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ADP: 5’ adenosina difosfato
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Cm: cloranfenicol

DTT: ditiotreitol

EDTA: etilen diamino tetraacetato

Glc: glucosa

Gm: gentamicina

kDa: kilodaltons

Km: kanamicina

NADP: forma oxidada de la nicotidamida dinucleétido 2-fosfato
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RT: reverse transcriptase: transcriptasa reversa
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Tris: 2-amino 2-hidroximetil 1,3-propanodiol

UDP: 5’ uridina difosfato
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RESUMEN

Hasta la realizacién de la presente tesis se habian clonado vy
secuenciado tres de los genes que participan en la biosintesis del
glucégeno en A. tumefaciens: glgC, glgA y pgm que codifican para la ADP-
glucosa  pirofosforilasa,  glucégeno  sintetasa y fosfoglucomutasa
respectivamente. EIl presente trabajo demuestra la existencia, rio arriba
de este grupo, de otros dos genes mds que participan del metabolismo del
glucégeno, glgP y glgB que codifican para la glucégeno fosforilasa vy
enzima ramificante respectivamente quedando el orden de los genes de 5’
a 3 glgPlglgBlglgClglgAlpgm. Los dos genes fueron completamente
secuenciados. Por otro lado se ha encontrado, mediante la construccién de
cepas mutantes y determinacién de actividades enziméticas, reacciones
de tanscriptasa reversa-PCR y reacciones de primer extension que este
grupo de genes se transcribe como una unica unidad transcripcional y
que el gen de la pgm, ademéds de leerse como parte de este mensajero
policistrénico, posee un mensajero independiente que produciria una
proteina 71 aminodcidos mds corta que la producida a partir del
mensajero mayor. También se ha podido mapear el inicio de ambos
transcriptos  encontrdndose rio arriba del inicio del mensajero
independiente de la pgm una zona promotora que posee una alta
homologia con zonas promotoras de genes TraR autoinducibles presentes
en los plasmidos Ti de tipo octopinas de A. tumefaciens. Con el fin de
corroborar la presencia de un promotor rio arriba de la pgm se ha
construido una fusién traduccional pgm-lacZ, esta fusién se expresa en A.
tumefaciens pero no en E. coli, esto indicaria que este promotor es
especifico para Agrobacterium.
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Introduccion

Familia Rhizobiaceae

Las bacterias pertenecientes a la familia Rhizobiaceae son bacilos
aerobios gram negativos y se caracterizan por ser habitantes del suelo, no
contener endosporas, ser moviles, poder utilizar una amplia variedad de
hidratos de carbono y tener la capacidad de formar interacciones con
plantas. Esta familia se divide en cinco géneros (1):

Rhizobium
Bradyrhizobium
Azorhizobium
Agrobacterium

Phyllobacterium

Las bacterias que pertenecen a los tres primeros géneros son
llamados genéricamente rizobios y producen asociaciones simbidticas con
plantas leguminosas. Los rizobios inducen la formacién de ndédulos en las
raices de plantas leguminosas y son capaces de fijar el nitrégeno
atmosférico en asociacién con las mismas. El género Agrobacterium
contiene dos especies fitopatégenas mientras que Phyllobacterium esta
conformado por bacterias capaces de producir nddulos sobre las hojas de
ciertas especies de las familias Myrsinaceae y Rubiaceae, sin embargo su
capacidad para fijar nitrégeno estd discutida.

Interaccion Agrobacterium-planta

El género Agrobacterium contiene dos especies ampliamente
estudiadas: A. tumefaciens, capaz de inducir la formacién de tumores tipo
agalla y A. rhizogenes, capaz de formar raices adventicias en cabellera,
ambas en una gran variedad de plantas dicotiledéneas y en algunas
gimnospermas y monocotiledéneas. La infeccién se realiza a través de
heridas sobre el tallo y las hojas, donde las bacterias se unen a células
individuales transfiriéndoles  material genético que producird la
transformacién de las células infectadas, adquiriendo de esta forma la
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Introduccion

capacidad de sintetizar hormonas vegetales, tales como auxinas y
citoquinas, que inducen su proliferacién (Figura 1). Ademds las células
vegetales transformadas sintetizan nuevos azicares y aminodcidos
conjugados llamados opinas, que serdn usados por las bacterias como
fuente de carbono y nitrégeno y como sefales capaces de inducir la
conjugacién entre bacterias de los pldsmidos de virulencia. Estos
plasmidos (pTi en A. tumefaciens, Figura 2, y pRi en A. rhizogenes)
contienen los genes de virulencia (genes vir) y el fragmento de DNA que
serd transferido a la planta, el T-DNA (2, 3). Agrobacterium es el unico
género de bacterias descripto hasta ahora que transfiere DNA a
organismos superiores y estudios recientes sugieren que este mecanismo
habria evolucionado a partir del sistema de conjugacién bacteriana (4).

El T-DNA no codifica los productos necesarios para su transferencia
razén por la cual no es considerado un elemento transponible clésico.
Estas funciones estdn codificadas por el plamido Ti en la denominada
regiéon vir que posee aproximadamente 35 Kb y estd organizada en siete
grupos: virA, virB, virC, virD, virE, virG y virH. Por otro lado existen genes
de virulencia cromosomales (chv) que participan en el proceso de unién a
las células de la planta, estos son indispensables para que el proceso de
transferencia del T-DNA sea exitosa. Es interesante resaltar que mientras
la expresion de los genes chv es constitutiva y no estd regulada, la
expresion de los genes vir estd fuertemente regulada (4); por ejemplo en
células vegetativas unicamente virA y virG parecen estar expresdndose
significativamente, sin embargo cuando la bacteria es expuesta a células
de la planta la expresiéon de virB, C,D,Ey G aumenta considerablemente.
Sin embargo las células de la planta deben cumplir ciertos requerimientos
para que esta induccién ocurra, la planta debe poseer lesiones que
inducen la secrecion de ciertos compuestos fendlicos de bajo peso
molecular que son reconocidos por Agrobacterium como moléculas senal
induciendo la expresion de los genes vir. Esta activacién transcripcional
de los genes es esencial y juega un papel central en el proceso de
transformacién de la planta ya que activa el evento de transferencia del
T-DNA (3, 4).

