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RESUMEN

Hasta la realización de la presente tesis se habían clonado y
secuenciado tres de los genes que participan en la biosíntesis del
glucógeno en A. tumefaciens: glgC, glgA ypgm que codifican para la ADP­
glucosa pirofosforilasa, glucógeno sintetasa y fosfoglucomutasa
respectivamente. El presente trabajo demuestra la existencia, río arriba
de este grupo, de otros dos genes más que participan del metabolismo del
glucógeno, glgP y glgB que codifican para la glucógeno fosforilasa y
enzima ramificante respectivamente quedando el orden de los genes de 5’
a 3’ glgP/glgB/glgC/glgA/pgm. Los dos genes fueron completamente
secuenciados. Por otro lado se ha encontrado, mediante la construcción de
cepas mutantes y determinación de actividades enzimáticas, reacciones
de tanscriptasa reversa-PCR y reacciones de primer extension que este
grupo de genes se transcribe como una única unidad transcripcional y
que el gen de la pgm, además de leerse como parte de este mensajero
policistrónico, posee un mensajero independiente que produciría una
proteína 71 aminoácidos más corta que la producida a partir del
mensajero mayor. También se ha podido mapear el inicio de ambos
transcriptos encontrándose río arriba del inicio del mensajero
independiente de la pgm una zona promotora que posee una alta
homología con zonas promotoras de genes TraR autoinducibles presentes
en los plásmidos Ti de tipo octopinas de A. tumefaciens. Con el fin de
corroborar la presencia de un promotor río arriba de la pgm se ha
construído una fusión traduccional pgm-lacZ, esta fusión se expresa en A.
tumefaciens pero no en E. coli, esto indicaría que este promotor es
específico para Agrobacterium.



INTRODUCCION



Introducción

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 móviles, 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

Bradyrhízobium

Azorhizobium

Agrobacterium

Phyllobacterium

Las bacterias que pertenecen a los tres primeros géneros son
llamados genéricamente rizobios y producen asociaciones simbióticas con
plantas leguminosas. Los rizobios inducen 1a formación de nódulos en las
raíces de plantas leguminosas y son capaces de fijar el nitrógeno
atmosférico en asociación con las mismas. El género Agrobacterium
contiene dos especies fitopatógenas mientras que Phyllobacterium está
conformado por bacterias capaces de producir nódulos sobre las hojas de
ciertas especies de las familias Myrsinaceae y Rubiaceae, sin embargo su
capacidad para fijar nitrógeno está discutida.

Interacción Agrobacterium-planta
El género Agrobacterium contiene dos especies ampliamente

estudiadas: A. tumefaciens, capaz de inducir la formación de tumores tipo
agalla y A. rhizogenes, capaz de formar raíces adventicias en cabellera,
ambas en una gran variedad de plantas dicotiledóneas y en algunas
gimnospermas y monocotiledóneas. La infección se realiza a través de
heridas sobre el tallo y las hojas, donde las bacterias se unen a células
individuales transfiriéndoles material genético que producirá la
transformación de las células infectadas, adquiriendo de esta forma la
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Introducción

capacidad de sintetizar hormonas vegetales, tales como auxinas y
citoquinas, que inducen su proliferación (Figura 1). Además las células
vegetales transformadas sintetizan nuevos azúcares y aminoácidos
conjugados llamados opinas, que serán usados por las bacterias como
fuente de carbono y nitrógeno y como señales capaces de inducir la
conjugación entre bacterias de los plásmidos de virulencia. Estos
plásmidos (pTi en A. tumefaciens, Figura 2, y pRi en A. rhizogenes)
contienen los genes de virulencia (genes vir) y el fragmento de DNA que
será transferido a la planta, el T-DNA (2, 3). Agrobacterium es el único
género de bacterias descripto hasta ahora que transfiere DNA a
organismos superiores y estudios recientes sugieren que este mecanismo
habría evolucionado a partir del sistema de conjugación bacteriana (4).

El T-DNA no codifica los productos necesarios para su transferencia
razón por la cual no es considerado un elemento transponible clásico.
Estas funciones están codificadas por el plámido Ti en la denominada
región vir que posee aproximadamente 35 Kb y está 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 unión 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 expresión de los genes chv es constitutiva y no está regulada, la
expresión de los genes vir está fuertemente regulada (4); por ejemplo en
células vegetativas únicamente virA y virG parecen estar expresándose
significativamente, sin embargo cuando la bacteria es expuesta a células
de la planta la expresión de virB, C,D,Ey Gaumenta considerablemente.
Sin embargo las células de la planta deben cumplir ciertos requerimientos
para que esta inducción ocurra, la planta debe poseer lesiones que
inducen la secreción de ciertos compuestos fenólicos de bajo peso
molecular que son reconocidos por Agrobacterium como moléculas señal
induciendo la expresión de los genes vir. Esta activación transcripcional
de los genes es esencial y juega un papel central en el proceso de
transformación de la planta ya que activa el evento de transferencia del
T-DNA (3, 4).

