-azucares precursores tanto del

EPS como del LPS (32r 33). Aparentemente. los genes que codifican todas las proteinas involucradas en

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

xpSI o gum (22, 31, 34‘ 35).

La región gum se extiende a lo largo de 16 kb del genoma de X. campestris. El analisis de la

secuencia nucleotídica predice la existencia de 12 marcos de lectura abiertos. denominados de gumB a

gumM (numero de acceso al GenBank U22511) (Fig lB). La función de cada uno de los productos de

estos genes se esquematiza en la Fig lA, y fueron descriptas en una patente internacional (35) o por

comunicaciones personales Solo recientemente se pudieron obtener datos concretos y reproducibles que

demuestran en que paso de la síntesis estan involucrados cada uno de los productos de estos genes (22.

36). La región gum completa se expresa como un operón a partir de un único promotor fuerte localizado

rio arriba del primer gen (gumB) y un promotor secundario rio arriba de gumK (Fig lB. 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 síntesis de xantano (38, 22).

UDPGlc UDPGIC GDPMan UDPGICA GDPMan a‘

g

UMP UDP GDP \ UDP xv GDPJ b b \ ‘ ‘lx, \\// \_/
GumD GumM GumH GumK GunImmm /_\Am

eumF

«/6um6/
44/

vl \
\

/
Gurú.

GLInBthCGunE

Xantano‘“/
ooo

gum BC>D EFGHI J’ KLM B

Figura l. Funciones propuestas para los productos de los genes gum. A) Esquema del camino biosinte’ticodel

xantano, basado en el análisis realizados por Capage y col (35) y Katzen y col (22). La línea punteada indica que la

unidad repetitiva se encuentra decorada de forma variable. GumJ no puede asociarse a ningún paso particular del

camino biosintético, aunque no se puede descartar su participación en procesos relacionados con la exportación del
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del camino biosintético. aunque no se puede descartar su participación en procesos relacionados con la

exportación del xantano. (B) Organización genetica de la región gum. El mapa muestra en forma esquemauca

los doce genes denominados de gumB a gumM. Los colores de los genes representan las supuestas funciones de

sus productos: rojo, glucosil transferasas; violeta. manosíl transferasas; celestes glucuronil transferasa: verde‘

acetil 0 piruvil transferasas; gris, proteínas relacionadas con la exportación/polimerización del xanrano Las

flechas representan los transcriptos codificados en la región según el análisis de Katzen y col (37). La bandera

muestra el sitio de la inserción del cassette lacZ-aacc‘} en gumD.
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Objetivo

° Localizar el dominio funcional glucosil l-fosfato transferasa en GumD.
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Cepas y plásmidos utilizados

Tabla 1. Cepas y plásmidos utilizados

Cepa

Escherichia coli

DHSot

S l 7-1

Xanthomonas campestrís

Genotipo relevante

recAI, AIacU169, <p80dlacZAA-{J5

E. coli 294 thi RP4- -Tc:Mu-Km::Tn7

integrado en el cromosoma

NRRL B-l459 Salvaje

FC2 Mutante Rif de NRRL B«l459

3192 Rif‘ xps IV-405

3332 Rif‘ xps III-405

XcD FC2 ©(gumD-lacZ-aacCl) sitio de insercn'm:

SspI [3705]

XcZ34K FC2 guszpKISmob conteniendo -3 lp'o de ia

región gum [13129 —13360], integrado en el

cromosoma

Xc234K3l92 3192 guszpKISmob conteniendo ZSlp'o de

la región gum [13129 —13360], integrado en

el cromosoma

Xc234K3332 3332 guszpKISmob conteniendo 23lpb de

la región gum [13129 - l3360], integrado en

el cromosoma

Plásmido

pCHC3 l2i4 kb de la región gum clonadas en el

plásmido pRK293

pUFR027 vector de amplio rango de huésped Kmr Tra’

Mob' lacZa replicón IncW

pRK404 vector de amplio rango de huésped Tcr Tra'

Mob’ lacZot replicón IncP

pCDZ pRK404 conteniendo un inserto que codifica

los últimos l89aa de GumD

pFusD pUFR027 conteniendo un inserto que codifica

los 4842121de GumD

Referencia

Bethesda Research Laboratories

Simon et al. (39)

Kidby et al. (15)

L. lelpi

Harding et al. (32)

Kamen e: al. (37)

F Katz-en

F. Katzen

F. Katzen

Harding et al. (34)

DeFevter et al. (40)

Ditta et al. (41)

Presente trabajo

Presente trabajo

Notas: Los números entre corchetes corresponden a la posición en la secuencia nucleotídica de la

región gum, El sitio de inserción del cassette lacZ-aacC] en la mutante XcD corresponde a la región

S’del gen gumD. 64 nucleótidos rio abajo del codón de iniciación. Mobi, movilizable; Tra" no



Métodos y Materiales

autotransferible.