El T-DNA estd delimitado por dos repeticiones de 25 pares de bases
en sus extremos. El borde derecho es esencial para la correcta
transferencia, no asi el izquierdo que puede estar ausente. A la derecha
del borde derecho suele haber una secuencia denominada ode (por
overdrive) que dirige el sentido de la transferencia del T-DNA desde el
borde derecho al izquierdo. Cualquier secuencia de DNA, y tdnicamente
DNA, entre estos extremos es transferido a las células de la planta. Es esta
caracteristica del T-DNA la que se ha aprovechado para utilizar a
Agrobacterium como sistema para la introduccién en forma estable de
material genético en plantas y asi obtener plantas transgénicas.

6



Introduccion

Célula de la planta

Herida

rd

Compuestos fendlicos y azucares
® —

v
v 4

Vir A, Célula de la
Vir G + planta

Genes Vir

Agrobacterium Complejo T
Transferencia —
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- - Nucleo
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<
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mismas por parte de la K j
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FIGURA 1. Mecanismo de infecciéon de A. tumefaciens. Agrobacterium responde a
la induccién por dos clases de moléculas presentes en el ambiente de la herida:
compuestos fendlicos y azicares. La sefial ambiental es transducida por el sistema
ChvE, VirA y VirG resultando en la activacién del regulén vir. Las proteinas Vir
intervienen en diferentes procesos: en la generacién de una hebra de cadena
simple del T-DNA (hebra T), en la formacién de un complejo con la hebra T
denominado complejo T; y como constituyentes de un canal presente en la
membrana interna de la bacteria que lo utiliza para la exportacién del T-DNA. Una
vez que el T-DNA se integra en el genoma de la planta comienza la sintesis de
auxinas y citoquinas.
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Bacterial
conjugation

Opine
catabolism

FIGURA 2. Plasmido Ti tipo octopina. Los
circulos representan las secuencias ode, los
tridngulos, las secuencias  repetidas y
directas. ONC: oncogenes. OPS: genes de la
sintesis de opinas. Tomado de (2).

Replication
incompatability

Polisacaridos de Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium sintetiza una variedad de polisacdridos de diversas
funciones e importancia. Algunos de ellos son:

e Exopolisacdridos

e Lipopolisacdridos

¢ Glucanos B(1-2) ciclicos
e Celulosa

e Glucdgeno

Celulosa

Es un polimero de glucosas unidas por enlaces f(1,4).
Agrobacterium y Rhizobium la sintetizan en forma de microfibrillas que
han sido involucradas en el anclaje de las bacterias sobre la pared de las
células vegetales. Este anclaje no parece ser imprescindible, ya que, por
ejemplo, mutantes de A. tumefaciens no productoras de celulosa siguen
siendo virulentas aunque la cinética de la unién estd alterada. Todos los
genes involucrados en la sintesis de celulosa son cromosomales,
requiriéndose ademds al gen pscA (exoC) (5, 6).

Glucano [(1,2) ciclicos

Es un polimero ciclico de glucosas producido tanto por
Agrobacterium como por Rhizobium con un grado de polimerizacién
promedio de 18 (17 a 40), sustituido con grupos fosfoglicerol, succinato,
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metilpiruvato o piruvato. Este oligosacdrido se acumula en el espacio
periplasmdtico (7, 8) aunque parece ser secretado al medio extracelular
en baja proporcién. Su rol fisiolégico no ha sido aclarado atn, pero a
semejanza del MDO (Membrane Derived Oligosaccharide) en E. coli podria
actuar como osmoregulador en el espacio peripldsmico; en ambos casos su
sintesis se ve inhibida a alta osmolaridad (9, 10). Estd involucrado en el
proceso infeccioso dado que mutantes que no producen glucano son
incapaces de unirse a las células de la planta, presentando un fenotipo
avirulento (11, 12). Hasta el momento se conocen cinco genes
cromosomales necesarios para la virulencia: exoC (6); chvA y chvB (13);y
chvG/chvl (14). El gen chvA (también presente en R. meliloti vy
denominado ndvA) codifica una proteina de membrana interna de 75 kDa
que actia como secretora del glucano recién sintetizado, hacia el espacio
periplasmico (15,16 yl17). ChvB es una proteina intrinseca de membrana
con un peso molecular aparente de 235 kDa (319 kDa, segin datos de
secuencia, (18)) que actia como la maquinaria biosintética del glucano
ciclico (11, 12 y 19). ChvA y ChvB estarian asociadas formando un
complejo proteico sobre la membrana (15). La sintesis del glucano se
realiza en dos etapas: a) elongaciéon del polimero de glucosas sobre la
proteina de 235 kDa con UDP-glucosa como sustrato; b) ciclacion del
oligosacarido y liberacién de la proteina (19). Los lipido-azicares
intermediarios en la sintesis de otros polisacdridos parecen no intervenir
en la sintesis del glucano B(1-2) ciclico (19).

