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Resumen

El trabajo consisti6 en estudiar distintos aspectos de la produccion de
xantano, un exoplisacarido de gran importancia industrial, liberado al medio de
cultivo por la bacteria Xanthomonas campestris un patégeno de plantas.

El estudio se agrupd en tres grandes temas, a saber:

1) Se estudié la sintesis de EPS en siete patovariedades silvestres de Xanthomonas
campestris 'y se comparo, in Vvitro € in vivo con el proceso similar en
Xanthomonas campestris.pv campestris cepa 8004. Esta cepa es también
silvestre y patogeno de cruciferas ( por ejemplo repollo) y ha sido muy
estudiada en el laboratorio.

Los resultados obtenidos fueron comparables cuando no idénticos, a la cepa

modelo.

2) El preparado enzimatico utilizado en este tipo de estudios consiste generalmente
en células permeabilizadas por trtamiento con EDTA y shock frio.
Se puso a punto una técnica alternativa consistente en permeabilizar las
células mediante un tratamiento de electroporacion, técnica aplicada con éxito en
otros sistemas y ampliamente difundida para introducir material genético tanto
en bacterias como en células de ¢ucariotes.
Se logré un preparado enzimatico activo, capaz de acumular tanto

compuestos intermediarios como el xantano terminal.

3) Se estudio el efecto del acetil-CoA en la polimerizacion del xantano in vitro. Se
observd una estimulacidon a concentraciones bajas e inhibicion a
concentraciones altas. Pudo ser demostrado ademas que para poder observar

estos efectos el acetil-CoA, necesario para completar la unidad repetitiva, debe



estar también presente durante el proceso de polimerizacidon, pues no se trata de
una optimizacion de sustrato.
Estos resultados son novedosos y no tienen explicacion sencilla. Se debera

aclarar las causas en un estudio mas detallado.
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I. INTRODUCCION



Xanthomonas campestris es un bacilo gram negativo, perteneciente
a la familia Pseudomonadaceae y al género Xanthomonas que posee siete
especies:

Xanthomonas campestris (agrupados en 200 patovares)

Xanthomonas fragariae

Xanthomonas albilineans

Xanthomonas axonopodis

Xanthomonas populi

Xanthomonas maltophilia

Xanthomonas oryzae

Xanthomonas campestris pv campestris es patégeno para ciertas
plantas , como repollo , coliflor, col, etc., produciendo manchas en las hojas

Estos bacilos son aerdbicos estrictos , oxidasa negativa y catalasa positiva.

En nuestro laboratorio han sido estudiadas dos cepas silvestres de
Xanthomonas campestris pv. campestris diferentes una denominada NRRL B-
1459 (Ielpi citas)y la otra, 8004 (Vojnov tesis doctoral)

Ambas son patogenas, producen colonias visibles a las 24-36 hs. estas
colonias son redondas, lisas, pigmentadas de amarillo y mucoides . Son capaces
de crecer en medio Cadmus y en medio minimo liquido o sélido.

Estas cepas son capaces de producir , un exopolisacarido (EPS), conocido
como Xanthano, responsable de la mucosidad de las colonias en medio solido y

de la viscocidad en los medios de cultivos liquidos.

.

I.1 POLISACARIDOS BACTERIANOS: GENERALIDADES.

Las bacterias, organismos procariontes, producen diferentes tipos de



polisacaridos cuya localizacion y estructura determinan diferentes funciones.

Desde el punto de vista anatomico y recorriendo desde el interior al exterior
de la célula, podemos mencionar: glucégeno, como polisacarido de reserva; la
mureina con funcién estructural; los glucanos y oligosacaridos derivados de
membrana (MDO) ambos periplasmaticos; el lipopolisacarido (LPS), asociado a la
membrana externa, polisacaridos capsulares y por Gltimo, los exopolisacaridos

(EPS) que son liberados al medio extracelular.

I.1.1 Polisacaridos asociados a membrana externa y al espacio peripldsmico.

I.1.1.1 Lipopolisacaridos (LPS):

Este polisacarido complejo solo ha sido descripto en bacterias gram negativas y esta
localizado principalmente en la capa superficial de la membrana externa y por estar
asociado a la parte mas expuesta de la célula, es responsable de algunas
interacciones entre ésta y el medio. Los LPS tienen acidos grasos inmersos en la
membrana externa unidos a su fraccion sacaridica, estas se encuentran de tal manera
que son expuestas hacia el medio extracelular, actuando como receptores de
bacteriéfagos (Cadieux er al, 1983). Como los oligosacaridos expuestos son
antigénicos, son una de las causas de respuestas inmunes o serologicas. Ademas, los
LPS de enterobacterias son responsables de la actividad endotdxica de este grupo de
bacterias (Nowotny, 1984).

Los LPS presentan una gran variedad estructural, formando una familia muy
estudiada de polisacaridos muy complejos (Luderitz, 1971; Rietschel, 1984; Jacobs,
1986). Los mas analizados son los de Salmonella y FEscherichia, estando

constituidos por tres regiones: el Lipido A, el Nucleo y el antigeno-O (Fig 1).
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El lipido A es el unico grupo de fosfolipidos basado en glucosamina en lugar
de glicerol, cuya unica funcion conocida es servir de precursor del LPS, anclando
al LPS a la membrana externa de las bacterias gram negativas.