Condiciones y medios de cultivo

Las cepas de E.coli fueron cultivadas en medio LB (42) a 37°C. X. campestris en medio YM (g/l

: glucosa 1'0, peptona 5, extracto de levadura 3, extracto de malta 3, pH 7) (31), o eri medio TY (g/l:

triptona 5, extracto de levadura 3, CaClZ 0,7) con el agregado de agar 1,7% (p/v) para medio sólido, a

28°C. Los medios fueron suplementas con antibióticos (Sigma Chemicals, St. Louis, MO. EEUU)

cuando correspondía (pg/ml): km 50 paraX. campesrris. 30 para E. coli, Tc 10, Rif 100.

Transformación

La introducción de DNA en E. coli se realizó electrotransformando células competentes DHSOL

según las instrucciones de Bio-Rad (Richmond, CA EEUU. La transformación de E. coli 517-1 se

realizó según el método descripto por Morrison (43). El DNA plasmidico fue introducido en X.

campestris conjugándola con la cepa dadora E. coli Sl7-l como detalla Simon (39). Esta cepa lleva en el

cromosoma los genes requeridos para la transferencia de DNA (región Tra). Asi. al transformarla con un

plasmido que posea un origen de transferencia funcional (sitio Mob). se produce la movilización del

plasmido por conjugación. Esta se llevó 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 selección se realiza luego en medio

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

Manipulación y análisis de DNA

Las preparaciones de DNA plasmidico de E. coli se realizaron como lo describió Priefer (44).

Las digestiones con enzimas de restricción. las electroforesis en geles de agarosa, y los procedimientos de

clonado fueron descriptos por Sambrook et al. (45). Los primers fueron adquiridos a Gibco BRL

(Madison, EEUU).

Para la secuenciación del DNA del inserto del plasmido pCDZ se utilizó el metodo de

terminación de la elongación por la incorporación de dideoxi-nucleótidos de Sanger et al. (46). utilizando

el kit de Sequenase 2.0 (United States Bochemical, Cleveland, OH, EEUU) y [SSS]dATP. La secuencia

del inserto del plásmido pFusD se realizó de acuerdo a Zimmermann et al. (47) empleando el kit Cy5

Auto Read Sequencing (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) y el primer reverso universal marcado con

Cy5.
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Elanalisis por ordenador de las secuencias de DNA y de las proteínas. deducidas se llevo a cabo

utilizando software del paquete MacVector (Oxford Molecular Group, MA. EEUU). Los primers se

diseñaron asistidos por el programa OLIGO 48 (National Biosciences Inc, Plymouth. MNr EEUU). Para

los graficos de hidrofobicidad y las comparaciones de secuencias se utilizaron los algoritmos de Kvte­

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

Preparación de células permeabilizadas

Como preparado enzimático para el estudio de la Sintesis de xantano z'nvitro se utilizaron células

permeabilizadas por tratamiento con EDTA (28). Las celulas cosechadas de 100 ml de cultivo a

CDG-¿(ELS(aprox. 20 h de crecimiento) fueron lavada una xez con buñer Tris-I-ICl 70mM EDTA lO

mM pH 8.2 ; resuspendidas en 5 ml del mismo buffer 5 sometidas a tres ciclos de congelamiento en N;

líquido y descongelamiento en agua a temperatura ambiente. uego el preparado se centrifugo 5 min a

6000 x g y se resuspendio en l ml del mismo buffer e esta menera se obtienen homogenatos de una

concentración proteica aproximada de 20 mg/‘rnlque. mantenidos a ¿OSC conservan su actividad por

mas de un año (50).

Síntesis in vitro de Iípido-azúcares intermediarios y xantano

Las condiciones estandares de incubaczon para la sintesis m VIN‘Ode lípido-azucares

intermediarios y xantano utilizadas fueron:

70 mM buffer Tris-HCl pH 8.2

8 mM MgCl2

l5.7 uM UDP-[Ï4C]glucosa. AE 300 Cimoi

285 uM UDP-GIGA

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 ul. incubadas a 20°C durante 30 min (o l

hora donde se indique). y detenidas agregando 0.3 ml de buffer 70 mM Tris-HCl lOmM EDTA

(pH=8.2). Las muestras fueron luego homogeneizadas y centrifugadas a 6000 x g durante 5 min. y los

precipitados resuspendidos _\ lavados dos veces mas con el mismo buffer. Estos sobrenadantes

combinados. que contienen los productos solubles en agua de la incubación. fueron sometidos a

posteriores analisis (ver seccion siguiente) y serán referidos como SNacuoso. Los precipitados lavados
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fueron extraídos tres veces con 150 ul de cloroformo-metanol-agua (1110.3). Este extractor que contiene

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

Análisis de los compuestos marcados obtenidos in vitro

Las fracciones de SNacuoso (ver sección anterior) fueron sometidas a una filtración molecular en

una columna de Bio-Gel A-Sm (30 x 0.9 cm) eluída con acetato de piridina O.lM (pH 5). a una velocidad

de flujo de 0,25 ml/min. Se colectaron fracciones de l ml. _vse midió la radioactividad incorporada con

un contador de centelleo líquido.