ChvG y Chvl forman un sistema de dos componentes que censa
determinados estimulos externos (osmolaridad, fosfatos, compuestos
fendlicos, nitrégeno, oxigeno, etc.) induciendo la expresién de ciertos
genes (14). ChvG posiblemente se encuentre asociada a la membrana
plasmdtica y se autofosforile en la histidina 352 transfiriendo luego el
fosfato a un residuo de 4dcido aspartico de Chvl. Probablemente el
estimulo inicial que desencadena estos eventos sea censado por el amino
terminal de ChvG. Chvl posee homologia con reguladores de la
transcripcién y posiblemente se comporte como tal en su estado
fosforilado (14).

El producto del gen exoC codifica para wuna enzima, Ila
fosfoglucomutasa, que cataliza la formacién de glucosa-1-fosfato a partir
de glucosa-6-fosfato siendo la primera necesaria para la sintesis de ADP-
glucosa y UDP-glucosa (20).

Exopolisacaridos
Succinoglicano o EPS 1

Es sintetizado tanto por Rhizobium como por Agrobacterium y
9



Introduccion

consiste en un polimero de alto peso molecular de unidades repetitivas
compuestas por glucosa y galactosa en la relacién 7:1 sustituido con restos
acetilo, succinilo y piruvilo (21,22,23).

La biosintesis de EPS I se realiza sobre un intermediario lipidico de
tipo poliprenolfosfato (24, 25) y se han identificado en R. meliloti la
mayoria de los genes involucrados en su sintesis asi como sus funciones
(genes exo) (23, 26, 27). En Agrobacterium tumefaciens se han
identificado so6lo algunos de estos genes, los que fueron denominados en
forma equivalente: exoA, B, C, D, F y G;todos parecen ser cromosomales e
intercambiables con los de R. meliloti, indicando que la semejanza entre
especies no solo es estructural sino también a nivel genético.

Exopolisacarido II (EPS 1I)

En R. meliloti la mutacién del locus cromosomal expR, también
denominado mucR o rexA (28, 29), conduce a la inhibicién de la sintesis
del succinoglicano (EPS I) y a la desrepresién de un conjunto de genes
encargados de la sintesis de un segundo polisacirido denominado EPS II.
La baja concentracion de fosfatos, pero no de nitrégeno o sulfatos seria el
responsable fisiolégico de la estimulaciéon de la sintesis de EPS II en un
proceso independiente de la acciéon del gen mucR (30); un aumento de la
osmolaridad tiene efectos inhibitorios (31).

La estructura del EPS II es la siguiente (32,33)
—3.Gal al—>3Glcfl—>
46 6
Pir Oac

Los genes exoB y exoCy un grupo de genes denominados exp son
necesarios para su sintesis.

Glucogeno

Es el principal polimero de reserva en bacterias y ha sido descripto
en mas de 40 especies distintas incluyendo bacterias fotosintéticas, Gram
positivas, negativas y arquebacterias. Es un polimero de glucosas
linealmente unidas o(1,4) en un 90%, con ramificaciones o(1,6). Es un
compuesto que tiene la propiedad de proveer carbono y energia a
aquellos microorganismos capaces de acumularlo y cumple con los tres
criterios bdasicos para ser considerado apto para almacenar energia (34,
35): (a) acumularse intracelularmente bajo condiciones en las que la
fuente de energia, que se le provee al microorganismo para crecer, estd
en exceso, (b) ser utilizado cuando las fuentes de energia o de carbono ya
no estin disponibles para sustentar el crecimiento o mantener la
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viabilidad celular; y (c) ser capaz de degradarse a una forma energética
utilizable por la célula.

Condiciones  fisiologicas que llevan a la acumulacion de
glucogeno y funciones biologicas del mismo

La acumulacién de glucégeno usualmente ocurre como resultado de
una limitaciéon en el crecimiento bacteriano siempre y cuando haya un
exceso de fuente de carbono en el medio. Muchas especies de bacterias lo
acumulan en fase estacionaria cuando el crecimiento del cultivo cesa
como consecuencia del agotamiento de una fuente de nutriente como
nitrégeno, azufre o fosfato; o porque el pH del medio se ha vuelto
desfavorable para el crecimiento (35, 36). Sin embargo el glucégeno no
parece ser necesario para el crecimiento bacteriano dado que muchas
mutantes de E. coli (37, 38), Salmonella tiphimurium (39) y de
Clostridium pasteurianum (40), deficientes en la sintesis del mismo,
crecen igual que sus contrapartes salvajes.

Cepas salvajes de E. coli, Enterobacter aerogenes y Streptococus
mitis tienen una viabilidad mds prolongada en medios sin fuente exdgena
de carbono y bajo condiciones de ayuno severo que cepas mutantes en la
produccién 'y almacenamiento del glucégeno (35). También se ha
observado que, al contrario de lo que ocurre en cepas salvajes, en
condiciones de ayuno estricto aquellas cepas que no poseen glucégeno
degradan su RNA y proteinas; esto hace creer que el glucégeno podria
actuar preservando los componentes celulares que son mds susceptibles
al “turnover” durante la fase estacionaria del crecimiento. Resumiendo,
algunos experimentos sugieren que el glucégeno podria jugar un papel
importante en la sobrevida de la célula en condiciones de estrés
energético aunque el rol preciso de este polisacirido no queda claro atin.