El nicleo incluye la cadena principal o nucleo interno, y el polisacarido R o
nucleo externo, unidos al Lipido A y al antigeno, respectivamente.

El antigeno-O es la porciéon mas externa del LPS y consiste, en la mayor
parte de las estructuras analizadas, en una unidad de oligosacaridos repetida un
numero n de veces. Esta unidad repetitiva puede contener 3 0 mas azicares y su
composicion es especifica para cada especie, pudiendo variar sustancialmente de
una cepa a otra.

En las bacterias silvestres, el antigeno-O es responsable del aspecto mucoide
de la colonia, denominandosela de tipo mucoide o S (del inglés: Smooth) y en
mutantes en donde el antigeno-O esta ausente, la colonia tiene un aspecto no

mucoide o rugosa, denominandosela rugosa o R (del inglés Rough).

1.1.1.2 EI LPS en Xanthomonas campestris.

Estudios acerca de la composicion de azlicares en X. campestris, revelaron la
presencia de restos glicosidicos infrecuentes como ser D-ramnosa y 3-acetamida-
3,6-dideoxi-D-galactosa como componentes del LPS, en la cepa B-1459
(Hickman y Ashwell, 1966). A pesar que la mayoria de los LPS contienen xilosa
o fucosa, X. campestris no posee ninguno de estos azucares (Volk, 1968).

Otros estudios realizados sobre la cepa NCPPB 45, determinaron la
composicion y estructura del polisacarido O-especifico de su LPS, que como se
puede observar en la Fig. 5 posee Ram, Gal y GalA (Bukharov er al., 1993).

Un trabajo realizado con una cepa mutante X. ¢. pv citrumelo que posee
alterado el rango de hospedador, presenta afectada la biosintesis de su LPS y

también presenta una reduccion importante en la produccion del polisacarido



extracelular. Tanto éste como el LPS podrian ser importantes para la proteccion

de la bacteria contra componentes de defensa de la planta (Kingsley ez al., 1993).

—3-f-D-Galp-(1-3)-a-D-GalpA-(1->2)-a-L-Rhap-(1-3)-a-L-Rhap-

(1>

Fig. : Estructura del antigeno-O de X. campestris (Bukharov et al., 1993).

I.1.1.3  Glucanos periplasmaticos:

1.1.1.3.1 Glucanos p-(1,2) ciclicos en X. campestris:

Ademas de los B-glucanos aislados de diferentes especies de Agrobacterium
y Rhizobium, se han encontrado glucanos B-(1,2) ciclicos en otros dos géneros
bacterianos como ser Xanthomonas y Alcaligenes. Especificamente, en
Xanthomonas, el glucano ciclico tiene un GP de 16, conteniendo una unién
glicosidica (1,6) y una a, que lo distingue de los encontrados en Rhizobiaceae y
Alcaligenes (Amemura y Cabrera-Crespo,1986; Talaga et al.,1996). La presencia
de este compuesto en un patdgeno de plantas como es Xanthomonas, sugiere un

rol de éstos durante la infeccion de células eucariontes.

1.1.1.3.2 Funciones biologicas de los glucanos [-1,2:



Los glucanos B-1,2 de los géneros de la familia Rhizobiaceae juegan un rol
importante en la adaptacion hipoosmotica de la bacteria ( Kennedy ef al., 1982 ),
esto también fue visto en Rhizobium meliloti y Agrobacterium ( Zorreguieta, A.
et al., 1990; Breedveld et al., 1991 ) y como se ha propuesto, también tienen un
rol importante en la interaccion de ésta con la planta durante el proceso de

infeccion.

1.1.1.4 Polisacdridos capsulares (CPS):

Las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (Jann y Jann,
1991; Sutherland, 1988) son productoras de este tipo de polisacaridos que tienen
la caracteristica de permanecer asociados a la célula.

Considerando solo las diferentes de cepas de E.Coli se han descripto 70 tipos
diferentes de capsulas. también en Erwinia que es un patdgeno de plantas se han
encontrado CPSs similares a los encontrados en bacterias entéricas

El acido polisidlico es un exohomopolisacarido cuya estructura y biosintesis
ha sido estudiada con cierto detalle. Este compuesto es un poli «-2,8-N-acido
Neuraminico y es un componente capsular de varias cepas de E. coli (Troy,
1979) y Neisseria meningitidis (Masson y Holheim, 1985). El dador de azucares
en la sintesis del acido polisialico es el CMP-NeuNAc y en algunos casos se ha
descripto la participacion de prenil-fosfatos en el ensamblaje de la cadena
polisialica (Whitfield et al., 1984; Whitfield y Troy, 1984).

(Her et al., 1990); 7, Acido colanico producido por E. coli K-12 (Grant ef al.,1969); 8,

Amylovorano producido por Erwinia amylovora (Smith et al., 1990).

I.1.2 Exopolisacaridos (EPS): Estructura, biosintesis y genética de los EPS.