En los casos indicados, el SNacuoso se sometio a electroforesis en papel Whatman no. l.

utilizando como solvente piridina-acido acético-agua l l:Ú.ü4:9l pH 6.5 con AMP y UMP como patrones

internos. La electroforesis se corrió durante 2 h a \‘OlI3._l€constante 120 \' cm).

Los extractos 1203 fiieron sometidos a una hidrOliSis ácida suave con 0.01N HCl a lOO°C

durante lO min. Este tratamiento hidroliza el enlace azucar-fosfato del oligosacarido L1me al lipido (lO).

La identificación de los oligosacaridos liberados se realizo empleando cromatograña descendente en

papel (Whatman no. l) durante 48 h en solvente isopropanol-acido acético-agua (27:4:9) (referido como

ISACH). utilizando como patrones de comda maltooligosacaridos, Los compuestos radiactivos se

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

Instruments Cor Madison, EEUU).

Obtención y cuantificación de xantano in vivo

Las colonias de X. campesms creeidas en medio solido fueron transferidas a tubos conteniendo 5

ml de medio YM suplementado con el antibiOtico correspondiente para evitar la perdida del plasmido. e

incubados toda la noche a 28°C con agitación circular (200 rpm). Estos cultivos se utilizaron para

inocular erlenmeyers de 250 ml conteniendo 50 ml de medio YM con antibiótico. Luego de incubarlos 72

h en las mismas condiciones. los cultivos fueron centrifugados a 10000 x g durante 20 mini El

precipitado de bacterias fue separado y secado en estufa a 50°C por toda la noches y luego pesado (peso

seco de bactenasli Al sobrenadante se le agregó KCl sólido hasta el 1% final (p/v) y 2 vol de etanol 96%.

condiciones en las cuales el xantano es insoluble. Estas muestras fueron filtradas por lana de vidrio.

colectadas. lioñlizadas _vpesadas. La producción se expresa como peso seco de xantano / peso seco de

bacterias
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gumD: análisis de secuencia

El gen gumD se extiende desde la posición 3644 hasta la 5096 de la región gum del cromosoma

de X campeslris, siendo el tercer marco de lectura abierto del Operón (37). La secuencia nucleotidica

predice que codifica para una proteína de 484 aminoácidos de longitud (35).

Como se menciona en la introducción, el producto del gen gumD es responsable de la adición

de glucosa l-P sobre el lípido-P aceptor a partir de UDP-glucosa, para iniciar la síntesis secuencial de la

unidad repetitiva del xantano. La búsqueda de secuencias homólogas a GumD en bases de datos

públicas revela que es homóloga a varias proteínas 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 (Orf14, WbaP, AceA, GT1) (51, 52, 53,

54). Sin embrago otras como PssA, LpsB y th (55, 56, 57), también caracterizadas como posibles

glicosil transferasas, son homólogas a la región C-terminal de GumD (últimos ZOOaaaproximadamente).

Si el análisis se realiza considerando solo éstos últimos aminoácidos de GumD, la identidad con las

proteínas analizadas aumenta considerablemente (Fig 2).

Proteina Organismo (aa)“ Alineamiento ldentidad(%) Ref
100 150 2x DE 300 350 400 450

Total C-term
GumD X. campestris 484 100 100 35
GT1 E. coli 464 36,1 59,2 54
Orfl 4 K.pneumoniae 465 35,5 56,3 51
AceA A. xilinum 3 22,1 45,9 53
PssA R. Ieguminosarum 200 15,9 38,6 55
WbaP S, enter-¡ca 476 15,8 25,3 52
LpsB R. etli 193 14,0 33,9 56
th B. subtílis 202 13,9 33,8 57

n

50 100 ‘50 zoo 250

Figura 2. Alineamiento de la secuencia primaria de GumD con glicosil l-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 proteína en aa.

El análisis hidrofóbico de GumD revela una región N-terminal de 200aa con un alto contenido

de aminoácidos hidrofóbicos, presentando cinco probables dominios transmembrana (Fig 3). La región

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 aminoácidos hidrofóbicos, que se extiende del aa 1 al 300 y que está 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 aminoácidos hidrofóbicos, que se extiende del aa l al 300 y que esta ausente en

algunas glicosil transferasas homólogas a GumD; y otro dominio C-terminal que abarca del aminoácido

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

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

Estos datos sugieren que la actividad glucosil l-P transferasa del producto del gen gumD podria

residir en la región C-terminal de la proteina.

300 400 ?

n l r ¡ l I I l l l l l I | I I l l i i I l l i l i . l ¡ _ i . ‘ . i

3 fi ¿r 3 l

2 4 ' - 2 i1a WW f/ . —1
o “N VAMWA A ¡WMV \ I ._u_ y o

-1 A WW walk-l.fi ¡y "VLHV’. _ _1,2 _ _ — _ - — —_2‘lllllllIIIlllllllllllllllilll='=

Figura 3. Perfil hidrofóbico de GumD. El análisis se realizó utilizando el algoritmo de Kne _\'Doolittle (48).

Las barras horizontales marcan probables dominios transmembrana.