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

/
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FIGURA 1. Mecanismo de infección de A. tumefaciens. Agrobacterium responde a
la inducción por dos clases de moléculas presentes en el ambiente de la herida:
compuestos fenólicos y azúcares. La señal ambiental es transducida por el sistema
ChvE, VirA y VirG resultando en la activación del regulón vir. Las proteínas Vir
intervienen en diferentes procesos: en la generación de una hebra de cadena
simple del T-DNA (hebra T), en la formación 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 exportación del T-DNA. Una
vez que el T-DNA se integra en el genoma de la planta comienza la síntesis de
auxinas y citoquinas.
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Polisacáridos de Agrobacterium tumefaciens
Agrobacterium sintetiza una variedad de polisacáridos de diversas

funciones e importancia. Algunos de ellos son:

o Exopolisacáridos

o Lipopolisacáridos

o Glucanos [3(1-2) cíclicos

o Celulosa

o Glucógeno

Celulosa

Es un polímero de glucosas unidas por enlaces B(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 unión está alterada. Todos los
genes involucrados en la síntesis de celulosa son cromosomales,
requiriéndose además al gen pscA (exoC) (5,6).

Glucano B(1,2) cíclicos

Es un polímero cíclico de glucosas producido tanto por
Agrobacterium como por Rhizobium con un grado de polimerización
promedio de 18 (17 a 40), sustituído con grupos fosfoglicerol, succinato,

8
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metilpiruvato o piruvato. Este oligosacárido se acumula en el espacio
periplasmático (7, 8) aunque parece ser secretado al medio extracelular
en baja proporción. Su rol fisiológico no ha sido aclarado aún, pero a
semejanza del MDO (Membrane Derived Qligosaccharide) en E. coli podría
actuar como osmoregulador en el espacio periplásmico; en ambos casos su
síntesis se ve inhibida a alta osmolaridad (9, 10). Está 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 (ll, 12). Hasta el momento se conocen cinco genes
cromosomales necesarios para la virulencia: exoC (6); cth y chvB (13); y
chvG/chvl (14). El gen cth (también presente en R. meliloti y
denominado ndvA) codifica una proteína de membrana interna de 75 kDa
que actúa como secretora del glucano recién sintetizado, hacia el espacio
periplásmico (15,16 yl7). ChvBes una proteína intrínseca de membrana
con un peso molecular aparente de 235 kDa (319 kDa, según datos de
secuencia, (18)) que actúa como la maquinaria biosintética del glucano
cíclico (11, 12 y 19). Cth y ChvB estarían asociadas formando un
complejo proteico sobre la membrana (15). La síntesis del glucano se
realiza en dos etapas: a) elongación del polímero de glucosas sobre la
proteína de 235 kDa con UDP-glucosa como sustrato; b) ciclación del
oligosacárido y liberación de la proteína (19). Los lípido-azúcares
intermediarios en la sintesis de otros polisacáridos parecen no intervenir
en la síntesis del glucano B(1-2) cíclico (19).

ChvG y ChVI forman un sistema de dos componentes que censa
determinados estímulos externos (osmolaridad, fosfatos, compuestos
fenólicos, nitrógeno, oxígeno, etc.) induciendo la expresión de ciertos
genes (14). ChvG posiblemente se encuentre asociada a la membrana
plasmática y se autofosforile en la histidina 352 transfiriendo luego el
fosfato a un residuo de ácido aspártico de Cth. Probablemente el
estímulo inicial que desencadena estos eventos sea censado por el amino
terminal de ChvG. Cth posee homología con reguladores de la
transcripción y posiblemente se comporte como tal en su estado
fosforilado (14).

El producto del gen exoC codifica para una enzima, la
fosfoglucomutasa, que cataliza la formación de glucosa-l-fosfato a partir
de glucosa-ó-fosfato siendo la primera necesaria para la síntesis de ADP­
glucosa y UDP-glucosa (20).

Exopolisacáridos
Succinoglicano o EPS I

Es sintetizado tanto por Rhizobium como por Agrobacterium y
9



Introducción

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

La biosíntesis de EPS I se realiza sobre un intermediario lipídico de
tipo poliprenolfosfato (24,25) y se han identificado en R. meliloti la
mayoría de los genes involucrados en su síntesis así como sus funciones
(genes exo) (23, 26, 27). En Agrobacterium tumefaciens se han
identificado sólo algunos de estos genes, los que fueron denominados en
forma equivalente: eon, 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.

Exopolisacárido II (EPS II)
En R. meliloti la mutación del locus cromosomal epr, también

denominado mucR o rexA (28, 29), conduce a la inhibición de la síntesis
del succinoglicano (EPS I) y a la desrepresión de un conjunto de genes
encargados de la síntesis de un segundo polisacárido denominado EPS II.
La baja concentración de fosfatos, pero no de nitrógeno o sulfatos sería el
responsable fisiológico de la estimulación de la síntesis de EPS II en un
proceso independiente de la acción 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 ocl—’ 3Glcl31—>
4 6 6

Pir Oac

Los genes exoB y exoC y un grupo de genes denominados exp son
necesarios para su síntesis.