Los EPS pueden ser homopolimeros o heteropolimeros, y poseer una



variedad de substituyentes no glicosidicos. A su vez éstos pueden ser sintetizados
dentro de la célula o extracelularmente y permanecer o no asociados a ella. Los
mas comunes homopolimeros son: la celulosa en Acetobacter xylinum (Delmer et
al., 1983) Agrobacterium (Matthysse, 1983) y Rizobium (Smit et al., 1987);
Levano en Erwinia (Bennet y Billing, 1980) y Pseudomonas sp (Fett et al.,
1989); Dextranos (Sutherland, 1982). Los glucanos B-(1,2) de Rhizobiaceae, ya
descriptos en las secciones anteriores, son en parte liberados al medio
extracelular; sin embargo en una clasificacion no rigurosa no son incluidos dentro
de los EPS (Hisamatsu et al., 1987).

Los exoheteropolisacaridos son polimeros acidicos, compuestos por unidades
repetitivas, que contienen distintos azucares neutros y acidos urdnicos, asi como
también sustituyentes no glicosidicos. Entre estos podemos mencionar: EPS
producidos por Rhizobia, como el succinoglicano; el polisacarido complejo
producido por Ps. solanacearum y el comercialmente conocido xantano,
producido por X. campestris.

Mientras los homopolisacaridos son sintetizados por diferentes mecanismos
que varian con el tipo de polisacarido, los heteropolisacaridos, en general, son
sintetizados mediante polimerizacion de unidades repetitivas formadas por
transferencia secuencial de monosacaridos, desde los nucledtido-azucares

precursores a lipidos intermediarios de membrana.
1.1.2.1 Homopolisacdridos:

Los homopolimeros producidos por bacterias gram-negativas pueden ser
sintetizados dentro o fuera de la célula y agruparse en tres categorias:
a)-Levano y Dextrano: Son polisacaridos que se sintetizan

extracelularmente. Los dextranos son homopolisacaridos compuestos por una



cadena principal de residuos de glucosas unidas por enlaces 3-(1,6) con cadenas

laterales de glucosas unidas por enlaces a-(1,3). Los dextranos son producidos
por Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacilus y otras bacterias (Sutherland,
1982).

Los levanos son homopolimeros de fructosa y es el EPS mas simple
producido por un patdgeno de plantas como E.amylovora. Una caracteristica
comun entre los dextranos y los levanos es que no requieren de nucledtido-
azucares para su sintesis, los residuos de glucosa y fructosa son provistos por la
sacarosa la cual es convertida a dextrano y a levano extracelularmente por una
Unica enzima, respectivamente (Huang et al., 1979 y Dedonder et al., 1972).

b)-Glucanos: Los polisacaridos de glucosa, pueden poseer uniones B o a.
Entre los primeros, es decir, 8-D-glucanos, se puede mencionar la celulosa, los
glucanos B-(1,2) ciclicos (ver seccién 1. 2. 2.) y el curdlano.

La celulosa es un polimero de D-Glc, unidas por enlaces B-1,4, producido
por Agrobacterium, Rhizobium y A. xylinum. En ésta Gltima, la sintesis de la
celulosa ha sido muy estudiada, al igual que en otros géneros gram-negativos,
que también producen este polimero, como ser: Pseudomonas, Alcaligenes,
Aerobacter, Azotobacter (Ross et al., 1991). Se pudo demostrar, desde hace
algunos arios, que la biosintesis se produce utilizando UDP-Glc (Glaser,1958) y
se ha observado que la presencia de un derivado ciclico de GMP, es importante
para que la biosintesis ocurra (Ross ez al., 1987).

El curdlano es un glucano -1,3 neutro, insoluble en agua y con capacidad
para formar geles. Es producido por Alcaligenes faecalis var Myxogenes (Harada
et al., 1966), algunas cepas de Agrobacterium radiobacter y Agrobacterium
rhizogenes. Este polisacarido, se encuentra comunmente en levaduras, hongos y
plantas superiores como un constituyente de la pared celular (EPS) o como

polisacarido de reserva.



Los curdlanes han demostrado poseer actividad antitumoral (Chihara, 1980),
mientras que los sulfatos de curdlanos y sus derivados ramificados han exhibido

actividad anti-HIV (virus del SIDA)(Yoshida ef al., 1988; Yoshida et al., 1990).

1.1.2.2 Heteropolisacdridos:

Son probablemente los polimeros sintetizados bioldégicamente mas largos y
heterogéneos.

La mayoria de los EPS estan compuestos por unidades repetitivas de
oligosacaridos que proporcionan a la molécula una estructura regular. Estas
unidades poseen diferentes monosacaridos, en un rango de tamafio entre un
disacarido y un octasacarido aunque han sido descriptas unidades repetitivas de
mas de 10 azucares. Los azicares mas comunes que forman parte de la estructura
de estos polimeros naturales son: glucosa, manosa, galactosa, ramnosa y acido
glucurénico. Por otra parte, es frecuente la presencia de substituyentes no
glicosidicos, como ser los grupos acetilos, cetal piruvatos, succinatos. Estos
ultimos substituyentes, junto con los acidos urdnicos, les confieren a la molécula
propiedades acidicas (Sandford, 1979; Sutherland, 1982 y 1985).