Clonado de GumDy dela región C-terminal de GumD

A fin de comprobar si la actividad glucosil l-P transferasa de GumD reside en la región C­

teiminal. como predice el análisis de la secuencia, se diseñó una estrategia para clonar la region 3‘ del

gen gumD en un vector de amplio rango de huésped, y ensayar luego si esta construcción era capaz de

complementar a mutantes gumD.

Para poder expresar la región C-terminal de GumD se debería clonar la región 3‘ del gen gumD

río debajo de un promotor funcional en X. campestrís, y proveerle un codón de iniciación antecedido de

una region de Shine y Dalgamo. Para lograr esto, se llevó a cabo una fiisión traduccional entre el

extremo 3‘ del gen gumD con los primeros aminoácidos de la B-galactosidasa, codificada en los vectores

utilizados. Asi el vector aportaria los elementos necesarios para iniciar la transcripcion a partir del

promotor Zac,y la traducción de las secuencias río abajo de la fiisión. En la Fig 4 se muestra un esquema

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

región 3’ del mismo mediante la técnica de PCR, utilizando primers conteniendo sitios apropiados de clivaje para

las enzimas de restricción. Estos productos se clonaron en los vectores mostrados, conservando la fase en la fusión

traduccional. La escala es válida solo en la parte superior de la figura. En el extremo inferior se muestra un detalle

de la secuencia aminoacídica de cada proteína. Los colores representan: azul, aa de la B-galactosidasa; rojo, aa del

inserto; negro, aa introducido por la fiisión. UN-D, UC-D y LC-D señalan los primers utilizados (ver texto).
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La elección del largo de la región C-teiminal a clonar se basó en la homologia de GumD con las

proteinas descriptas en la sección anterior. El gen gumD completo se clonó siguiendo la misma estrategia

de fusión con los primeros aminoácidos de la B-galactosidasa (Fig 4).

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

que incluyen sitios de restricción adecuados:

primer UN-D: 5’ GGAATTCCATGCT'I'ITGGCAGACTTG 3’

primer UC-D: 5’ GTAGAAGCTTCTACTTCGTGGTCGCCAAGG 3’

primer LC-D: 5’ GCTGGATCCAGCAGGGTCAGCTCGATCAG 3’

Para las reacciones de PCR se utilizó como molde el plásmido pCHC3 que lleva un inserto de

12,4 Kb de la región gum, incluyendo a gumD (34). El producto de amplificación de los primers UN-D /

LC-D correspondiente al gen gumD completo (l452pb), fiie ligado en el vector de amplio rango de

huésped pUFR027 (40), generando el plásmido pFusD. El producto de amplificación de los primers UC—

D / LC-D fue introducido en el vector de amplio rango de huésped pRK404 (41) generando el plásmido

pCD2, que lleva los últimos 59lpb del gen gumD.

Para comprobar que las construcciones eran las esperadas, se realizaron primero mapeos por

enzimas de restricción de los plásmidos, y luego se secuenciaron los insertos de ambos plásmidos. Para

pCD2 fue posible leer en la secuencia 240pb desde el comienzo del gen quimén'co. comprobando que la

fusión traduccional de los tn'pletes de los primeros 7aa de la B-gal y los l89aa finales de GumD estan en

fase. Por otro lado, para el inserto del plásmido pFusD fue posible leer 305pb a partir de 43pb río abajo

de la fusión. 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. campesms que lleva el interposón lacZ-aacC'] interrumpiendo el gen

gumD en su región 5‘(Fig 2). Dado que este cassette posee un promotor delante del gen aacC 1 y no

presenta terminadores de la transcripcrón. esta inserción. que inactiva el gen gumD, resulta ser no polar

para el resto del operon (37). Esta mutante es incapaz de sintetizar xantano in vitro y sólo se detectan

trazas del EPS al cultivarla por varios dias. Tampoco se detectan lípido-azúcares intermediarios de la

sintesis cuando se la analiza in vitro (22).

La sintesis de EPS otorga a la colonia productora un fenotipo “mucoso” característico. mientras

que una cepa EPS deficiente aparece como “seca” (ver Fig SAr 5C). El plásmido pCD2 fue introducido

en la cepa XcD por conjugación como se describe en Métodos y Materiales. El aspecto de las colonias
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parcialmente mucoso, es decir que el plásmido pCD2 complementa parcialmente la producción de

xantano de la cepa XcD in vivo.

Figura 5. Complementación in vivo de la producción de xantano. Las cepas fiieron cultivadas en placas YM

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

Para cuantificar la producción de xantano de estas cepas, se realizaron cultivos líquidos a los

cuales se les midió la síntesis de EPS luego de 72 h de incubación a 28°C. Paralelamente XcD fue

transformada con el plásmido pFusD y con los vectores pRK404 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 producción de xantano de

XcD no se restaura al transformarla con el plásmido pFusD.

Asumiendo que existe un paso enzimático limitante en la biosíntesis de xantano, supusimos que

al introducir más copias del gen que codifica para este paso se podría incrementar la producción de

xantano de una bacteria salvaje. Un gen candidato para esto es gumD, por ser el que codifica para la

primera enzima involucrada específicamente en la síntesis de los compuestos intermediarios del xantano.