Glucógeno
Es el principal polímero de reserva en bacterias y ha sido descripto

en más de 40 especies distintas incluyendo bacterias fotosintéticas, Gram
positivas, negativas y arquebacterias. Es un polímero de glucosas
linealmente unidas 0L(1,4) en un 90%, con ramificaciones a(l,6). Es un
compuesto que tiene la propiedad de proveer carbono y energía a
aquellos microorganismos capaces de acumularlo y cumple con los tres
criterios básicos para ser considerado apto para almacenar energía (34,
35): (a) acumularse intracelularmente bajo condiciones en las que la
fuente de energía, que se le provee al microorganismo para crecer, está
en exceso, (b) ser utilizado cuando las fuentes de energía o de carbono ya
no están 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 fisiológicas que llevan a la acumulación de
glucógeno y funciones biológicas del mismo

La acumulación de glucógeno usualmente ocurre como resultado de
una limitación 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
nitrógeno, azufre o fosfato; o porque el pH del medio se ha vuelto
desfavorable para el crecimiento (35, 36). Sin embargo el glucógeno 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 síntesis del mismo,
crecen igual que sus contrapartes salvajes.

Cepas salvajes de E. coli, Enterobacter aerogenes y Streptococus
mitis tienen una viabilidad más prolongada en medios sin fuente exógena
de carbono y bajo condiciones de ayuno severo que cepas mutantes en la
producción y almacenamiento del glucógeno (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 glucógeno
degradan su RNA y proteínas; esto hace creer que el glucógeno podría
actuar preservando los componentes celulares que son más susceptibles
al ”turnover” durante la fase estacionaria del crecimiento. Resumiendo,
algunos experimentos sugieren que el glucógeno podría jugar un papel
importante en la sobrevida de la célula en condiciones de estrés
energético aunque el rol preciso de este polisacárido no queda claro aún.

Enzimas involucradas en el metabolismo del glucógeno

En bacterias la biosíntesis del glucógeno comienza con la
transferencia de un residuo de glucosa desde el nucleótido azúcar, ADP­
glucosa, a un glucano 0L(1,4)preexistente o primer de maltodextrina para
formar un nuevo enlace oc(1,4). El ADP-glucosa es sintetizado a partir de
ATP y ocglucosa-l-fosfato (reacción 1) en una reacción catalizada por la
enzima homotetramérica ADP-glucosa pirofosforilasa (EC 2.7.7.27), cuyas
subunidades están codificadas por el gen glgC en E. coli y S. tiphimurium
(41, 42) La transferencia del ADP-glucosa al glucano oc(1,4) (reacción 2)
está catalizada por la glucógeno sintetasa (EC2.4.1.21), enzima codificada
por el gen glgA (43). Los enlaces a(l,6) que conforman el 10% del total de
enlaces del glucógeno se forman por acción de una enzima, la ramificante
(EC 2.4.1.18) (reacción 3), que está codificada por el gen glgB (44). La
degradación del glucógeno está catalizada por dos enzimas: la fosforilasa
(45, 46) (EC4.4.1.1) que libera glucosa-l-fosfato a partir del extremo no
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reductor de la cadena (x(1,4) (reacción 4) y está codificada por el gen glgP;
y la enzima desramificante que cataliza la ruptura de los enlaces 0t(1,6) o
ramificaciones (reacción 5). Resumiendo, la secuencia de reacciones que
conducen a la biosíntesis del glucógeno es:

Reacción l) ATP + a glucosa-l-fosfato 4———>ADP-glucosa + pirofosfato

Reacción 2) ADP-glucosa + [Ot(1,4) glucano]n—————>[a(1,4)glucano]n+1 + ADP

Reacción 3) 0t(l,4) glucano lineal —> a(1,6) oc(1,4) glucano ramificado

mientras que la degradación está representada por las siguientes
reacciones:

Reacción 4) [oc(1,4) glucano]n +Pi——> [a(1,4) glucano]n_l+ a glucosa-l-P

Reacción 5) [oc(1,4) glucano][0t(1,6)]n-——-> [(X(1,4) glucano][oz(1,6)]n_l

Organización genómica y transcripcional de los genes del
metabolismo del glucógeno en E. coli

