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.......de la ESTRUCTURA,

iii

TRANSVERSAL:

_
"Si desconocéis una función,estudiad una estructura"

Francis Crick

"O sea que además de las leyes causales
que llevan al sistema a adoptar una es
tructura dada, hay un evento histórico
(una perturbación) que determina la evo
lución del sistema. No se trata de que un
sistema alejado del equilibrio pueda ser
organizado por el suceso H, sino que este
le dará cierto tipo de estructura, el
suceso N le hubiera dado otra, y el M
otra. El sistema tiene una serie de
posibilidades."

Ilya Prigo g i n e



ONTOGENIA

(pequeño teorcm\ plural)
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TESIS: La Razón (F).
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"E,=R15 E ——>(AT) —) R2"
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Juan B. Terán (I)
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"Como un infinito ejercicio de paciencia infinita (J):
levanta contra el viento la cabeza oscura (K)."

(que-es—lo-que—queríamos—demostrar)
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R E S U M E N

Se estudió la biosíntesis de los EPSs acídicos de Rhizobium
trifolii NA-30, Rhizobium trifolii ATCC14479, Rhizobium legumi
nosarum 128-C-53 y Rhizobium leguminosarum 128-C-63. Nuestros
estudios permiten concluir que en todos los casos, los sistemas
mencionados comparten los mismos mecanismos de biosíntesis, por
lo menos en cuanto respecta a sus etapas intermedias.

Estos mecanismos implican la participación de intermediarios
lipídicos que fueron caracterizados comoprenil-fosfo-azücares.
Dichos intermediarios pudieron prepararse marcados con ( 4C)Glc,
(14C)G1cA, (14C)Acetilo, (1 C)Piruvato, 6 (32?) (provenientes
respectivamente de UDP(14C)Glc, UDP(14C)Gch, (14C)Acetil-C0A,
(‘4C)PEP o de beta(32P)UDP-Glc).

Los estudios se realizaron fundamentalmente con Rhizobium
trifolii NA-30.

Con algunas de las marcaciones mencionadas, los prenil-fosfo
azúcares fueron fraccionados intactos en columnas de
DEAE-celulosa. Las porciones sacarídicas (para cada una de las
marcas en ( C)) fueron separadas del lípido y analizadas
mediante las técnicas corrientes en este tipo de estudios
(degradación química 6 enzimática, cromatografía en papel y
Bio-Gel, electroforesis en papel, permetilación).

Se aislaron por lo menos cinco oligosacáridos: los tri
sacáridos 21 y 32, y los octasacáridos a, E y E.

Se logró aclarar totalmente la estructura del trisacárido 21,
que resultó idéntica al extremo reductor de la unidad repetitiva
propuesta para Rhizobium trifolii NA-30 (157):

Glen/i) 4Gch í) 4G1c

El trisacárido 22 se identificó comosu derivado acetilado.
c resultaron estrechamente vinY

llos se propone lo siguiente: el a
Los octasacáridos a, b

culados entre sí, y para e
sería el octasacárido que constituye la unidad repetitiva sin
piruvilar:

Gal —) 3Glc —) 4G1c —94Glc —) 6Glc —>4Gch—) 4Gch—) 4G1c ——)

el b poseerïa un grupo cetal-piruvato y el E, dos de estos
grupos.



Tanto el :risacarido .32, como los octasacáridos a, b y c
están acetilados en una posición que fue acotada al disacárido
que ocupa el extremo reductor de los mismos.

No se observó polimerización in vitro con ninguna de las
cepas mencionadas.

ERRATA

página 158,

Dondedice: ....utilizando el solvente J.
Debedecir: ....utilizando el solvente J(n-propanol/nitrometano/agua,

5:2:2, v/v).

página 148, 4° parágrafo;

Dondedice: ...(Fig 29, panel A)
Debe decir: ...(Fig 28, panel A)

página 233,

Donde dice:
y 25°C (panel 3). Radioactividad :otal (-CP), occa

sacáridos :otaLes (q>—), octasacárido dipiruvilado (40-), octa
sacárido monopiruvilado (-o-), :risacáridcs (-{}4, y ácido urónico
(-#—)

Debe decir: <
y 25°C (panel B). Radioactividad total (-CF), octa

sacáridos totales {-o-), octasacárido dipiruvilado b¿}-), octa
sacárido monopiruvilado (—o—),trisacáridos '_g—), y ácido urónico(4-).

página 248,

Dondedice: ...(Fig 22, panel C) r
Debe decir: ...(Fig 19, panel C)



I.0 INTRODUCCION

{.1 LOS POLISACARIDOS BACTERIANOS

I.1.1 Generalidades

Numerosas especies bacterianas son capaces de sintetizar

una amplia variedad de polisacáridos, los cuales pueden tener

distintos destinos. Algunos de,ellos forman parte de la estruc

tura misma de la célula, como por ejemplo ocurre con el lipopoli

sacárido (LPS), la mureïna o los ácidos teicoicos; otros se

mantienen unidos al cuerpo celular formando verdaderas cáp5ulas

(CPS) y un tercer grupo lo constituyen aquellos polisacáridos que

son secretados al medio extracelular.

Durante las últimas décadas, los microbiólogos han

desarrollado nuevas técnicas para examinar el crecimiento de bac

terias ln vivo, sea en hábitats naturales o en tejidos

infectados. Browny Williams establecieron que el crecimiento de

bacterias en tejidos infectados produce componentes de superficie

que no se encuentran o que se enCUentran disminuidos en los

Cultivos ln vitro (1). Costerton emplea el término "biofilm" para

describir aquellos productos con los cuales las bacterias

establecen contacto con su entorno (2).

Distintos polisacáridos bacterianos secretados al medio

forman parte sustancial del "biofilm" al que alude Costerton.



Este grupo de polisacáridos es heterogéneo y numeroso, y

admite diversas clasificaciones. Siguiendo el criterio de

T"therland, se pueden agrupar en productos de alto y bajo peso

molecular (3,4).

1.1.2 Productos gg ¿112 2332 molecular

Este grupo se subdivide en aquellos polisacáridos consti

tuidos por solamente un tipo de monosacáridos (homopolisacáridos)

y aquellos constituidos por dos o más monosacáridos diferentes

(heteropolisacáridos).

1.1.2.1 Homopolisacáridos

A este grupo pertenecen la celulosa bacteriana, el CPS de

E. coli y N. meningitidis denominado "ácido colomïnico"

(polisiálico), dextranos, levanos, y distintos glucanos.

En lo que respecta a la celulosa bacteriana, este poli

sacárido es producido por varias especies de Acetobacter y su

estructura es similar a la celulosa vegetal, es decir, moléculas

de glucosa enlazadas por uniones glicosïdicas beta,L_94 (15). El

producto elaborado por Acetobacter xylinum es un polïmero de 600

residuos de glucosa que se organiza en forma de microfibras en

cultivos liquidos (16). El sistema de sintesis de celulosa está

c0nstituido por enzimas asociadas a membranas. Se sabe que la

[actividad sintetasa es activada por Guanosina-5'-monofosfato

cíclico (261).



En cuanto al CPS de E. coii (188) y N. meningitidis (187)

denominado "ácido c010minico", es un homopoiisacárido constituido

por ácido siálico (N-acetiïneuramïnico). Fue descripto por pri
mera vez en filtrados de cultivos de E. coii 235 por Barry y

Goebe] (17). Este polisacárido se dispone en forma de cápSuIa

alrededor de 1a bacteria y puede ser visuaïizado con una variada

cantidad de técnicas. Estudios de microscopía eiectrónica de ios

grupos de Bayer, Costerton y Cage] demuestran 1a naturaleza

fibriiar de este poïisacárido capsular (18,19,20).

Los dextranos son poïïmeros de moïéculas de

aifa-D-giucosa preferentemente unidas por enïaces glicosïdicos

1.96, con un porcentaje variabie respecto de ias restantes

uniones posibïes. Distintas cepas de Leuconostoc mesenteroides,

Leuconostoc dextratiCum y StreptOCOCCusviridans son productoras

de dextranos (5).

En ocasiones, los dextranos pueden estar o no sustituidos

por restos no glicosïdicos, 10 cua] modifica sustanciaimente sus

propiedades reológicas. Es el caso de un dextrano producido por

una cepa de Aicaligenes faecaïis variedad mixogenes. Esta bac

teria produce normalmente un poiïmero constituido por moléculas

de alfa-D-glucosa unidas por enlaces giicosïdicos 1.93, 1.94 y

1_¿6 que contiene además restos succiniios (6). Existe una

mutante que produce un poiïmero con uniones 1 3 solamente, y

además, carente de succiniios. Este dextrano se c0mporta en solu



ción de manera distinta a1 producido por 1a cepa saivaje, per

maneciendo en forma de ge] aün después de calentamiento (7), y

por ta] mo ‘vo se lo denominó "curdïano" (dei inglés c--:

cuajo).

Las propiedades de Ios dextranos dependen de] tipo de

eniaces gïicosïdicos presentes en sus estructuras y/o de 1a pre

sencia o ausencia de sustituyentes aciïos.

Recientemente fue aislada una mutante de Rhizobium trifo

Iii (cepa J-60) que produce gran cantidad de un dextrano que fue

caracterizado como curdiano (8). De] mismo modo que para e] caso

de ios 1evanos, ios dextranos son también sintetizados por exoen

zimas (en este caso, dextransucrasa, ref. 262).

En 10 que respecta a ios levanos, son homopolïmeros de

moiécuïas de fructosa enlazadas predominantemente por uniones

giicosïdicas beta,2_96 (9). Poseen pesos moïecuiares de] orden

de] miilón y son producidos tanto por bacterias gram positivas

(Streptococcus, Baciilus) como gram negativas (Acetobacter,

Xanthomonas, Aerobacter) (10). Los 1evanos producidos por bac

terias de] suelo mejoran ias propiedades de ios mismos (11).

Aigunas especies bacterianas productoras de 1evanos son

patógenas para piantas superiores (12). Comodijimos, los 1evanos

constituyen también un ejempio de formación extraceluïar de poii

sacáridos. En Baciilus subtilis, 1a enzima responsabïe



(levansucrasa) fue purificada a homogeneidad por el grupo de

Dedonder (13), y cataliza la siguiente reacción:

____¿
n sucrosa <____ fructosan + n glucosa

La enzima fue cristalizada y posee un peso molecular de

40.000 Daltons (14).

A partir de los primeros años de la década pasada, fue

creciente el interés por el estudio de los glucanos extracelu

lares producidos por Streptococcus mutans, dado que dichos

polímeros están implicados en la etiología de la caries dental

(21). Las uniones glicosïdicas presentes son alfa,1_96 y

alfa,1_53. Estos glucanos pueden presentarse en formas solubles o

insolubles en agua. Dicha solubilidad depende del porcentaje de

uniones alfa,1—a3 (22).

En la Figura 1, se muestran esquemas de los homopoli

sacáridos más comunes.

1.1.2.2 Heteropolisacáridos

Es probablemente el grupo más amplio y heterogéneo. Los

monosacáridos que los constituyen son comunmente D-glucosa, D

manosa, D-galactosa, L-fucosa, L-ramnosa y ácido D-glucurónico.

Los heteropolisacáridos se encuentran habitualmente sustituidos

por restos acilos, generalmente O-acetilos, cetal-piruvatos, suc
cinilos, hidroxibutiratos, metilos, etc.



FIGURA 1
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Figura ¿L REPRESENTACION DE ALGUNOS HOMOPOLISACARIDOS

(A) Porción de una molécula de celulosa.
(B) Representación de un levano.
(C) Representación de una porción de un dextrano.
(D) Representación de una porción de glucano producido por

Streptococcus mutans.



Este grupo puede subdividirse en aquellos exopolisacári

dos que están constituidos por unidades repetitivas y aquellos

cuya estructura no puede describirse en términos del concepto de

unidad repetitiva, aunque la misma admita cierta regularidad. De

este ültimo grupo se conoce solo un ejemplo.

1.1.2.2.1 Exopolisacáridos constituidos por unidades repetitivas

Este grupo está formado por carbohidratos que poseen

una estructura regularmente repetida, constituida por dos o más

monosacáridos diferentes organizados en una cadena principal, a
la que pueden agregarse cadenas laterales. Generalmente, estos

carbohidratos, se encuentran además sustituidos por restos no

glicosidicos.

El nümero de azúcares por unidad repetitiva varia desde

dos hasta ocho o más. En algunas cepas de rhizobios fueron

descriptos EPSs con unidades repetitivas de hasta 11 monosacári

dos (259).

A modo de ejemplo solamente, serán comentados algunos

ex0polisacáridos pertenecientes a este grupo. Ellos son: el xan

tano, el acetano y el ácido colánico.

El xantano es producido por la bacteria gram negativa

Xanthomonas campestris, y dadas sus particulares propiedades

reológicas tiene numerosas aplicaciones industriales (23,24). Es



un exopolisacárido acïdico compuesto por D-glucosa, D-manosa,

ácido D-giucurónico, O-acetilo y cetal-piruvato en una relación

de 2:2:1:1:0,5 (25), agrupados en unidadzs repetitivas de cinco

azúcares. Sobre una cadena principal de celuïosa se une 1a cadena

laterai constituida por e] trisacárido Manfg4GicA{:2Man.E1 ace

tiio forma un éster con 1a manosa interna y e] en1ace cetaI

piruvato se forma con 1as manosas terminales (25). La manosa

interna está Sustituïda por el resto glucurónico en posición 2, y

se une a 1a cadena principa] de ceiuiosa por eniace gïicosïdico

a]fa,1_93. De manera que e] xantano puede considerarse una ceïu

iosa sustituida.

E1 acetano es un exopoiisacárido producido por 1a bac

teria gram negativa Acetobacter xyiinum, que como dijimos

anteriormente, también es productora de ceiuiosa (26). E1 acetano

contiene D-glucosa, D-manosa, ácido D-giucurónico y L-ramnosa en

una reiación molar de 4:1:1:1. Este poiisacárido está acilado con

uno o dos restos acetiios por unidad repetitiva, en posiciones

aün no determinadas (26,220).

De modo análogo a1 caso del xantano, este poiisacárido

PUEde ConSÍdEPJrse una ceiulosa sustituida, pero esta vez 1a

cadena laterü| está constituida por e] pentasacárido
fi x

Rha.9661c_9661c.94Gch{12Man.

Nuevamente, una manosa sustituïda en posición 2 por un

PeStO glucurónico se une a 1a cadena principal de ceiulosa por

eniace glicosïdico a1fa,1_¿3.



"Acido colánico" es el nombre dado a un poiisacárido

formado por enterobacterias, entre elias E. coii K235. Se dispone

en forma de rápsuia alrededor de la céiula y es seroiógicameñte

activo y tóxico cuando se inyecta intraperitonealmente en ratones

(27). El ácido coiánico está formado por L-fucosa, D-gaiactosa,

D-ácido glucurónico y D-giucosa en una reiación moiar de

2:2:1:1. E1 polisacárido está constituido por unidades repe

titivas de seis azúcares. Los dos restos de fucosa y 1a giucosa

constituyen 1a cadena principal. Una de 1as dos fucosas puede o

no estar acetilada. La cadena iaterai está formada por e] tri

sacárido GalfL4Gchfí3Ga1. La galactosa termina] puede estar

piruviiada (28). Nuevamente, una hexosa neutra sustituida por un

resto de ácido giucurónico se iiga mediante eniace giicosïdico a

1a cadena principa]. No obstante esta caracteristica, 1a misma no

puede generaiizarse, dado que existen numerosos ejempios de EPSs

que no poseen restos urónicos en la cadena 1atera1, pero sï en 1a

principa]. Asi ocurre con ios EPSs de rhizobios, ios que serán

tratados más adelante (sección 1.6).

1.1.2.2.2 Exopoiisacáridos no constituidos por unidades repet'
tivas

Es el caso de ios alginatos producidos por distintas

especies de Azotobacter vineiandii (29) y Pseudomonas aeruginosa

(30). Estos polisacáridos carecen de una estructura reguïar y

están compuestos de ácido D-manurónico y ácido L-guiurónico.



Dichos monosacáridos se distribuyen en bloques de ácido D

manurónico o de ácido L-guiurónico, o bien bioques mixtos que

presentan aïternancia de uno u otro (29,31).

Una diferencia con ios alginatos producidos por aïgas

es que ios provenientes de bacterias están acetiiados. Los grupos

O-acetiio se encuentran esterificando bioques de alto peso mole

cular c0nstituïdos por ácido manurónico (32). Otra particularidad

interesante en ios alginatos bacterianos es que se sintetizan

como ácido poiimanurónico y la epimerización de residuos para

formar ácido L-gulurónico ocurre después de 1a poiimerización

(33). Se postuia que ios restos O-acetiio protegerïan de 1a epi

merización a ios restos de ácido D-manurónico (32).

Los aiginatos de caicio forman una red insoiuble que

puede utiiizarse como soporte para inmovilizar céiulas.

Recientemente, céiuias de Langerhans inmovilizadas sobre aigina

tos fueron implantadas en perros pancreatectomizados en los

cuales produjeron y secretaron insulina durante e] periodo de un

mes (34). La Figura 2 muestra ias estructuras de dos de Ios

heteropoiisacáridos descriptos en e] texto.

1.1.3 Productos de bajo peso moiecuiar

Distintas especies de bacterias producen y secretan a]

medio carbohidratos de bajo peso molecuiar. Hace ya unos 40 años,
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Figura 2' ESTRUCTURAS DE LAS UNIDADES WEPETITIVAS DE DOS HETEROPOLISACARIDOS:
KANTANO Y ACETANO

(A) Estructura del xantano (25).
(B) Estructura del acetano (26). No se representan 2 restos O-acetilo

por unidad repetitiva (220).
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Riker describió que cepas de agrobacterias eran productoras de

glucanos de pesos moleCUiares bajos (35). Recientemente este

haiïazgo fue extendido a distintas especies de rhi:gbios (35).

Estos polisacáridos han sido identificados Como g]ucanos

beta,1_92 por e] grupo de Hassid (37), y tanto en ¿grobacterjas

como en rhizobios constituyen una famiïia de gïucnnos Cïc11cos

con grado de poïimerización (GP) entre 17 y 24 (33). A1gunas

especies secretan qucanos de GP:17; en otras predominan 105 de

GP:19, y otras pueden producir glucanos de GP:20, 21, 5 22

(39,40).

E1 grupo de Dudman describió una cepa de Rhizobium japoni

cum que produce dos giucanos ramificados con enïaces gïicosïdicos

1.93 y 1.96 que poseen pesos moïeculares de] orden de 4500 y

12.000 Daltons (41). Asimismo, e] grupo de Amemurn comunica que

distintas especies de rhizobios (42) y de Acetobacter (250) pro

ducen y secretan al medio de CuÏtÍVO gïucanos beta,1_¿2 de

GP:6-42, pero a diferencia de] caso de agrobacterias y rhizobios,

Acetobacter produce glucanos 1inea1es.

Además de esta variedad de productos neutrns, distintas

especies de agrobacterias y rhizobios producen y secretan a]

medio oïigosacáridos cargados de bajo peso moïecuïar. Dichos pro

ductos constituyen las unidades repetitivas de Sun respectivos

EPSs, en ocasiones Sustituïdas con restos no gïicusïdicos (42).

Este es e] caso de distintas cepas de Rhizobium meliloti que son
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capaces de secretar a] medio monómeros de su EPS piruviiados y/o

succinilados. Los mismos Sustituyentes se encuentran también en

e] EPS maduro (36).

Hay un tercer grupo de carbohidratos de bajo peso moiecular

que si bien no son secretados a1 medio, permanecen en e] espacio

periplásmico y están directamente vinCuIados a 1a interacción de

1a bacteria con su entorno, ya que participan en 1a reguiación de

1a osmoiaridad. Se ios denomina oiigosacáridos derivados de

¡nembrana (MDO), y se encuentran en E. coïi y probabiemente en

otras bacterias. Fueron descriptos por e] grupo de Kennedy (43) y

poseen un GP:8 a 18. Presentan eniaces glicosïdicos 1.92 y 1.96.

Dichos oligosacáridos poseen un resto fosforiI-gïiceroi o

fosforii-etanoiamina que ies permite ei "anclaje" en 1a membrana

iipïdica.
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1.2 LOS RHIZOBIOS Y SU INTERACCION CON PLANTAS LEGUMINOSAS

1.2.1 Generalidades

El grupo de bacterias del suelo denominadas Rhizobios está

constituido por bacilos Gramnegativos que se caracterizan por su

capacidad de infectar las raices de las plantas leguminosas (44).

Dicha infección origina una estructura denominada "nódulo", en la

cual la bacteria fija nitrógeno atmosférico en una forma que

puede ser utilizada por la planta.

Más allá de las distintas tradiciOnes de la antigüedad gre

corromana, europea de los siglos recientes o americana precolom

bina en el sentido de que las leguminosas son "buenas para la

tierra“ (45), fueron los trabajos de Hellriegel y Hillfarth en

1888 los que constituyen el punto de partida para el estudio

moderno de la interacción Rhizobio-leguminosa (46). En aquel tra

bajo, los autores establecen que:

1) Las leguminosas se comportan de manera completamente

distinta a las gramïneas en cuanto a su alimentación

nitrogenada.

2) Las gramïneas dependen de las reservas de nitrógeno del

suelo.

3) Las leguminosas poseen además otra fuente de nitrógeno.

4) Esta otra fuente la constituye el nitrógeno

atmosférico.

5) Para esta asimilación diferencial, las leguminosas
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dependen de microrganismos presentes en el Suelo.

6) La sola presencia de microrganismos no basta para la

asimilación del nitrógeno por las leguminosas. Es nece

sario que aquéllos establezcan una relación simbiótica

con la planta.

7) Las nudosidades radiculares de las leguminosas no son

simples órganos de reserva, sino que están en relación

causal con la asimilación de nitrógeno libre.

El proceso total es considerado una simbiosis, dado que beneficia

tanto a la bacteria como al huésped, y es responsable de la

reducción de alrededor de 20 millones de toneladas de nitrógeno

atmosférico por año (47).

La asociación simbiótica es especie-especifica, y los

rhizobios se clasifican en base al huésped que infectan. Asi por

ejemplo, Rhizobium trifolii infecta y nodula trébol blanco o rojo

(Trifolium repens o pratensis, respectivamente); Rhizobium legu

minosarum nodula arveja (Pisum sativum); Rhizobium meliloti

nodula alfalfa (Medicago sativa) y Bradyrhizobium japoniCum

nodula soja (Glycine max) (44).

Comodijimos anteriormente, el proceso previo a la nodula

ción es específico y requiere mecanismos de reconocimiento aün no

aclarados.
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I.2.2 Formación de] nódulo

La formación y caracteristicas finaies de] nóduio varian

con ios sistemas estudiados (48,49,50,51,52). La Figura 3 repre

senta e] esquema de] desarroiio de un nóduio en 1eguminosas de

ciima tempiado. En 1a hilera superior se indica e] fenotipo de

ias bacterias mutantes para una etapa dada de 1a simbiosis. La

Figura 3 inciuye ias funciones conocidas hasta ei momento y

seguramente este esquema se modificará con e] avance de ios cono

cimientos.