En la Fig. 9, se muestra la estructura y composicion de unidades repetitivas

de heteropolisacaridos representativos.
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Fig. 3: Estructura propuesta para varios EPS producidos por diferentes especies de bacterias
Gram negativas: 1, EPS producido por Rhizobium leguminosarum, 8401, bv phaseoli 8002, bv.
rifolii NA-30, bv viciae 8401 pRL1JI (Albersheim er al, 1975; Mc Neil er al., 1986, Morris ez al,
1989); 2, EPS producido por Rhizobium leguminosarum bv viciae 248 (Canter Cremers ez al., 1991);
3, Xantano producido por Xanthomonas campestris (Jansson, et al., 1975); 4, Acetano producido
por Acerobacter xylinum (Couso et al., 1987, Jansson et al., 1993); 5, Succinoglicano o EPS I
producido por Rhizobium meliloti Hisamatsu et al., 1980); 6, EPSb o EPS II de Rhizobium melilot
(Her et al., 1990); 7, Acido colanico producido por £. coli K-12 (Grant ez al.,1969); 8, Amylovorano
producido por Erwinia amylovora (Smith et al., 1990).
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1.1.2.2.1 Heteropolisacaridos liberados al medio extracelular:

Dentro de este grupo podemos nombrar a los EPS producidos por Rizobios
como por ejemplo el succinoglicano producido por Rhizobium meliloti (Aman et
al., 1981; Jannson et al., 1977), y por algunas cepas de Agrobacterium y
Alcaligenes (Hisamatsu et al., 1980) que posee unidades repetitivas de ocho
azucares compuesta por D-Glucosa y D-Galactosa con sustituyentes no
glicosidicos como el acetato, succinato, piruvato ( Sutherland y Tait,. 1992 ).

El acetano producido por Acetobacter xylinum que consiste en una cadena
principal de celulosa con cadenas laterales de cinco azucares ( fig. 9)

Por otro lado podemos mencionar a los producidos por patdgenos de plantas
como Pseudomonas y Xanthomonas:

La mayoria de las bacterias de los géneros Pseudomonas y Xanthomonas
producen EPSs que provee a sus colonias una apariencia mucoide. Las diferentes
patovariedades de P. syringae, que en su mayoria son patogenos de plantas,
producen alginatos y levanos, mientras que los EPS producidos por P.
Solanacearum consisten en una mezcla de polisacaridos complejos (Orgambide
etal., 1991).

El xantano, es el EPS producido por muchas patovariedades de X
campestris 'y constituye el modelo estudiado mas completo de estructura y
sintesis de EPS (Coplin, D. L. y Cook, D. 1990). La unidad repetitiva es un
pentasacarido, compuesto por dos glucosas, dos manosas y un acido glucurénico
(Jannson, et al., 1975). El resultado final de la polimerizacion de estas unidades,
es basicamente una celulosa sustituida, es decir, una cadena principal de
glucosas unidas por enlaces B-1,4, con cadenas laterales de tres azucares (Man-
GlcA-Man), ubicadas alternadamente sobre una glucosa de la cadena principal

(Fig. 9). Ademas, este polimero posee grupos acetilos y cetal piravicos como
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substituyentes no glicosidicos. En la mayoria de los casos, el xantano se
encuentra totalmente acetilado en las manosas internas, mientras que las manosas
externas estan sustituidas alternada y excluyentemente por un grupo acetilo y un

cetal pirivico.

I.1.2.2.2 Biosintesis de los heteropolisacadridos:

A diferencia de los homopolisacaridos, los exoheteropolisacaridos y con la
excepeion antes mencionada del alginato, son sintetizados mediante la formacion
previa de unidades repetitivas.

La mayor parte de los conocimientos que se posee acerca de los mecanismos
biosintéticos de EPS de bacterias Gram-negativas, comenzé con la utilizacién de
sistemas enzimaticos "libres de células" (Garcia er al., 1974), cuyas
preparaciones consistieron en células congeladas y descongeladas en presencia de
EDTA-Tris, técnica ya utilizada por Robbins y col. para aclarar la sintesis del
polisacarido O del LPS (Robbins ef al., 1967). Mediante la utilizacién de estos
experimentos "in vitro", analogos a los utilizados sobre la sintesis de
lipopolisacaridos de Sa/monella newington y la produccién de polisialico en E.
coli (Troy 1979; Vimr et al., 1989), se ha podido estudiar la biosintesis de varios
EPS, como ser: Klebsiella aerogenes (Troy 1979), xantano en X. campestris
(Ielpi et al.,1993), el acetano en A. xylinum (Garcia et al.,1974; Couso, 1982), el
succinoglicano en R. meliloti (Tolmasky, et al., 1982), A. radiobacter (Bassi,
Tesis Doctoral, 1996), el EPS de R. trifolii (Bossio, J. C., tesis doctoral, 1983,
1996) y A. tumefaciens (Tolmasky, 1980)

A pesar de los importantes avances obtenidos en los estudios "in vitro" en la
biosintesis de EPS mediante el sistema antes mencionado, no se pudo detectar la

polimerizacion "in vitro" de los EPS de A. xylinum (Ifion de Iannino et al, 1988),



R. meliloti (Tolmasky et al., 1982) y ni de A. tumefaciens (Staneloni et al., 1984).
La polimerizacién "in vitro", de EPS, utilizando células permeabilizadas por
EDTA, solo se ha logrado en pocos sistemas; el primero de los cuales fue el
xantano, producido por X. campestris (lelpi et al., 1993), y para los EPS de
varias cepas de R. leguminosarum (cepa 8002: biovar. phaseoli, cepa NA-30:
biovar. trifolii, y cepa 8401: pRL1JI: biovar. viciae) (Semino, tesis doctoral,
1994) y Agrobacterium radiobacter y Agrobacterium tumefaciens (Bassi, tesis
doctoral, 1996).