Los genes estructurales para la biosíntesis del glucógeno mapean a
los 75 min en el cromosoma de E. coli K-12 y están organizados en dos
operones adyacentes flanqueados por los genes asd (aspartato
semialdehído deshidrogenasa, FE 1.2.1.11) y glpD (glicerol fosfato
deshidrogenasa, EC 1.1.1.8). La secuencia completa de esta región (46) de
aproximadamente 15 Kb contiene los genes glgB, glgC, glgA, gng (luego
identificado como desramificante) (47) y glgP(Y) (48), (homólogo al gen
que codifica para la glucógeno fosforilasa de conejo). Un análisis detallado
de la organización reveló que estos genes se transcriben como dos
operones (Figura 3), glgBX y glgCAP (46). Las regiones codificantes de los
genes glgB y gng se solapan por una base, glgCy glgA están separados
por 2 bases y glgA y glgP(Y) por 18 bases. Por otro lado una región no
codificante de aproximadamente 500 bases separan a glgB y glgC y ambos
operones están precedidos por promotores regulables durante las fases
del crecimiento.
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asd gIgB gIgX gIgC gIgA gIgP( Y)
,4 H I H I H 1—.
0 J á 12 Kb

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

Además de la regulación transcripcional, en E. coli la biosíntesis del
glucógeno tiene otro punto de regulación a nivel de la enzima ADPGlc
pirofosforilasa dado que su actividad enzimática está regulada
alostéricamente (46).

Control positivo del operón glgCAP(Y) por CAMP y CRP

La primera evidencia que señaló al CAMP como posible regulador
positivo en la síntesis del glucógeno 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 biosíntesis del polisacárido (49). Luego
se demostró que el gen cya, que codifica para la adenilato ciclasa (FC
4.6.1.1) y el gen crp, que codifica para el receptor de cAMP (CRP), eran
necesarios para una síntesis óptima del glucógeno, y que el agregado
exógeno de CAMP podía restaurar esta síntesis únicamente en las
mutantes cya pero no en las crp (50).

Mediante experimentos de transcripción-traducción in-vitro y
usando como templado un plásmido conteniendo ambos operones se ha
podido demostrar que tanto el cAMP como CRP son fuertes reguladores
positivos (aumentando de 10 a 20 veces la expresión génica) del operón
glgCAP pero no del glgBX (51). Evidencias directas demostrando la
existencia de secuencias de unión a CRP río arriba de glgC fueron
obtenidas con experimentos de geles de retardo y de búsqueda de
secuencias consenso para la unión de CRP tanto en E. coli como en S.
tiphimurium (51). El efecto estimulatorio del cAMP fue también
demostrado in-vivo mediante la construcción de fusiones traduccionales
glgC’-lacZ conteniendo 0.5 Kb de la zona río arriba no codificante de glgC.
Esta fusión se expresó cinco veces más en una cepa cya+ que en una cepa
isogénica con una deleción del cya cuando se le agregó CAMP exógeno al
cultivo (52).
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Regulación por ppGpp

La biosíntesis del glucógeno en E. coli está también positivamente
regulada por ppGpp dado que cepas mutantes en relA (que codifica para
la principal enzima que participa en la biosíntesis de ppGpp y pppGpp)
son deficientes en la acumulación de glucógeno. Se ha demostrado que la
expresión de glgCy glgA es estimulada por ppGpp (50, 52); la expresión
de glgC en experimentos de transcripción-traducción in-vitro aumentó de
2 a 4 veces en presencia de ppGpp mientras que la expresión de glgA
parece ser aumentada en 2 veces. Mientras que el agregado de cAMP-CRP
o ppGpp resultó en un aumento de la expresión de glgC de 6 o 2 veces
respectivamente con respecto al basal, cuando se combinaron ambos
reguladores la estimulación alcanzó 18 veces el basal. El nivel de
expresión 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 AC7OR1) que
acumulan glucógeno en exceso y que muestran una actividad elevada de
las enzimas que participan en la síntesis del glucógeno. Estas mutantes
“desreprimidas” sugirieron por primera vez la presencia de reguladores
negativos en el metabolismo del polisacárido. Las mutaciones en estas
cepas, glgR y gng respectivamente, afectan la transcripción de los genes
glg; estas mutaciones no han sido aisladas y secuenciadas todavía. Sin
embargo se ha identificado y caracterizado molecularmente un gen
pleiotrópico de E. coli K-12, csrA, que codifica para un modulador
negativo de la transcripción de ambos operones (53).

Con el objetivo de obtener mayor información acerca de esta
regulación negativa de los genes glg, se aisló una colección de mutantes
por transposición que sobreproducían glucógeno. Esta estrategia permitió
identificar, clonar, y mapear genes que regulan la biosíntesis del
glucógeno en trans. Una de estas mutantes, TRI-5, acumulaba 24 veces
más glucógeno que la cepa salvaje isogénica. El gen afectado por esta
mutación, csrA (por carbon storage Legulator) ha sido clonado,
secuenciado y mapeado en el cromosoma de E. coli y alguno de sus efectos
regulatorios han sido estudiados (53, 54). La mutación TRI-5 conduce a la
acumulación de altos niveles de glucógeno dado que causa una elevada
expresión de ambos operones, glgC y glgB tanto en fase ¡exponencial como
en estacionaria.