E1 proceso c0mienza con 1a colonización de 1a raiz por bac

terias que se adhieren polarmente a ios pelos radiCuiares.

Seguidamente ocurre un enruiamiento de] pelo radiCular que per

mite a las bacterias quedar ociuïdas. Luego, a partir de] sitio

de] ruio se desarroiia el liamado "hilo de infección“, y ias bac
oterias penetran por el hasta ia raiz. E1 hilo de infección atra

viesa ias células externas de 1a corteza y se ramifica.

Simuitáneamente ias céiuias internas de 1a corteza comienzan a

proiiferar y forman un nücleo de células en división por deiante

dei hiio de infección. Dichas céiuias en división son invadidas

por bacterias, ias cuaies son liberadas de] hilo de infección y

se cubren de membranas aportadas por las céiulas de 1a planta.

Las céiuias infectadas cesan de dividirse y comienzan a

hincharse (53), conjuntamente se forma un meristema apicai con
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Figura 2: ESQUEMA DEL DESARROLLO DE UN NODULO EN LEGUMINOSAS DE CLIMA TEMPLADO

Roc:
Roa:
Hab:
Hac:
Inf:
Woi:
Inb:
Nod:
Bar:
Bad:
Nif:
Cof:
Nop:

Tomado de Rolfe,

Colonización de la raíz (root colonization).
Adhesión a ia raíz (root adhesion).
Ramificación del pelo (hair branching).
Enrulamiento del pelo (hair curling).
Infección (infection).
Iniciación del nódulo (nodule initiation).
Ramificación del hilo de infección (infection thread branching).
Desarrollo del nódulo (nodule development).
Liberación de las bacterias (bacterial release).
Desarrollo del bacteroide (bacteroid development).
Fijación de nitrógeno (nitrogen fixation).
Funciones complementables (complementary functions).
Persistencia del nódulo (modulepersistence).

(53).B.G. and Shine, J.
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células no infectadas que c0ntinóan dividiéndose. Algunas de

estas células son invadidas por hilos de infección y otras pro

veen nueva corteza y paquetes vasculares. Esta actividad :ontinüa

asi hasta que el nódulo queda morfológicamente constituido.

Durante el desarrollo y mantenimiento del nódulo, distintos

sistemas de genes de la bacteria y/o la planta se expresan de una

manera coordinada. Asi, por ejemplo, la bacteria induce la sinte

sis del complejo de la nitrogenasa y sufre una serie de cambios

morfológicos hasta que se estabiliza en la forma denominada

"bacteroide", el cual es activo para la fijación de nitrógeno.

Asimismo, por un mecanismo no aclarado, la planta induce la

sintesis de proteinas especificas del nódulo llamadas "nodulinas"

(54), como también de la porción proteica de la leghemoglobina

(55). La porción hemo es aportada por la bacteria (55).

Con respecto a las nodulinas, las mismas han sido aisladas

de nódulos de soja (55), alfalfa (56), y poroto (57), y se las

divide en dos categorias: comunes (c-nodulinas) presentes en

todos los nódulos y vinculadas al proceso de fijación de

nitrógeno, y las nodulinas especificas (s-noculinas), implicadas

en el metabolismo del carbono y nitrógeno (5€).

En lo que respecta a la leghemoglobina, es una hemoproteïna

capaz de ligar oxigeno presente en el citoplasma de las células

del nódulo (57,58,59). El complejo enzimática de la nitrogenasa



es sensibie a] oxigeno y la hemoproteïna actúa regulando su pre

sencia en ei nóduio.

1.2.3 Los carbohidratos en la interacción Rhizobio-leguminosa

1.2.3.1 Carbohidratos l fenómenosde reconocimiento

Dada 1a extensa variedad de organismos existentes y de

funciones e interacciOnes que ios vinculan, no podemos menos que

pensar que los carbohidratos constituyen entidades moiecuiares

sumamente adecuadas para participar en fenómenos dei tipo reia

tado por Ashweii o Kornfeid (toma de glicoproteïnas circuiantes

por e] higado (60,61)); o aün en interacciones de ias céluias

entre si o de ias céiulas con su medio circundante.

Un senciilo cáICuio nos permitirá argumentar 10

antedicho:

Tres residuos de un mismo aminoácido, D-aianina por

ejempio, pueden formar 5010 un tripéptido. De] mismo modo, tres

residuos de un nucieótido pueden formar solo un trinuciéotido.

Sin embargo, tres residuos de un azücar simpie tai como D

giucosa, pueden formar hasta 100 trisacáridos diferentes. Si se

realiza ei mismo anáiisis, pero esta vez con tres residuos

distintos, el número de posibiiidades es 6 para e] caso de

tripéptidos o trinucléotidos y asciende a más de 1000 para e]

caso de trisacáridos (62).
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La gran diversidad y compiejidad estructura] de ios car

bohidratos es el resultado de las caracteristicas ünicas que

presentan. En primer término, una moiécula de hexosa, por

ejemplo, puede unirse a otra siguiente en cuatro posiciones

diferentes. Además, los oligo o poiisacáridos pueden ser de

cadena 1inea1 o ramificada, e] enïace giicosïdico puede presentar

1as configuraciones aifa o beta, y e] aniiio puede ser de cuatro

o cinco miembros.

Además de esta enorme variedad de posibiiidades, Ios car

bohidratos pueden ser modificados por el agregado de sustituyen

tes no giicosïdicos comopiruviios, acetiios, ésteres de suifato,

éteres, etc. Si se trata de polisacáridos complejos, estos Susti

tuyentes ies confieren propiedades reológicas partiCulares, 10

Cual en la naturaleza muitipiica sus cuaiidades y los convierte

además en nücïeo de interés desde el punto de vista industria].

Asï ha ocurrido por ejemplo, con e] caso de] xantano, un

exopoiisacárido c0mp1ejo producido por la bacteria Xanthomonas

campestris, de amplia aplicación en ias industrias de] petróieo,

cosmética o aiimenticia (63), cuya biosïntesis fue aciarada en

nuestro 1aboratorio (64), como veremos más adelante.



1.2.3.2 Poiisacáridos implicados gg la simbiosis Rhizobio

1eguminosa

En general, ios fenómenos de reconocimiento son 1a cuimi

nación de una serie compleja de hechos. Aunque 1a interacción

Rhizobio-Ieguminosa ha recibido considerable esfuerzo de investi

gación, es reaimente poco 10 que se sabe acerca dei o Ios meca

nismos molecuïares de 1a misma. Los poiisacáridos que intervienen

son varios, y de aigunos de eiïos se espeCUia participen en aigu

nas de 1as etapas de 1a simbiosis. Estos carbohidratos son:

- Giucanos beta,1_92 cïclicos (65)

- Lipopoiisacáridos (LPS) (66)

- Polisacáridos capsuiares (CPS) (67)

- Exopoiisacáridos acïdicos (EPS) (68,69,70,71,72)

Fragmentos de oligosacáridos de] EPS (73)



- 24 

1.3 ACTIVIDADES BIOLOGICAS ASOCIADAS A LOS POLISACARIDOS DE

RHIZOBIOS

La interacción de ios poiisacáridos de Rhizobios con 1a

superficie de las céiuias de la raiz de las ieguminosas juega sin

duda un importante papel en e] estabiecimiento de 1a simbiosis.

Comodijimos anteriormente, distintas especies de Rhizobios pro

ducen una variedad de poiisacáridos impiicados en 1a interacción

con e] huésped, aigunas de cuyas funciones y actividades comien

zan a ser comprendidas. Las mejor conocidas se describen a con

tinuación.

1.3.1 Estimuiación de 1a infección l noduiación

Varios autores consideran que el tratamiento de raices de

trébol, previo a la inoculación, con poiisacáridos producidos por

Rhizobium trifoiii, se traduce en un aumento de 1a infectividad y

de 1a noduiación. Se ha descripto esta estimuiación con giucanos

beta,1_92 cïciicos (65), ó con fragmentos de oiigosacáridos de]

EPS (75) ó con CPS (75), ó c0n LPS (76).

En lo que se refiere a los giucanos beta,1_92 cïciicos, ios

mismos son producidos por rhizobios y agrobacterias.

Recientemente ha sido descripto que distintas especies de

Xanthomonas producen y secretan e] medio extraceiular un giucano

cïciico beta,1_92 de GP: 16 (77). C0mo es sabido, ios tres

géneros bacterianos mencionados establecen interacciones



(patógenas o no) con piantas, 1as cuaies constituyen sus huéspe
des especificos.

La participación de los glucanos ciclicos en fenómenos de

infectividad ha sido estudiada sobre todo en agrobacterias.

Las especies virulentas de agrobacterias interactúan con

plantas dicotiledóneas e inducen 1a formación de un tumor (agaiia

de corona). Mutantes aviruïentas de Agrobacterium tumefaciens no

sintetizan giucanos ciclicos (78). E1 fenotipo origina] se recu

pera por compiementación con DNAde 1a cepa saivaje (79).

Por otra parte, con el sistema de Rhizobium trifoiii, e]

nümero de nóduios también se incrementa por e] pretratamiento de

raïces de trébol (previo a 1a inOCuiación) con fragmentos de oli

gosacáridos de] EPS, ios cuales además presentan 1a particuiari

dad de unirse especificamente a Trifoiina A. La participación de

esta 1ectina de trébol en 1a interacción rhizobio-ieguminosa será

discutida (sección 1.3.4).

Los fragmentos de oligosacáridos que se unen especifica

mente a Trifoiina A pueden obtenerse in 11312 por tratamiento de]

CPS o de] EPS de Rhizobium trifolii con una hidrolasa obtenida de

lisados de dos bacteriofagos especificos de Rhizobium trifoiii

(80). Por otra parte, con e] sistema de Rhizobium meiiioti, cepas

mutantes incapaces de sintetizar EPS (Exo'), inducen 1a formación

de nódulos no infectivos en aifaifa (81).
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En lo que respecta al LPS, Dazzo y su grupo comunicaron que

para el caso de de Rhizobium trifolii, el contenido de quinovosa

mina del LPS (quinovosamina: 2-amino-2,6 dideoxiglucosa) se modi

fica durante el pasaje de cultivos de fase exponencial a fase

estacionaria. Esta modificación coincide en el tiempo con el

carácter transiente de Rhizobiumtrifolii para unir especifica

mente Trifolina A (82).

1.3.2 Enrulamiento del pelo radicular

Como vimos previamente (sección 1.2.2), esta etapa es una

de las más tempranas en el proceso que lleva a la formación del

nódulo. A pesar de que este fenómeno fue descrito por primera

vez hace más de 100 años (83), se tuvieron indicios claros de la

participación de una/s molécula/s en la simbiosis rhizobio

leguminosa hace aproximadamente unos 20 años cuando se demostró

que sobrenadantes de Cultivos de rhizobios libres de células

inducen enrulamiento de pelos radiculares (69,71).

El grupo de Vincent estableció que el enrulamiento es

especifico dado que OCurre cuando las plantas son inoculadas con

cepas de rhizobios homólogas (84).

Los resultados obtenidos hasta el presente indican que en

este fenómeno están implicados el EPS, el CPS, algün factor 6

factores presentes en el filtrado de Cultivos libre de células y

una fracción (6 fracciones) proteica extracelular producida por

el huésped (70,71,84,85).
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Es interesante destacar que trabajos de Erwin y Hubbe] con

e] sistema de Rhizobium trifolii ponen de manifiesto que ias

fracciones aisiadas no son capaces de desarroiiar ei fenómeno con

1a misma intensidad (68). Los autores sugieren que son necesarias

por io menos dos fracciones para un enruiamiento exitoso: una que

c0ntiene poiisacárido/s y otra que contiene proteina/s (68).

Asimismo, Solheim estabieció para el sistema de Rhizobium

trifoiii que Cultivos desarroiiados en presencia de raices de

trébol, y posteriormente fiïtrados para eliminar ias céiulas,

exhiben mayor capacidad para producir enruiamiento que aqueïios

fiitrados provenientes de cuitivos desarroiiados en ausencia de

raices de trébol (86). ConCurrentemente con estos resuitados, e]

mismo autor, y también e] grupo de Dazzo, proponen que poii

sacáridos de 1a superficie de Rhizobium trifoiii s0n degradados

especificamente por enzimas provenientes de 1a raiz de] huésped

(87,88). Dicha actividad enzimática especifica debida a1 huésped

podria resuitar en 1a sintesis de] factor o factores biológica

mente activos para producir enruiamiento.

En Rhizobium trifoiii, cepas mutantes incapaces de producir

enruiamiento (Hac') producen un EPS idéntico en su estructura

giicosïdica a ias cepas saivajes (39), pero estudios de 1H-RMN

realizados con ias mismas cepas mutantes por otro grupo de

autores, ponen de manifiesto que e] EPS producido por las cepas

Hac' difiere del producido por las cepas saivajes en su com
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posición de sustituyentes no glicosïdicos (en este caso acetato,

cetal-piruvato y beta-hidroxibutirato) (90).

Por otra parte, y considerando que aün antes de] enruia

miento de] peio radicular, ias bacterias son atraïdas hacia ias

raices en crecimiento, debe destacarse que recientemente

Caetano-Anoiiés y coïaboradores describieron una mutante de

Rhizobium meiiloti (cepa L5-30) deficiente en motilidad y

quimiotaxia que no es capaz de noduïar normaimente: presenta

menor nümero de nóduios y de aparición tardïa (91).

1.3.3 Formación de] hiïo de infección

Cemodijimos anteriormente (sección 1.2.2), luego de] reco

nocimiento y 1a adherencia, Ios rhizobios son ociuïdos en e] rulo

de] peio radicuiar y e] huésped deposita nueva pared ce1u1ar

internamente a este punto para comenzar a formar e] hiïo de

infección (92).

Este hecho hace suponer que 1a antigua pared es degradada.

Fue sugerido que 10s poiisacáridos de rhizobios inducen

respuestas en e] huésped, una de las cuales seria 1a sintesis de

poiigaiacturonasas que estarian vincuiadas a 1a degradación de

paredes ceiulares (93,94).

Si bien todos los polisacáridos de rhizobios fueron impli

cados en 1a formación de] hi10 de infección (95), los resuitados
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experimentaies más conciuyentes están reiacionados a ios giucanos

cïcïicos (96).

En el sistema de Rhizobium meïiioti, 1a mutante GRT 215 no

sintetiza glucanos ciclicos y es incapaz de promover 1a formación

de] hiio de infección (97). Esta evidencia sugiere que ios giuca

nos cïclicos constituirïan 1a moiécuia señal o una de ias

moiéculas seña] en 1a formación de] hiïo de infección. Su par

ticipación, como 1a de otro u otros poïisacáridos, asi como 1a

actividad poligaiacturonasa requiere aün futuros estudios.

1.3.4 La hipótesis g_ la 1ectina

Esta hipótesis fue inicialmente propuesta en e] año 1975

por Aibersheim y Anderson-Prouty (72). Postuia que 1ectinas de]

huésped interactúan seiectivamente con poiisacáridos de super
ficie de rhizobios.

"Existen abundantes evidencias experimentaies tanto a favor

como en contra de] comportamiento de iectinas como moiécuias

seña] en la interacción rhizobio-Ieguminosa y soio serán comen

tadas aïgunas de ellas.

La primera evidencia experimenta] a favor fue proporcionada

por los trabajos de Bohiooi y Schmidt, quienes demostraron que 1a

lectina de poroto de soja marcada con isotiocianato podia unirse

especificamente a 22 de 25 cepas de Bradyrhizobium japonicum.
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Inversamente, 1a lectina era incapaz de unirse a 1a totalidad de

ias cepas heteróiogas ensayadas, las que además no iograban nodu

iar soja (98). Dichas cepas heteróïogas adquirïan 1a capacidad de

unir 1a Iectina si eran cuitivadas en presencia de exudados de

raïz de soja (99).

E1 grupo de Dazzo encontró una estrecha correiación entre

1a capacidad para unir lectinas y 1a infectividad en e] sistema

de Rhizobium trifoiii (100). Las cepas infectivas de Rhizobium

trifoiii producen polisacáridos que presentan reacción cruzada

con 1a superficie de 1as céiuias de los pelos radicuiares de

trébo] (100). La 1ectina purificada de tréboï (trifoiina A) se

une a ios poiisacáridos de superficie de Rhizobiumtrifoiii (101)

e interactúa especificamente con e] LPS y e] CPS (102).

Segün estos mismos autores, e] reconocimiento en 1a

interacción de Rhizobium trifoiii con 1a raïz de trébol puede

dividirse en dos fases: una primera fase de contacto entre 1a

bacteria y e] huésped, en 1a cual 1a lectina muitivaiente recono

cerïa simiiares carbohidratos en el rhizobio y en 1a pianta

(100), y una segunda fase de adherencia mediante fibrilias extra

celulares de origen aün desconocido (82).

Segün Bauer, en e] sistema de Bradyrhizobium japoniCum 1a

capacidad de unir 1ectina y la infectividad varian con 1a edad

de] cultivo (103) o por modificación de 10s carbohidratos impli

cados mediante sustituyentes no glicosïdicos (104).
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Asimismo, ei grupo de Dazzo ha comunicado que en ei sistema

de Rhizobium trifoiii, ios sustituyentes no glicosidicos de] EPS

difieren en cantidad dependiendo de que e] cultivo sea cosechado

en fase exponenciai o estacionaria (105).

Dazzo define a ia lectina de Rhizobiumtrifoiii (Trifoiiina

A) como una giicoproteina capaz de unir carbohidratos de manera

especifica y que tiene un peso molecuiar de aproximadamente

53.000 Daitons. Dicha proteina se agrega a vaiores de pH cercanos

a su punto isoeiéctrico, en particuias con un diámetro cercano a

10 nm (106).

En contra de] comportamiento de 1ectinas como molécuia

seña] está e] hecho de que han sido aisladas especies de

Rhizobios que unen iectinas pero son incapaces de infectar o

noduiar eficientemente (107,108,109,110).

Recientemente, Maréchai y Lepek, trabajando con una agiuti

nina de semiiia de aifaifa encontraron que de manera dependiente

dei punto isoeiéctrico, otras proteinas no vegetaies (iisozima y

albúmina bovina) presentaban 1a misma propiedad de agiutinación

que ia algutinina. Asimismo, dichos autores comunicaron que

existe también inespecificidad en 1a inhibición de 1a

aglutinación: 1a misma puede ser iograda no soio con LPS de

Rhizobium meiiioti sino también con otros polímeros negativamente

cargados (EPS de Rhizobium meiiioti R41, DNA de timo bovino,

entre otros) (111).
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1.4 GENES BACTERIANOS INVOLUCRADOS EN LA INTERACCION

RHIZOBIO-LEGUMINOSA

1.4.1 Generaiidades

E1 primer paso en el establecimiento de 1a simbiosis es e]

reconocimiento y 1a invasión de] huésped apropiado por 1a

bacteria. Es ciaro que tanto 1a bacteria comola pianta codifican

productos para las diferentes etapas de este proceso y que Ios

genes son activados en un momento preciso.

Es necesario, por 10 tanto, que ambos simbiontes ajusten un

programa de expresión de ios genes invoïucrados.

Los procesos que ocurren en la bacteria o en 1a planta

difieren significativamente, dado que se trata de 1a interacción

de dos organismos muy distintos: uno procariota y otro eucariota.

Solo serán mencionados ios genes bacterianos y algunos productos

eiaborados por 1a pianta con actividad reguiadora sobre los

mismos.

Han sido aisladas un gran nümero de mutantes bacterianas

para 1a simbiosis. Las mismas pueden clasificarse fenotïpicamente

en dos grupos: Nod“ y Fix'. Las primeras tienen bioqueada

aiguna/s etapa/s antes de 1a formación de] nóduio, mientras que

ias segundas noduian e] huésped apropiado pero son incapaces de

reducir nitrógeno atmosférico.
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En base a esto, ios genes se denominan "nod" y "fix". Dicha

denominación hace referencia a] fenotipo solamente. A medida que

genes pertenecientes a uno u otro grupo son MEJOPcaracterizados,

adquieren nomenciatura genotipica que denota especificamente su

función. Es e] caso de 10s genes "nif" que codifican para e]

compiejo enzimático de 1a nitrogenasa, hoy bien estudiados

genéticamente (112) y en principio agrupados junto a ios genes

"fix".

Otro grupo importante de mutantes, también agrupadas

fenotïpicamente, son aqueïias que son incapaces o bien deficien

tes en 1a producción de EPS. A estas mutantes se ias denomina

Exo'.

1.4.2 Los genes "nod"

En numerosas especies de Rhizobios, ios genes nod, fix y

nif están Iocaiizados en megapïásmidos. En Rhizobium meiiioti,

por ejempïo, fueron descritos dos megapiásmidos involucrados en

1a simbiosis, denominados pïásmidos Sym. Uno de e1los es portador

de genes nod, nif y fix, y e] otro soiamente algunos genes fix

vinCuiados a 1a invasión de nóduios en desarroiio (113,114,115,

116).

Los genes nod se ciasifican en “genes nod comunes" (genes

"nod" propiamente dichos) y genes de "especificidad de huésped"
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(genes "hsn", de] inglés: host specificity noduiation). E1 tamaño

que ocupa esta información es de alrededor de 20 Kiiopares de

bases. Es posibie transferir 1a especificidad de huésped trans

formando cepas heteróiogas con 1a porción de DNAque codifica ios

genes "hsn" (117,118).

La Figura 4 muestra un esquema de ios genes nod en tres

especies diferentes. Los genes "nod" propiamente dichos son A,B,

C y D, y los genes "hsn" son E,F,G y H (sinonimia segün e] grupo

de A. Kondorosi: E = hsnB, F = hsnA, G = han y H = hsnD (126)).

Cada grupo de genes constituye dos operones y cada uno de eilos

se transcribe en ambas direcciones.

Asimismo, existe por 10 menos un ejempio de especificidad

de huésped dentro de una misma especie de rhizobio. Asi,

Rhizobium 1eguminosarum es incapaz de noduiar normalmente poroto

primitivo de Afghanistan, pero 1a cepa denominada TOMposee el

gen "nod X" en ei plásmido Sym, y esta información genética

"extra" ie permite noduiar dicho huésped. E] gen "nod X" codi

fica para una proteina hidrofobica de PM: 41.036 Daitons que no

presenta homoiogïa clara con ninguna otra proteina de banco de

datos (l19).

La Tabia 1 muestra un resumen de los genes nod, sus produc

tos y los fenotipos asignados hasta ei presente.

La secuencia de aminoácidos deducida para el producto de]

gen nod F presenta homologïa con 1a proteina transportadora de
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FIGURA 4
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MAPA GENETICO DE LAS REGIONES "nod"

(256). SinonimiaDavies O. and Johnston A.W.B.
" WH:

Tomado de Rossen L.,
según el grupo de A. Kondorosi: F = hsnA, 3 = hsns, u = han,
hsnD (126,257).

A) Rhizobiun leguminosarum (bv. viciae).

bv. trifolii).3) Rhizobium:rifolii (R. leg.