La biosintesis de estos exopolisacaridos, tiene como prototipo la biosintesis
del xantano e involucra la utilizacién de azucares activados en la forma de
nucledtido-difosfato precursores. De esta manera la construccion de un
oligosacarido, correspondiente a una unidad repetitiva, se lleva a cabo a través de
cuatro etapas:

(a). Sintesis de nucledtido-aziicares precursores. Las enzimas responsables

estan localizadas en el citoplasma o débilmente asociadas a la membrana
plasmatica (Whitfield, 1988).

(b). Ensamblado de la unidad repetitiva del EPS, con formacién de un
glicolipido intermediario. Se produce por accion secuencial de glicosil-
transferasas especificas, ubicadas, probablemente, sobre la cara interna de la
membrana plasmatica, en donde los precursores citoplasmaticos estan disponibles
(Reuber y Walker, 1993). Estas enzimas transfieren los diferentes monosacaridos
de la unidad repetitiva, desde sus correspondientes nucleotido-aziicares a un
lipido aceptor intermediario, ubicado en la membrana plasmatica (Leigh. y
Coplin, 1992). Este lipido es un isoprenoide mono fosforilado, del tipo
undecaprenol fosfato (C55-P), similar al aceptor descripto previamente para la
sintesis del LPS y del peptidoglucano (Whitfield, 1988).

(c). Adicion de substituyentes, como acetato, piruvato, succinato,
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hidroxibutirato y sulfato (Leigh y Coplin, 1992). El acetato y el piruvato, son
transferidos a nivel de la unidad repetitiva, a partir de acetil-CoA y PEP (Ielpi et
al., 1981 by 1983).

(d). Polimerizaciéon de las unidades repetitivas completas. En el caso del
xantano se pudo demostrar la transferencia de la cadena creciente del
polisacarido al extremo no reductor de la unidad repetitiva, sintetizada
recientemente. (lelpi et al., 1993) Esta reaccion, de polimerizacion, ocurriria
simultaneamente con la secrecion del polimero, es decir, el EPS se va secretando
a medida que se van polimerizando sus unidades repetitivas. Estudios de la
sintesis del succinoglicano de R. meliloti, indicaron que debido al tamafio del
mismo (aproximadamente 10° Da) se impediria una polimerizacién citoplasmatica
aunque no se llegd a obtener polimerizacion in vitro (Reuber y Walker, 1993).
De todas maneras, el sitio exacto de biosintesis de la unidad repetitiva, la
elongacion de la cadena y la secrecion del EPS son temas aun poco claros.
Algunos resultados no publicados indicarian que las respectivas transferasas de
los cuatro primeros azucares de la unidad repetitiva del xantano se encontrarian

en la membrana interna de la bacteria (Ifion de [annino y Dankert)

1.1.2.2.3 Biosintesis del xantano:

El camino biosintético del Xantano fue determinado en el laboratorio del
Dr.Dankert, siendo esta la primera descripcion realizada en exopolisacaridos.

La sintesis de este exopolisacarido sigue un camino de cuatro etapas. La
primera de ellas es la sintesis de los azucares precursores, UDP-Glc, GDP-Man,
y UDP-GIcA. La segunda etapa es la formacion de las unidades repetetivas,

llevada a cabo por el agregado secuencial de monosacaridos a la molécula
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aceptora el lipido isoprenoide el cual esta anclado a la membrana citoplasmatica
de la bacteria. El orden de adicion es: glucosa -1-P, glucosa, manosa, acido
glucurénico y manosa; catalizadas por la s glicosil-transferasas [ a V,
respectivamente; formandose asi un lipido pentasacarido lineal (lip-P-P-ps) (Ielpi
etal., 1981lay 1993)

En la tercera etapa estos monémeros sufren modificaciones en la primera fase
de biosintesis y son, la entrada de grupos acetilos (provenientes del AcCoA) en la
manosa interna y piruvato (proveniente del PEP) en los carbonos 4 y 6 de la
manosa externa.