Se ha demostrado que el producto de csrA modula negativamente la
biosíntesis del glucógeno alterando la estabilidad de los mensajeros de
ambos operones dado que aumenta la velocidad de degradación de 5’ a 3’
de sus transcriptos probablemente uniéndose a ellos (55).
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Además de su rol como regulador negativo en la biosíntesis del
glucógeno, el gen csrA posee otros efectos pleiotrópicos sugiriendo que
podría ser un factor regulatorio global. Otro camino metabólico que
parece estar regulado por csrA es la gluconeogénesis. La expresión de una
fusión de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (EC 4.4.4.38) con lacZ
aumentó dos veces cuando fue colocada en una mutante TRI-5, sugiriendo
que la gluconeogénesis podría estar bajo una regulación negativa mediada
por csrA.

La regulación genética de la síntesis del glucógeno en E. coli se
resume en la Figura 4.

Fuente de Carbono

I PQOtros transportadoresv
Membranainterna /' l

Transportede i Carbono/nivelesde energía
succinato ? ,

+- ‘\ M
/ + Aminoácidos/

_ / disponibilidaddeenergía
- +

l Biosíntesisde glucógeno| <—
Tamaño celular

FIGURA 4. Regulación genética de la biosíntesis del glucógeno en E. coli K-12. El
modelo muestra lo que se conoce hasta el momento acerca de la regulación positiva
y negativa. Enfatiza el rol de CsrA en esta regulación y muestra las otras posibles
funciones del gen.

Organización genética y regulación transcripcional de los genes
que participan del metabolismo del glucógeno en Bacillus
subtilis y B. stearothermophilus

La organización del operón glucógeno en B. subtilis y en B.
stearothermofilus es diferente de la de E. coli. En B. subtilis el operón está
localizado río abajo de trnB que mapea a los 275 min en el cromosoma

15



Introducción

(56). La secuencia de las 9 Kb inmediatamente río abajo del gen trnB
reveló la existencia de cinco marcos de lectura abiertos continuos,
glgBCDAP formando un operón. Todos las proteínas del operón poseen
una alta homología con enzimas involucradas en el metabolismo tanto del
glucógeno como del almidón. GlgD, ausente en E. coli, es homóloga a GlgC
pero su función se desconoce (56). Fusiones traduccionales glgB-lacZ
integradas en el cromosoma revelaron que el operón glucógeno está bajo
el control de un promotor de esporulación dado que únicamente se
observó actividad de B-galactosidasa cuando la cepa era crecida en un
medio de esporulación (56). Estos resultados están reforzados por el
hecho de que río arriba de glgB se encuentra una secuencia promotora,
bvx, que está controlada por una RNA polimerasa que posee un factor
sigma de esporulación (EoE).

La misma organización genómica se observó para el operón
glucógeno de B. stearothermophilus (57) que también parece estar
controlado por un promotor que utilizaría una RNA polimerasa que posee
un factor sigma de esporulación.

Operón glucógeno en Agrobacterium tumefaciens

Hasta la realización de esta tesis se sabía que los genes que
codifican para la ADP-glucosa pirofosforilasa, glucógeno sintetasa y
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
sugirió la posibilidad de que formaran parte de un mismo operón (58). La
fosfoglucomutasa (EC 2.7.5.1) es la enzima que cataliza la formación de oc
glucosa-l-fosfato a partir de oz 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 organización genética y
transcripcional del operón glucógeno de A. tumefaciens.
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Cepas bacterianas y plásmidos

Las cepas bacterianas y plásmidos usados en esta tesis están
hstados en la Tabla 1.

TABLA 1

Cepa/plásmido Características Referencia
E. coli K-12

DHSa-F’ IQ F’ f 80 d lacZ AM15A(1acZYA-argF)U 169 deoR

recAl endAl, hst17(rK', mK+) phoA, supE44, l- (59)
thi -1, gyrA96, relAl/F’, proAB+ lach ZAMlS
zzf::Tn5[Kmr]

DHSa F' _ f 80 d lacZ AM15A(lacZYA-argF)U 169 deoR
recAl endAl, hstl7(rK', mK+) phoA, supE44, l- (60)
thi -l, gyrA96, relAl

XLI-Blue MRF’ A(mrcA) 183, A(mchB -hsd SMR-mrr) 173,
endAl, supE44, thi-l, recAl, gyrA96, relAl, lac (61)
[F’ proAB, lach ZA M15, Tn10(tetr)]

A. tumefaciens

A348 wt, pTiAó RitYCmr (62)

A1 120 glgB :2Km’ Esta tesis

Al 121 glgP :: Kmr Esta tesis

A5129 pgm z:Tn5 (58)

FC6251 30 Kb de DNA genómico de A348 en pVK102 que (63)P

complementa la mutación exo C

pXH“ Fragmento XhoI-HindIII de 1.1 Kb de PFC63S9 (58)
conteniendo el extremo 5’ de glgB y el extremo 3’
de glgP.

pBH26 Fragmento BglII-HindIII de 2,6 Kb de pFC6251 Esta tesis
conteniendo a glgB en pBluescript II KS (+)

pBH26K pBH26, glgB zsz' Esta tesis

pBB3 Fragmento BglII-BamHI de 3 Kb de pFC6251 Esta tesis
conteniendo a glgP en pBluescript II KS (+)

pBB3K pBB3K, glgP :: Km’ Esta tesis

pFus97 Fusión 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° CA. tumefaciens y a 37° CE
coli. Cuando fue necesario, los medios se suplementaron con: kanamicina
(Km) 50 ug/ml; ampicilina (Ap) 80 ug/ml, carbenicilina (Cb) 100 ug/ml o
gentamicina (Gm) 5 ug/ml.