FC2 fue transformada con los plásmidos pFusD y pCD2. Como controles se introdujeron también los

vectores correspondientes. Los resultados se muestran en la Fig 6.
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Xan/Bact(glg)

Figura 6. Producción de xantano. Las cepas se crecieron en 50 ml de medio YM por 72 h. Los cultivos de

migran para separar las bacterias del medio y el EPS se precipitó agregando KCl 1% (p/v) final y 2 vol de

ctm 96‘. Ambas fracciones se secaron y se pesaron. La producción se expresa como g de xantano producido

;vt g de peso seco de bacterias

La producción de xantano por FC2 aumenta en un 65% al introducir el plásmido pCDZ,

1mm que la introducción de un plásmido que codifica el gen gumD completo (pFusD) la aumenta en

un 13% Se obtuvieron resultados similares al realizar la cuantificación por otros métodos (no

machi.

Restauración dela síntesis de Iípido-PP-pentasacárido in vitro

Células de X campestris permeabilizadas con EDTA incubadas en presencia de nucleótidos­

amm dadores marcados radiactivamente, producen los compuestos lípido-PP-azúcares

intamediarios de la síntesis de xantano marcados (30). Estos pueden ser identificados luego de disociar

la pana lipidica por hidrólisis ácida suave-yseparados en una cromatografia descendente en papel, como

se indica en Metodos y Materiales.

Para medir la actividad glucosil l-P transferasa, la incubación se realizó utilizando los tres

nucleótidos-amcares dadores, de modo que la actividad se refleja identificando el compuesto sintetizado

como un lipido-PP-pentasacárido. Si bien se puede medir la actividad de la glucosil l-P transferasa
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utilizando solo UDP-Glc como dador e identificando el lípido-PP-celobiosa formado (ya que la
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Figura 7. Complementación in vitro de XcD. Se realizaron incubaciones estándar. Los extractos 1203 fueron

sometidos a hidrólisis ácida suave y los productos analizados por cromatografia descendente en papel. Como

patrones de movilidad se emplearon glucosa (Glc) y maltooligosacáridos (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 nucleótido-azúcar que lleva la marca, indica que los picos detectados pertenecen muy

posiblemente al camino biosintético del xantano, y se evitan así confusiones con otros compuestos no

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

analizadas se muestra en la Fig 7.

Estudios previos mostraron que los oligosacáridos sintetizados por la cepa salvaje FC2

corresponden mayoritariamente a la unidad repetitiva pentasacarídica del xantano, que migra entre

maltohexaosa y maltopentaosa, y al pentasacárido 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 pentasacárido y al pentasacárido acetilado reaparecieron al introducir en

XcD el plásmido pCHC3, que codifica 12,4 kb de la región gum, incluyendo a gumD (Fig 7C). Se

obtuvieron resultados similares al transformar XcD con el plásmido pFusD (Fig 7D). Estos resultados

muestran que la introducción de los 6aa de la B-galactosidasa en el extremo N-terminal de GumD no

afecta sensiblemente la actividad glucosil l-P transferasa de la proteina. Al obtenerse un pentasacarido

como resultado de la incubación, se muestra además que las actividades de las otras glicosiltransferasas

involucradas en la sintesis de xantano no están afectadas en la cepa XcD. En la Fig 7E se muestran los

resultados de la incubación in vitro de XcD/pCDZ. Se identifican los picos correspondientes al

pentasacarido y al pentasacarido acetilado, indicando que la expresión de la región C-term de GumD es

capaz de aportar la actividad de glucosil l-P transferasa ausente en la cepa XcD, Se obtuvieron

resultados similares cuando las incubaciones se realizaron en presencia de GDP-[uClmanosa o UDP­

[14C]glucurónico en lugar de UDP-[“C]glucosa. indicando que los picos observados corresponden al

camino biosintético de xantano (no mostrado).

Análisis del EPS sintetizado in vitro

Analisis previos mostraron que el polímero marcado radioactivamente que obtenido de la

incubación in vitro de celulas perrneabilizadas coeluye en una filtración molecular con auténtico xantano.

indicando que ambos tienen similares grados de polimerización (28. 30).
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Los SNacuosos de las incubaciones de las celulas de diferentes cepas fue sometida a una

filtración molecular por una columna de Bio-Gel A-SM como se indica en metodos y materiales. En la

Fig 8 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 8. Filtración por gel del polímero sintetizado in vitro. Las reacciones se realizaron como se indica en

Métodos y Materiales. Los SNacuosos se filtraron por una columna de Bio-Gel A-SM a una velocidad de flujo de

0.25 ml/min. A las fracciones colectadas (lml) se les midió la radioactividad. Las celulas permeabilizadas

utilizadas fueron las siguientes: A) FC2, B) XcD. C) XcD/pFusD. D) XcD/pCDZ. Los volúmenes de inclusión y

exclusión de la columna se colectan en la fracción 20 y 45 respectivamente.