Un segundo acetilo ha sido detectado en algunas unidades repetitivas (Ielpi y
Dankert. Resultados no publicados) hoy se ha propuesto que la manosa externa
no substituida del pentasacarido se hala acetilada (Stankowsky et al., 1993).
Tanto la acetilacién como la piruvilacion, ocurren en el estado intermediario y no
en polisacarido directamente (Ielpi et al., 1981 by 1983)

Una vez finalizada la formacion de la unidad repetitiva comienza la cuarta
etapa que es la polimerizacion de los pentasacaridos transfiriendose a la posicion
4 de la glucosa no reductora, con la consiguiente formacién del exopolisacarido
el cual queda formado por una cadena principal de glucosas enlazadas en forma
B-1,4 (estructura semejante a la celulosa) y ramificaciones de manosa-ac.
glucurénico-manosa(lelpi ez al., 1993)

A pesar de que la formacion de las unidades repetitivas es llevada a cabo por
glicosil transferasas altamente especificas, la enzima polimerasa responsable de
la polimerizaciéon de los pentasacaridos para formar la macromolécula de
Xantano es menos especifica, es por esto que cepas mutantes incapaces de formar
pentasacarido, que también han sido estudiadas en nuestro laboratorio
(Vojnov:;Dankert;1991; 1992)(por ej. solo llegan a formar unidad repetitiva en

forma de trisacarido) , logran polimerizar un EPS sin parte de las cadenas
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laterales. La produccion de exopolisacarido en esta cepa es menor que en las
silvestres.
Sobre la liberaciéon de la cadena de Xantano y la secreciéon al medio

extracelular es poco lo que ain se sabe.

1.1.2.3 Funcion de los EPS:

En general, tres propiedades fisicas de los EPS determinan sus funciones
biolégicas. En primer lugar, son muy higroscopicos, por lo que se encuentran
altamente hidratados, protegiendo a la célula contra la desecacion y antibidticos
polipeptidicos hidrofébicos (Coplin y Cook, 1990; Ferris y Beveridge, 1985). En
segundo lugar, los EPS acidicos producidos por muchos patdégenos de plantas son
altamente anionicos, pudiendo actuar como resinas de intercambio, concentrando
minerales y nutrientes en la vecindad de la célula o secuestrando sustancias
toxicas (Norberg y Persson, 1984; Sutherland, 1988; Whitfield, 1988). Por
ultimo, producen soluciones altamente viscosas, ¢ inclusive, geles, lo cual es
determinante en la funcién de proteccion de la célula contra agentes agresivos del
medio ambiente, y en el efecto de oclusién vascular que beneficia la invasividad
y multiplicacién celular en muchos microorganismos patégenos (Leigh y Coplin,
1992).

Las funciones mas importantes desemperiadas por los EPS, sobre las cuales
se han realizado gran cantidad de estudios en los tltimos afios, estan involucradas
en interacciones bacteria-hospedador.

En cuanto al rol que los EPS cumplen en bacterias patégenas de plantas, si
bien en Agrobacterium tumefaciens el EPS es aparentemente innecesario en la
formacion de los tumores, en otras bacterias patogenas, como Pseudomonas

solanacearum y Xanthomonas campestris, producen EPS que desempefian dos

17



funciones muy importantes, causantes de sintomas de enfermedad: producen
oclusion de los vasos del xilema, lo cual provoca el marchitamiento de la planta,
y son parcialmente responsables por el sintoma denominado pudriciéon (water-
soaking), tipico de las enfermedades bacterianas que producen manchas en las
hojas por taponamiento de los vasos de xilema donde se desarrollan las bacterias,
interfiriendo con el transporte de agua y produciendo el marchitamiento (Leigh y
Coplin, 1992; Coplin y Majerczak, 1990).

1.1.2.3.1 Apicaciones industriales del xantano

Este polisacarido tiene gran aplicacion industrial debido a sus propiedades en
solucidn acuosa tales como:

- Pseudoplasticidad

- Aumento de la viscosidad a bajas
concentraciones

- Baja variacion de la viscosidad con la
temperatura

- Habilidad para formar geles con otros

polisacaridos

El xantano también tiene numerosas aplicaciones en la industria alimenticia,
en la preparacion de adhesivos, abrasivos, cosméticos, productos farmaceuticos,
pinturas, tinturas y en la industria del petréleo para su recuperacion de los

yacimientos.
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II. MATERIALES Y METODOS



1.1 CULTIVO DE X. campestris Y PREPARACION DE ENZIMAS.

I1.1.1 Medios de cultivo:

I1.1.1.1: El medio de cultivo usado fue el

desarrollado por Cadmus y colaboradores, que contiene:

% p/v
Glucosa 1,0
Peptona 0,5
Ext. de levadura 0,3
Ext. de malta 0,3

El mismo medio adicionado de un 2% de agar se

utiliz6 para la observacion de colonias en caja de Petri.

II.1.1.2: También se usdé medio minimo para

estudiar la produccion de polisacarido in vivo; el medio contiene:

Para 1000 ml de medio

(NH4),HPO, 1,5 gr.
KH,PO, 1,0 gr.
NaCl 10,0 mgr.
CaCl, 10,0 mgr
MnCl, 10,0 mgr.
Glucosa 40,0 mgr.