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

Transformación de células
E. coli fue transformada por el método del cloruro de calcio tomado

de Maniatis et al. (64). A. tumefaciens fue transformado por
electroporación según (65) utilizando un aparato de electroporación Bio­
Rad (Richmond, CA) y cuvetas Bio-Rad de 0.2 cm; las condiciones de
electroporación fueron: 25 uF de capacitancia, 400 ohms de resistencia y
2.5 kV de voltaje o pulso eléctrico.

Clonado secuencia y disrupción de los genes glgB yglgP

Clonado y secuencia
Para el Clonado de glgB el cósmido pFC6251, que contiene los genes

glgC, glgA y pgm, y del cual se conocía un mapa de restricción parcial (58)
fue digerido con HindIII y BglII y un fragmento de 2.6 Kb conteniendo a
glgB fue eluído del gel de agarosa, Clonado en el vector pBluescript KSII
(+) (Stratagene) digerido con BamHI y HindIII e introducido en E. coli
DHSaF’IQ. Este plásmido recombinante fue denominado pBH26 y carece
del sitio BamHI en el sitio múltiple de Clonado.

Para el Clonado de glgP el cósmido pFC6251 fue digerido con varias
enzimas de restricción y las digestiones resultantes fueron sometidas a un
Southern Blot utilizando como sonda un fragmento de 0.6 Kb obtenida por
digestión de pXHll (ver Tabla 1) que contenía el extremo 3’ de glgP y
unas pocas bases del extremo 5’ de glgB. La doble digestión BglII/BamHI
dio como resultado la obtención de un fragmento de aproximadamente 3
Kb que hibridizó con la sonda utilizada, dicha banda fue eluída del gel de
agarosa, ligada al pBluescript KSII (+) digerido con BamHI e introducido
en E. coli DHSaF’IQ. Este plásmido recombinante fue denominado pBB3.

Para secuenciar ambos genes se realizaron minipreparaciones de
DNA doble cadena (64) o simple cadena por inducción con el fago K07
(66); las secuencias se realizaron por el método de los dideoxinucleótidos
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de Sanger et al. (67) con Sequenase versión 2.0 (United States
Biochemical Corp.).

Disrupción de glgP y glgB

Para la disrupción de glgB, el plásmido 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 transformó E. coli
y se seleccionó por resistencia a kanamicina. El plásmido obtenido,
pBHZózsz (pBH26K, ver Tabla 1), fue purificado y electroporado en A.
tumefaciens A348 y las colonias recombinates fueron seleccionadas con
kanamicina. Los eventos de doble recombinación fueron seleccionados por
su sensibilidad a carbenicilina, resistencia otorgada por el pBluescript
KSII (+). Los dobles recombinantes fueron confirmados por PCR utilizando
un par de oligonucleótidos que flanquean el sitio de inserción 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 disrupción de glgP el plásmido 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 PstI del sitio múltiple de clonado. El plásmido resultante fue digerido
con PstI (que posee un sitio de corte a las 914 bases de glgP) y ligado con
un cassette de resistencia a kanamicina. Elplásmido obtenido, pBB3::Km
(pBB3K, ver Tabla 1) fue purificado y electroporado en A. tumefaciens
A348 y las colonias recombinantes fueron seleccionadas con kanamicina.
Los eventos de doble recombinación fueron seleccionados por su
sensibilidad a carbenicilina. Los doble recombinantes fueron confirmados
por PCR utilizando un par de oligonucleótidos que flanquean el sitio de
inserción 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 A1121 fue seleccionada para estudios posteriores.

Reacciones de transcriptasa reversa-PCR (RT-PCR)

Extracción de RNA y tratamiento con DNAsa
El RNA fue extraído 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-HCl pH 8; 8
mM etilendiaminatetraácido (EDTA) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
USA), 0.45 mM sacarosa y 0.4 ug de lisozima; se incubó 15 min en hielo y
se centrifugó 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-HCI pH 8; lO mM NaCl, 1 mM citrato de
Na; 1.5% SDS y 15 ul de dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, USA); se incubó 15 min en hielo. Se agregaron 55 ul de acetato­
Na 2 M pH 4, se homogeneizó y se agregaron 0.5 ml de fenol saturado en
agua (fenol ácido) y 0.1 ml de cloroformoralcohol isoamílico (24:1) y se
dejó reposar en hielo por 15 min. Se centrifugó 20 min a 14.000 r.p.m. y
la fase orgánica fue descartada, el RNA se precipitó con 1 volumen de
isopropanol.