En el volumen de inclusión de la columna se detecta el polímero sintetizado por FCZ (Fig 8A), El

segundo pico corresponde al volumen de exclusión. donde eluye el UDP-[“C]glucosa no incorporado y

sus productos de hidrólisis. El perfil correspondiente a la incubacrón de celulas XcD permeabilizadas

muestra ausencia del polímero. como era de esperarse (Fig 8B). La sintesis in vitro de polímero marcado

por parte de XcD se restauró al introducir en esta cepa el plásmido pFusD (Fig 8C). Por otro lador al

transformar XcD con el plásmido pCD2. no fue posible detectar síntesis alguna de polímero marcado

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

Para corroborar los datos obtenidos de las filtraciones por columna ya descriptas, los SNacuosos



Resultados

obtenidos de la incubaciónes in vitro fueron sometidos a una electroforesis en papel, como se indica en

Métodos y Materiales. Los resultados no serán mostrados aquí, pero se corresponden con los obtenidos

con el otro método: en las incubaciones de FC2 y XcD/pFusD se detectó polímero radioactivo, mientras

que no se detectó síntesis alguna del mismo en las incubaciones de XcD y XcD/pCDZ.

Los datos presentados en los dos úlümos apartados sugieren que la actividad glucosil l-P

transferasa del producto del gen gumD se localiza en su región C-terminal, comprendida en los últimos

l89aa de la proteína.

Reestablecimiento de Ia actividad glucosiI 1-P transferasa en mutantes

incapaces de sintetizar nucleótido-azúcares

Para establecer las funciones de los genes de la región gum fué necesario realizar mutaciones en

cada uno de los marcos de lectura abiertos del operón. Estas se realizaron por intergración plasmíclica o

por inserción del cassette lacZ-aacC 1(37). Sin embargo, resultó imposible obtener mutantes en los genes

gumB, gumC, gumE, gumJ y gumM, que no hubieran sufrido rearreglos cromosómicos. Esta letalidad

puede deberse a que la acumulación de ciertos compuestos intermediarios resulte tóxica para la bacteria

(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 lípido intermediario de la síntesis de xantano.

se evita la letalidad de las mutaciones mencionadas en la región gum. De esta manera seria posible

analizar la función 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 nucleótidos-azúcares aportados

exógenamente.

Sorpresivamente, cuando se realizaron las incubaciones in vitro con celulas permeabilizadas de

las mutantes en los genes gumB, gumC. gumE y gumJ en el backround 3192. no se pudo detectar la

sintesis de lípido-azúcares intermediarios, ni EPS (22). Sin embargo. la cepa 3192 es capaz de sintetizar

tanto el lípido-PP-pentasacarido como EPS cuando se la incuba in vitro en las mismas condiciones (22).

Esto llevó a suponer que la inactivación de ciertos genes de la región gum en un background deficiente en

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

Para probar si una combinación de mutaciones en la región gum con mutaciones que afecten la

sintesis de nucleótidos-azúcares precursores lleva a alteraciones (mas allá de las esperadas) en el camino

biosintético normal del xantano, se decidió mutagenizar el gen gumK, que codifica para la cuarta glicosil

26



Resultados

transferasa involucrada en la sintesis del lípido-PP-pentasacárido, en tres backgrounds genéticos

diferentes: sobre la cepa salvaje FCZ, sobre la cepa 3192, deficiente en UDP-glucosa; y sobre la cepa

3332, deficiente en GDP-manosa, generando las mutantes Xc234K, Xc234K3l92 y Xc234K3332.

respectivamente (22).

Xc234K es capaz de sintetizar lípido-PPotn'sacárido cuando se la incuba in vitro. en cambio.

celulas perrneabilizadas tanto de Xc234K3 192 como de Xc234K3332 son incapaces de sintetizar lípido­

trisacarido cuando se las incuba en presencia de UDP-[‘4C]glucosa GDP-Man y UDPGch (Fig 9A.

9C). Resultados similares se obtuvieron al utilizar GDP-[I4C1manosa como dador. El pico de movilidad

similar a la glucosa que se observa en la Fig 9, no proviene de un lípido-PP-azúcar, y mostró no estar

relacionado directamente con la síntesis de xantano (22). Este resultado sugiere que las deficiencias que

llevan a falta de UDP-glucosa o GDP-manosa, en combinación con mutaciones en la region gum. inhiben

la sintesis in vitro de lípido-azúcares intermediarios en la sintesis de xantanor La hipótesis mas simple es

que el primer paso en el ensamblado del pentasacárido esta afectada.

1000 1

meus IM H3 lu Glc “5 "5 W A“ M2 G'C

. ¡ W

l H
o LQL“JV“J\'\J“A“V”\J‘&ÍV‘NHw4\F”N\V<v"ufi/ddm\k.fi“f“ a i\ñfiv«whru\1w«e¡J ‘\AWH"

Ea.
o

r

300 a 1000]

M6 us m ua uz Glc a ¡5 M5 “4 “"3 M2 G'C

a "i >
u ¿Y «A í »’ i

J“; .. \ l t Wo«vMWMWMWMWW Wi, oW “em-MWun 7-­
l l 1 E l y

o 1o 2a ao 4o o 10 20 so 4o

distancia (cm) distancia (cm)

Figura 8: Reestablecimiento de la actividad glucosil l-P transferasa en mutantes deficientes en UDP-Glc.