Por cada litro de medio de cultivo, se agregd 1 ml de solucion de oligoelementos:

C&Clg.ZHzO

gl-1

0,66
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ZHSO4. 7H20 0,18

2

CuS04.7H,0 0,16
MnS04.7H,0 0.15
CoCl,.6H;0O 0,18
H;BO; 0,10
Na,Mo00,.2H,0 0,30

II.1.2 Condiciones de crecimiento y obtencion de células:

Las células
conservadas en glicerol se transfirieron asépticamente a un erlenmeyer de 10 ml.
con medio Cadmus liquido, se incubd durante 24-48 hs. a 28 °C con agitacion
circular (200 rpm). Se sembraron Cajas de Petri, las que se incubaron en estufas
durante 48 hs. a 28°C .Al cabo de este tiempo se observaron colonias amarillas.
El cultivo de 10 ml fue utilizado para inocular uno de 400 ml. del mismo medio,
y luego de la incubacion, las células en crecimiento exponencial fueron
centrifugadas a 5000 rpm durante 30 min. a 4°C. Esta preparacion se uso para la

obtencion de enzimas para incubaciones in vitro

II.1.3 Preparacion de enzimas:
Las bacterias obtenidas como se describe en la
seccion anterior , se lavaron dos veces con buffer fosfato citrato 10mM. PH=6 y
después del atimo lavado se lo resuspendid con Iml. de buffer EDTA-Tris 10
mM pH=8.
Se midi¢ la concentracion de proteinas por el método de Lowry. Luego esta

preparacion se congel6 a -20°C.
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Para hacer uso de estas preparaciones se descongelan las células y se lavan 3
veces con buffer EDTA-Tris 10 mM pH=8. Luego se resuspenden en el mismo

buffer y se vuelven a congelar. Este preparado enzimatico conserva su actividad

por varios meses.

I1.2 INCUBACION “ESTANDAR”DE CELULAS TRATADAS CON EDTA:

La mezcla de incubacidon estandar contiene 10 ul de buffer Tris-HCI
pH=8,2,-0,5M ; 4 ul de Cl,Mg 100mM; 5 pul de UDP-Glc. 5SmM o 10 ul de UDP-
(**C)Glc 50uM. (A.E : 300 uCi /uMol) , 5 ul de GDP-Man 5 mM o 10 ul de
GDP-(**C)Man 50uM (A.E: 289 uCi/uMol) ; 5 pl. de UDP-GIcA 5 mM ( 0 5 pl.
de UDP-("'C)GIcA , A.E.: 300 uCi /uMol ), siendo el volumen final de la
reaccion 70 pl. . La cantidad de proteinas usadas ( determinadas por el método
Lowry ) de la preparacion enzimatica fué de aproximadamente 700-1000 pg.

La incubacidn se realizo durante 30 minutos a 20°C, luego fue inactivada por
dilucién con 1 ml. de buffer Tris-HCl 70 mM pH=8.2 mas 1,25 umoles de
EDTA. Se agité en vortex , se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos.
Posteriormente se transfirid el sobrenadante a otro tubo y al precipitado se lo lavo
dos veces mas con 0,5 ml de buffer Tris-HCl 70mM pH=8,2 el sobrenadante de
cada uno de los lavados se reunid en solo tubo y se lo llamé “Fraccion de lavado
acuoso ““. Al precipitado del paso anterior se lo extrajo tres veces con 200 ul de
una mezcla de CL3CH-CH30OH-H2O0 (1;2;0.3).Este extracto , al cual llamamos
Extracto 1203” contiene los lipido-fosfo azucares intermediarios en el item I1.4 se
explican los procedimientos a los que fue sometido este extracto.

La fracciéon de lavados que contiene el exceso de nucledtidos que no
reaccionaron, se utilizo para el estudio del exopolisacarido el cual se formo

mediante la polimerizacion in vitro. Esta fraccion fue concentrada bajo presion
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reducida en un rotavapor (Buchi RE-120) y luego sembrada en una columna de
filtraciéon molecular Bio-gel A-5m, como se explica en el punto I1.6.2.
En algunos casos se agregd a los tubos de incubacion

Acetil-CoA en las concentraciones que se indican en cada caso.

I1.2.1 Incubaciones en dos etapas:

Se incub6 en una primera etapa con los substratos correspondientes, se detuvo
la reacciéon con 1,25 umoles de EDTA y se prosiguid con el procedimiento de
lavado acuoso explicado en “Incubacién estandar”. El precipitado lavado se
resuspendié en buffer tris-HCI 70 mM pH: 8,2 y MgCl, manteniendo las
concentraciones iniciales y se incubd nuevamente en las condiciones indicadas. Las

reacciones se inactivaron y procesaron como se indica en “Incubacion estandar”.

I3 ELECTROPORACION DE CELULAS

Para este tratamiento se utilizd un equipo de transfeccion Bio Rad Gene
Pulser, provisto de un controlador de pulso de igual marca.

En una celda de electroporacion de 0,4 cm de luz, se agregaron células
frescas recién cosechadas (células en fase exponencial) alrededor de Img de
proteinas Se agregaron 12,5 pl de agua bidestilada y se coloco a 0°C durante 5 min.
La electroporacion se realizé a diferentes voltajes y resistencias (ver resultados). La
solucion fué rapidamente transferida a los tubos de incubacién Eppendorf que
contenian Tris-HCI, pH: 8,2 y MgCl, para llegar a una concentracion final de 70 y
10 mM respectivamente, y las mismas cantidades de los diferentes nucleétido

azicares descriptos en incubacion de células tratadas



con EDTA Como nucleétido marcado se utiliz6é UDP(14C)GIcA, A.E.300:
uCi/umol, en un volumen total de 70 ul. Tanto el tiempo como la temperatura de
incubacién y la obtencion de los distintos extractos se realizé de la misma manera

que con células incubadas con EDTA.