El RNA obtenido fue tratado con DNAsaI (Promega Corp.) siguiendo
las instrucciones del fabricante con el objetivo de eliminar posibles
contaminaciones con DNA genómico que pudieran dar falsas señales 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 ug de RNA total (calculado por densidad óptica a
260 nm) extraído como se describió más arriba; el oligonucleótido junto
con el RNA y el buffer comercial se calentaron a 90° C durante 4 min y
luego se dejó a temperatura ambiente durante 5 min. La reacción se llevó
a cabo a 42° C durante 1 hora y se detuvo a 99° Cdurante 5 min. 5 ul de
dicho producto de reacción se usaron como templado para realizar la PCR
que constó de 30 ciclos. Los productos de amplificación se sometieron a
una electroforesis en un gel de agarosa 2%, TBE lx.

Los oligonucleótidos utilizados fueron: glgPD 5’-CAGCGACTGGTFCA
TGGT-3’ y glgBU 5’—AATTTCCGTCCAGCGTCA—3’para la región comprendida
por los genes glgP y glgB; glgBD 5’-GCACGGCGCCI‘GGTGAAAAA—3’y glgCU
5’-GCCGAGTGTGAAGATCGGGCG—3’para la región comprendida por los
genes glgB y glgC; glgCD 5’-GCCGAGTGTGAAGATCGGGCG—3’y glgAU 5’­
CGCCGCAAAACGCITCCAGT-3’para la región comprendida por los genes
glgC y glgA; glgAD 5’-AAATGCAGAAACTCGGAATG-3’ y png 5’­
GACGTCGTCATAAAGCFCCT-3’para la región comprendida por los genes
glgA y pgm; pgmU 5’-AAAGATCACCGACGCGATCTA-3’ Y PGMD para
amplificar una región interna del gen de la pgm (ver Figura 6).

Primer extension
El sitio de iniciación de la transcripción de ambos transcriptos fue

determinado por reacciones de primer extension (64). Las reacciones
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fueron llevadas a cabo con 20 ug de RNA total (calculado por densidad
óptica a 260 nm) obtenido de cultivos en fase estacionaria por el método
descripto más arriba. Los oligonucleótidos utilizados en estas reacciones
fueron: PEF-2, 5’-GCTTGGAATTGTCGGCAT—3’que es complementario a
glgP de la posición 215 a la 232 y PGMPE-2, 5’—AGAGAATGCCGCCCTGAC—3’
que es complementario a pgm de la posición 251 a la 268 (58) (Figura 6).
Los oligonucleótidos fueron marcados con ATP-[yn] con la enzima T4
quinasa (New England Biolabs, Inc.) de acuerdo a (64). Luego de la
reacción de marcación el producto fue parcialmente purificado con una
columna de Sephadex G-SO, se recogieron fracciones de 200 ul. El tubo
conteniendo el oligonucleótido marcado fue utilizado para realizar la
reacción de transcriptasa reversa. Elannealing del oligonucleótido con el
RNA se realizó calentando a 90° C por 4 min, luego a temperatura
ambiente por 5 min y finalmente fueron colocadas en hielo. La reacción
de síntesis del cDNA se llevó a cabo con transcriptasa reversa (Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Promega Corp.) a 42° C
por 1 hora y la reacción se detuvo calentando la muestra a 99° C por 5
min. Los productos de la reacción fueron sometidos a una electroforesis
en gel de poliacrilamida 6,5% y en paralelo se corrieron reacciones de
secuencia realizadas con los mismos oligonucleótidos utilizados en la
reacción de síntesis del cDNA y utilizando como templado plásmidos
conteniendo las secuencias apropiadas. Los controles se realizaron sin el
agregado de transcriptasa reversa y luego se utilizó este producto de
reacción como templado para realizar la PCR.

Tinción de las colonias con iodo
Para realizar la prueba del iodo Agrobacterium fue crecido en

medio AB (KZHPO4 3 g; NaHZPO4-H20 1.14 g; NH4Cl l g; MgSO47HZO 0.3 g;
KCl 0.15 g; CaCl2 0.01 g en un litro de medio final) suplementado con
glucosa 1% durante 48 horas y luego a la placa se le agregó una solución
de 12/IK, 0.0lM/0.03M. Se determinó el color de las colonias luego de 2 a
5 min.

Determinación de actividades enzimáticas
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 húmedo)
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
incubó 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 l hora a 4° C y las células fueron rotas con tres ciclos de
compresión/descompresión 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 determinación de las
actividades enzimáticas.

Enzima ramificante (GlgB)
Los ensayos fueron realizados de acuerdo a (69) y están basados en

la capacidad de los extractos crudos de sintetizar glucógeno a partir de
glucosa-l-P y utilizando la enzima fosforilasa de conejo.