Se realizaron incubaciones estándar. Los extractos 1203 fueron sometidos a una hidrólisis ácida suave y los

productos analizados en por cromatografia descendente en papel Como patrones de movilidad se emplearon

glucosa y maltooligosacáridos (M2 m M6). Las células permeabilizadas utilizadas fueron las siguientes: A)

Xc234l<3 192. B) Xc234K3 l92/pCD2, C) Xc234K3332. D) Xc234K3332/pCD2
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Si la actividad glucosil-l-fosfato transferasa es la que se encuentra afectada. el efecto podria

revertirse incrementando los niveles de la misma que. como se mostro en las secciones anteriores. dicha

actividad estaria codificada en la región C-(erminal de gumD. Para estudiar si esta hipótesis era correcta.

se introdujo el plasmido pCDZ en ias cepas Xc234K3192 _\'Xc234K3332. Los resultados mostraron que

ambas cepas transformadas recuperaron la capacidad de sintetizar lípido-trisacarido (Fig 9C.‘9D), Esto

podria deberse al incremento de la cantidad de proteina con actividad glucosil l-P transferasa. o a la

existencia de una regulación negativa por parte de la region N-ierminal de GumD, ausente en la proteina

codificada por pCDZ. Para evaluar estoi X0234K3192 y Xc234K3332 fiJeron transformadas con el

plásmido pFusD. Ambas transformantes resultaron capaces de sintetan lipido-PP-trisacarido. al igual

que las transformadas con pCD2 (no mostrado).



Dlscusmn

\

.5,www/J

‘K

E2
dit­

Discusión



Localización dela 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 autónoma, es decir, independientemente del resto de la

cadena polipeptídica. En algunos casos, estos dominios conservan su actividad aun cuando son separados

de la proteina nativa (61). Recientemente se demostró que la actividad galactosil l-P transferasa de la

proteína WbaP involucrada en la síntesis del antígeno-O del LPS de Salmonella enterica reside en su

dominio C-terminal, y que este dominio expresado en forma independiente tiene actividad galactosil l-P

transferasa (59).

La secuencia primaria de GumD de X. campesrris es homóloga a varias proteinas bacterianas.

Se distinguen dos grupos: aquellas que muestran identidad a lo largo de los 484aa de GumD y otras que.

teniendo un tamaño algo menor que la mitad de GumD, son homólogas a la región C-terminal. Todas

ellas fueron descriptas como putativas glicosil l-P transferasas involucradas en la sintesis de

polisacáridos en sus respectivos huéspedes (51, 52, 53, 54, 55, 56, 57). Analizando solamente la regiOn

C-terminal, la identidad con las proteínas mencionadas aumenta de un lO a un 25%. Teniendo en cuenta

que la identidad en la estructura primaria 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 lípidos-PP-azúcares intermediarios (17. 22). Este fenotipo es esperable tanto si GumD

es la proteina responsable de la primera reaccion en el camino biosintetico‘ como si es una proteina que

controla la expresión de los genes de la región gum, o la actividad de sus productos proteicos. Como

motivaciones en el gen gumD no impiden la transcripción de la región gum (37), y dada la homologia

descripta para GumD con otras glicosil l-P transferasas, es de esperar que esta sea la enzrma

responsable de iniciar la sintesis de xantano.

La mutante XcD lleva el interposón lacZ-aacCl interrumpiendo el gen gumD, Esta mutante

puede ser complementada m vitro por el plasmido pCHC3, que porta gran parte de la región gum. o por

pFusD que codifica a GumD como una proteina de fusión con 6aa de la B-galactosidasa. El agregado de

estos resrduos aminoacídicos en el extremo N-terminal aparenta no interferir con la actividad glucosil l-P

trans ‘erasa. La expresion los últimos l89aa de GumD como una proteina de fusión con 7aa de la B­

galactosidasa por pCDZ restaura la sintesis de lípido-PP-pentasacarido intermediario en la mutante XcD

al analizarla ¡n Vitro. y complementa parcialmente la sintesis de xantano in vivo. Estos resultados no

pueden pl'OVle' de un evento de recombinación entre pCDZ _vel cromosoma de XcD que restaure el gen
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gumD, ya este esta interrumpido en su extremo 5’ por el interposón. y pCD2 codifica la región 3’ del

gen. Así, una posible recombinación deberia darse en el extremo 3‘ del gen gumD y ésto no revertiría la

mutación que XcD tiene. Estos resultados sugieren que la actividad glucosil l-P transferasa de GumD se

localiza en su dominio C-terminal, que estaría comprendido dentro de los últimos 189aa, y que este es

funcional expresado independientemente de la región N-terminal.

Experimentos de expresión heteróloga en E. coli de la proteina codificada en el plasmido pCD2

pemiitirán confirmar o refutar las conclusiones obtenidas. En el laboratorio ya se realizó el subclonado

del inserto de pCD2 en el vector de expresión adecuado, y se estan poniendo a punto las técnicas para

medir actividad de glucosil l-P transferasa en E. coli. Si fuera posible. a partir de la misma construcción

se realizaran anticuerpos contra esta proteína, para poder así detectar _vcuantificar la expresión tanto de

ella misma como de GumD en su forma nativa.