2) RhizobLunneliloci.
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TABLA I: LOS GENES "nod" Y SUS PRODUCTOS

Gen Producto codificado Fenotipo de la cepa mutada Referencia
R.leguminosarumR.trifolii R.meliloti

nodA Citoplásmico Hac- Hac' Hac' 120-123
nodB Hac' Hac' Hac' 120,121,

123
nodC Unido a membrana Hac' Hac' Hac' 120,121,

124
nodD Regulatorio Hac’ Hac' R 123,125,

126
nodE R R R 126-128

(Nod+, poroto)
nodF Homología con pro- ? R R 123,126

teína transportadora (Nod+, poroto) 127,128
de grupos acilo

nodG Homología con ribi- NI NI R 126,128
tol deshidrogenasa

nodH NI NI R 126,128

nodI Asociado a membrana, R NI NI 129
homología con compo
nentes de sistemas
de transporte

nodJ Probablemente unido R NI NI 129
a membrana

nodL ? NI NI 130

nodM Homología con amido ? NI NI 130
fosforibosil trans
ferasa

nodx Probablemente unido Nod“ en poroto 131
a membrana. Confiere de Afghanistan
capacidad para nodu
lar poroto de Afghanistan

Tomado de Rossen L., Davies O. y Johnston W.B. (256).

Hac, enrulamiento del pelo radicular; R, retardo en el inicio de la modulación y
disminución del número de nódulos; NI, gen no identificado; ?, mutación no
aislada; Nod, nodulación.
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grupos acilo de E. coli, especialmente en la región que une

pantotenato. El grupo de Johnston considera razonable suponer que

el producto de dicho gen sea una proteína transportadora de gru

pos acilo probablemente implicada en reacciones de acetilación

(127).

Resulta interesante destacar que mutaciones en los genes

nodF o nodE permiten que Rhizobium trifolii nodule poroto, aunque

pobremente (132). Rolfe considera que una explicación general

para esta observación es que los productos de los genes nodF y

nodE modifiquen algün componente de superficie presente en todas

las especies de Rhizobios, pero que difiera poco de una especie a

otra. Dicha modificación contribuirïa al reconocimiento en el

huésped apropiado e impedirïa el reconocimiento heterólogo (132).

1.4.3 Regulación de la expresión g_ los enes nod

I.4.3.1 Generalidades

La regulación de los genes nod fue estudiada en Rhizobium

leguminosarum por el grupo de Johnston (127) y en Rhizobium meli

loti por el grupo de Rolfe (85).

El gen nodD controla la expresión de los otros genes nod,

sean éstos “genes nod comunes“ (nod A, B y C) o "genes hsn" (nod

E, F G, y H). Además, en Rhizobium leguminosarum, el gen nod D

es autorregulatorio. Dicha regulación ocurre solamente en presen



cia de un compuesto (o c0mpuestos) proveniente de exudados de

raiz de] huésped apropiado (134).

Rhizobium meiiioti posee más d: una copia de] gen nodD en

el piásmido Sym y no presenta e] fenómeno de autorregulación.

Mutaciones en el gen nodD impiden 1a nodulación en Rhizobium

ieguminosarum, pero no en Rhizobium meiiioti (135).

La Figura 5 muestra un esquema de 1a organización y regu

iación de ios genes nod en Rhizobium meiiioti.

Existe una secuencia de 47 pares de bases aitamente con

servada inmediatamente antes de] promotor de cada copia de] gen

nodD. Dicha secuencia se denomina "caja nod" ("nod box"), y muta

ciones en ella inactivan los genes ubicados hacia 1a región 3l

de] promotor (136). La coordinación de 1a activación de los genes

nod puede estar mediada por ei pegado de] producto de] gen nodD

a1 "nod box". Dicho producto seria previamente modificado por un

factor (o factores) proveniente de 1a pianta. De este modo, 1a

RNA poiimerasa se pegarïa a los promotores para comenzar 1a

transcripción (136). Parecerïa que la pianta no solamente provee

señales para las primeras etapas de 1a interacción sino también

para estadios tardïos en ios cuaies el bacteroide necesita

derreprimir ios genes nif.

Como dijimos, dichos genes codifican para e] compiejo

enzimático de ia nitrogenasa y pueden ser estructuraies o



FIGURA _5_

genes genes . . .
nod nod nl! hx nlf th' zookb canunes hsn KDH ABC AB ° n4 1 ,,
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factores de la planta

Figura ORGANIZACIONY REGULACIONDE LOS GENES "nod" EN Rhizobium melilotio

En la parte superior se muestra un esquema de las regiones del
plásmido pSyminvolucradas en la simbiOSis.
nod, nodulación; hsn, especificidad de huésped; nif, fijación de

equivalente al sistema de K. pneumoniae; fix, fijación denitrógeno,
nitrógeno; efn, otros genes no esenciales para la nodulación pero que
incrementan su eficiencia.

Tomado de Kondorosi E. y Kondorosi A. (257).
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inducibles. Todos ellos son activados por el producto del gen

nifA, cuya transcripción es probablemente iniciada por una señal

aün no identificada proveniente de la planta (112‘.

El gen regulador nifA actua de manera semejante al gen

homónimo del sistema de la nitrogenasa de Klebsiella pneumoniae

(112).

1.4.3.2 Inductores e inhibidores

El análisis de extractos de raices o de exudados de

extractos de raices de leguminosas, permitió identificar ciertos

flavonoides, flavonas o flavononas que poseen actividad inductora

de los genes nod (137,138) (Fig. 6).

Dichas moléculas son activadoras a concentraciones tan

bajas como 200 nM (137). Algunos inductores muestran especifici

dad de especie; tal es el caso de la flavanona hesperitina, que

es un potente inductor del sistema de genes nod en Rhizobium

leguminosarum (139), pero relativamente ineficiente en el sistema

de Rhizobium meliloti (137).

La diferencia en las respuestas de los genes nod frente a

los distintos inductores puede de hecho determinar o contribuir a

determinar la especificidad de huésped.

Asimismo, ciertos flavanoles e isoflavanoles, asi como

otros compuestos fenólicos inhiben severamente la transcripción

de los genes nodA,B,C y nodF,E en Rhizobium leguminosarum (137).
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FIGURAí

O

F LAVONAS FLAVANONAS

ISOFLAVONAS

Figura REPRESENTACION DE LAS ESTRUCTURAS COMUNES DE LOS FLAVONOIDES
DESCRIPTOS EN EL TEXTO.

Para un tratamiento detallado véase el trabajo de Rolfe B. (258).
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En e] sistema de Rhizobium trifolii, una cumarina y un

fiavonoide están presentes en ei exudado de raices dei huésped y

se comportan como anti-inductores (140).

Parecerïa que ias concentraciones de inductores y anti

inductores en 1a vecindad de 1a superficie de 1a raiz tiene

importantes consecuencias en 1a reguïación de 1a expresión de los

genes nod y, por io tanto, en el proceso de infección.

1.4.4 Genes invoiucrados en .13 sintesis de] glucano beta,l-92
cïciicos

Los giucanos beta,1_92 ciclicos son homopolïmeros de giu

cosa de pesos moieCuiares pequeños y ya fueron comentados (sec

ciones I.1.3 y 1.3.1). La participación de Ios glucanos cïciicos

en 1a interacción con e] huésped ha sido estudiada sobre todo en

Agrobacterias, y más recientemente en Rhizobium meiiioti.

En e] sistema de Agrobacterium tumefaciens fueron detec

tadas tres regiones asociadas a viruiencia: cth, chvB(chv: dei

inglés “chromosomai virulence") y exo C. A diferencia de 10 que

ocurre con ios genes nod, 1a información genética para 1a sïn

tesis de ios giucanos cíclicos es cromosoma].

La región chv B es necesaria para 1a sintesis de glucanos

ciclicos tanto in vivo (78) como in vitro (79). Cepas mutantes

chv B' aviruientas son incapaces de sintetizar glucanos cïclicos.
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E1 fenotipo original se recupera por complementación con DNAde

1a cepa saivaje (78).

En e] sistema de Rhizobium meiiioti, 1a región ndv ñ (ndv:

de] inglés "noduiation deveiopment") es homóioga a 1a región

chv B de Agrobacterium tumefaciens (141). También fueron

encontradas secuencias homólogas en Rhizobium trifolii, Rhizobium

ieguminosarum y Rhizobium phaseoli (141). Cepas mutantes en 1a

región ndv B de Rhizobium meiiioti son incapaces de sintetizar

giucanos ciclicos y forman estructuras semejantes a nóduios que

carecen de hiïo de infección, no poseen bacteroides y no fijan

nitrógeno (141).

1.4.5 Genes involucrados en 1a sintesis de] EPS

A diferencia de ios genes nod que se iocaiizan en plásmi

dos, y de aqueiios genes que codifican para 1a sintesis de los

glucanos cïciicos que son cromosomaies, Ios genes invoiucrados en

e] sistema de sintesis de] EPS, como asi también aqueiios que

participan de su regulación, se disponen tanto en e] cromosoma

como en plásmidos.

Asi, por ejempio, en Rhizobium meliioti, cuatro genes

impiicados en 1a sintesis de} EPS se ubican en un megaplásmido

diferente a1 Sym (genes exo A,B,E y F), mientras que otros dos

genes de] mismo sistema mapean en e] cromOSOma (genes exo C y D)

(142).
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Asimismo, con e] sistema de Rhizobium phaseoii, Johnston y

Su gruoo describen que cepas curadas de su piásmido Sym, retienen

1a capacidad de sintetizar EPS, y que una región de dicho

plásmido es capaz de inhibir 1a sintesis dei exopolisacárido. E1

gen responsabie de esta función fue denominado gen "psi"

(inhibición de sintesis de poïisacárido). Dicho gen se iocaïiza

próximo a ios genes nod y fix. Johnston y su grupo proponen que

e] gen psi" reprime 1a expresión de los genes cromosomaïes pss

(sintesis de polisacárido) en e] estado de bacteroide (143). En

Rhizobium Ieguminosarum, ios mismos autores determinaron que 1a

seCuencia de DNAde 1a región "pss" codificarïa para uno o quizás

dos genes (253). Por 10 menos uno de ios productos de traducción

de] gen pss estimado por datos de secuencia tiene una región

hidrofóbica aminotermina], 10 cua] sugiere que dicha proteina

estaria asociada a membrana(253).

Asimismo, dado que e] producto de] gen psi también posee

una región aminotermina] extremadamente hidrofóbica (254), Ios

autores mencionados consideran que Ios productos de dichos genes

podrian interactuar fisicamente (253).

Por otra parte, en Rhizobium meliioti, cepas mutantes

Exo' no producen enruïamiento de] peio radiCuiar ni tampoco for

man hiïo de infección (116). E1 grupo de Rolfe describe una cepa

Exo' (Rhizobium ANU280) que produce enruiamiento de] pelo radi

cular e hiio de infección, pero ios nódulos son incapaces de
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fijar nitrógeno. Los mismos autores estabïecen que en dicha cepa

existen cinco ÏOCUSgenéticamente 1igados que se 1oca1izan en e]

cromosoma y codifican información para la síntesis de] EPS (144).
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1.5 LOS EXOPOLISACARIDOS DE RHIZOBIOS

Ninguna de las macromoléculas involucradas activamente en el

establecimiento de la infección y nodulación ha sido aün defini

tivamente identificada. Como dijimos anteriormente, numerosos

estudios implican a distintos polisacáridos producidos por

Rhizobios, de los cuales los exopolisacáridos ocupan abundante

espacio en la literatura (68,69,70,71,72,145,146).

Algunos estudios relacionan la cantidad de EPS producida por

una cepa particular con la capacidad de infectar y nodular efi

cientemente el huésped apropiado (147,148,149,150).

Asi, una cepa mutante que produzca solo un 5% respecto de la

cepa salvaje es aün capaz de provocar una infección y nodulación

eficaz (151). Sin embargo, un valor del 0,1% resulta insufi

ciente, y en tal caso se forman estructuras semejantes a nódulos

pero incapaces de fijar nitrógeno (148).

Otro tipo de estudios establecen la participación de EPSs

mediante la restauración del fenotipo infectivo por coinoculación

de cepas Exo' con EPS homólogo o fragmentos de EPS homólogo

(152). Exopolisacáridos heterólogos no son capaces de corregir el

fenotipo.

Rolfe y su grupo suponen que dicha especificidad puede indi

car un rol activo de los EPSs en el reconocimiento. Dado que la

acción de los EPSs depende de la secreción de enzimas por la



planta que degradarian el polïmero a oligómeros (153,154,155),

los autores mencionados consideran razonable suponer que el meca

nismo de acción de los EPSs podria ser semejante al de las llama

das oligosacarinas. Estas últimas son homoglucanos de bajo peso

moleCular que se originan por clivaje enzimático de las paredes

de ciertas plantas en las cuales inducen respuestas de creci

miento, diferenciación y resistencia a enfermedades (156).

Los exopolisacáridos proaucidos por diferentes especies de

rhizobios son heteropolisacáridos complejos, cuyas estructuras

pueden describirse en términos de unidades repetitivas de 7 a 11

restos glicosidicos, de los cuales los más comunes son los mono

sacáridos glucosa, galactosa y ácido glucurónico.

Habitualmente son ramificados y se encuentran sustituidos por

restos no glicosïdicos tales comogrupos cetal-piruvato, acetilos

y beta-hidroxibutirilos, entre otros.

Es importante destacar que diferentes especies de Rhizobios

que nodulan distintos huéspedes pueden producir exopolisacáridos

con la misma estructura de restos glicosïdicos, e inversamente

existen ejemplos en los que una miSma especie produce diferentes

EPSs (157,158,159,160,161,162).

Un esquema de lo antedicho se muestra en la Figura 7.

Se observa que los distintos EPSs tienen en comün el tetra

sacárido que constituye la cadena principal, en cuya composición
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FIGURA _7_
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Figura ESTRUCTURA DE LAS UNIDADES REPETITIVAS DE LOS EXOPOLISACARIDOS
PRODUCIDOS POR DISTINTAS ESPECIES DE RHIZOBIOS

Tomado de Albersheim P. y colaboradores (259). No se incluyen los
restos O-acetilos ni otros sustituyentes'acilos.



intervienen dos restos de ácido glucurónico y dos restos de glu

C053.

Los hechos mencionados más arriba indicarian que la estruc

tura glicosïdica de los distintos EPSs no participarïa en el pro

ceso que determina la especificidad de huésped e infección. Sin

embargo, es necesario puntualizar que los esquemas mostrados

(Figura 7) no representan las estructuras completas de esos EPSs,

dado que como dijimos, están además sustituidos por otros restos

no glicosidicos. La identidad, posición y freCuencia de dichos

sustituyentes no es fácil de determinar y se tienen indicios de

que dichos grupos podrian jugar un papel importante en la selec

tividad de huésped. Asï, se sabe que restos acilos forman parte

de algunos antígenos capsulares de polisacáridos bacterianos

(163).

En lo que respecta especificamente a los EPS de rhizobios, de

acuerdo con un trabajo reciente debido a Leigh y colaboradores,

la succinilación del EPS determina la formación y la invasión de

nódulos efectivos por Rhizobium meliloti (164).

Asimismo, en el sistema de Rhizobium trifolii, el grado de

acetilación del EPS está implicado en una nodulación eficaz. La

cepa BARTA que posee tres restos acetilos por unidad repetitixa

es incapaz de nodular (165), mientras que la cepa NA-EOque posee

solo uno nodula normalmente (157). Por lo que se conoce desta el

presente, los EPSs producidos por ambas cepas solo difieren en el

grado de acetilación.



C)

Todo indica que 1as pr0piedades de 1os :clisacárídos compïe

jos, tal el caso de los exopo1isacár1dos :e Rhizobios, están

definidas por su estructura, 1a cua] queda determinada en el

momento de su biosïntesis.

Veamos entonces cuá] es 1a evolución y e] estado actua] de

105 conocimientos respecto a este ültimo punto.



[.6 SINTESIS DE POLISACARIDOS COMPLEJOS

1.6.1 El antígeno-0 de Salmonelia

Los primeros estudios vinculados a 1a biosïntesis de poii

sacáridos complejos de bacterias deben remitirse a ios trabajos

de Nikaido sobre 1a sintesis de] lipopoiisacárido (LPS) de

Saimoneila typhimurium (255). Otro avance importante se hizo al

investigar a1 poiisacárido que consitituye e] antïgeno-O de

Saimonelia newington. En este caso, 1a unidad repetitiva de dicho

polisacárido tiene 1a estructura que se muestra en 1a Figura 8:

Figura g

(D-manosi1-L-ramnosi1-D-ga1actosil)n

E1 antígeno-0 conjuntamente con e] "core" y e] "Lïpido A"

constituyen e] LPS (166).

La década que media entre 1960 y 1970 fue muy productiva en

cuanto a los estudios que permitieron aclarar 1a biosïntesis de

1a estructura que se muestra, y otras simiïares.

En e] año 1964, Robbins y colaboradores c0municaron 1a

sintesis enzimática "in vitro“ de] Antïgeno-O en Salmoneila ana

tum a partir de nucieótido-azücares precursores (167). Un año más

tarde, los iaboratorios de Horecker y de Nikaido informaron de

manera independiente 1a sintesis enzimática de] poïisacárido que



constituye el Antïgeno-O, utilizando cepas de Salmonella thyphi

murium deficientes en GDP-Man(168) o carentes de TDP-Ram (169).

No obstante el progreso que estos estudios significaron, ninguna

de las reacciones intermediarias habia sido establecida.

1.6.2 Lipido intermediarios en l_ sintesis del antígeno-0

A mediados de 1965, el grupo de Robbins comunicó que en la

sintesis del antígeno-0 de Salmonella newington, los azúcares son

transferidos desde los nucleótido-azücares precursores a un acep

tor lipïdico ("ACL") antes de su incorporación al LPS (170). En

el mismo volumen de aquella publicación, el grupo de Horecker

informaba sobre un hallazgo similar en Salmonella typhimurium

(171).

Un hecho novedoso fue que los oligosacáridos estaban unidos

al aceptor lipidico mediante fosfato. La estructura del lïpido

fue establecida luego de su aislamiento y purificación por el

grupo de Robbins: se trataba de undecaprenol, un poliprenol for

mado por once unidades de isopreno. Cada unidad de isopreno posee

una doble ligadura. Un esquema del lïpido se nuestra en la Figura

9.

En Salmonella newington, un puente pirofosfato une la

galactosa del extremo reductor al lïpido (170). En la Figura 10

se representa la sintesis de la unidad repetitiva del Antïgeno-O

en dicho sistema (170).
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FIGURA g
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Fíoura g: REPRESENTACION DEL POLIPRENOL AISLADO DE Salmoneïïa
newíngton (170).

FIGURA ¿g
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Fíoura ¿_: SINTESIS DEL ANTIGENO-OEN Salmonelïa newington (170).
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E1 paso siguiente constituye 1a poiimerización de las uni

dades repetitivas. La dirección de crecimiento de Ias cadenas

durante 1a noïimerización fue aclarada por e] grupo de Robbins

(172). Como se muestra (Figura 11), 1a cadena en crecimiento es

siempre agregada a una unidad repetitiva unida a1 poliprenoi. De

este modo, 1a eiongación OCUrre por e] extremo reductor de 1a

cadena en crecimiento.
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Fi ura 11: MECANISMO DE POLIMERIZACION DEL POLISACARIDO-O EN__ Saïmoneïïa anatum.

Tomado de Tipper D.J. y Wright A. (173).



1.6.3 Lipido intermediarios descriptos en bacterias

Los prenii-fosfo-azücares hallados en procariotes son

variados y pueden agruparse atendiendo a su compiejidad, con

tenido de fosfato o tipo de caracterización. En 1a Tabia II se

mencionan solo algunos ejempios. No todos han sido estudiados con

igual deta11e ni con ias mismas técnicas, por 10 cua] la letra

que figura a] lado de cada compuesto significa 10 siguiente:

a) Lïpidos que fueron identificados como prenoies por

estudios de espectrometrïa de masas.

b) Lïpidos que han sido identificados como prenoles aten

diendo a que su formación se activa p0r e] agregado de

P-preno] exógeno.

c) Compuestos que tienen 1as propiedades químicas de ios

prenil-fosfo-azücares, pero cuya fracción lipïdica no

ha sido estudiada con mayor detalle.

Los prenii-fosfo-azücares de Rhizobium trifoiii que se
describen en esta tesis se caracterizarán de acuerdo con los cri

terios que definen a1 grupo c).
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TABLA I

ALGUNOS LIPIDU-FOSFO-AZUCARES DESCRIPTOS EN PROCARIOTES

Lïpido Fuente Referencia

Man-P MÍCOCOCCUSiysodeikticus a) 174)
Micobacterium tubercuïosis a) (175)

Gïc-P Saïmoneïla a) (176)
Shigella fïexneri b) (177)
Haiobacterium saïinarum c) (178)

NacGlc-P Streptococcus sanguis c) (179)

NAcNeu-P Escherichia coli a) (180)

Maitosa-PP Acetobacter xyïinum c) (181)

(Man)P 6 PP Mycobacterium smegmatis a) (182)

NAcManUA-NAcGlc-P Micrococcus iysodeikticus c) (183)

Abe-Man-Ram-Gai-PP Saimoneiïa typhimurium c) (184)

NAcGïc
Pentapéptido-PP Micrococcus 1uteus c) (185)

Staphylococcus aureus c) (185)

NAcGIc-NAcMur
pentapéptido-PP Micrococcus luteus c) (185)

Staphyiococcus aureus c) (185)
Escherichia coli c) (185)

Ram-(G1c)2-G1cA- Acetobacter xyïinum c) (186)
Man-(Glc)2-PP

Man-GicA-Man-Ceï-PP Xanthomonas campestris c) (196)
(Gïc)7-Ga1-PP Rhizobium meiiioti c) (210)



II.O ANTECEDENTES1 OBJETIVOS

La biosïntesis de exopolisacáridos complejos ha sido aclarada

solamente en dos sistemas: e] poiisacárido capsular de Aerobacter

aerogenes, por e] grupo de Heath (190) y, en nuestro Taboratorio,

e] xantano, exopoTisacárido producido y secretado por Xanthomonas

campestris (64,196).

Fue estabiecido que en las etapas intermedias de biosïntesis

participan preniT-fosfo-azücares comoprecursores inmediatos.

En e] primer caso, 1a porción Tipïdica fue caracterizada como

undecapreno] mediante estudios de espectrometrïa de masas. En e]

caso de] xantano, en forma indirecta de aCuerdo a Tos criterios

que definen a1 grupo c) de 1a TabTa II.

II.1 EL POLISACARIDO CAPSULAR DE AEROBACTER aerogenes

Aerobacter aerogenes (sinonimia: Kiebsieila aerogenes,

Enterobacter aerogenes, ref. 218) produce un polisacárido cap

Suiar (CPS), Cuya unidad repetitiva está c0nstituida por el

tetrasacárido que se muestra a continuación:

a
__93GaTÏ;3Man:;3Gal__9

T;
GTcA



E1 grupo de Heath utilizó como sistema de sintesis un pre

parado enzimático consistente en membranas de Aerobacter

aerogenes. Las cepas elegidas eran mutantes en UDP-Ga1-4'-epi

merasa o GDP-Man pirofosforilasa. De este modo, e] autor men

cionado partïa de mezclas de inCubación que contenían preparados

enzimáticos Iibres de aceptores iipïdicos giicosilados (190).