Enzimas involucradas en el metabolismo del glucégeno

En bacterias la biosintesis del glucégeno comienza con la
transferencia de un residuo de glucosa desde el nucleétido azicar, ADP-
glucosa, a un glucano a(l1,4) preexistente o primer de maltodextrina para
formar un nuevo enlace o(l1,4). El ADP-glucosa es sintetizado a partir de
ATP y o glucosa-1-fosfato (reaccién 1) en una reaccién catalizada por la
enzima homotetramérica ADP-glucosa pirofosforilasa (EC 2.7.7.27), cuyas
subunidades estdn codificadas por el gen glgCen E.coliy S. tiphimurium
(41, 42) La transferencia del ADP-glucosa al glucano o(1,4) (reaccién 2)
estd catalizada por la glucégeno sintetasa (EC 2.4.1.21), enzima codificada
por el gen glgA (43). Los enlaces o(1,6) que conforman el 10% del total de
enlaces del glucégeno se forman por accién de una enzima, la ramificante
(EC 2.4.1.18) (reaccién 3), que estd codificada por el gen glgB (44). La
degradaciéon del glucégeno estd catalizada por dos enzimas: la fosforilasa
(45,46) (EC4.4.1.1) que libera glucosa-1-fosfato a partir del extremo no
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reductor de la cadena o(1,4) (reaccién 4) y estd codificada por el gen glgP;
y la enzima desramificante que cataliza la ruptura de los enlaces a(1,6) o
ramificaciones (reacciéon 5). Resumiendo, la secuencia de reacciones que
conducen a la biosintesis del glucdgeno es:

Reaccién 1) ATP + o glucosa-1-fosfato «——» ADP-glucosa + pirofosfato
Reaccion 2) ADP-glucosa + [o(1,4) glucano],—[a(1,4) glucano],,, + ADP

Reaccion 3) o(1,4) glucano lineal — o(1,6) a(1,4) glucano ramificado

mientras que la degradacion estd representada por las siguientes
reacciones:

Reaccién 4) [o(1,4) glucano], + Pi— [a(1,4) glucano], , + o glucosa-1-P

Reaccion 5) [a(1,4) glucano][e(1,6)], — [a(1,4) glucano][a(1,6)],

Organizacion genomica 'y transcripcional de los genes del
metabolismo del glucogeno en E. coli

Los genes estructurales para la biosintesis del glucégeno mapean a
los 75 min en el cromosoma de E. coli K-12 y estdn organizados en dos
operones adyacentes flanqueados por los genes asd (aspartato
semialdehido deshidrogenasa, EC 1.2.1.11) y glpD (glicerol fosfato
deshidrogenasa, EC 1.1.1.8). La secuencia completa de esta regién (46) de
aproximadamente 15 Kb contiene los genes glgB, glgC, glgA, glgX (luego
identificado como desramificante) (47) y glgP(Y) (48), (homélogo al gen
que codifica para la glucégeno fosforilasa de conejo). Un andlisis detallado
de la organizacién reveld6 que estos genes se transcriben como dos
operones (Figura 3), glgBX y glgCAP (46). Las regiones codificantes de los
genes glgBy glgX se solapan por una base, glgCy glgA estin separados
por 2 bases y glgA y glgP(Y) por 18 bases. Por otro lado una regién no
codificante de aproximadamente 500 bases separan a glgBy glgC y ambos
operones estdn precedidos por promotores regulables durante las fases
del crecimiento.
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asd glgB glgX glgC glgA glgP(Y)
1 H I — [ i —

0 i é 12 Kb

FIGURA 3. Estructura de los operones glucégeno de E. coli K-12. Todos los genes son
transcriptos en la misma direccién, de izquierda a derecha. Tomado de (46).

Ademads de la regulacién transcripcional, en E. coli la biosintesis del
glucégeno tiene otro punto de regulacién a nivel de la enzima ADPGIc
pirofosforilasa dado que su actividad enzimdtica estd regulada
alostéricamente (46).

Control positivo del operon glgCAP(Y) por cAMP y CRP

La primera evidencia que sefial6 al cAMP como posible regulador
positivo en la sintesis del glucégeno en bacterias fue el hecho que el
agregado del mismo a un cultivo de E. coli W4597(K) resultaba en un
moderado aumento en la tasa de biosintesis del polisacdrido (49). Luego
se demostr6 que el gen cya, que codifica para la adenilato ciclasa (EC
4.6.1.1) y el gen crp, que codifica para el receptor de cAMP (CRP), eran
necesarios para una sintesis Optima del glucégeno, y que el agregado
exégeno de cAMP podia restaurar esta sintesis Unicamente en las
mutantes cya pero no en las crp (50).

Mediante experimentos de transcripcidén-traduccién in-vitro 'y
usando como templado un plasmido conteniendo ambos operones se ha
podido demostrar que tanto el cAMP como CRP son fuertes reguladores
positivos (aumentando de 10 a 20 veces la expresién génica) del operdn
glgCAP pero no del glgBX (51). Evidencias directas demostrando la
existencia de secuencias de unién a CRP rio arriba de glgC fueron
obtenidas con experimentos de geles de retardo y de bisqueda de
secuencias consenso para la unién de CRP tanto en E. coli como en S.
tiphimurium (51). El efecto estimulatorio del cAMP fue también
demostrado in-vivo mediante la construccién de fusiones traduccionales
glgC’-lacZ conteniendo 0.5 Kb de la zona rio arriba no codificante de glgC.
Esta fusidon se expresd cinco veces mds en una cepa cya® que en una cepa
isogénica con una delecién del cya cuando se le agregé cAMP exdgeno al
cultivo (52).
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Regulacion por ppGpp