II.4 TRATAMIENTOS DEGRADATIVOS:

I1.4.1 Hidroélisis dcida suave de lipido aziicar:

Las muestras del “extracto 1203” se
concentraron hasta un volumen de 100ul. bajo corriente de Nj; al cual se le
agregaron 200 ul de H,O desionizada; luego se agregé HCl 1IN Hasta pH=2,
calentandose a 100°C durante 10 minutos. Se llevo a seco bajo presion reducida
dos veces para eliminar el HCI. Finalmente se resuspendi6 en H,O y se procesd

como se indica en cada caso.

I1.5 ELECTROFORESIS EN PAPEL.

Se utilizé6 papel Watman N°1, como buffer de corrida se us6 Acetato de
piridina 1,2 M pH=6,5 (buffer “B”). La corrida se efectu¢ durante 2 horas a 1000
Volts.

Como estandares fueron usados: UMP, AMP, que fueron revelados por su
absorbancia en luz U.V.; acido glucurénico y glucosa cuya ubicacion se
determind con AgNOj; alcalino. Para la ubicacion de los picos de radioactividad

en las tiras de papel, las mismas fueron pasadas por un scanner (Packard)



[1.6 CROMATOGRAFIAS
I1.6.1 Cromatografia en ISACH:

Se uso papel Watman N°1 y como solvente
Isopropanol-Ac.acético- H,O, mezclados en proporcion (27; 4; 9) (v/v) (solvente

C); como estandares se usaron malto-oligosacaridos. Se dejo durante 24 hs.

I1.6.2 Cromatografias en columna de geles:

Se pasaron las muestras a través de
tamices moleculares, las columnas utilizadas fueron: Biogel A-5M (10000-
5.000.000), En todos los casos se utilizd Acetato de piridina 0,1 M. como buffer
de elucion. Se colectaron fracciones de 1ml en un colector FRAC-200
(Pharmacia), en el caso de muestras provenientes de incubaciones in vitro, los
productos de la polimerizacién se determinaron midiendo la radioactividad en
cada una de las fracciones. Para esto, se tomd una alicuota (30 %) de estas
fracciones y se las mezcld con liquido de centelleo (Ultima Gold, Packard), en
viales de plastico, la medida de radioactividad (cpm) fue hecha en un contador de

centelleo Rackbeta 1412 (Wallac)

II.7 DETERMINACION DE AZUCARES POR EL METODO
FENOL-SULFURICO.
Para estandarizar la columna A-5m se usaron como estandares células
(exclusion total) y CoCl2 (inclusion total). Para determinar la ubicacion de estos
aziicares se hizo la reaccion colorimétrica de fenol-sulfirico usando 200ul de la
muestra producto de Biogel A-5m mas 50 ul de fenol 80%, se llevé a Iml. con
H,O y luego se agregd 2,5 ml. de H,SOscc violentamente. Posteriormente se

midi6 en el espectrofotometro a 500 nm.



II.8§ OBTENCION DEL EXOPOLISACARIDO IN VIVO:

Las bacterias fueron cultivadas en
medio minimo en un volumen de 50ml. durante cinco dias a 28°C, luego se
centrifugé a 10.000 rpm durante 10 min, se tomo el sobrenadante libre.de células
y se precipito el exopolisacarido con 2 volimenes de etanol 96% en presenciia de
KCl 1%. Se lo extrajo con una varilla y se lo disolvid en agua por agitacion;

posteriormente se congeld a -70°C durante la noche, y luego se liofilizo.



III. RESULTADOS



III.1 ESTUDIOS CON LAS CEPAS SILVESTRES:

Xanthomonas campestris pv.malvaciarum, Algodén. (Chaco)
Xanthomonas campestris pv Citri, Durazno (San Pedro)
Xanthomonas campestris pv. Citri, Pomelo cancro Fruto (San Pedro)
Xanthomonas campestris pv Citri, Naranjo cancro Fruto (INTA)
Xanthomonas campestris pv Citri, Anana hoja (Concordia)
Xanthomonas A-142

Xanthomonas G-102

Los antecedentes presentados en el capitulo 1, se refieren a los
conocimientos alcanzados, tanto en el aspecto genético como bioquimico, en la
produccion de xantano por Xanthomonas campestris. En particular, los estudios
bioquimicos, "in vitro", que revelaron el camino biosintético de dicho
polisacarido se realizaron en nuestro laboratorio (Ielpi ez al., 1993), utilizando la
cepa silvestre NRRL B-1459.

La caracterizacion bioquimica de la cepas silvestres, fue llevada a cabo
mediante experimentos realizados simultaneamente con la cepa 8004 la cual ha
sido estudiada y se ha demostrado que posee caracteristicas similares a la NRRL
B-1459 en cuanto a la produccion de xantano tanto “in vitro” como “in vivo”
(Tesis Vojnov). Con el objetivo de determinar las similitudes y diferencias entre
éstas en el proceso de biosintesis del EPS. En la primera parte del capitulo 3, se
presentan los resultados obtenidos con las cepas silvestres, mencionando como

referencia a la 8004.
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