Dichos preparados enzimáticos catalizaban 1a incorporación

secuencia] de ios monosacáridos Ga], Man, GicA y Ga] (en ese

orden) desde sus respectivos nucieótido-azücares hacia 1a frac

ciones iipïdica (preniÏ-fosfo-azücares) 6 acuosa (CPS).

Mediante estudios cinéticos de transferencia de (14C)Ga1 a

partir de UDP(14C)Ga1 a ambas fracciones, se demostró que ios

prenii-fosfo-azücares aislados en 1a fracción Iipïdica son pre
cursores de CPS.

Los preparados enzimáticos tratados con soiventes orgánicos

a baja temperatura, perdían iïpidos endógenos y ya no eran capa

ces de sintetizar e] CPS, Cuando fueron utilizados para tai fin.

Dicha capacidad era reCUperada por e] agregado de undecaprenoi

fosfato exógeno (190).

El CPS sintetizado in vitro reSu1t6 idéntico a1 nativo por

ios criterios empleados (189,190).



-50 

II.2 EL XANTANO

E] xantano es un exopoiisacárido acidico producido y secre

tado por 1a bacteria Gram negativa Xanthomonas campestris, que ya

fue comentado (sección 1.1.2.2.1).

Hasta e] presente, constituye el ünico caso de un EPS

iiberado a1 medio de Cuitivo de] cua] pudo Iograrse Su biosinte

sis in vitro (64,196).

E1 preparado enzimática utiïizado fue diferente a] de] caso

de] CPS de Aerobacter aerogenes. Esta vez consistió en bacterias

permeabiiizadas con EDTA/TRIScongeiadas y descongeiadas a fin de

permitir ei ingreso a 1a célula de nucieótido-azücares agregados

a 1a mezcia de incubación.

'La primera mención de] efecto de] ¿DTA sobre bacterias se

debe a Repaske en 1a década que media entre ios años 1950 y 1960.

Dicho autor utiiizaba iisozima y EDTAen buffer TRIS para conver

tir bacterias Gram negativas en esferopiastos (192).

Posteriormente, el grupo de Robbins utilizó bacterias per

meabilizadas con EDTA/TRIS congeiadas y descongeiadas como

sistema de ensayo para e] estudio de 1a sintesis del Antigeno-O

de Saimoneiia (219).

En e] año 1965, Leiva demostró que e] ’ratamiento de E. coli

con EDTA/TRIS libera el 50% de] LPS y paralelamente permeabiiiza

a 1a céiula frente a compuestos hidrofóbicos (193).



Hoy se sabe que e] EDTAy otros queiantes secuestran iones

divaientes que mantienen unidas a ias moiéCuias de LPS en ia

membrana externa (para un tratamiento detaiïado de] tema, véase

ref. 195).

Las céiuias permeabiiizadas con EDTA/TRIS son menos

resistentes a1 tratamiento de congeiamiento y fractura. Dicho

efecto puede visuaiizarse procediendo de ta] modo y observando

posteriormente a1 microscopio electrónico (194).

En nuestro 1aboratorio también se empleó dicha técnica de

permeabiiizar bacterias con e] objeto de estudiar 1a biosïntesis

de exopolisacáridos por Acetobacter xyïinum (191). Los resuïtados

con dicho sistema serán comentados más adeiante (sección 11.3).

Con Xanthomonascampestris, utiïizando céïuias permeabiiiza

das con EDTA/TRIScongeiadas y descongeladas, fue posibïe lograr

1a biosintesis in vitro de] xantano. E1 preparado enzimático fue

incubado en presencia de nucleótido-azücares exógenos frios y

radioactivos (64,196).

La transferencia de radioactividad a 1a fase acuosa (EPS)

pudo optimizarse en inCubaciones reaïizadas a una temperatura de

20°C, en presencia de ios tres nucieótido-azücares adecuados (uno

de ellos radioactivo), es decir: UDP-Gic, CDP-Wany UDP-Gch

(64,196). La ausencia de aïguno de 105 precursores o bien 1a

disminución de 1a temperatura de incubación reSuitaron en 1a per
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Inanencia de] grueso de 1a radioactividad en 1a fase orgánica

(prenii-fosfo-azücares) (196). En inCubaciOnes realizadas a baja

temperatura (12°C), 1as condiciones de inCubación pudieron aün

modificarse por e] agregado u omisión de los diferentes

nucieótido-azücares frios y/o radioactivos. De esta manera fue

posibie preparar prenii-fosfo-azücares de diferente complejidad y

demostrar 1a biosïntesis secuencia] de 1a unidad repetitiva unida

a lïpido (64). Debe destacarse que 1a primera reacción consiste

en la transferencia de Gic-l-P a un iïpido-P endógeno (Fig. 12),

recreando 1a unión difosfato presente en e] nuciéotido-azücar

dador.

Asimismo, en lo que respecta a 1a entrada de Sustituyentes no

giicosïdicos (piruvato y acetato), en e] año 1977 Sutheriand pro

puso que muy probabiemente e] dador de piruvato fuera el PEP

(213). Aigunos años más tarde, trabajando en nuestro 1aboratorio

con Xanthomonas campestris, se demostró e] presupuesto de

Sutheriand y se estabieció además que en dicho sistema 1a piruvi

iación ocurre a nivei de prenii-fosfo-azücares: el único modode

obtener in vitro xantano piruviiado consistió en iograr pre

viamente 1a sintesis de 1a unidad repetitiva piruviiada unida a

iïpido (221).

En io que concierne a 1a acetiiación, ei grupo de Robbins

estabieció en e] año 1964 que en 1a sintesis de] LPS de

Saimoneiia, el dador de acetilo es Acetii-Coé, aunque sin aciarar
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a qué nivel ocurría la entrada de dicho sustituyente (215). En lo

que respecta a 1a acetilación de exopolisacáridos, 1a misma ha

sido demostrada únicamente para e] caso de] EPS de Xanthomonas

campestris. En nuestro iaboratorio, utilizando céiulas de

Xanthomonas campestris permeabiiizadas con EDTA/TRIScongeladas y

descongeïadas, se Iogró transferir radioactividad proveniente de

(14C)Aceti1-C0A a oïigosacáridos unidos a iïpido y a polisacárido

(216). Es decir, que en este sistema 1a acetilación ocurre a

nive] de prenii-fosfo-azücares.

Como dijimos previamente, e] xantano constituye e] primer

EPS de] cua] se demostró 1a síntesis secuencial de 1a unidad

repetitiva seguida de su poiimerización. La Figura 12 muestra un

esquema de 1a sintesis de] xantano.
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figura 1 : SINTESIS DEL XANTANO

Tomado de Ielpi L. (64)
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11.3 EL ACETANO

Acetobacter xyïinum es una bacteria Gram negativa de metabo

lismo aerobio (198). Se caracteriza por 1a producción de celu

]osa, 1a cua] es secretada a] exterior de 1a céluia (222).

Produce, además, un exopoïisacárido acïdico, el cua] fue

aisiado (199) y caracterizado (200) en nuestro 1aboratorio. Ambos

poiisacáridos forman una estructura de fiotación den0minada

"zoogïea", 1a Cuai mantiene a 1as bacterias en superficie.

E1 exopoiisacárido acïdico ha sido denominado “acetano”

(200), y ya fue comentado previamente (sección 1.1.2.2.1). Como

dijimos en e] punto anterior, en nuestro 1aboratorio fueron uti

iizadas céiulas permeabiiizadas con EDTA/TRIS congeladas y

descongeiadas con e] objeto de estudiar 1a sintesis de exopoii

sacáridos por Acetobacter xyiinum.

Mediante e] empleo de dicho sistema de sintesis, fue posible

preparar los prenil-fosfo-azücares que se detaïian a continua

1) G1c-PP-preno] (201)

2) CeI-PP-preno] (201) (Cel: ceiobiosa)

3) Gal-P-prenoi (201)

4) Man-P-prenoi (202)

Man_°L>3Cei-.Dp—prenoi (202)U'1
V

GicAïgóManÏ93Cel-PP-preno] (203)CN
V
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7) GlcÏ;4Gchf;6ManÏ93Cel-PP-prenol (203)

a) sicfssei¿Ís4eicA396Manï;3Cei—PP-prenoi (203)

9) Rha_sóeicigseicïg4eicA596ManÏ93Cei-pp-prenoi (26,203 204)

10) Gch-lïpido (203,223)

A excepción de los compuestos 3), 4) y 10), el resto forma

una serie del mismo origen y complejidad creciente, Cuyo producto

final unido a lïpido es el heptasacárido 9).

La composición de azücares y los productos de degradación

parcial de dicho heptasacárido son idénticos a los de la unidad

repetitiva del acetano (200). Asimismo, si bien no todas las

cepas estudiadas de Acetobacter producen acetano, existe con

siderable evidencia de una correlación directa entre la produc

ción del mismoy la sintesis in vitro del heptasacárido-PP-prenol

(205), reforzando la idea del rol de precursor que se tiene de

este ültimo.

Resultados preliminares logrados en nuestro laboratorio per

mitieron establecer que, en el sistema de sintesis del acetano,

la acetilación ocurre a nivel de prenil-fosfo-azücares y que el

dador es Acetil-CoA (220). La participación de lïpido

intermediarios en el sistema de sintesis del acetano constituye
1el primer estudio que involucra a prenil-fosfo-azücares en .a

sintesis de exopolisacáridos (202,203,204).

La Figura 13 muestra el esquema propuesto para la sintesis

secuencial del heptasacárido-PP-prenol (lineas llenas) y su pro
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babïe poïimerización (1ïnea punteada). También en este caso 1a

secuencia se inicia con 1a transferencia de Gïc-l-P a un P-preno]

endógeno (Figura 13, reacción 1).



FIGURAB
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TDP
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UDP C)

Gal- (s-P-Prenol Preno'
Man- (B-P-Prenol

Figura 13: PROBABLES REACCIONES INTERMEDIARIAS EN LA SINTESIS DEL ACETANO

Tomado de Couso R. (26,203)
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11.4 EL EXOPOLISACARIDO DE RHIZOBIUM meliloti

Los exopoïisacáridos complejos producidos por Rhizobium

meiiioti, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes,

Agrobacterium radiobacter y Alcaiigenes faecaiis variedad myxoge

nes, tienen todos eilos una misma estructura de azúcares. Sin

embargo, ios exopoiisacáridos no son idénticos, ya que difieren

en e] tipo de sustituyentes no gïicosïdicos (206).

Asï, todos ios EPSs de ias bacterias nombradas están com

puestos por D-glucosa, D-gaiactosa y ácido pirüvico en una rela

ción 7:1:1, pero mientras en Rhizobium meiiioti existe un resto

acetiio en posición aün no definida y grupo(s) succini]o(s), Ios

EPSs restantes poseen sustituyentes succiniios pero carecen de

acetiios (207).

La Figura 14 muestra un esquema de 1a unidad repetitiva de]

EPS de Rhizobium meiiioti.

Tolmasky M. y colaboradores describieron 1a participación de

prenii-fosfo-azücares en ei sistema de sintesis de] EPS de

Rhizobium meiiioti. Dichos autores aisiaron y caracterizaron ios

compuestos que se detaiian a continuación:

._¡ V
Gai-PP-prenoi (209)

Gicfg3Ga1-PP-prenol (209)N
V

3 Pir-octasacárido-PP-preno] (210)
V

4 Pir-aceti]-octasacárido-PP-pren01 (210)
V
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5) Octasacárido-PP-preno] (210)

6) Aceti]-octasacárido-PP-pren01 (210)

Donde dice "octasacárido" significa e] compuesto que se

muestra (270,210):

Fi ura 1

¡s ¡3

f.) 4thsc/.3.)4Glc_.>461c¿3Ga1_)
T13

Gïcfa361cg361cg6mc

E1 eniace cetaI-pirüvico se constituye c0n 1a glucosa de]

extremo no reductor en e] caso de Ios compuestos 3) y 4). La

posición de] resto acetiio no fue acïarada. Los compuestos ante

dichos fueron obtenidos utiiizando un preparado enzimático con

sistente en céiuias permeabiiizadas con EDTA/TRIScongeiadas y

descongeiadas (201).

Incubaciones rea1izadas utiiizando ios preparados enzimáti

cos antedichos en presencia de UDP(14C)Glc 6 UDP(14C)Ga1, per

mitieron estabiecer que los compuestos mencionados pertenecen a

una serie de igua] origen (208i.

1Asimismo, ¡05 autores mencionados describieron que 10s pro

ouctos de metiiación e hidróïisis parcia] obtenidos a partir oe

ios c0mpuestos 3), 4), 5) o 6) son idénticos a ios provenientes

Geï (1*C)EPS de Qnizobium meiiioti obtenido por sintesis 12 vivo,



-71 

10 cua] refuerza la idea que se tiene de] rol de precursor de 1a

unidad repetitiva unida a Iïpido (210). No se iogró 1a sintesis

de! poiïmero 13 vitro.

En 10 que respecta a 1a entrada de sustituyentes no gïi

cosidicos, Toïmasky M y colaboradores demostraron que en e]

sistema de sintesis de] EPS de Rhizobium meiiïoti el compuesto

dador de piruvato es ei PEP y que 1a piruviiación en este sistema

también ocurre a nive] de iïpido-intermediarios (208). Asimismo,

dichos autores encontraron evidencias de que en e] sistema men

cionado, 1a acetiïación ocurrirïa también a nive] de preniï

fosfo-azücares, aunque no iograron marcar dichos compuestos con

radioactividad proveniente de (14C)Aceti1-C0A(208).



11.5 OBJETIVOS DE ESTA TESIS

A pesar dei interés que despiertan los EPSs de rhizobios,

aün no ha sido aciarada 1a biosïntesis de ninguno de eiios. Los

ünicos sistemas estudiados hasta el presente son ios de Rhizobium

meliioti y Agrobacterium tumefaciens (210,217). Dichas bacterias

producen EPSs con idéntica estructura de restos giicosïdicos,

pero difieren en e] tipo de sustituyentes que presentan.

Asimismo, ias bacterias mencionadas interactúan con huéspedes

diferentes. En amboscasos, se ha descripto 1a sintesis in litro

de] oligosacárido que constituye 1a unidad repetitiva unida a un

iipido, probablemente un preno]. Nada se sabe de] proceso de

poiimerización.

Rhizobiumtrifoiii infecta tanto e] trébo] blanco (Trifoiium

repens) como el rojo (Trifoiium pratensis). E1 huésped constituye

uno de ios componentes más conspicuos de las praderas bonaerenses

y, dado e] vaior agronómico de esta forrajera, pareció de interés

estudiar el sistema. Distintas cepas de Rhizobium trifoiii son

productoras de EPSs, a uno de ios Cuales e] grupo de Albersheim

ie ha asignado 1a siguiente estructura (157):

¿4m ¿94m dim] “5,451 c__)
Pir Pir 6
4 Gfi 4 6 fi
Ga1__)361c¿)4G1cf_)4Gic

Los mismos autores describen también 1a existencia de un

grupo acetiio cuya posición no definen.
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Dados los antecedentes que se detalian en el punto anterior,

105 objetivos de esta Tesis consistieron en:

1)

N
V

w
V

b
V

U1
V

Investigar 1a sintesis in vitro de] EPSde Rhizobium trifo
Iii.
Investigar 1a posible participación de intermediarios

Iipidicos en dicho proceso.

Estudiar 1a sintesis y 1a estructura de ios intermediarios
aislados.

Estudiar 1a incorporación de ios sustituyentes no glicosïdi

cos (acetato y cetaI-piruvato).

Estudiar 1a existencia de mecanismos de sintesis anáiogos en

otras cepas de Rhizobium trifoïii o de Rhizobium legumino

sarum que producen e] mismo EPS, en 10 que respecta sola

mente a su estructura gïicosïdica.
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III.0 MATERIALES Y METODOS

III.1 CEPAS EMPLEADAS

Las cepas utilizadas fueron:

Rhizobium trifolii NA-3O

Rhizobium trifoiii ATCC14479

Rhizobium leguminosarum 128-C-53

Rhizobium 1eguminosarum 128-C-63

En e] caso de Rhizobium trifolii cepa ATCC 14479, los

cuïtivos en piaca produjeron siempre una población de coionias de

tamaño heterogéneo (ver sección III.1.5).

III.1.1 Mediogg Cuitivo

En todos los casos, e] medio utiiizado fue e] descripto

por Robertsen y col. (157), e] cua] contiene:

gr/It mg/ït
Manito] 10

Acido glutámico 1.1

Cloruro de sodio 50

*C10rur0 de caicio dihidratado SO

Fosfato monopotásico 300

Fosfato disódico 300
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mg./lt.

*Cloruro férrico 6

Biotina 0.2

Pantotenato de calcio 0.1

Clorhidrato de tiamina 0.1

*Sulfato de magnesio heptahidratado 150

El medio se esterilizó en autoclave durante 15 minutos.

Las soluciones de los compuestos indicados con asteriscos

se esterilizaron por separado y se agregaron estérilmente luego
de enfriadas.

El medio sólido se preparó con el agregado de agar

(Bacto) en una concentración final de 1.5% (p/v).

III.1.2 Condiciones gg crecimiento l obtención gg células

Los cultivos se realizaran con agitación a 200 rpm y a

una temperatura de 28° C. Se utilizaron frascos Erlenmeyer de

2 litros de capacidad con 400 ml de medio de cultivo. Las

siembras se realizarOn utilizando 40 ml de cultivos de fase expo

nencial.

En el momento de cosechar los cultivos (48-72 hs, depen

diendo de la cepa; longitud de onda: 650 nm; densidad óptica:

0.900; fase exponencial tardïa) se realizaron controles de pureza

de los mismos por siembra de placas de Petri que contenían medio



sólido. Los Cultivos liquidos fueron centrifugados a 6.100 x g

durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido se utilizó como

fuente de polisacáridos (ve' .ección III.2). El rrecipitado se

resuspendió en el minimo volumen de buffer 0.01 M fosfato-citrato

pH: 6 ó indistintamente en medio de cultivo estéril, y se centri

fugó a 12.000 x g durante 5 minutos. Esta operación de lavado se

repitió dos veces más. En el precipitado final pudo observarse la

presencia de dos capas: una de color anaranjado en el fondo del

tubo, y otra superior blanquecina y menos compacta.

III.1.3 Preparación gg enzimas

Las bacterias lavadas se semetieron a fricción mecánica

aspirando y expulsando con fuerza el material con una pipeta de

punta delgada. Esta operación se repitió 40 a 50 veces a una tem

peratura no mayor de 4°C y tuvo por objeto remover la cápsula de

las células.

El material se lavó 2 a 3 veces hasta la desaparición de

la capa superior blanquecina, con buffer 0,01 H fosfato-citrato

(pH: 6), o indistintamente con medio de cultivo estéril. El pre

cipitado se suspendió finalmente en buffer 0,01 M EDTA-Tris-pH:8

en una proporción de 2,5 ml de buffer por litro de Inedio de

Cultivo, se homogeneizó con pipeta y luego se congeló a -20°C

(201).
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Las células permeabilizadas se desc0ngelaron y se

volvieron a lavar dos veces con dos volúmenes de buffer 0,01 H

EDTA-Tris-sz8. Luego se resuspendieron en un volumen del mismo

buffer. A este material se lo denominó "preparado enzimático" y

guardado a -20°C su actividad se c0nserv6 aün después de varios

meses.

Con algunos preparados enzimáticos se observó que la

actividad aumentaba si se congelaba el Inaterial con nitrógeno

liquido (6 a 8 veces). Cuando se realizó esta operación,

posteriormente las células fueron lavadas con buffer 0,01 M

EDTA-Tris pH:8 y mantenidas a -20°C.

III.1.4 Diálisis de los preparados enzimáticos

El preparado enzimático fue diluido con 2 volúmenes de

buffer Tris 50 mM-EDTA10 mM-pH:8.2, helado. Posteriormente la

suspensión de células permeabilizadas se introdujo en una bolsa

de diálisis, que previamente fue hervida durante 10 min en una

solución acuosa de EDTA10 mM. Pasado dicho periodo se introdujo

la bolsa de diálisis en cámara frïa (4°C), y luego se cargó con

el material a dializar. Esta operación y las siguientes fueron
realizadas en el interior de la cámara fria.

La diálisis se desarrolló contra 6 litros de buffer Cuya

composición fue la siguiente:



TRIS-BASE (TRIZMA) 50 mM

EDTA ácido 10 mM

MSH 10 mM

pH:7.5

Se llevó a] vaior de pH mediante el agregado de CIH con

centrado (aproximadamente 2 m1 para 6 Iitros de buffer). E1

buffer se dejó enfriar antes de introducir 1a bolsa de diáiisis

que contenïa el preparado enzimático. E1 MSHse agregó a1 fina] y

e] frasco de Erlenmeyer (de 6 iitros de capacidad) se tapó con

"parafiïm".

E1 frasco de diáïisis se introdujo en un recipiente que

centenïa hieio granizado en cantidad suficiente para Cubririo

hasta las 3/4 partes. Se dejó diaiizando durante 12 horas con

agitación magnética.

Transcurrido este periodo, e] contenido de 1a boïsa de

diálisis fue centrifugado a 12.000 x g durante 5 min y a una tem

peratura no mayor de 4° C. Posteriormente, e] precipitado de

células permeabiiizadas y diaiizadas fue homogeneizadocon pipeta

de punta delgada en buffer 0.01 M EDTA-Tris-szs, en una propor

ción de 2,5 mi de buffer por iitro de medio de cuitivo. E1

¡material se guardó a -20° C. A este último preparado se hace

referencia en ei texto cuando se menciona a los “preparados

enzimáticos diaiizados“.



[11.1.5 Mantenimiento d as ce as

Muestras procedentes de cada cepa fueron sembradas en

cultivos líquidos, y cuando éstos estuvieron en fase exponencial

se tomaron alíCuotas de cada uno, las cuales fueron mantenidas en

glicerol 10%a -70°C.

Para el caso de las cepas R. trifolii NA-30y R. trifolii

ATCC14479, las bacterias fuer0n mantenidas además por liofiliza

ción, empleando el procedimiento siguiente, en el cual todas las

operaciones fueron realizadas en forma estéril.

Cultivos de fase exponencial se utilizaron para inocular

cajas de Petri que contenían medio sólido. Estas fueron incubadas

a 28°C. A las 48 horas (para el caso de la cepa NA-30 6 72 horas

para la cepa ATCC14479) se observó la existencia de una pobla

ción heterogénea, mezcla de colonias grandes y pequeñas (G y P).

De manera independiente para cada cepa, se inocularon

colonias "G" en frascos de Erlenmeyer de 200 mililitros de capa

cidad que c0ntenían 40 ml de medio de cultivo. Se dejó

desarrollar hasta fase expOnencial; se sembraron nuevamente cáp

sulas de Petri que contenían medio sólido y la totalidad del

Cultivo fue utilizado para inocular frascos de Erlenmeyer de

2.000 ml que contenían 400 ml de medio de Cultivo.
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Los cultivos en medio sólido dieron colonias "G" para el

caso de la cepa NA-30 y colonias "G" y "P" para la cepa ATCC

Los cultivos en medio lïquido se dejaron desarrollar

hasta fase exponencial y las células fueron centrifugadas a

9.000 x g durante 10 minutos a una temperatura de 4°C.