La biosintesis del glucégeno en E. coli estd también positivamente
regulada por ppGpp dado que cepas mutantes en relA (que codifica para
la principal enzima que participa en la biosintesis de ppGpp y pppGpp)
son deficientes en la acumulacion de glucégeno. Se ha demostrado que la
expresion de glgCy glgA es estimulada por ppGpp (50, 52); la expresién
de glgC en experimentos de transcripcién-traduccién in-vitro aument6 de
2 a 4 veces en presencia de ppGpp mientras que la expresion de glgA
parece ser aumentada en 2 veces. Mientras que el agregado de cAMP-CRP
o ppGpp resulté en un aumento de la expresién de glgC de 6 o 2 veces
respectivamente con respecto al basal, cuando se combinaron ambos
reguladores la estimulacién alcanzé 18 veces el basal. El nivel de
expresion de glgB no se ve significativamente afectada por el agregado de

ppGpp.
Control negativo de ambos operones por csrA

Se han encontrado mutantes de E. coli (SG3 y AC70R1) que
acumulan glucégeno en exceso y que muestran una actividad elevada de
las enzimas que participan en la sintesis del glucégeno. Estas mutantes
“desreprimidas” sugirieron por primera vez la presencia de reguladores
negativos en el metabolismo del polisacdrido. Las mutaciones en estas
cepas, glgRy glgQ respectivamente, afectan la transcripcién de los genes
glg; estas mutaciones no han sido aisladas y secuenciadas todavia. Sin
embargo se ha identificado y caracterizado molecularmente un gen
pleiotréopico de E. coli K-12, csrA, que codifica para un modulador
negativo de la transcripcién de ambos operones (53).

Con el objetivo de obtener mayor informacién acerca de esta
regulacién negativa de los genes glg, se aislé una colecciéon de mutantes
por transposicion que sobreproducian glucégeno. Esta estrategia permitié
identificar, clonar, y mapear genes que regulan la biosintesis del
glucégeno en trans. Una de estas mutantes, TRI-5, acumulaba 24 veces
mds glucégeno que la cepa salvaje isogénica. El gen afectado por esta
mutacién, c¢srA (por carbon storage regulator) ha sido clonado,
secuenciado y mapeado en el cromosoma de E. coli y alguno de sus efectos
regulatorios han sido estudiados (53, 54). La mutacién TRI-5 conduce a la
acumulacién de altos niveles de glucégeno dado que causa una elevada
expresiéon de ambos operones, glgC y glgB tanto en fase exponencial como
en estacionaria.

Se ha demostrado que el producto de csrA modula negativamente la
biosintesis del glucégeno alterando la estabilidad de los mensajeros de
ambos operones dado que aumenta la velocidad de degradacién de 5’ a 3’
de sus transcriptos probablemente uniéndose a ellos (55).
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Ademds de su rol como regulador negativo en la biosintesis del
glucégeno, el gen csrA posee otros efectos pleiotrépicos sugiriendo que
podria ser un factor regulatorio global. Otro camino metabdlico que
parece estar regulado por csrA es la gluconeogénesis. La expresion de una
fusiéon de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (EC 4.4.4.38) con lacZ
aument6 dos veces cuando fue colocada en una mutante TRI-5, sugiriendo

que la gluconeogénesis podria estar bajo una regulacién negativa mediada
por csrA.

La regulaciéon genética de la sintesis del glucégeno en E. coli se
resume en la Figura 4.

Fuente de Carbono

PTS/ Otros transportadores
Membrana interna
Transporte de Carbono/ niveles de energia

succinato ?
Gluconeogenesis |
/ 1

Tamano celular

E Amlnoémdos/
/ disponibilidad de energia

Biosintesis de glucdgeno | - PrGpd

FIGURA 4. Regulacién genética de la biosintesis del gluc6geno en E. coli K-12. EI
modelo muestra lo que se conoce hasta el momento acerca de la regulacién positiva
y negativa. Enfatiza el rol de CsrA en esta regulacién y muestra las otras posibles
funciones del gen.

Organizacion genética y regulacion transcripcional de los genes
que participan del metabolismo del glucogeno en Bacillus
subtilis y B. stearothermophilus

La organizacién del operén glucégeno en B. subtilis y en B.
stearothermofilus es diferente de la de E. coli. En B. subtilis el operén esté
localizado rio abajo de trnB que mapea a los 275 min en el cromosoma
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(56). La secuencia de las 9 Kb inmediatamente rio abajo del gen trnB
revelé la existencia de cinco marcos de lectura abiertos continuos,
glgBCDAP formando un operén. Todos las proteinas del operén poseen
una alta homologia con enzimas involucradas en el metabolismo tanto del
glucégeno como del almidén. GigD, ausente en E. coli, es homéloga a GlgC
pero su funcién se desconoce (56). Fusiones traduccionales glgB-lacZ
integradas en el cromosoma revelaron que el oper6n glucégeno estd bajo
el control de un promotor de esporulacién dado que unicamente se
observo actividad de P-galactosidasa cuando la cepa era crecida en un
medio de esporulacién (56). Estos resultados estdn reforzados por el
hecho de que rio arriba de glgB se encuentra una secuencia promotora,
bvx, que estd controlada por una RNA polimerasa que posee un factor
sigma de esporulacién (Ec®).

La misma organizacién genémica se observé para el operdn
glucégeno de B. stearothermophilus (57) que también parece estar
controlado por un promotor que utilizaria una RNA polimerasa que posee
un factor sigma de esporulacion.

Operon glucogeno en Agrobacterium tumefaciens

Hasta la realizacién de esta tesis se sabia que los genes que
codifican para la ADP-glucosa pirofosforilasa, glucégeno sintetasa vy
fosfoglucomutasa (glgC, glgA y pgm) se encontraban en el cromosoma de
A. tumefaciens formando tres marcos de lectura abiertos continuos sin
espacios intergénicos y con transcriptos en el mismo sentido, lo que
sugirié la posibilidad de que formaran parte de un mismo operén (58). La
fosfoglucomutasa (EC 2.7.5.1) es la enzima que cataliza la formacién de o
glucosa-1-fosfato a partir de o glucosa-6-fosfato y el gen que codifica
para ella se encuentra al final del grupo de genes siendo el orden de los
mismos glgC-glgA-pgm.