Posibles funciones dela región N-terminalde GumD

GumD y las proteínas homólogas en todo su largo tienen una región N-terminal altamente

hidrofóbica, que comprenden’a la presencia de cinco putativos dominios transmembrana (Sli 59). Se

sugirió que dos delas proteinas homólogas a la región C-terminal de GumD. PssA y ExoY. están

asociadas a la membrana intema (55, 63). Por otro lado, la expresión heteróloga de WbaP en E. coli se

detecta en la fracción de membrana (59). Se ha propuesto en base a estos datos que GumD seria una

proteina anclada a la membrana interna de la bacteria por su dominio N-temiinal (2 l). si bien no existen

a la fecha datos concretos acerca de ello.

La presencia extracelular de macromoléculas hidroñlicas sintetizadas citoplasmáticamente

implica un mecanismo de transporte del producto final o de sus intermediarios (64) En muchos generos

de bacterias esta función la realiza un complejo enzimático anclado en membrana (65). Por otra parte. se

habia propuesto a la región N-terminal de WbaP como la responsable de translocar el lipido-PP-azúcar

intermediario de la sintesis del antígeno-O del citoplasma al periplasma de S. enterica (58). aunque

posteriormente se le adjudicó esta función a la proteina WzX (66). En el caso del xantano. debe existir un

mecanismo similar que permita la exportación del EPS a medida que se sintetiza o bien un mecanismo

que expone las unidades repetitivas pentasacarídicas y que la polimerización ocurra fuera del citoplasma

(30. 3 l), Se propuso que los productos de los genes gumB. gumC ¿7sz y gumJ estarian involucrados

en el paso de polimerizacion/exportación fomiando un complejo enziniatico de membrana (l7. 35. 65). Si

una mutante es capaz de sintetizar lipido-PP-pentasacárido. pero no se detecta producción alguna de

polímero. una hipótesis valida es que el paso de exportación/polimerización esta afectado. Esto es lo que
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ocurre en el caso de la cepa XcD/pCDZ al realizar los ensayos in vitro, donde se restaura la sintesis de

lípido intermediario pero no la de xantano. La región N-terminal de GumD, ausente en XcD/pCDZ,

podría participar directamente en esta etapa de sintesis, formando parte activa o estabilizando el supuesto

complejo de membrana encargado de polimerizar/exportar el EPS. Otra explicación valida de estos

resultados supone que la tasa de síntesis de lípido-PP-pentasacárido precursor es menor para la proteina

truncada codificada por pCD2. Así, no habría suficiente precursor y, por ende, polímero como para ser

detectado en los ensayos in vitro realizados en el presente trabajo. La aparente contradicción entre los

resultados obtenidos para los ensayos de esta cepa in vitro e in vivo (donde se detecto sintesis de

polímero) podría explicarse teniendo en cuenta que las condiciones y los tiempos de sintesis son muy

diferentes para ambos casos.

Aplicaciones del plásmido pCDZ

Se ha reportado que la introducción de plásmidos que aporten un mayor número de copias de la

region gum en la cepa salvaje aumenta la producción de xantano (34, 67). Esto puede deberse a la

existencia de un paso limitante en la síntesis de xantano, el cual, por un incremento de las proteina/s

involucradas en este paso, aumente la tasa de síntesis. La introducción de copias adicionales de la región

gum lleva a un incremento medio del 10% en la producción, y se ha descripto que subclones de esta la

aumentan hasta un 20% (34. 67). La transformación de FC2 con pCD2 aumenta la sintesis de xantano en

un 65% en las condiciones ensayadas. Al margen de las posibles aplicaciones comercxales que esto

implica, estos resultados sugieren a GumD como una posible proteina responsable de un paso limitante

en la sintesis de xantano. El hecho que el incremento de la producción por pCD2 sea mayor que el que

ocasiona pFusD muestra que existen diferencias en el comportamiento de ambos plásmidos m vzvosobre

la cepa salvaje, probablemente debidos a la ausencia de la región N-terminal. Suponiendo la existencia de

una regulación de la actividad de GumD a nivel de la región N-terminal. la proteina truncada codificada

por pCD2 estaria desregulada y por lo tanto su actividad se vería incrementada lo que resultaría en una

mayor producción de xantano, En cambio, si no existiese esta regulacion. lo que podria ocurrir es que

GumD sea un factor limitante en la sintesis, y tanto pCD2 como pFusD actuarian en fomia similar. En

este Caso las diferencias observadas se deberían a otros factores. como por ejemplo el numero de copias

de ambos plásmidos (que poseen replicones diferentes). Existen lineas de trabajo en el laboratorio para

seguir estudiando esta sobreproducción dada por pCD2.

La combinación de dos mutaciones, una que afecte la biosintesis de nucleótidos-azúcares. y otra

que inactive ciertos genes de la región gum, dan lugar a fenotipos incapaces de iniciar la sintesis de
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