Las células fueron lavadas con tres o cuatro volúmenes de

leche descremada y centrifugadas nuevamente a 9.000 x g durante

10 minutos a una temperatura de 4°C. El precipitado se resuspen

dió en el menor volumen posible de leche descremada y se trans

firió 0,2 ml de esta suspensión a tubos de 13 x 100 mmcon tapón

de algodón.

El contenido fue liofilizado, y los tubos fueron cerrados

al vacio a la llama. Finalmente se guardaron a -20°C (224).

Preparación de l_ leche descremada: A 40 gramos de leche

descremada comercial se agregaron 200 nfl de agua bidestilada

caliente. Se agitó con agitador magnético y se filtró a través de

tela para quesos. Se cargaron en tubos de ensayo alïcuotas de

6 ml y se autoclavó exactamente 15 minutos a 115°C (224).
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III.1.6 Ensaxo de nodulación

Se utilizó como soporte medio Crone (225). Como huésped

se utilizó en todos los casos Trifolium repens y Trifolium

pratensis. Las semillas del huésped fueron esterilizadas como

describen Handelsman y col. (226). Las semillas fueron sumergidas

en H2504 cc. helado en un frasco de Erlenmeyer parcialmente

cubierto por hielo granizado. Luego de 1 minuto, se separó el

ácido y se lavaron las semillas repetidamente con agua bidesti

lada helada estéril. Finalmente se transfirieron las mismas a

frascos de Erlenmeyer de 200 cm3 de capacidad que contenïan 40 ml

de agua destilada estéril. Se incubaron las semillas durante una

noche con agitación mecánica a 200 rpm. A las 3 horas de la incu

bación se ralizó un cambio del agua con el objeto de separar

sustancias pigmentadas (de color amarillo), probables inhibidores

de la germinación.

Las semillas germinadas fueron puestas en contacto por un

periodo de 20 minutos con la suspensión de bacterias cosechadas

en fase exponencial (longitud de onda: 650 nm; densidad óptica:

0,600), y previamente lavadas con medio de Albersheim (157)

carente de ácido glutámico. Finalmente las semillas fueron

puestas sobre medio Crone contenido en tubos de 25 x 2 cm (20 ml

de medio por tubo).
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Se iïuminó con tubos “Growth-1ux“ con ciclos de 14 horas

de iluminación y 10 horas de oscuridad a temperatura ambiente. A

partir de los 15 dïas se investigó 1: presencia de nódulos.

Comgosición del medio _g Crone

A) Macronutrientes:

CIK 10,0 gr

SO4Ca 2,5 gr

504M9 2,5 gr

(P04)2Ca3 2,5 gr

P04Fe 2,5 gr

Estas sales se trituraron en mortero y de 1a mezcïa se

agregó 5 gr por litro de medio.

B) Micronutrientes:

SO4Zn . 7H20 5,4 gr

C12Mn . 4H20 16,2 gr

303H3 12,6 gr

S04Cu . 5H20 5,4 gr

SO4Fe . 7H20 1,6 gr

C12C0 . 2H20 1,6 gr

Estas sales se trituraron en mortero y de 1a mezcia se

agregó 2 mg por Iitro de medio.
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Agar 8 gr/litro de medio

PH 6,5

El pH bajó a valores de 5,8 ó 6 luego de esterilizar. Se

recuperó el pH indicado mediante el agregado de 100 ul de HONa

1 N por cada litro de medio.

III.2 OBTENCION DE POLISACARIDOS

El exopolisacárido se aisló y purificó a partir de sobrena

dantes de cultivos de fase exponencial. Se siguió la técnica

descripta por Slonecker y Jeanes (227).

A partir de sobrenadantes libres de células se obtuvo una

fracción cruda de polisacáridos mediante una serie de precipita

ciones (4 a 5) con alcohol 66% en presencia de ClK al 1% (p/v).

El precipitado fue disuelto en agua, dializada contra agua desti

lada y liofilizado. En el material precipitado no se detectaron

proteinas medidas por el método de Lowry (236).

El glucano producido por éstas y otras cepas de Rhizobium

es precipitado por esta técnica a volúmenes de alcohol que varian

entre 4 y 10 segün los autores (228,229).
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III.3 SISTEMA DE INCUBACION IN VITRO

III.3.1 Incubación estándar

Las inCUbaciones se reaiizarOn en un medio que contenïa

10.000 pmoïes de buffer Tris-CIH pH 8.2, 1.200 pmoles de CizMg,

los nucléotido-azücares utiiizados fueron UDP(14C)Gch (1.000

pmoies) y UDP-Gic (25.000 pmoies), saivo que se especifique otra

cosa. La cantidad de proteina presente como preparado enzimático

fue de 0,8 a 1,2 mg en un voiumen fina] de 140 ui.

La mezcia se incubó a la temperatura de 10°C durante

1 hora, saivo que se indique otra cosa. Finaimente, 1a incubación

se detuvo agregando 1 m1 de buffer 70 mM Tris-CIH pH:8,2/5 mM

EDTA. Se agitó con vórtex, y se centrifugó 5 minutos a 5.000 rpm

a una temperatura no mayor de 4° C. En el sobrenadante se

investigó ia presencia de poiisacárido c0mo se indica más ade

]ante, y e] precipitado se 1avó dos veces más con 1 m1 de buffer

70 mMTris-CiH pH 8,2 cada vez. Estos 1avados eliminan el exceso

de preCUrsor radiactivo que no reaccionó y sus productos de rup

tura en caso de que Ios hubiera.

E1 precipitado se extrajo tres veces con C1H3C:CH30CH:H20

(l:2:0,3) (230), 1a primera vez con 200 u] y 1as dos restantes

con 100 u]. A los extractos combinados se 10s iiamó "Extracto

1203", y en ellos se investigó 1a presencia de prenii-fosfo

azúcares.
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III.3.2 Investigación de la presencia g_ polisacárido en os
sobrenadantes

III.3.2.1 MétodoA¿ Anáiisis por cromatografía en papel

Sobrenadantes de incubaciones reaiizadas en presencia

de ios nucieótido-azücares indicados fueron sometidos a hidróii

sis ácida suave (CIH 0,01 N, 100°C, 10 min). Este procedimiento

se realizó para provocar 1a ruptura de ios nucieótido-azücares

utiiizados c0mo sustratos durante 1a incubación y posteriormente

presentes en ios sobrenadantes. Seguidamente, e] material hidro

iizado fue diaiizado contra agua destiiada durante una noche a

una temperatura de 4°C.

E1 contenido de 1a bolsa de diálisis se trasvasó a un

tubo y se iievó a seco c0n evaporador rotatorio. Se agregó 100 ui

de agua destilada, se agitó con vórtex, se centrifugó 1 min a

5.000 rpm y finaimente se cromatografió en pape] Nhatman 3 WM

cosido a Nhatman N°l utiiizando el soivente F.

III.3.2.2 Método É¿ Precipitación con poiisacárido carrier ¿g
radioactivo

Sobrenadantes de incubaciones reaiizadas con ios

nucieótido-azücares indicados fueron centrifugados a 10.000 r:n

durante 5 min. Se tomó con pipeta Pasteur e] sobrenadante y se

iiofiiizó.



Se agregaron al iiofiiizado aiïcuotas de 100 ui de agua

hasta compietar 500 ui. Se agregó 100 u] de una soiución de exo

poiisacárido de R. trifolii cepa NA-30 (1 ug/ml). Se agitñ c0n

vórtex, se iievó a 1% en CiK, y se 'agregaron 1.200 u] de

etanol 96%. Se agitó con vórtex y posteriormente se centrifugó a

5.000 rpm durante 5 minutos. Se obtuvo un precipitado (P1) y un

sobrenadante (Sl). Se repitió 1a operación 6 veces más iavando ei

P1 y precipitando cada uno de los sobrenadantes. Se obtuvieron de

este modo 7 sobrenadantes (51 a S7) y 7 precipitados (P1 a P7).

Se midió radiactividad en cada uno de ios sobrenadantes y en e]

precipitado fina] (P7).



III.4 TRATAMIENTOS DEGRADATIVOS

III.4.1 Hidrólisis ácida suave de lïpido-azücares

Las muestras de "Extracto 1203" se concentraron hasta

casi sequedad bajo corriente de nitrógeno. Luego se agregó 0,5 ml

de agua y ácido clorhídrico hasta una concentración final de

0,01 N ó 0,1 N segün se indique, calentándose a 100°C durante

10 min. Luego de transcurrido este periodo, se separó el exceso

de ácido a presión reducida en evaporador rotatorio, para lo cual

se llevó a seco y se resuspendió dos veces con 200 ul de agua

cada vez.

111.4.2 Hidrólisis ácida parcial g total de oligo g polisacáridos

Las muestras llevadas a seco bajo corriente de nitrógeno

ó a presión reducida en evaporador rotatorio se disolvieron en

ClH 1 N. Los tubos se cerraron a la llama y se calentó a 100°C

durante el tiempo que se indica en cada caso. Se dejó enfriar y,

luego de abrir el tubo, el extracto acuoso se llevó a seco bajo

presión reducida. Finalmente se disolvió en agua y se procesó

como se indica en cada caso. Otras condiciOnes de hidrólisis

ácida sobre distintos compuestos se detallan partiCularmente.



III.4.3 Reduccióncatalïtica

Se realizó segün la forma descripta por Pont Lezica y

co]. (231) con ligeras modificaciones. E1 platino se preparó a

partir de una soiución acuosa de hexacioropiatinato de amonio y

exceso de borohidruro de sodio.

E1 precipitado de piatino cataiïtico se iavó con agua, se

dejó decantar y luego de separar e] sobrenadante se llevó a seco

en evaporador rotatorio. Finaimente se guardó bajo "solvente

1203".

Cuando fue necesario utiiizar e] piatino, se separó e]

"solvente 1203", se agregó "Extracto 1203“ y se hizo burbujear

una corriente de hidrógeno durante 10 minutos, y con intensidad

Suficiente como para mantener e] piatino en suspensión. C0mo

fuente de hidrógeno se utilizó un aparato de Kipp, o indistin

tamente un tubo comercial. En e] caso de] aparato de Kipp se uti

iizaron granaiias de zinc y una mezcia de H2504 cc: H20 (1:8 v/v)

(251).

TranSCurridos 10 minutos de reacción, se centrifugó el

materia] durante 2 minutos a 5.000 rpm, se separó e] sobrenadante

y se 1av6 e] platino con dos aiïcuotas de 100 ui de agua. Se

reunieron ios 1avados con e] primer sobrenadante y se iievó a

seco bajo presión reducida. Finalmente se continuó c0mo se
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indica en cada caso.

{11.4.4 Deacilaciñn ¿e oligosacáridos

Las muestras llevadas a seco bajo presión reducida se

disolvieron en 200 ul de NaOH 60 mM y se dejaron 20 minutos a

temperatura ambiente. La reacción se finalizó agregando una punta

de espátula de resina Dowex 50 x 8 (H+). Se agitó con vórtex, se

transfirió el sobrenadante a otro tubo y se lavó la resina 2

veces con 200 ul de agua y se combinaron los sobrenadantes.

Finalmente se llevó a seco bajo presión reducida.

III.4.5 Reducción con borohidruro

Se efectuó en la forma descripta por Garcia y col. (201).

La muestra a ser reducida se disolvió en 200 ul de agua, se

agregaron 5-10 mg de BH4Na y se dejó una noche a temperatura

ambiente. La reacción se detuvo pasando la mezcla de reacción por

una columna de resina Dowex 50 x 8 (H+) (100 x 0,4 mm), tantas

veces como fuese necesario para obtener un valor de pH 3,5.

Durante esta operación se destruye el exceso de borohidruro y se

eliminan los cationes. Finalmente la solución fue llevada a seco

a presión reducida y el ácido bórico fue eliminado con metanol.
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III.4.6 Reducción del grupo carboxilo en oligosacáridos que con
tienen ácido glucurónico

El grupo carboxilo del ácido glucurónico presente en oli

gosacáridos fue reducido al grupo alcohol utilizando el método de

Taylor y Conrad (232), modificado p0r Ceuso y col. (204), La

muestra llevada a seco se disolvió en 0,3 ml de metanol al 33%,

se agregaron 10 mg de l-etil-3(3-dimetilaminopropil) carbodiimida

(EDC) (Sigma Chemical) y se ajustó a pH 4,7 (aparente) con ClH

0.1 N, utilizando verde de bromocresol como indicador.

Se dejó 2 horas a temperatura ambiente, controlando a

intervalos el valor del pH, agregando ClH en caso que fuera

necesario. Luego se agregaron 10 mg de BH4Na y se dejó toda la

noche a temperatura ambiente.

La reacción se detuvo con el agregado de resina Dowex

50 x 8 (H+) para destruir el exceso de borohidruro y eliminar e]

sodio. La solución fue llevada a seco bajo presión reducida y e]
ácido bórico fue eliminado con metanol.

El producto reducido se separó de la EDC p0r croma

tografïa en papel Whatman 3 MMcosido a papel Nhatman ï°1, Se

utilizó el solvente D y se dejó desarrollar durante 48 heras.
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III.4.7 Permetiiación

Se reaiizó por el método de Hakomori (233), segün lo

describen Sandford y Conrad (234), con algunas modificaciones. E1

método utiliza metiisuifiniianión para generar el alcóxido de

mono, oligo o poiisacáridos antes de agregar a1 agente metilante

(ioduro de metiio).

Reactivos

-. Dimetilsuifóxido (DMSO):

E1 DMSO(F1uka A.G.) se agitó en presencia de H2Ca a 40°C

durante 30 hs y se destiïó a presión de 20 mm de Hg

aproximadamente. Se recibió e] material destiïado en balón

con H2Ca y se trasvasó a un frasco cuya tapa se Cubrió con

"parafiim".

-. Hidruro de sodio (HNa):

Se utilizó HNaSigma sin aceite minera]. Se conserva en dese

cador a1 vacio.

-. Ioduro de metiio:

Se utiiizó marca Fiuka A.G. Se conserva en heiadera a 4-8°C.

La tapa del frasco se Cubrió con "parafilm".

-. Preparación de] Dimetiisuifinilanión (DMSA):

Se preparó un baño de vaselina a 65-68°C, cuidando de man

tener una temperatura homogéneamediante agitación magnética.
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Se sumergió en e] baño la mitad inferior de un tubo c0n

salida iatera] y se hizo cirCuiar una corriente de nitrógeno

proveniente de un tubo comercial conectado a un frasco lava

dor (que contenïa ácido sulfürico cc).

Pasados 15 minutos, se introdujeron 15 m] de DMSOen e] tubo

con saiida laterai, una barrita magnética menor que 1a de]

baño de vaseiina y aproximadamente 750 mg de HNa. Resultó de

suma importancia efectuar esta operación con rapidez,

Cuidando de no hidratar ni el dispositivo ni ios reactivos.

Para esto, previamente se caICUió 1a capacidad de una

espátula-cuchara agregándose finalmente un ligero exceso de

HNa.

Luego de dos horas de reacción (hasta e] desarroiio de un

color verdoso), 1a suspensión se centrifugó a temperatura

ambiente. E1 sobrenadante (DMSA)se transvasó a un tubo, se

agregó una capa de vaseiina iïquida, se tapó con tapón de

goma y se Cubrió con "parafilm". Se dejó enfriar a tem

peratura ambiente y se conservó a -20°C. La estabiiidad de]

reactivo varia entre un mes y un año.

III.4.7.1 Permetiïación de monou oiigosacáridos

La muestra se 11ev6 a seco en tubo cónico de 2 mili

litros de capacidad y se dejó durante una noche a1 vacio en

pistola secadora.



A] abrir e] dispositivo se colocó un aigodón en 1a

entrada de aire. Por cada miïigramo de muestra se agregó 1 m1 de

DMSO(nunca meno< de 0,2 m1). Se uitraSOnicó en un aparato modeio

Sonifier w 140 con potencia mediana en tres periodos de 2 min con

1 min de intervalo entre periodos. Previamente, se 1av6 1a punta

de] aparato con agua destiïada y iuego con tres aïicuotas de DMSO

contenidas en sendos tubos. No se secó 1a punta con ningün e1e

mento de género o papei. En otro tubo con saiida 1atera1 que pre

viamente habia estado durante 15 min bajo corriente de N2, se

agregaron e] DMSO(1 m1) conteniendo 1a muestra en suspensión y

e] DMSA(1 m1). Se dejó reaccionar a temperatura ambiente bajo

corriente de N2, manteniendo agitación magnética.

Luego de dos horas, si el oiigosacárido era neutro, o

de 6 horas si era cargado negativamente, se agregó un voiumen de

ioduro de metiïo y se continuó agitando durante dos horas más.

Para añadir este reactivo se sumergió una porción dei tubo de

reacción en baño de hieio-agua y e] ioduro de metiio se agregó

rápidamente en pequeñas aIÏCUotas tratando de no interrumpir 1a

agitación.

La reacción se detuvo agregando 2 mi de agua, se agitó

con vórtex y 1a solución se extrajo 3 veces con 2 mi de

cloroformo. Las fases clorofórmicas reunidas se 1avaron 3-4 veces

con 6 mi de agua cada vez, se transfirieron a un tubo de 13 x 100

mm y se 11evaron a1 minimo voiumen bajo corriente de H2. E1
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aspecto fina] de] materia] es e1 de un jarabe.

Hidr61isis de] materia] pgrmetilado

A1 tubo que centenïa la muestra se le agregaron 0,4 m1

de CIH 1 N y se homogeneizó con un puiso de uïtrasonido utili

zando para eilo la punta más deigada de] aparato. Luego de dicha

operación se formó una suspensión opaca. Se cerró el tubo a 1a

ilama y el materia] se hidroiizó a 100°C durante 4 horas. Pasado

este periodo, se centrifugó l minuto a 10.000 rpm, se tomó e]

sobrenadante, y se separó e] exceso de ácido a baja presión.

Finalmente, el producto se tomó con agua para su anáïisis

posterior.

III.4.7.2 Permetiiación gg polisacáridos

Se realizó por e] ¡nismo procedimiento empieado para

oligosacáridos con 1as modificaciones que se indican:

a) E1 poïisacárido se uïtrasonicó en DMSOdurante 15 minutos. E1

vial cónico se semÍSumergió en baño de agua-hieïo protegiendo

1a entrada de microgotas con un trozo de papel aiuminio.

b) La formación de aïcóxido con DMSAse realizó durante 18-24

horas.

c) Una vez detenida 1a reacción de metiïación, e] poïisacárido

se diaiizó exhaustivamente c0ntra agua destiiada y 1uego se
iiofilizó.
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Hidrólisis del material permetilado
El polisacárido permetilado se disolvió en ácido formi

co 90%. El tubo se cerró a la llama y se calentó a 100°C durante

1 hora. El ácido se eliminó llevando a seco varias veces en eva

porador rotatorio. Al residuo final se agregaron con 2 ml de

ácido sulfúrico 0,25 M y se calentó a 100°C durante 16 horas en

tubo cerrado a la llama. El ácido se eliminó pasando la solución

por una columna (7 x 0,5 cm) de resina Dowex (forma C03H')

controlándose el pH (5 6 6). Se concentró en evaporador rota

torio, el residuo se tomó con agua y se cr0matografió en placa

delgada.



II[.5 METODOSANALITICOS

Los azúcares se dosaron por el métooo de] fenoï-suïfürico

(235), usando gïuc03a como patrón.

Las proteínas se determinaron por e] wétodo de Lowry (236),

usando aïbümina de suero bovino como patrón.
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[11.6 TRATAMIENTOS ENZIMATICOS

III.6.1 Tratamiento con fosfatasa alcalina

La muestra llevada a seco se resuSpendió en buffer

Tris-ClH 50 mM-pH 8.2, se agregaron 2 ul de una Suspensión de

enzima de E. coli (2,5 M en sulfato de amonio, Sigma) y se llevó

a un volumen final de 0,1 ml. Se incubó 1 hora a 30°C. La reac

ción se detuvo con dos volumenes de etanol y luego de centrifugar

durante 5 minutos a 5.000 rpm, se analizó el sobrenadante como se

indica en cada caso.

III.6.2 Tratamiento con beta-gluCUronidasa de intestino de

caracol (glusulasa)

La glusulasa de intestino de caracol (Helix pomatia) fue

preparada en el laboratorio segün lo describe De Stevens (237).

Se utilizó en todos los casos la cantidad de 10 ul de la prepara

ción, c0n lo cual se observó muy buena actividad.

La reacción se realizó en buffer 0,1 M de acetato de

sodio pH:4,5 en un volumen total de 100 ul. Se incubó durante una

noche a 37°C. La reacción se detuvo con dos volúmenes de etanol,

se centrifugó y se analizó el sobrenadante como se indica en cada

CdSO.
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III.6.3 Tratamiento con beta-glucuronidasa comercial

Se utilizaron 60 unidades de beta-glucuronidasa bovina
(Sigma, tipo I) en buffer 0,1 M, acetato de sodio pH 4,5, en un

volumen total de 0,1 ml. Se inCUbó a 37°C durante una noche. La

reacción se detuvo con dos volümenes de etanol. Se centrifugó y

se analizó el sobrenadante como se indica en cada caso.

111.6.4 Tratamiento con beta-glucosidasa comercial

La muestra fue inCubada con 0.25 mg de proteina de beta

glucosidasa de almendras (Miles Laboratories), en buffer acetato

de sodio 20 mM-pH 4.8, a una temperatura de 37° C durante 20

minutos. El volumen final fue de 0.1 ml. La reacción se detuvo

con dos volúmenes de etanol. Se centrifugó y se analizó el sobre

nadante segün se indica.

III.6.5 Tratamiento con girofosfatasa inorgánica

La pirofosfatasa inorgánica fue preparada por la Lic.

Susana Raffo como describe Kunitz (238), hasta el fraccionamiento

con etanol inclusive. La muestra llevada a seco se resuspendió en

buffer Tris-ClH 50 mM pH:3,2, MgClz 2 mM, y se agregaron 0,64

inorgánica en un volumen total deunidades de pirofosfatasa
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0,1 m1. Se ÍnCubó a 37°C durante 2 horas y se detuvo la reacción

c0n dos volúmenes de etano]. Luego de centrifugar se analizó e]

subrenadante c0mo se indica en cada caso.

Cuando los tiempos de reacción excedieron 1as dos horas,

las incubaciones se reaïizaron en atmósfera de toïueno.
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III.7 CROMATOGRAFIAS

III.7.1 Cromatografïas en columnas gg DEAE-celulosa

Se utilizaron columnas de 1,2 x 60 cm, que fueron

desarrolladas segün el método de Dankert y col (239). Como

solvente de elución, se utilizó metanol 99%y después de 100 ml

se conectó un gradiente lineal de 500 ml de acetato de amonio en

metanol 99% (de 0 a 2 M). Las fracciones colectadas fueron de

3 ml.

La solución 2 M de acetato de amonio se preparó a partir

de droga recristalizada de metanol. Para ello, se disolvió la

droga en metanol caliente contenido en un vaso de precipitados, y

posteriormente se sumergió el vaso en un baño de agua-hielo.

111.7.2 Cromatografía gg columnas gg geles

Se utilizó Bio Ge] P2 (200-400 mesh) en una columna de

0,7 x 114 cm, equilibrada con 0,1 M acetato de piridina pH:5,0.