En el presente trabajo se describe la organizacién genética vy
transcripcional del operén glucégeno de A. tumefaciens.
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Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas bacterianas y pldsmidos usados en esta tesis
listados en la Tabla 1.
TABLA 1
Cepal/plasmido Caracteristicas Referencia
E. coli K-12
DH50-F' IQ F' f 80 d lacZ AMI15A(lacZYA-argF)U 169 deoR
recAl endAl, hsdR17(rk~, mK™¥) phoA, supE44, 1- (59
thi -1, gyrA96, relAl/F’, proAB+ laclq ZAMIS
zzf::Tn5[Km']
DH5a F 7 f 80 d lacZ AM15A(lacZYA-argF)U 169 deoR
recAl endAl, hsdR17(rg", mg*) phoA, supE44, 1- (60)
thi -1, gyrA96, relAl
XL1-Blue MRF’ A(mrcA) 183, A(merCB  -hsd  SMR-mrr) 173,
endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac (61)
[’ proAB, lacld ZA M15, Tnl0(tet")]
A. tumefaciens
A348 wt, pTiA6 Rif" Cm' (62)
Al1120 glgB :: Km' Esta tesis
All21 glgP :: Km' Esta tesis
A5129 pgm ::TnS (58)
pFC6251 30 Kb de DNA genémico de A348 en pVKI02 que (63)
complementa la mutacién exo C
pXHI11 Fragmento Xhol-HindIII de 1.I Kb de PFC6359 (53,
conteniendo el extremo 5’ de glgB y el extremo 3’
de glgP.
pBH26 Fragmento BglII-HindIII de 2,6 Kb de pFC6251 pgqa (esis
conteniendo a glgB en pBluescript II KS (+)
pBH26K pBH26, glgB ::Km* Esta tesis
pBB3 Fragmento Bglll-BamHI de 3 Kb de pFC6251 Esta tesis
conteniendo a glgP en pBluescript IT KS (+)
pBB3K pBB3K, glgP :: Km' Esta tesis
pFus97 Fusién traduccional pgm-lacZ en pBBRMCS-2 Esta tesis
pFus96 lacZ en pBBRMCS-2 Esta tesis
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Medios y condiciones de cultivo

Todas las cepas fueron crecidas en medio Luria (Triptona 10 g/l;
Extracto de levadura 5 g/l; NaCl 5 g/l), a 28° C A. tumefaciens 'y a 37° CE
coli. Cuando fue necesario, los medios se suplementaron con: kanamicina
(Km) 50 pg/ml; ampicilina (Ap) 80 pg/ml, carbenicilina (Cb) 100 pg/ml o
gentamicina (Gm) 5 pg/ml.

Para la produccién de DNA simple cadena se utiliz6 medio YT2x:
Triptona 16 g/l, Extracto de levadura 10 g/l y NaCl 5 g/l

Transformacion de células

E. coli fue transformada por el método del cloruro de calcio tomado
de Maniatis et al. (64). A. tumefaciens fue transformado por
electroporacién segin (65) utilizando un aparato de electroporacién Bio-
Rad (Richmond, CA) y cuvetas Bio-Rad de 0.2 cm; las condiciones de
electroporacion fueron: 25 pF de capacitancia, 400 ohms de resistencia y

2.5 kV de voltaje o pulso eléctrico.

Clonado secuencia y disrupcion de los genes glgB y glgP

Clonado y secuencia

Para el clonado de glgB el c6smido pFC6251, que contiene los genes
glgC, glgA y pgm, y del cual se conocia un mapa de restricciéon parcial (58)
fue digerido con HindIIl y Bglll y un fragmento de 2.6 Kb conteniendo a
glgB fue eluido del gel de agarosa, clonado en el vector pBluescript KSII
(+) (Stratagene) digerido con BamHI y HindIIl e introducido en E. coli
DHS5aF’IQ. Este pldsmido recombinante fue denominado pBH26 y carece
del sitio BamHI en el sitio multiple de clonado.

Para el clonado de glgP el césmido pFC6251 fue digerido con varias
enzimas de restriccién y las digestiones resultantes fueron sometidas a un
Southern Blot utilizando como sonda un fragmento de 0.6 Kb obtenida por
digestion de pXHI11 (ver Tabla 1) que contenia el extremo 3’ de glgP y
unas pocas bases del extremo 5 de glgB. La doble digestién BglII/BamHI
dio como resultado la obtencién de un fragmento de aproximadamente 3
Kb que hibridizé con la sonda utilizada, dicha banda fue eluida del gel de
agarosa, ligada al pBluescript KSII (+) digerido con BamHI e introducido
en E. coli DH50F’1Q. Este plidsmido recombinante fue denominado pBB3.

Para secuenciar ambos genes se realizaron minipreparaciones de
DNA doble cadena (64) o simple cadena por induccién con el fago KO7
(66); las secuencias se realizaron por el método de los dideoxinucledtidos
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de Sanger et al. (67) con Sequenase versiéon 2.0 (United States
Biochemical Corp.).