ADP-glucosa pirofosforilasa (GlgC)
Los ensayos fueron realizados de acuerdo a (70). La mezcla de

reacción contenía buffer MOPS 80 mM pH 7.5, 5mM MgClz, 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 reacción se comenzó con el

agregado de 6x105 cpm de 32PPi (30 uCi/mMol) y se incubó por 10 min a
37 °C. La reacción se detuvo agregando ácido tricloroacético (TCA) 5 % y
el [32P]-ATP formado fue adsorbido con carbón activado, lavado dos veces
con TCA 5 % y la radioactividad liberada por hidrólisis ácida con HCl 1 N a
100° C por 10 min fue contada en un contador de centelleo líquido.

Glucógeno sintetasa (GlgA)
Los ensayos se realizaron de acuerdo a (71). La mezcla de reacción

contenía buffer MOPS 55.5 mM pH 7, 27.7 mM KCl,0.05 %de glucógeno,
5.55 mM DTT y extracto crudo en un volumen final de 0.180 m1. La
reacción se comenzó con el agregado de 17.7 mM ADP[’4C]-glucosa (30
uCi/mMol) y se incubó a 30° C durante 30 min. La reacción se detuvo por
el agregado de metanol/KCl, 75%/1%, se dejó precipitar el glucógeno
durante 5 min y se centrifugó a 2.000 r.p.m. durante 5 min. El glucógeno
insoluble se lavó dos veces con metanol y el precipitado se disolvió en
agua y se contó la radioactividad incorporada en un contador de centelleo
líquido.

Fosfoglucomutasa (Pgm)
Los ensayos se realizaron de acuerdo a (72). La mezcla de reacción

contenía buffer MOPS 49 mM pH 7.5, 0.49 mM NADP, 1.96 mM Glc-l-P,
0.049 mM Glc1-6-diP y extracto crudo en un volumen final de 1 ml. La
reacción se comenzó con el agregado de 1 U de glucosa-ó-fosfato
deshidrogenasa y se estimó la actividad siguiendo la reducción del NADP
midiendo la absorbancia en un espectrofotómetro a 340 nm.

23



Materiales y métodos

Glucógeno fosforilasa (GlgP)
Los ensayos de realizaron de acuerdo a (73). La mezcla de reacción

contenía 100 mM citrato-Na pH 6, 1.5 mg/ml de glucógeno y extracto
crudo en un volumen final de 0.1 ml. La reacción se comenzó con el

agregado de 49.6 mM [14C]-Glc-1-P (30 uCi/mMol) y se incubó a 37° Cpor
45 min. La reacción se detuvo calentando a 100° Cpor 1 min, se agregó
1% de glucógeno para favorecer la precipitación que se realizó con
metanol/KCI, 75%/l%. Los precipitados fueron lavados tres veces con
metanol/KCI, resuspendido en agua y la radioactividad incorporada al
glucógeno fue contada en un contador de centelleo líquido.

Construcción de la fusión pgm-lacZ
Para la construcción de 1a fusión se realizó una reacción de PCR

utilizando como templado el cósmido pFC6251 con los oligonucleótidos
glgAD y png obteniéndose un fragmento de 872 bases conteniendo
desde la zona promotora de la png (Figura 11) hasta el aminoácido
número 192. Dicho fragmento fue clonado en el vector pGEMT-easy
(Promega) que permite clonar productos de PCR. El plásmido resultante
fue digerido con las enzimas de restricción NotI que corta en el sitio
múltiple de clonado y con SalI que corta a las 310 bases de la pgm2 y
corresponde al aminoácido 104 de la png (Figura 11). Este fragmento de
restricción fue eluído del gel de agarosa y ligado al vector pAB5002 (74),
que posee resistencia a ampicilina y a gentamicina, digerido con las
mismas dos enzimas. Esta construcción colocó la región promotora del gen
de la png así como sus primeros aminoácidos en fase con lacZ; al
plásmido resultante se lo denominó pGPl (Figura 5).

A continuación pGPl fue digerido con las enzimas de restricción
XbaI y XhoI que cortan en el sitio múltiple de clonado de pGPl y liberan
un fragmento de DNA de aproximadamente 5.500 bases conteniendo la
fusión traduccional y la resistencia a gentamicina. Dicho fragmento fue
eluído del gel de agarosa y ligado al vector pBBRlMCS-2 (75) cortado con
las mismas enzimas (Figura 5). Este vector posee resistencia a kanamicina
y replica en Agrobacterium. Al plásmido resultante se lo denominó
pFus97 (ver Tabla 1) y posee resistencia a kanamicina otorgado por el
vector pBBRlMCS-Z y resistencia a gentamicina otorgado por el gen accl.
Una vez purificado de E. coli fue electroporado en A. tumefaciens y se
seleccionaron las bacterias recombinantes por resistencia a kanamicina y
gentamicina.

Elplásmido control se construyó liberando el fragmento XbaI/XhoI
del vector pAB5002 (sin el previo clonado del fragmento de la pgm) y
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