Se colectaron fracciones de 0,5 ml con una velocidad de flujo de

0,1 ml/min.

Los volumenes de exclusión total y de inclusión total se

determinaron por las posiciones de elución de dextrano aZul

(4 mg) y de clururo de cobalto (200 umoles), respectivamente. Se

incluyeron estándares no radioactivos de estaquiosa (2 umoles),
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rafinosa (10 umoles), sacarosa (5 umoles) y glucosa (20 umoles),

los cuales fueron detectados por el método de fenol-sulfúrico

(235) en 100 ul de cada fracción.

La medida de radioactividad fue realizada sobre alïcuotas

variables de cada fracción. Las magnitudes de dichas alïcuotas

dependieron de la cantidad de muestra radiactiva y las mismas se

especifican en cada caso.

111.7.3 Cromatografïas 1 electroforesis en gagel

Se utilizó papel Nhatman N°1 y se emplearon los siguien

tes solventes:

A) Etanol 96% - Amonïaco (7/3) (v/v) (240).

B) Acetato de piridina 1,2 M, pH:6,5 (201).

C) Butanol-piridina-agua (6/4/3) (v/v) (241).

D) Isopropanol-ácido acético-agua (27/4/9) (v/v) (242).

E) Molibdato de sodio 0,1 M-ácido sulfúrico hasta pH:5

medido con electrodo de vidrio (243).

F) Etanol-ácido acético-acetato de amonio lll (75/25/4)

(v/v) (240).

G) Nitrometano-ácido acético-etanol-agua sat. de ácido

bórico (8:1:1:1) (v/v) (244).

Con el solvente A se utilizó la técnica ascendente.
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Las electroforesis se realizaron comolo señalan Garcia y

col. (201). Normalmente se efectuaron a voltaje c0nstante y se

aplicaron 1.000 volts (20 voltr'cm) durante 180 minutos. Con el

solvente B se aplicaron en algunas ocasiones 2.000 volts (40

volts/cm) durante 90 min, observándose para los compuestos de

nuestro interés las mismas separaciones que en las condiciones

originales. Con este solvente se utilizaron comoestándares Glc,

AMP, UMP,y Gch no radioactivos.

Para la ubicación de los azücares reductores se utilizó

el nitrato de plata alcalino (245). La ubicación de los

nucleótidos se determinó por Su absorbancia a la luz ultra

violeta. Los compuestos c0n grupo fosfato fueron ubicados con el

reactivo de molibdato (246).

Con el solvente E se utilizó c0mo estándares una mezcla

de maltooligosacáridos que se preparó como describen Behrens y

Tábora (247):

Preparación de maltooligosacáridos

En un frasco de Erlenmeyer de 500 nfl de capacidad se

colocaron 150 mg de amilosa de papa. Se agregaron 30 ml de ácido

sulfúrico 0,1 M y se dejó en baño Maria durante 1 hora. Se agre

garon 150 ml más del ácido y se continuó hidrolizando durante 10

minutos más. Se dejó enfriar y con agitación magnética se llevó

a neutralidad mediante el agregado puntas de espátula de C0386.
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Una vez neutralizada, la mezcla se centrifugó y el sobre

nadante se concentró en evaporador rotatorio para provocar la

precipitación de sales (solubilidad de. C03Ba 0,028 g/l). El

último sobrenadante se diluyó 10 veces y se pasó por una columna

de resina MB3Amberlite (forma acetato). El percolado se con

centró hasta 6 ml. La masa de material a sembrar se decidió

teniendo en cuenta la capacidad del papel utilizado en cada cro

matografïa, considerando los siguientes valores:

Nhatman i°1 hasta 1 umol/cm

Whatman 3 MMhasta 4 umol/cm

III.7.4 Cromatografía en placa delgada llLC)

Se utilizaron placas de silicagel Merck "Kieselgel 60" y

se emplearon c0mo solventes:

H) Benceno-acetona-amonïaco-agua (50/200/1,35/1) (248).

I) Benceno-acetona-amonïaco (50/200/1,35).

El solvente I c0nstituye una ¡nodificación del ll y fue

desarrollado en nuestro laboratorio con el objeto de mejorar la

separación de los derivados 2,3,4 Tri-O-Hetil-Glc y 3,4,6

Tri-O-Metil-Glc entre si. Los Tri-O-Hetil-derivados no radiac

tivos fueron preparados en nuestro laboratorio a partir de los

disacáridos: celobiosa, nigerosa, genciobiosa y kojibiosa o

soforosa. Cuando no fue posible obtener nigerosa, el derivado
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trimetiiado 2,4,6 Tri-O-metii-Gic se obtuvo por permetilación de

nigerano (1-63, 1-94) (Koch-iight). En este üïtimo caso, e]

materia] se trató como se describe para ei caso de poiisacáridos.

Para 1a ubicación de los azücares metiiados se vaporizó

1a pïaca con una soiución de ácido suifürico 5% en etano] y se

calentó 1a p1aca a 140°C durante 5 minutos (252).

La radioactividad en e1ectroforogramas y cromatogramas en

papeI o piaca deigada se detectó con un radiocromatógrafo Packard

modeio 7201.

Los c0mpuestos radioactivos en soiución se midieron con

1a soïución de Bray (249) o con una mezcïa que contenía 4 gramos

de omnifiüor (New England Nucïear) en un 1itro de toiueno en con

tadores de centeileo Packard Tricarb modeios 2002 y 2003.

La mezcïa de omnifiüor en toiueno se utiiizó para medir

(14€) en trozos de papei provenientes de cromatografïas o

electroforesis. Luego de contado cada pape], se lavó tres veces

con toiueno para quitar e] exceso de materia] de centeiïeo y tres

veces con éter etïiico para eiiminar el tolueno y poder asi eluir

las Sustancias medidas.

Las aIÏCuotas de 1as fracciones provenientes de columnas

de DEAE-ceiuïosa fueron medidas en mezclas de Bray preparadas con

PPO y dimetil POPOPen vez de omnifïüor, con e] objeto de dismi

nuir e] "quenching".
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III.7.5 Cromatografía En columnagg boranos

Se utiiizó una pipeta Pasteur (6 cm x 0,8 cm) empaquetada

con Affi-Ge] 601, producto consistente en una matriz de Bio-Ge]

sobre 1a que se enCuentran covaientemente unidos grupos de ácido

borónico (Pierce Chemica] Company). Se eiuyó con ácido fórmico

0.1 r4 y se coiectaron fracciones de 1 ln]. Se utiiizaron como

estándares frïos deoxi-D-ribosa y D-ribosa, los cuales fueren

detectados por e] método de fenoi-suifürico (235), en 100 u] de

cada fracción. E1 materia] radioactivo se midió con solución de

Bray (249), habiendo concentrado previamente cada fracción hasta

un volumen de 50 ui. Se utilizó para este ensayo trisacárido

g(14C)GicA (3.800 cpm).
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111.8 OBTENCION DE COMPUESTOS RADIOACTIVOS

III.8.1 Pregaración gg nucieótido-azücares

Los nucieótido-azücares fueron preparados por Marta

Eirin, Susana Raffo y Marta Bravo.

UDP(14C)Gic fue preparado a partir de giucosa unifor

memente marcada (Amersham Searie 200-300 Ci/m01 de actividad

especifica), siguiendo 1a técnica descripta por Thomas(250), con

diversas adaptaciones.

Beta(32P)UDP-Giucosa fue preparado a partir de

(32P)P04H3 (Amersham Searie), c0mo lo describe Couso (133).

UDP(14C)G1cA fue preparado a partir de UDP(14C)Gic (New

England Nuciear), 200-300 Ci/moi) como 10 describe Couso (133).

III.8.2 Otros compuestos radioactivos

(1-14C)aceti1-CoA (AE: 55,9 Ci/mol) _y ácido fosfo-en01

(1-140) pirüvico (AE: 12,4 Ci/mol) como sa] de ciclohexiiamonio

fueron obtenidos de New England Nuciear .y de Amersham Searie,

respectivamente.



IV.0 RESULTADOS

IV.A ESTUDIOS IN VIVO

Comoadeïantáramos (Introducción, sección 1.5), distintas

especies de Rhizobios pueden producir exopolisacáridos acïdicos

(EPS) con 1a misma estructura de restos glicosïdicos.

Este es e1 caso de los EPSs producidos por Rhizobium tri

folii cepa NA-30, Rhizobium ïeguminosarum 128 C-63, Rhizobium

1eguminosarum 128 C-53 y muy probabïemente también Rhizobium tri

folii ATCC14479. Un esquema parcial de 1a estructura de 1a uni

dad repetitiva de dichos EPS se muestra en 1a Figura 15.

Se reaiizaron estudios con ias cepas mencionadas a fin de

determinar, en cada caso, e] tiempo de dupiicación, la producción

de EPS, su composición y 1a capacidad de noduïación.
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IV.A.1 Cuitivo d 1as ce as

Con e] objeto de determinar los tiempos de duplicación,

se reaïizaron Curvas de crecimiento para cada cepa.

Los resultados (Tabia III) muestran que ias cepas eiegi

das so comportan como se describe en 1a literatura para e] caso

de Ios Rhizobios llamados de crecimiento rápido.

TABLA II

TIEMPOS QE DUPLICACION DE LAS CEPAS ESTUDIADAS

Cepa Tiempo de dupïicación (horas)

Rhizobium trifoïii NA-30 4

Rhizobium trifoïii ATCC14479 8

¡sRhizobium ieguminosarum 128 C-53

Rhizobium leguminosarum 128 C-63 6

TABLAIII: Se utiiizó e] medio de cuïtivo que describe Albersheim
en las condiciones que se detailan en Materiaies y Métodos
(secciones III.1.1 y III.1.2). Se reaiizarOn Curvas de creci
miento para cada cepa y se determinó el tiempo de duplicación en
cada caso.
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IV.A.2 Producción de exopoiisacárido

La producción de EPSs se estudió en ios sobrenadantes de

cuitivos de fase exponencia].

En cada caso, se cosechó e] EPS por precipitación de 10s

sobrenadantes con Etanoi/CIK. Comose mencionó anteriormente, 10s

giucanos cïciicos producidos por ios Rhizobios precipitan con

mayores proporciones de etanoi que 1a utiiizada (228,229).

E1 materia] se reprecipitó 2 a 3 veces, se dializó y

finaïmente se liofilizó. Dicho materia] iiofilizado fue denomi

nado "exopolisacárido crudo", y en e] mismo no se detectaron pro

teinas por e] método de Lowry (236).

Los reSuïtados se muestran en la Tabia IV. Se observa que

las cepas de Rhizobium trifoiii NA-30 y de Rhizobium legumino

sarum 128 C-53 producen la mayor cantidad de exopoiisacárido

CFUdO.

fiEn el caso de Rhizobium trifoiii cepa ATCC 14a79, los

cuitivos en piaca mostraban la presencia de dos tipos de

colonias: chicas y grandes {"Ch" y "6"). Dado que ias colonias

"G" tenian aspecto mucoide y producïan 1a mayor proporción de

exopoiisacárido crudo, se realizó el ensayo con esta sub

pobiación (resuitados no mostrados).
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PRODUCCION QE EXOPOLISACARIDO

CEPA EXOPOLISACARIDO CRUDO
(mg/mg hümedo)

Rhizobium trifoïii NA-30 1,34

Rhízobium trifoïii ATCC14479-G 0,057

Rhizobium Ieguminosarum 128 C-53 1,02

Rhizobium 1egum1nosarum 128 C-63 0,13

TABLA IV: En cada caso, se preparó exopoïisacárido como se
descr15É_En Materiales y Métodos. Los resuïtados están expresados
como miïigramos de polisacárido crudo por miïigramos de céïulas
húmedas.



IV.A.3 Composición gg los EPSsde las cepas utilizadas

Con el objeto de verificar la composición en azücares de

los EPS acïdicos producidos por cada cepa, se procedió al estudio

de los mismos mediante hidrólisis ácida total y posterior análi

sis por electroforesis y cromatografía en papel.

Como era de esperar, en todos los casos se observó la

presencia de los monosacáridos Glc, Gal y Gch. También se detec

taron compuestos de menor movilidad, posiblemente oligosacáridos

producidos por hidrólisis incompleta del respectivo EPS. En todos

los casos, se observaron los mismos componentes y no fueron ana

lizados con mayor detalle.

En los casos de Rhizobium trifolii NA-30, Rhizobium legu

minosarum 123 C-53 y 128 C-63, también se determinó la presencia

de piruvato mediante análisis por cromatografía en papel.

Además, pero solo en el caso de Rhizobium trifolii NA-30,

se determinó la presencia de O-acetilo en una relación este

quiométrica de 1 mol cada 8 ¡noles de hexosa unida en enlace

glicosïdico (Tabla 7).
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TABLA X

COMPOSICION DE LOS EPSS DE LAS CEPAS UTILIZADAS

Cepa Monosacáridos Oligosacáridos Pir O-Acetilo
Glc Gch Gal Otros

R.trifolii NA-30 + + + - + + +

R.trifolii + + + - + ND ND
ATCC 14479-G

R.leguminosarum + + + - + + ND
128C-53

R.leguminosarum + + + - + + ND
128C-63

TABLAV: En cada caso, el material liofilizado fue hidrolizado en ampolla
cerrada-con ClH 1Na 100°C durante 24 horas. Terminada la hidrólisis, se separó
el exceso de ácido a baja presión, se agregaron 200 ul de amoniaco y se llevó a
seco bajo corriente de nitrógeno. Se realizó dicha operación con el objeto de
convertir glucuronolactona en ácido glucurónico. Los materiales fueron analiza
dos por electroforesis y cromatografía en papel (utilizando el buffer B y el
solvente C, respectivamente).
Pir: piruvato, el cual fue revelado (aunque pobremente) con el reactivo de
nitrato de plata alcalino (245). La determinación de acetato se realizó con el
reactivo de hidroxilamina, según describe Hestrin (222). ND:no determinado.



IV.A.4 Noduiación

Con cada una de ias cepas mencionadas, se realizaron

ensayos de noduiación. Los re5u1tados ¡muestran que en ias con

JÍCÍOHES eiegidas, soiamente noduia bien Rhizobium trifolii cepa

IV bis). Con Rhizobium trifoiii ATCC-14479-G, 105NA-3O (Tabla

resultados fueron erráticos.

TABLA _I

CAPACIDAD QE NODULACION DE L S CEPAS

Nümerode nóduios/piántuia

5-8

n.d.

NA-30

ATCC 14479-G

ninguno

Cepa

Rhizobiumtrifolii
trifoiii
leguminosarum 128 C-53

ninguno

Rhizobium

describe en Materiaies y
15 dias de inoculadasios

Rhizobium

leguminosarum 128 C-63Rhizobium

Se reaiizó ei ensayo cOmo se
' A partir de

TABLA 11:
o os (sección III.1.6).

piántuias,_se investigó la presencia de nóduios.noduiac1on dudosa.
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IV.B ESTUDIOS IN VITRO

Mencionamos previamente (sección 11.0) que en sistemas

simiiares, fue establecido que en ias etapas intermedias de 1a

biosïntesis de] respectivo EPS, participan prenil-fosfo-azücares

como precursores inmediatos.

Con e] objeto de emprender un estudio simiiar en nuestro

caso, se investigó si de las cepas de Rhizobios mencionadas

(sección IV.A), se podian obtener preparados enzimáticos capaces

de producir 1a sintesis in vitro de] EPS y/o de sus inter

mediarios.

Los sistemas enzimáticos de sintesis de EPSs están pro

babiemente asociados a membranas, sin duda organizados espa

ciaimente de modo que 1a biosintesis secuencia] sea posibïe y que

e] EPS maduro pueda ser secretado hacia e] exterior de 1a céiula.

Considerando esta noción y dada 1a experiencia que habia en

nuestro iaboratorio, se utiiizaron preparados enzimáticos con

sistentes en céiuias permeabiiizadas con EDTA/Tris.



IV.B.1 Ensavos preliminares gg incorporación de radioactividad a
distintas fracciones

IV.B.1.1 Transferencia de radioactividad a partir de

uopg14czeicA

Atendiendo a la estructura propuesta para la unidad

repetitiva del polisacárido cuya biosïntesis se investiga (Fig.

15), pareció razonable utilizar los nucleótido-azücares precur

sores capaces de proveer los azücares respectivos: UDP-Glc y

UDP-Gch, uno de ellos radioactivo.

Los preparados enzimáticos obtenidos como se detalla en

Materiales y Métodos (sección 111.1.3) se inCUbaron utilizando

UDP(14C)Gch como preCursor radioactivo, en presencia de UDP-Glc

no marcado.

Se utilizó este precursor radioactivo en primer término

porque se consideró que era más especifico, dado que distintas

especies de Rhizobios, además del EPS en estudio, producen gluca

nos cuyo preCUrsor es UDP-Glc (263).

Se estudió la incorporación de radioactividad al

“extracto 1203" (para detectar sintesis de prenil-fosfo-azüca

res), y al precipitado de células y al sobrenadante acaoso del

lavado (para detectar sintesis de EPS).

No se detectó incorporación de radioactividad a los

precipitados de células ni a los lavados acuosos, con niguno de
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los métodos ensayados (sección III.3.2), en ninguna de las con

diciones estudiadas ni con ninguna de las cepas.

En cambio sï se encontró transferencia de radioac

tividad al "extracto 1203" con preparados enzimáticos provenien

tes de todas las cepas (Tabla VII).

Los resultados mostraron que la mayor incorporación de

radioactividad a material liposoluble (“extracto 1203") fue para

el preparado enzimático proveniente de Rhizobium trifolii cepa

NA-30

Dado que además esta cepa tenia la mayor producción de

EPS crudo (sección IV.A.2) y nodulaba con facilidad (sección

IV.A.4), se realizaron los estudios siguientes fundamentalmente

con ella. En adelante entonces, salvo que se indique, los

resultados corresponden al sistema de Rhizobium trifolii cepa

NA-30.

Atendiendo a la estructura de la unidad repetitiva pro

puesta (Fig. 15), era posible esperar que la incorporación de

radioactividad al "extracto 1203" proveniente de UDP(14)Gch se

modificara en presencia de UDP-Glc agregado a la mezcla de incu

bación.

En dichas condiciones, se observó una estimulación de

la incorporación de radioactividad por el agregado de UDP-Glc no

marcado, sugiriendo que la glucosa forma parte del (6 de los)
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TABLA VII

INCORPORACIONE RADIOACTIVIDADA "Extracto 1203"

A PARTIR DE DIFERENTES PRECURSORES UTILIZANDO

PREPARADOS ENZIMATICOS E DISTINTAS CEPAS

Preparado Dador Radioactividad en
Exp. Extracto 1203

Enzimático Radioactivo No radioactivo (pmoles/mgproteína)

1 R.trifolii UDP(14C)Gch - 21.4
NA-30

2 R.trifolii UDP(14C)G1cA UDP-Glc 65.6
NA-30

3 R.trifolii UDP(14C)Glc - 16.9
NA-30

4 R.trifolii UDP(14C)G1c UDP-Gch 17.5
NA-30

s R.trifolii UDP(14C)Gch UDP-Glc 6.a
ATCC 14479

6 R.legumino- UDP(14C)Gch UDP-Glc 55.4
sarum

123-c-53

7 R.legumino- UDP(14C)G1CA UDP-Glc 9.3
sarum

128-C-63

TABLAVII: Las incubaciones fueron realizadas en condiciones estándar, según se
Wamcción III.3.1), en presencia de UDP( C)C-ch (1.000 pmoles) y de
UDP-Glc (25.000 pmoles) (Exp. 1,2,5,6 y 7) o de UDP(14C)G1c (1.000 pmoles) y
UDP-Gch (25.000 pmoles) (Exp. 3 y 4).
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compuestos radioactivos solubles en el "extracto 1203“ (Tabla

VII, experimentos 1 y 2).

IV.B.1.2 Transferencia de radioactividad a partir de UDP(14C)Glc

Se estudió entonces la transferencia de radioactividad

al "extracto 1203" utilizando UDP(14C)Glccomo preCUrsor radioac

tivo en presencia o ausencia de UDP-Gch.

Los resultados (Tabla VII, Exp. 3 y 4) muestran que

también existe incorporación de radioactividad a material

liposoluble (“extracto 1203"), a partir de este preCursor. La ra

dioactividad incorporada no fue estimulada por el agregado de

UDP-Gch exógeno. Dicha falta de estimulación fue justificada

considerando que, como dijimos, las células tratadas con

EDTA/Tris constituyen un preparado enzimático crudo, y por tanto

contienen aceptores y/o preCursores endógenos.

IV.B.1.3 Transferencia de radioactividad a partir de

betag32P2UDP-Glc g _e beta(32P)UDP-Gch

Se realizaron experimentos independientes, utilizando

como preCursores radioactivos tanto beta(32P)UDP-Glc como

beta(32P)UDP-Gch. En el primer caso se obtuvieron incor

poraciones razonables (Tabla VIII) (unas Cuatro veces menor que

con UDP(14C)Glc (Tabla VII)). Además la radioactividad presente

en este extracto permaneció en el lugar de siembra Cuando Este



TABLA VIII

INCORPORACIONBE RADIOACTIVIDA“_1 "Extracto 1203"

fi PARTIR25 beta(32P)UDP-Glc g_gg beta(32?)UDP-Gch

Dador Radioactividad en
Exp Radioactivo No radioactivo Extracto 1203

(32P)UDP-Glc (32P)UDP-Gch UDP-Glc UDP-Gch
(pmoles) (pmoles) (pmoles) (pmoles) (pmoles/mg grot.)

1 1.400 - - 25.000 4.1

2 1.400 - - 25.000 0.001

3 - 1.400 25.000 - 0.37

4 - 1.400 25.000 - 0.001

TABLAVIII: Las incubaciones fueron realizadas en las condiciones que se indican
TEEÉEiEH-ÏÏI.3.1), utilizando comoprecursores exógenos los nucleótido-azücares
que se indican. El número de lavados acuosos fue el doble que el habitual (seis
lavados en total). En el caso de los experimentos 2 y 4, la reacción se detuvo
antes de agregar el precursor radioactivo.
La actividad específica de ambosprecursores radioactivos fue de 29 mCi/umol.



fue semetido a electroforesis en papei, lo Cual indica que e] 6

los compuestos marcados con radioactividad proveniente de

beta(32P)UDP-G1c poseen una de ias caracteristiCWS de ios prenii

fosfo-azücares, pues son insoiubies en e] buffer utilizado (201)

(Fig. 16, panel A).

En e] caso de] "extracto 1203" marcado con radioac

tividad proveniente de beta(32P)UDP-G1cA, la incorporación fue

unas 10 veces menor (Tabla VIII), y además 1a reïación de la

incorporación de radioactividad en e] material que permaneció en

e] iugar de siembra en eïectroforesis se e1ev6 a 100:1 a favor de

(32P) proveniente de beta(32P)UDP-Gïc, pues en e] segundo de Ios

casos 1a mayoria de 1os compuestos presentes resuïtaron soiubïes

en agua y cargados negativamente (Fig. 16, pane] B).