Disrupcion de glgP y glgB

Para la disrupcién de glgB, el pldsmido pBH26 fue digerido con
BamHI (que posee un sitio de corte a las 1300 bases de glgB) y ligado con
un cassette que otorga resistencia a kanamicina (68), se transformé E. coli
y se seleccioné por resistencia a kanamicina. El pldsmido obtenido,
pBH26::Km (pBH26K, ver Tabla 1), fue purificado y electroporado en A.
tumefaciens A348 y las colonias recombinates fueron seleccionadas con
kanamicina. Los eventos de doble recombinacién fueron seleccionados por
su sensibilidad a carbenicilina, resistencia otorgada por el pBluescript
KSII (+). Los dobles recombinantes fueron confirmados por PCR utilizando
un par de oligonucleétidos que flanquean el sitio de insercién del cassette
y que amplifican un fragmento de 500 bases en la cepa salvaje o uno de
1800 bases en la cepa mutante. Una colonia mutante denominada A1120
fue seleccionada para estudios posteriores.

Para la disrupcién de glgP el plasmido pBB3 fue digerido con BamHI
y EcoRV, rellenado con el fragmento grande de la DNA polimerasa I
(klenow, New England Biolabs, Inc.) y religado con el fin de eliminar el
sitio Pstl del sitio multiple de clonado. El plasmido resultante fue digerido
con Pstl (que posee un sitio de corte a las 914 bases de glgP) y ligado con
un cassette de resistencia a kanamicina. El plasmido obtenido, pBB3::Km
(pBB3K, ver Tabla 1) fue purificado y electroporado en A. tumefaciens
A348 vy las colonias recombinantes fueron seleccionadas con kanamicina.
Los eventos de doble recombinacién fueron seleccionados por su
sensibilidad a carbenicilina. Los doble recombinantes fueron confirmados
por PCR utilizando un par de oligonucleétidos que flanquean el sitio de
insercion del cassette y que amplifican un fragmento de 400 bases en la
cepa salvaje o una de 1700 bases en la cepa mutante. Una colonia
mutante denominada Al1121 fue seleccionada para estudios posteriores.

Reacciones de transcriptasa reversa-PCR (RT-PCR)

Extraccion de RNA y tratamiento con DNAsa

El RNA fue extraido de 10 ml de cultivo en fase estacionaria. Las
células fueron centrifugadas a 10.000 r.p.m. en un rotor Sorvall SS-34 y
resuspendidas en 10 ml de protoplasting buffer: 15 mM Tris-HCI pH 8; 8
mM etilendiaminatetraacido (EDTA) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
USA), 0.45 mM sacarosa y 0.4 pg de lisozima; se incubé 15 min en hielo y
se centrifugé a 7.000 r.p.m. Los protoplastos fueron resuspendidos en 0.5
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ml de buffer de lisis: 10 mM Tris-HC] pH 8; 10 mM NaCl, 1 mM citrato de
Na; 1.5% SDS y 15 pl de dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, USA); se incubé 15 min en hielo. Se agregaron 55 pul de acetato-
Na 2 M pH 4, se homogeneizé y se agregaron 0.5 ml de fenol saturado en
agua (fenol 4cido) y 0.1 ml de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se
dej6 reposar en hielo por 15 min. Se centrifugé 20 min a 14.000 r.p.m. y
la fase orgdnica fue descartada, el RNA se precipitd con 1 volumen de
isopropanol.

El RNA obtenido fue tratado con DNAsa I (Promega Corp.) siguiendo
las instrucciones del fabricante con el objetivo de eliminar posibles
contaminaciones con DNA genémico que pudieran dar falsas sefiales en
las reacciones de RT-PCR.

Reacciones de RT-PCR

Las reacciones se llevaron a cabo con transcriptasa reversa
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Promega Corp.)
y Taq DNA polimerasa (Gibco BRL); ambas usadas de acuerdo a las
instrucciones de los fabricantes. Para las reacciones de transcriptasa
reversa se utilizaron 5 pg de RNA total (calculado por densidad Optica a
260 nm) extraido como se describi6 mds arriba; el oligonucledtido junto
con el RNA y el buffer comercial se calentaron a 90° C durante 4 min y
luego se dejé a temperatura ambiente durante 5 min. La reaccién se llevd
a cabo a 42° C durante 1 hora y se detuvo a 99° Cdurante 5 min. 5 pl de
dicho producto de reacciéon se usaron como templado para realizar la PCR
que consté de 30 ciclos. Los productos de amplificacién se sometieron a
una electroforesis en un gel de agarosa 2%, TBE 1x.

Los oligonucleétidos utilizados fueron: glgPD 5-CAGCGACTGGTTCA
TGGT-3" y glgBU 5’-AATTTCCGTCCAGCGTCA-3’ para la regién comprendida
por los genes glgP y glgB; glgBD 5’-GCACGGCGCCTGGTGAAAAA-3’ y glgCU
5-GCCGAGTGTGAAGATCGGGCG-3’ para la regién comprendida por los
genes glgB y glgC; glgCD 5’-GCCGAGTGTGAAGATCGGGCG-3" y glgAU 5°-
CGCCGCAAAACGCTTCCAGT-3’ para la regiéon comprendida por los genes
glgC y glgA; glgAD 5-AAATGCAGAAACTCGGAATG-3 y pgmD 5°-
GACGTCGTCATAAAGCTCCT-3’ para la regién comprendida por los genes
glgA 'y pgm; pgmU 5-AAAGATCACCGACGCGATCTA-3> Y PGMD para
amplificar una regién interna del gen de la pgm (ver Figura 6).