Debe mencionarse además, que 1a actividad especifica de

los (32P)nuciéotido-azücares utiiizados fue suficientemente eie

vada como para justificar 1a aparición de compuestos raros,

aunque, como vimos, dichos compuestos soio pudieron observarse en

e] caso de] "extracto 1203" marcado con radioactividad prove

niente de beta(32P)UDP-GïcA.

Estos reSultados sugirieron que 1a qucosa OCUpa e]

extremo reductor en por 10 menos uno de ios oiigosacáridos sin

tetizados in vitro (véase más adeiante), y que efectivamente está

unida a un Iïpido mediante por 10 menos un resto fosfato.
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Figura 16: ELECTROFORESIS DEL "Extracto 1203" MARCADO CON RADIOACTIVIDAD
' PROVENIENTEDE beta(32P)UDP-Glc 6 de beta(32P)UDP-Gch

"Extracto 1203" (21.350 dpm), obtenido utilizando cano precursor
radiactivo 'beta(321>)UDP-_G1c(Tabla VIII, Exp. 1) 6 beta(32P)UDP-Gch
(Tabla VIII, Exp. 3) fue sometido sin ningún tratamiento previo a
electroforesis en papel WhatmanN°1, a 1.000 volts durante 3 horas,
utilizando el solvente B (paneles A 6 B, respectivamente).



IV.B.2 Propiedades d os compuestos extraibles con "solvente
1203"

Como vimos en secciones anteriores, los compuestos

radioactivos presentes en el "extracto 1203" incorporaron

radioactividad proveniente tanto de de UDP(14C)Glc, UDP(14C)Gch

o de beta(32P)UDP-Glc. Con el objeto de caracterizarlos, se

estudiaron algunas de sus propiedades químicas, para ver si

poseïan caracteristicas conocidas de prenil-fosfo-azücares, y, en

caso de tratarse de más de un compuesto, proceder a su frac

cionamiento.

IV.B.2.1 Labilidad en medio ácido suave

Una propiedad de los prenil-fosfo-azücares es su labi

lidad a la hidrólisis ácida suave, para dar fundamentalmente oli

gosacáridos libres (201):
A B C

153131
SACARIDO—O—P—O—P—O—prenol

| l

OH OH

Tomado de M.A. Dankert y N.H. Behrens (264).

A y C: uniones lábiles a pH 2, 10 min, 100°C (ClH).
B: unión lábil a pH:1, 10 min, 100°C (ClH). En medio
alcalino suave se produce el Ester fosfórico cíclico
del correspondiente sacárido siempre que el hidroxilo
de] c2 del azúcar que ocupa el extremo reductor esté en
posición "cis" respecto del fosfato más cercano (201).



Como ya se unencionó, el "extracto 1203" marcado con

32P (proveniente de beta(32P)UDP-Glc), analizado por electrofore

sis en papel, mostró que la radioactividad permanecía en el lugar

de siembra, como era de esperar para prenil-fosfo-azücares, los

cuales son insolubles en el solvente utilizado (Fig. 16, panel

A). El "extracto 1203" marcado con radioactividad proveniente de

UDP(14C)Gch analizado intacto por el mismo criterio, reprodujo

ese re5ultado (Fig. 17, panel A). En cambio, sometido a un trata

miento ácido suave (pH:2, 10 min, 100°C), este material libera un

producto soluble en agua que, por el criterio empleado, se

resolvió en por lo menos cuatro componentes negativamente

cargados: a, b, g y Á (Fig. 17, panel B).

Similares resultados se obtuvieron cuando se analizó el

perfil de la electroforesis en experimentos realizados utilizando

UDP(14C)Glc como preCUrsor radioactivo. En este caso, la prin

cipal diferencia consistió en la presencia de un componente

neutro (N), además de los ya nombrados a, b, c' y l (Fig. 17,

panel C).

Como comentamos anteriormente, Rhizobium trifolii,

además del polisacárido en estudio, libera un/os glucano/s extra

celular/es, luego la formación de compuestos neutros fue atri

buida a este ültimo (sección IV.B.3.1 y ref. 263). Por análisis

posteriores en cromatografía en papel, utilizando el solvente D,

se estableció la ausencia de glucosa libre en dicho compenente
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Figura 17: LABILIDAD EN MEDIO ACIDO SUAVE DE LOS COMPUESTOS RADIOACI'IVOS
PRESENTESEN "Extracto 1203"

Panel : "Extracto 1203" (7.200 cpm) con radioactividad proveniente
-_ de UDP(14C)G1cA, obtenido como se indica en la Tabla VII

(Exp. 2), fue electroforetizado intacto en buffer B a 1.000
volts durante 3 horas sobre papel WhatmanN°1.

Panel B: Otra alícuota del mismo extracto (12.400 cpm) se sometió a
-_ hidrólisis ácida suave en ácido clorhídrico 0.01 N a 100°C

durante 10 minutos. Se separó el exceso de ácido a baja pre
sión y el material hidrolizado se electroforetizó cano en el
caso anterior .

Panel _¿ "Extracto 1203" (15.700 cpm) con radiactividad proveniente
de UDP(14C)Glc (véase Tabla VII, Exp. 4), se trató cano el
el caso que se muestra en el Panel B y se electroforetizó en
idénticos sistemas y condiciones. AMP: S'adenosina
monofosfato; UMP: S'uridina monofosfato; Gch: acido
glucurónico; Pi: fosfato inorgánico; Glc: glucosa



neutro (resuitados no mostrados).

IV.B.2.2 Labilidad gn medio alcalino Suave

Muchos prenii-difosfo-azücares son 15bi1es en medio

aicaiino suave (amoniaco 30%, temperatura ambiente), y por este

tratamiento, producen fosfodiésteres cïclicos de] respectivo

oiigosacárido. La reacción OCurre cuando e] oxhidriïo de] C2 de]

azücar que ocupa e1 extremo reductor está en posición "cis"

respecto dei fosfato (201). Paiadini y Leïoir ya habian descripto

que e] UDP-G1csufre una desc0mposición simiiar (240).

Los preniï-fosfo-azücares que poseen un solo fosfato no

dan esta reacción, posiblemente porque 1a unión de] fosfato al

isopreno es estabie en las condiciones mencionadas y requieren

tratamientos aigo más fuertes (HONa0,1 N, 64°C, en n-propano],

70% de ruptura en 90 min (201)).

En nuestro caso, se estudió 1a labiiidad en medio aica

iino suave de 10s compuestos radioactivos extraibles con “extrac

to 1203“. Para ello, se cromatografió e] extracto en e] soivente

aicaiino A, que en unuchos casos permite además investigar 1a

resoiución cromatográfica de ios productos, si ios hay. En eSte

sistema, Ios preni]-monofosfato-azücares, que no se descomponen,

migran prácticamente con e] frente de] soivente (201).

Los resultados muestran dos componentes: (14C)1° y

(14C)2°, ambos con poca moviiidad, sugiriendo que hubo degrada
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ción (Fig. 18).

Para ver si los compuestos correspOndientes a los picos

(14C)1° y (14C)2° poseïan fosfato unido en enlace fosfodiéster,

se eluyeron del papel y se los sometió a electroforesis directa o

bien posterior a un tratamiento con fosfatasa alcalina.

Los resultados obtenidos con el pico (14C)2° (marcado

tanto con (14C)Glc como con (14C)Gch) sometido a electroforesis

con o sin tratamiento previo con fosfatasa alcalina, mostraron un

componente de movilidad RG1CA= 1,21, (Fig. 19, paneles B y A,

respectivamente). Dicha movilidad resultó idéntica a la del com

puesto ¿ (Fig. 17, paneles B y C).

Si en cambio el material correspondiente al pico

(14C)2° era sometido a hidrólisis ácida suave y luego tratado con

fosfatasa alcalina, se obtenía un único compuesto de menor movi

lidad de RGicA = 1,08 (Fig. 19, panel C).

Claramente, el tratamiento ácido abrió un Ester

fosfórico cïclico formado durante el tratamiento alcalino para

producir el oligosacárido-Z-P. La fosfatasa alcalina pudo enton

ces actuar para dar Pi (indetectable con esta marcación), y el

oligosacárido libre, cuya movilidad (RGicA= 1,03) resultó 1'dt‘ïfl

tica a la del compuesto 2' obtenido por tratamiento ácido suave

del "extracto 1203" (Figs. 17, paneles B y C). El compuesto i

(Fig. 17, paneles B 6 C), tratado con ácido Suave y posterior
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Figura 18: LABILIDAD AL ALCALI SUAVE DE LOS COMPUESTOS RADIOACTIVOS PRESENTES EN
"Extracto 1203"

"Extracto 1203" (10.200 cpm), obtenido como se muestra en la Tabla
VII (Exp. 2, radioactividad proveniente de UDP(14c)G1cA)seanalizó
por cromatografía ascendente en papel WhatmanN°1 durante 18 horas,
utilizando el solvente A. Gch-Pc: glucurónico fosfato cíclico;
Glc-PC: Glucosa-fosfato cíclico.
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Figura 19: CARACTERIZACION PRELIMINAR DE OLIGOSACARIDOS FOSFODIESTERES CICLICOS

Material correspondiente al pico (14C)2° de la Fig. 18 (4.600 cpm) se
eluyó del papel y se dividió en tres alícuotas que fueron tratadas
del siguiente modo:

Panel A: Se electroforetizó tal cual en buffer B a 1.000 volts
durante-3 horas sobre papel whatman N°1.
Panel Ei Se incubó con fosfatasa alcalina cano se describe en
Materiales y Métodos, y luego se sometió a electroforesis cano en elcaso anterior.
Panel EL Se sometió a hidrólisis en ácido clorhídrico 0.1 N a 100°C
durante S minutos, se separó el exceso de ácido a baja presión, luego
se trató con fosfatasa alcalina como se describe en Materiales y
Métodos, y finalmente se sometió a electroforesis como en los casos
anteriores.
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mente con fosfatasa alcaiina, también originó un ünico compuesto

de iguai moviiidad (RG1CA:1.08, re5u1tados no mostrados). Este

resuitado indicó que e] compuesto i era un derivado cíclico de]

componente de RG1CA: 1.08.

E1 materia] de] pico (14C)1° (marcado tanto con

(14€)Glc como con (14C)GicA) sometido a idéntico tratamiento y

anáiisis, 1uego de defosforiiación, produjo los compuestosg y g

(no mostrado).

Estos reSuitados indican que ios materiaies correspon

dientes a los picos (14C)1° y (14C)2° son oiigosacáridos fos

fodiésteres cïclicos, ios cuaies por defosforiiación producen

oiigosacáridos de menor moviiidad electroforética, e idéntica a

1a de ios compuestos g y 3'. Este üitimo, a1 originarse tanto a

partir de (14C)1° como de (14C)2° hizo sospechar que tai vez

enCubriera a dos compuestos. No se pudo detectar e] éster

fosfórico de] c0mpuesto a.

Asimismo, 1a labilidad en medio alcaiino suave de ios

compuestos radioactivos extraïbies en "extracto 1203" sugiere que

dichos oiigosacáridos están unidos a ia porción iipofïiica (muy

probabiemente un prenoï) a través de un puente difosfato.
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IV.B.2.3 Fraccionamiento del materia] soluble en e] "extracto

Otro modo de estudiar Ios compuestos radioactivos

extraídos con "extracto 1203" fue fraccionar e] mismo en coiumnas

de DEAE-celulosa para soluciones 1ipofïiicas. Dicho método habia

sido desarroliado por Dankert y colaboradores, para estudiar 1a

sintesis de] Antigeno-O en Saimoneiia (véase sección 111.7.1), y

se habia utilizado previamente en nuestro iaboratorio con ios

sistemas de Xanthomonas campestris (196) y Acetobacter xyiinum

(201).

Se empiearon “extractos 1203" con radioactividad prove

niente de UDP(14C)GicA, de UDP(14C)Gic y de beta(32P)UDP(14C)G1c

(Figs. 20,21 y 22, respectivamente). Puede observarse que los

perfiies de elución prácticamente se superponen, distinguiéndose

dos componentes mayoritarios, que eluyen a una concentración de

acetato de amonio de 1 M (pico I) y de 1,4 M (pico II).

A juzgar por este criterio, en ios tres casos, e]

grueso de 1a radioactividad está asociada a1 mismo grupo de

compuestos. Las aïtas molaridades necesarias para eiuir los dos

c0mponentes mayoritarios (picos I y II) coinciden con io

esperado, atendiendo a 1a densidad de carga existente en 1a uni

dad repetitiva de] poiisacárido cuya biosintesis se investiga

(Fig. 15, página 116).
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Figura 20: FRACCIONAMIENTODEL MATERIAL RADIOACI‘IVO PRESENTE EN "Extracto 1203"
EN COLUMNADE DEAE-Cel.: radioactividad proveniente de UDP(14C)G1CA

"Extracto 1203" marcado con radiactividad proveniente de UDP(14C)Gch
(obtenido como en el caso de la Tabla VII, Exp. 2, 64.700 cpm) fue
cromatografiddo en columna de DRAE-celulosa para soluciones
lipofílicas (sección III.7.1). Se colectaron fracciones de 3 ml y se
midió radioactividad en 0.75 :nl de cada fracción. La flecha llena
indica la posición de elución de un prenil-difosfato-pentasacárido
piruvilado de Xanthomonascampestris (prenil-P-P-XS-Pir), eluído en
una columna análoga (221).
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FRACCIONAMIENTO DEL MATERIAL RADIOACTIVO PRESENTE EN "Extracto 1203"
EN COLUMNADE DEAE-cel.: radioactividad proveniente de UDP(14C)Glc

“Extracto 1203" marcado con radioactividad proveniente de UDP(14C)Glc
(obtenido como en el caso de la Tabla VII, Exp. 4, 74.700 cpm) fue
cromatografiado en idénticos sistemas y condiciones que en el caso de
la. 200
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Figura 22: FRACCIONAMIENTO DEL MATERIAL RADIOACTIVO PRESENTE EN "Extracto 1203"
EN COLUMNADE DEAE-celulosa: radioactividad proveniente de beta(32P)
UDP-(‘4C)G1c

El "Extracto 1203" (294.000 cpm en 14c y 252.000 dpm en 32?), fue
preparado en ina incubación estándar, según se indica (sección
III.7.1), pero utilizando esta vez cano precursor radioactivo
beta(3ZP)UDP(‘4C)Glc (1.060 pmoles totales, AEen 32?: 1-680 uC/umol,
Y AE en 14C: 243 uc/umol) y en presencia de UDP-Gch (25.000 pmoles).
El extracto intacto fue cromatografiado en idénticos sistemas y con
diciones que en los casos que se muestran en las Figs. 20 y 21. Se
colectaron fracciones de 3 mi. Se midió radioactividad en alícuotas
de 0,75 ml de cada fracción utilizando los programas apropiados para
cada marca en un contador de centelleo líquido Beckman modelo LS
8100.



-135 

17.8.3 Estudios con oligosacáridos liberados por hidrólisis
ácida Suave

Comovimos en la sección anterior, el fraccionamiento del

"extracto 1203" en columnas de DEAE-celulosa produjo solamente

dos fracciones mayoritarias (picos I y Il). Lamentablemente,

dicho procedimiento presentaba el inconveniente de que los com

puestos de nuestro interés se eluïan con gran cantidad de sales,

lo cual dificultaba su estudio posterior.

Vimos también (sección IV.B.2.1) que luego del trata

miento ácido del "extracto 1203", el análisis por electroforesis

discriminaba al menos cuatro componentes negativamente cargados:

3, b, 2' y Á (Fig. 17 B y C). Dada la inconveniencia mencionada

con el análisis por DEAE-celulosa y la ventaja resolutiva de la

electroforesis en papel, se decidió fraccionar los oligosacáridos

por este ültimo procedimiento. Para asegurar la remoción de fos

fato, se los trató con fosfatasa alcalina.

Se obtuvieron oligosacáridos marcados indistintamente con

(14C)Glc o con (14C)Gch.

IV.B.3.1 Fraccionamiento por electroforesis

Se prepararon "extractos 1203" con radioactividad pro

veniente de UDP(14C)Gch 6 UDP(14C)Glc, luego se trataron con

ácido suave y posteriormente con fosfatasa alcalina. Finalmente,
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v de manera independiente para cada marcación, los oligosacáridos.r

fueron aislados por eïectroforesis en papei.

Es necesario señalar que experimentos realizados en

idénticas condiciones pero utiïizando distintas partidas de enzi

mas no siempre produjeron los mismos compuestos.

En e1 perfi] habitua] (Fig. 23), se obtuvieron tres

componentes: a, g y 5'. Sus proporciones pudieron variar con 1a

partida de enzima utiiizada y en algunos casos a y g pudieron
estar ausentes.

Los perfiles obtenidos fueron idénticos para ambas mar

cas, a excepción nuevamente de 1a presencia de un pico neutro (N)

en e] caso de oligosacáridos marcados con (14C)G1c, ausente para

ei caso de oligosacáridos marcados con (14€)GicA (Fig. 23, pane

1es A y B, respectivamente). Habíamos mencionado (secciones

IV.B.2.1 y IV.B.3.1) que Rhizobium trifolii, además del exopoïi

sacárido en estudio, produce un/os giucano/s extraceiuiar/es y

que 1a formación de compuestos neutros fue atribuida a este/estos

üitimo/s. Es necesario mencionar que empieando esta técnica

(tratamiento ácido de] "extracto 1203“, defosforilación y aisla

miento por eiectroforesis en papel), no se observó e] compuesto

l, el Cual habia sido caracterizado como un oligosacárido fos
fodiéster cíclico.

Los reSuitados (Fig. 23, paneies A y B) muestran la

ausencia de] oligosacárido fosfodiéster cíclico de moviiidad
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DE LOS COMPUESTOS RADIOACTIVOS LIBERADOS POR
HIDROLISIS ACIDA SUAVE DEL "Extracto 1203"

Panel A21"Extracto 1203" (27.400 cpm) con radioactividad proveniente
ae ÜDFÏ 4C)Glc (1.000 pmoles) obtenido en presencia de UDP-Gch
(25.000 pmoles), fue sometido a hidrólisis en ácido clorhídrico 0.01 N
a 100°C durante 10 minutos. Se eliminó el exceso de ácido a baja pre
sión y se trató con fosfatasa alcalina comose describe en Materiales
y Métodos. Finalmente, el material se electroforetizó sobre papel
whatmanN°1 a 1.300 volts durante 3 horas utilizando el solvente B.

"Extracto 1203" (18.300 cpm) con radioactividad proveniente
(1.000 pmoles) y obtenido en presencia de UDP-Glc

fue tratado y analizado comoen el caso anterior.

Panel E:
de UDP(14C)Gch
(25.000 pmoles)



RG1CA= 1,21 (compuesto Á de la Fig. 17), que convenientemente

tratado con fosfatasa alcalina, produjo el componente3' de movi

lidad RG1CA= 1,08 (véase también las ‘iquras 17, paneles B y C;

y 19, panel C).

Dicho componente5' presentaba la caracteristica de ser

mayoritario, ya fuera marcado tanto con (14C)Gch como con

(14C)Glc, y por Su movilidad electroforética parecia ser no muy

grande. Con el objeto de conocer el tamaño aparente, todos estos

compuestos fueron analizados por filtración en columnas de geles.

IV.B.3.2 Fraccionamiento por filtración en columnasgg geles

Los componentes a y g filtrados en columnas de Bio-Gel

P2 se comportaron como c0mpuestos puros, sus volúmenes de elución

fueron ligeramente diferentes y correspondieron al tamaño

esperado para octasacáridos (Figs. 24 y 25, respectivamente). En

cambio, el c0mponente 2' se resolvió en dos c0mpuestos: el com

puesto g, cuyo tamaño aparente fue ligeramente mayor al de g, y

el compuesto g, el Cual eluvó inmediatamente antes que el tri

sacárido rafinosa utilizado como estándar (Fig. 26). Estos

re5ultados fueron idénticos para los oligosacáridos a, g .3 í ,

con marca en (14C)Glc.
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FILTRACION DEL COMPONENTEi EN COLUMNADE Bio-Gel P2

Componente a con marca en (14C)Gch (2.900 cpm), eluído del papel del
pico homónimo (Fig. 23H), fue cromatografiado en columna de Bio-Gel
92 como se describe en Materiales y Métodos. Las flechas indican los
volúmenes de elución de los siguientes estándares: glucosa (Glc),
sacarosa (Sac), rafinosa (Raf), estaquiosa (Stac), pentasacárido de
Xanthomonas campestris (x5) (64,221); hexasacárido de Acetobacter
xylinum (A6) y heptasacárido de Acetobacter xylinum (A7) (203,204).
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FILTRACION DEL COMPONENTEa EN COLUMNA DE Bio-Gel ’92

Componente E con marca en (14C)G1cA (2.700 cpm) eluído del papel del
pico homónimo (Fig. 23H), fue cromatografiado cano en el caso
anterior (Fig. 24). Las flechas llenas indican los mismosestándares
que en el caso mostrado en la Fig. 24. La flecha de líneas de puntos
indica el volumen de elución del compuesto a con marca en (14C)G1cA6

4 ‘ _en ( C)Glg.
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Fiflra 26: FILTRACION DEL COMPONENTE2' EN COLUMNADE Bio-Gel P2

Componente c' con marca en (14C)Gch (4.100 cpm), eluído del papel
del pico hóEónimo (Fig. 23B), fue cromatografiado como en los casos
anteriores (ver Fig. 24). Las flechas de líneas de puntos indican los
volúmenes de elución de los compuestos 3 y.g con marca en (14c)sch 6
en (14C)Glc.



as fracciones l 1IV.B.3.3 Oligosacáridos obtenidos 3 partir d
II de las columnas de DEAE-celulcsa

Se realizaron experimentos con el objeto de comprender

la relación existente entre las dos fracciones mayoritarias

aisladas en columnas de DEAE-celulosa (picos I y II, Figs. 20,21

y 22), y los oligosacáridos defosforilados aislados por electro

foresis en papel (picos a, g y c , Fig. 23, paneles A y B).

Para ello, los materiales correspondientes a los picos

I y II fueron independientemente desalados y luego sometidos a

hidrólisis ácida a fin de liberar las porciones sacarïdicas del

lïpido. Para asegurar la remoción de fosfato, se trataron con

fosfatasa alcalina. Finalmente, los oligosacáridos provenientes

de cada pico fueron analizados por electroforesis en papel.

Los resultados (Fig. 27) muestran que el material

radioactivo proveniente del pico I produjo un solo compuesto y

con la movilidad de 2': RGicA = 1,08 (96081 A)- DlChO COmPUGStO,

filtrado en columnas de geles, eluyó en una posición idéntica a

la del compuesto g (no mostrado).

VEl material proveniente del pico IL, luego del trata

miento ácido, liberó una mezcla de oligosacáridos que, por

electroforesis en papel, se resolvió en los compuestos 3, g, y un
ltercer compuesto que también tuvo la movilidad del g (panel B).