Primer extension

El sitio de iniciacién de la transcripcion de ambos transcriptos fue
determinado por reacciones de primer extension (64). Las reacciones
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fueron llevadas a cabo con 20 pg de RNA total (calculado por densidad
Optica a 260 nm) obtenido de cultivos en fase estacionaria por el método
descripto mds arriba. Los oligonucleétidos utilizados en estas reacciones
fueron: PEF-2, 5-GCTTGGAATTGTCGGCAT-3" que es complementario a
glgP de la posicién 215 a la 232 y PGMPE-2, 5-AGAGAATGCCGCCCTGAC-3’
que es complementario a pgm de la posicién 251 a la 268 (58) (Figura 6).
Los oligonucle6tidos fueron marcados con ATP-[y?] con la enzima T4
quinasa (New England Biolabs, Inc.) de acuerdo a (64). Luego de la
reaccion de marcaciéon el producto fue parcialmente purificado con una
columna de Sephadex G-50, se recogieron fracciones de 200 pl. El tubo
conteniendo el oligonucleétido marcado fue utilizado para realizar la
reaccion de transcriptasa reversa. El annealing del oligonucleétido con el
RNA se realiz6 calentando a 90° C por 4 min, luego a temperatura
ambiente por 5 min y finalmente fueron colocadas en hielo. La reaccién
de sintesis del cDNA se llevé a cabo con transcriptasa reversa (Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Promega Corp.) a 42° C
por 1 hora y la reaccién se detuvo calentando la muestra a 99° Cpor 5
min. Los productos de la reaccién fueron sometidos a una electroforesis
en gel de poliacrilamida 6,5% y en paralelo se corrieron reacciones de
secuencia realizadas con los mismos oligonucle6tidos utilizados en la
reaccién de sintesis del c¢cDNA y utilizando como templado plasmidos
conteniendo las secuencias apropiadas. Los controles se realizaron sin el
agregado de transcriptasa reversa y luego se utilizé este producto de
reaccion como templado para realizar la PCR.

Tincion de las colonias con iodo

Para realizar la prueba del iodo Agrobacterium fue crecido en
medio AB (K,HPO, 3 g; NaH,PO,-H,O 1.14 g; NH,C1 1 g; MgSO,7H,0 0.3 g;
KCl 0.15 g; CaCl, 0.01 g en un litro de medio final) suplementado con
glucosa 1% durante 48 horas y luego a la placa se le agreg6 una solucidén
de 1,/IK, 0.01M/0.03M. Se determiné el color de las colonias luego de 2 a
5 min.

Determinacion de actividades enzimaticas

Cultivos en fase estacionaria fueron centrifugados a 10.000 x g por
20 min y resuspendidos en un buffer (2 ml por gr de peso himedo)
conteniendo 40 mM buffer Tris-Acetato pH 7.5, 5 mM EDTA, 5 mM
ditiotreitol (DTT), (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA). Luego se
incubé con lisozima, 2 mg/ml (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) y 2
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mM de Fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) (Sigma Chemical Co. St. Louis,
MO, USA) por 1 hora a 4° Cy las células fueron rotas con tres ciclos de
compresion/descompresién en una French Press. Los extractos fueron
centrifugados a 10.000 r.p.m. en un rotor SS-34 y los sobrenadantes
(extractos crudos) fueron utilizados para la determinacién de las
actividades enziméticas.

Enzima ramificante (GlgB)

Los ensayos fueron realizados de acuerdo a (69) y estin basados en
la capacidad de los extractos crudos de sintetizar glucégeno a partir de
glucosa-1-P y utilizando la enzima fosforilasa de conejo.

ADP-glucosa pirofosforilasa (GlgC)

Los ensayos fueron realizados de acuerdo a (70). La mezcla de
reaccién contenia buffer MOPS 80 mM pH 7.5, 5SmM MgCl,, 5 mM NaF, 2.5
mM ADP-glucosa, 2 mg/ml de BSA, 1 mM fructosa-6-fosfato y extracto
crudo en un volumen final de 0.125 ml. La reaccién se comenzé con el
agregado de 6x10° cpm de **PPi (30 uCi/mMol) y se incubé por 10 min a
37 °C. La reaccién se detuvo agregando 4cido tricloroacético (TCA) S % vy
el [**P]-ATP formado fue adsorbido con carbén activado, lavado dos veces
con TCA 5 % y la radioactividad liberada por hidrélisis dcida con HC1 1 N a
100° C por 10 min fue contada en un contador de centelleo liquido.

Glucogeno sintetasa (GlgA)

Los ensayos se realizaron de acuerdo a (71). La mezcla de reaccidn
contenia buffer MOPS 55.5 mM pH 7, 27.7 mM KCl, 0.05 % de glucégeno,
5.55 mM DTT y extracto crudo en un volumen final de 0.180 ml. La
reaccion se comenzd con el agregado de 17.7 mM ADP["C]-glucosa (30
uCi/mMol) y se incubé a 30° C durante 30 min. La reaccién se detuvo por
el agregado de metanol/KCl, 75%/1%, se dej6 precipitar el glucégeno
durante 5 min y se centrifugé a 2.000 r.p.m. durante 5 min. El glucégeno
insoluble se lavé dos veces con metanol y el precipitado se disolvié en
agua y se contd la radioactividad incorporada en un contador de centelleo
liquido.

Fosfoglucomutasa (Pgm)

Los ensayos se realizaron de acuerdo a (72). La mezcla de reaccidn
contenia buffer MOPS 49 mM pH 7.5, 0.49 mM NADP, 1.96 mM Glc-1-P,
0.049 mM Glcl-6-diP y extracto crudo en un volumen final de 1 ml. La
reaccién se comenzé con el agregado de 1 U de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y se estim6 la actividad siguiendo la reduccién del NADP
midiendo la absorbancia en un espectrofotémetro a 340 nm.
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