Estos tres c0mpuestos, filtrados en columnas de geles, eluyeron
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OLIGOSACARIDOS OBTENIDOS A PARTIR DE [DS PICOS I Y II (columnas de
DEAE-celulosa)

Los materiales correspondientes a los picos I y II que se muestran
(Fig. 20) fueron tratados de la siguiente fonma. Se empaquetó una
columna con resina Dowex 50 x B/H equilibrada en metanol 99% que
contenía el doble de 1a resina calculada para cada pico (4,6 gramos y
6,7 gramos de acetato de amonio en los picos I y II, respectivamen
te). Luegode filtrar ambasfracciones, se separó el metanol y parte
del acético liberado en evaporador rotatorio conectado a una bombade
vacío de agua, y posteriormente se sometió cada fracción a hidrólisis
ácida en ClH 0.1 N a 100°C durante 5 minutos. Se llevó a seco para
eliminar el ácido, y seguidamente, el material se trató con fosfatasa
alcalina como se describe (sección III.6.1), y se electroforetizó
sobre papel Whatman 3 MMa 1.000 volts durante un período de 3 horas,
utilizando el solvente B. Los compuestos radioactivos fueron eluidos
del papel y se sometieron a una nueva electroforesis en iguales con
diciones que la anterior, pero utilizando esta vez papel WhatmanN°1
(Panel A: fracción 1 M, pico I. Panel B: fracción 1.4 M, pico II).
Las flechas indican las movilidades de los componentes 3,.2 6 Ef con
marca en (14cm;ch 14C)<31c.ao en (
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en ias posiciones esperadas para los oiigosacáridos .3, lg .y g,

respectivamente (no mostrado).

Atendiendo a 1a alta concentración de sales (1.4 M)

necesaria para eiuir e] compuesto ig (Cuando aün está unido a

iïpido), sin duda dicho oiigosacárido posee mayor carga que e]

compuesto g, el cua] (unido a iïpido) se eiuye a una concentra

ción saiina menor (1 M).
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IV.B.4 Caracterización del c0mpuesto d

Habïamos dicho anteriormente que los productos obtenidos

por inCubación i vitro variaban segün el preparado enzimático

utilizado (sección IV.B.2.1).

Dicha conclusión se obtuvo al observar que los c0mponen

tes 3, g y 5' fraccionados por electroforesis en papel luego del

tratamiento del "extracto 1203" con ácido suave, se presentaron

en diferente proporción, y en ocasiones 13 .y b pudieron estar

ausentes. No obstante esta variación, el componente g fue

mayoritario con todos los preparados enzimáticos utilizados y con

cualquiera de las marcaciones empleadas ((14C)Glc ó (14C)Gch).

Por otra parte, el componente2 analizado por filtración

en columna de geles se resolvió en el oligosacárido c (cuyo volu

men de elución fue ligeramente mayor que un octasacárido), y el

oligosacárido g (el cual eluyó con el tamaño aparente de un

trisacárido) (sección IV.B.2.2).

El componente g resultó asï el más pequeño de los com

puestos obtenidos y se lo eligió entonces para iniciar la carac

terización de los oligosacáridos sintetizados ln vitro.



IV.B.4.1
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Composición del compuesto g

Acerca del compuesto g, sabïamos que:

Cuando este oligosacárido estaba aün unido al lïpido,

se eluia de una columna de DEAE-celulosa a una con

centración 1 M de acetato de amonio. A esta con

centración eluye también un pentasacárido-difosfato

prenol de Xanthomonas campestris utilizado como

estándar y que posee dos restos carboxilo (sección

IV.B.1.2.3).

La marcación de los compuestos radioactivos solubles en

"extracto 1203" con radioactividad proveniente de

beta(32P)UDP-Glc pero no de beta(32P)UDP-Gch, era un

fuerte indicio de que el extremo reductor del (o de

los) oligosacárido/s era glucosa (sección IV.B.1.1).

Esta presunción estaba además reforzada por el aisla

de oligosacáridos fosfodiésteres ciclicos mar

(14C)

IVDBOIDZOZ).

miento

cado con proveniente de UDP(14C)Glc (sección

Asimismo, pudo demostrarse también la

incorporación conjunta de (14€) y (32P), mediante el

fraccionamiento por columna de DEAE-celulosa del

"extracto 1203" obtenido utilizando como preCursor

radioactivo beta(32P)UDP(14C)Glc (sección IV.B.1.2.3,

Fig. 22).
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- Se marcaba con (14C)Glc 6 con (14C)Gch y su movilidad

electroforética en buffer B (RGicAI 1,08), haCïa

suponer un tamaño no muy grande (sección IV.B.2.1).

- Por filtración en columna de geles, eluia con el tamaño

aparente de un trisacárido (sección IV.B.2.2).

Faltaba confirmar la presencia de glucosa en el extremo reductor

del compuesto g y caracterizar además los otros componentes del
mismo.

IV.B.4.1.1 Extremo reductor del compuesto g

Hidrólisis ácida total del compuesto g, obtenido con

radioactividad proveniente de UDP(14C)Glc, produjo glucosa como

ünico compuesto radioactivo. No se detectó galactosa por crema

tografïa en papel utilizando el solvente g (no mostrado). Con el

objeto de confirmar que por lo menos parte de la glucosa ocupaba

el extremo reductor, se procedió como se describe a continuación.

Se preparó el compuesto g utilizando para ello como

precursor radioactivo UDP-Glc doblemente marcado en (32P) y

(14€), y el extracto obtenido se fraccionó en columna de

DEAE-celulosa (Fig. 22). Se procedió de este modo para tener la

certeza de que el oligosacárido en estudio se habia construido

desde el extremo reductor y no era consecuencia de un alarga

miento de un monosacárido u oligosacárido aceptor endógeno.
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El material correspondiente al pico I (Fig. 22) fue

desalado e hidrolizado en medio ácido suave. La muestra se trató

posteriormente con fosfatasa alcalina y se semetió a una primera

electroforesis en papel, lo Cual permitió viSualizar dos com

ponentes, aunque pobremente resueltos debido a la abundante can

tidad de sales presentes (no mostrado).

Los componentes aislados fueron eluïdos y, de manera

independiente, sometidos a una segunda electroforesis en el mismo

sistema.

Los resultados de la segunda electroforesis mostraron

también dos únicos productos: uno de ellos resultó indistinguible

del componente g (Fig. 28, panel A) y otro cuya movilidad coin

cidió con la del estándar interno de Pi (Fig. 28, panel B).

El componente g (Fig. 29, panel A) fue eluïdo del

papel y analizado por filtración en columna de geles: como era de

esperar eluyó inmediatamente antes que el trisacárido rafinosa

utilizado comoestándar (no mostrado).

El material se redujo entonces con BH4Na. La muestra

se SOmetió luego a hidrólisis ácida total y finalmente se analizó

el producto por electroforesis en papel. Se utilizó comosolvente

buffer molibdato de sodio, un sistema que permite separar con

toda claridad glucosa de sorbitol.

r- - nLos resultados (rig. ¿9, panel A) muestran que el

grueso de la radioactividad comigró con el estándar interno de
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Figura 28: ANALISIS DEL PICO I DOBLEMENTEMARCADOCON (329) y (14o).

El material correspondiente al pico I que se muestra en la Fig. 22
fue tratado de la siguiente manera. Se empaquetó una columna con
resina Dowex SO x S/H+ equilibrada en metanol 99%, que contenía el
doble de la resina calculada (4,6 gramos de acetato de amonio en el
pico I). Luegode filtrar la fracción, se separó el metanol y parte
del ácido acético en evaporador rotatorio conectado a una banba de
vacío de agua y posteriormente se sometió a hidrólisis ácida en ClH
0,1 N a 100°C durante 5 minutos. Se llevó a seco con el fin de eli
minar el ácido, luego se trató con fosfatasa alcalina como se
describe (sección III.6.1), y se electroforetizó sobre papel Whatman
3 MMa 1.000 voltios durante un período de 3 horas utilizando el
solvente B (no mostrado). Los compuestos radioactivos fueron eluídos
del papel y, de manera independiente, se sometieron a una nueva
electroforesis en iguales condiciones que la anterior pero utilizando
esta vez papel WhatmanN°1 (paneles A y B).
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Figura 29: EXTREMOREDUCTORY COMPOSICION DEL compuesto g.

Panel EL El material correspondiente al pico g con marca en (14C)Glc
. 0 cpm) (Fig. 28, panel A) fue reducido con BH4Na durante una

noche. Se agregó resina DowexH+ 50 x 8 hasta pH:3.5, y el borato se
separó con metanol. Posteriormente, el material reducido se sometió a
hidrólisis total en ClH 1 N a 100°C durante 24 horas. Seguidamente,
se separó el exceso de ácido a baja presión y finalmente la muestra
se sometió a electroforesis sobre papel Whatman N° 1 durante
2 1/2 horas utilizando el solvente E.

Panel B: Se preparó compuesto d con marca en (14C)Gch (4.270 cpm) y
luego EE redujo con BH4Nadurante 1 noche. Se separó el exceso de
BH4Nacomo en el caso anterior, y luego la muestra se trató con glu
sulasa según se indica (sección III.6.2). Finalmente, el material se
sometió a electroforesis en idénticos sistema y condiciones que en el
caso anterior.
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sorbitoi. El pequeño pico en 1a zona de] estándar de glucosa no

resuitó significativo, y podrïa indicar reducción incompieta.

Los re5u1tados de esta sección permiten concluir que

e] trisacárido g posee una soia giucosa y que ésta ocupa e]
extremo reductor.
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IV.B.4.1.2 Presencia de restos glucurónicos en el compuestod

IV.B.4.1.2.1 Caracterización de ácido glucurónico

En el punto anterior, demostramos que la ünica glu

cosa que posee el trisacárido g, ocupa Su extremo reductor. Con

el objeto de caracterizar los otros componentes de dicho oligo

sacárido, se preparó el trisacárido d con radioactividad prove

niente de UDP(14C)Gch, se redujo con BH4Na, y se estudió la

composición del trisacárido reducido mediante digestión con glu

sulasa de intestino de caracol y subsecuente análisis del

material digerido por electroforesis en papel.

Al proceder de este modo, contábamos además con una

contraprueba del experimento que venimos de analizar (Fig. 29,

panel A): si, como vimos, el extremo reductor era glucosa, no

debïa aislarse (14C)gluCUronitol.

La glusulasa fue preparada en nuestro laboratorio y

consiste en una mezcla de enzimas glicolïticas, entre ellas una

c0n actividad de beta-glucuronidasa. Se decidió utilizar la

digestión enzimática, debido a que la degradación quimica podïa

producir compuestos neutros Cuya caracterización resultó difi

cultosa. Mediante análisis por cromatografía en papel, utili

zando el solvente D, pudo determinarse que dichos compuestos

neutros tenïan diferente comportamiento que un estándar de xilosa

(no mostrado).



- 153 

Decïamos entonces que, luego de la digestión con

glusulasa, la muestra se analizó por electroforesis en papel: se

obtuvo un solo compuesto cuya movilidad coincidió (un la del

estándar interno de ácido glUCUrónico. No se detectó (14C)Glucu

ronitol (Fig. 29, panel B).

Los resultados de esta sección, conjuntamente con

los de la sección anterior, permiten concluir que el compuesto g

posee por lo menos un resto glucurónico, y además una ünica glu

cosa, la cual OCupael extremo reductor.

IV.B.4.1.2.2 Reducción del compuesto d(14C)Gch a un com

puesto neutro

Con el fin de c0ntinuar la caracterización del cem

puesto g, se redujo dicho compuesto a uno neutro. Para ello, se

preparó compuesto g con marca en (14C)Gch, se esterificó con

EDC/metanol (EDC: 1-etil—3(3 dimetil-amino-propil) carbodiimida)

y posteriormente se sometió a reducción con BH4Na. Asi, el o los

restos carboxilo afectados se transforman en alcoholes, y el

azúcar en la hexosa neutra correspondiente.

Luego de la reducción, el producto se analizó por

electroforesis en papel, donde se comportó como un ünico com

puesto neutro (Fig. 30), y por lo tanto diferente al compuesto no

reducido (de RG1cA: 1,08). Una alicuota de compuesto neutro, fue

SOmetida a hidrólisis ácida total, y los productos se analizaron
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Fifira 30: ELECTROFORESIS DEL COMPUESTOÉ(14C)Gch REDUCIDO

El compuesto d(14C)Gch (3.400 cpm) fue totalmente reducido en sus
grupos carboxl'los con EDC/metanol/BH4Na, según se detalla (sección
III.4.6) durante un período de 14 horas. Posteriormente, el material
se electroforetizó sobre papel whatmanï1°1 a 1.000 voltios durante un
período de 3 horas, utilizando el solvente 3.
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por cromatografía en papel: se observó un ünico c0mpuesto Cuya

movilidad resultó ser la del estándar interno de glucosa

(Fig. 31). No se detectaron otros azücares neutros, descartando

asi la posible conversión de Gch a GalA o ManA, por ejemplo.

Con el objeto de verificar el tamaño del compuesto

reducido, otra alïCuota se analizó por filtración en columna de

geles: como era de esperar, se obtuvo un ünico compuesto que

eluyó inmediatamente antes que el trisacárido rafinosa utilizado

como estándar (Fig. 32). Esta posición resultó idéntica a la del

compuesto g sin reducir.

Asimismo, dicho compuesto neutro analizado por croma

tografïa en placa delgada, también se comporta como un producto

único cuya movilidad resultó indistinguible de la de un estándar

fi fl (Fig. 33,interno de celotriitol: Glc._94Glc__94Glcol panel A).

Todos estos resultados reforzaron la idea de que el

compuesto g era un trisacárido, y que los enlaces glicosïdicos

eran beta,1._94, pues el maltotriitol tiene movilidad diferente

(Fig. 33, panel A). Por otra parte, la sensibilidad a la glusu

lasa (Fig. 29, panel B) ya sugería una configuración beta.

Asimismo, el trisacárido g(14C)Gch, reducido en sus grupos car

boleos con EBC/metanoi/BH4Nafue c0mpletamente digerido co beta

glucosidasa, y por este tratamiento produjo un único compuesto

(14)radioactivo: Glucosa (Fig. 33, paneles B y C).
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Figura 31: CROMATOGRAFIA DEL PRODUCTO DE HIDROLISIS TOTAL DEL COMPUESTO NEUTRO
(obtenido por reducción del compuesto¿(14€)Gch).

El compuesto neutro (Fig. 30), fue eluído del papel y una alícuota
del mismo (1.700 cpm) se sometió a hidrólisis ácida total en ClH 1 x
a 100°C durante 24 horas. Luego se separó el exceso de ácido a baja
presión utilizando un evaporador rotatorio y el producto se analizó
por cromatografía en papel WhatmanN°1 durante 36 horas, utilizando
el solvente D. Maltopentosa (M5), maltotetrosa (M4), maltotriosa
(M3), maltosa (H2), glucosa (Glc), glucuronolactona (Gchona).
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FILTRACION POR Bio-Gel P2 DEL COMPUESTO NEUTRO OBTENIDO POR REDUCCION
DELtrisacárido g(14C)Gch.

El compuesto neutro (Fig. 30) fue eluído del papel, y una alícuota
del mismo (1.700 cpm) fue filtrada en columna de Bio-Gel P2 (sección
III.7.2). Se midió la totalidad de cada fracción (0.5 ml), pre
viamente concentrada hasta un volumen de 50 ul. Las flechas indican
los volúmenes de elución de los siguientes canpuestos: estaquiosa
(Stac),
(Glc).

trisacárido 3 (g), rafinosa (Raf), sacarosa (Sac) y glucosa
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Figura 33: CROMATOGRAFIA EN PLACA DELGADA DEL ÏRISACARIDO NEUTRO OBTENIDO POR

REDUCCION DEL compuesto ¿(14C)G1CA Y ANALISIS DE IDS PRODUCTOS DE
DIGESTION CON beta-GLUCOSIDASA DEL TRISACARIDO REDUCIDO

Panel A: El compuesto neutro (Figura 30) fue eluïdo del papel y una alícuota del
mismo77.100 cpm) fue cromatografiada intacta en placas de TLC "Kieselgel 60"
Merck, utilizando el solvente J. Celopentitol (Csol), celotetritol (C401),
maltotritol (M301), celotritol (C301), celobiitol (C201), celobiosa (C2) y
maltosa (M2)
Panel B: Otra alícuota del compuesto d(14C)Gch completamente reducido (1.270
ÉBET_EE- trató con beta-glucosidasa'_segün se detalla (sección III.6.4).
Finalmente, el material radioactivo se electroforetizó sobre papel WhatmanN°1 a
1.000 volts durante un período de 3 horas, utilizando el solvente B.
Panel EL El material correspondiente al pico que se muestra (esta figura, panel
B) fue eluído del papel y analizado por cromatografía en papel Whatman¡1°1
durante 36 horas, utilizando el solvente D. Glucuronolactona (Gchona).

Nota: Los experimentos aquí mostrados fueron realizados en colaboración con la
Dra. Nora Iñón de Iannino.
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IV.B.4.1.3 Nümero gs restos glucurónicos en l compuesto g¿

reducción parcial del compuesto dll4ClGch

Demostramospreviamente que el trisacárido ¿(14€)Gch

posee ácido glucurónico (sección IV.B.4.1.2.1) y que por reduc

ción del (los) grupo(s) carboxilo(s) produjo un trisacárido

neutro (sección IV.B.4.1.2.2) que luego de hidrólisis ácida total

originó (14C)glucosa como ünico compuesto radioactivo (sección

IV.B.4.1.2.2).

Con el objeto de determinar el nümero de restos glu

curónicos presentes en el c0mpuesto g, se preparó dicho oligo

sacárido con marca en (14C)Gch, y el mismo se sometió a

reducción parcial de los grupos carboxilos. Esto se logró tra

tando el producto esterificado en presencia de EDCcon BH4Na a

distintos tiempos. Los productos fueron analizados por electro

foresis en papel, y la fracción reducida durante un periodo de

3 horas permitió aislar tres c0mpuestos: uno neutro (es decir, el

producto de reducción total), otro que conservó la movilidad ori

gina] de RG1CA: 1,08 (compuesto no reducido), y un tercer com

puesto con movilidad intermedia entre los dos primeros de RUHp:

0,76 (Fig. 34, panel A).

Se estudió la composición de este tercer cmnpuesto

(en la figura, compuesto g). Para ello, se eluyó del papel, se

digirió con gluSulasa y los productos se analizaron por electro

foresis utilizando idénticos sistema y condiciones que en el
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Los experimentos aquí mostrados fueron realizados en colaboración con
Nora Iñón de Iannino.
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REDUCCIONPARCIALDELtrisacárido ¿(14cmch

Panel ¿i El trisacárido.g(14C)Gch (7.800 cpm) fue parcialmente redu
cido en sus grupos carboxilos con EDC/metanol/BH4Na,según se detall
(sección III.4.6) durante un período de 3 horas. El material se
electroforetizó sobre papel WhatmanN°1 a 1.000 voltios, durante un
período de 3 horas, utilizando el solvente B.

Panel B: El material correspondiente al pico B (esta figura, panel A)
se eluïg del papel y se digirió con glusulasa de intestino de caracol
según se indica (sección III.6.2) durante un período de 24 horas.
Finalmente, el material radioactivo se analizó por electroforesis en
papel, como en el caso anterior. Glucosa (Glc), ácido glucurónico
(Gch).

la
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caso anterior: se obtuvieron dos compuestos cuyas movilidades

coincidieron con las de los estándares de glucosa y ácido glu

Curónico, y en relación 1:1 (Fig. 34, panel B). Dichas asigna

ciones fueron confirmadas por cromatografía en papel utilizando

el solvente D (no mostrado).

Estos resultados mostraron claramente la existencia

de solamente dos restos glucurónicos en el compuesto d. Asimismo,

ya habiamos establecido que dicho compuesto posee una sola glu

cosa en el extremo reductor (sección IV.B.4.1.1), certificando

asi que se trata de un trisacárido.

IV.B.4.1.4 Posición de los enlaces en el trisacárido d

Con el objeto de determinar si el trisacárido g era

lineal o ramificado, se estudió la posición de los enlaces gli

cosïdicos mediante estudios de permetilación utilizando la técni
ca de Hakomori.

Resultados anteriores sugirieron que se trataba de un

oligosacárido lineal con uniones beta,1_g4, pues su producto de

reducción total se comportaba como el es:ándar de celotriitol

(sección IV.B.4.1.2.2).

Se estudiaron los productos perïetilados del trisacá

rido g obtenido con marca tanto en (14€)Glc como en (14C)Gch.
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IV.B.4.1.4.1 Permetilación del trisacárido g con marca en
(14C)Glc

Se preparó y aisló trisacárido g con marca en

(14C)Glc, se permetiló, el material permetilado se hidrolizó y

los productos se analizaron por cromatografía en placa delgada.

Los resultados mostraron un ünico compuesto meti

lado indistinguible de un estándar interno de 2,3,6 tri-O-Me-Glc

(Fig. 35). Esto significa que la glucosa presente en el tri

sacárido g, la cual ocupa el extremo reductor, está sustituida en

posición 4 por uno de los restos glucurónicos.

Asimismo, dado que no se aisló un derivado di

sustituïdo, este resultado es también una evidencia de que el

oligosacárido g es un trisacárido lineal.

IV.B.4.1.4.2 Permetilación del trisacárido g con marca en

g14C2Gch

El trisacárido g c0n marca en (14C)Gch, fue some

tido a una primera permetilación. Seguidamente, se redujerOn con

3H4Nalos metilésteres formados. En este caso resultó innecesario

el empleo de EDC/metanol (sección IV.B.4.1.2.2), con el objeto de

esterificar los carboxilos previamente a la reducción.

En reSumen, los dos restos gluCurónicos fueron

transformados en glucosa, con el alcohol del carbono o no per

metilado.
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PERMETILACIONDELtrisacárido g(14C)Glc.

El trisacárido É con marca en (14C)Glc (3.200 cpm), se permetiló
según la técnica de Hakomori (ver Materiales y Métodos). El material
permetilado se hidrolizó en ampolla cerrada con ClH 1 N a 100°C
durante 4 horas. Se separó el exceso de ácido a baja presión en eva
porador rotatorio, y finalmente el producto fue analizado por croma
tografía en placas de gel de sílice Merck "Kieselgel 60". Se utilizó
el solvente H y se dejó desarrollar durante 3 horas. Finalmente, el
material se reveló por autorradiografía, durante un período de 21
días, utilizando película Kodak X-OMAT.
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Este materia] se repermetiió, se hidroiizó y

finaimente Ios productos fueron anaiizados por cromatografía en

capa deïgada.

Se siguió esta técnica pues soio se contaba con 10s

derivados metiiados de giucosa para utiiizar como compuestos de

referencia. Por otra parte, ios derivados tri y tetra-metii

sustituidos son más fáciles de separar por cromatografía en placa

delgada que Ios di-sustituïdos. La aparición de un oxhidriio

iibre en posición 6 no hubiera introducido una ambigüedad en 1a

asignación de ias distintas uniones glicosïdicas, pues su origen

era obviamente e] carboxiio de] respectivo resto giucurónico,

pero su fraccionamiento habria resultado más dificultoso.

Los resultados indicaron 1a presencia de dos ünicos

productos metiiados, en reiación de 0,7:1. Dichos compuestos

comigraron respectivamente con ios estándares internos de 2,3,6

tri-O-Me-Gïc, proveniente de] glucurónico sustituido; y de

2,3,4,6 tetra-O-Me-Gic, proveniente de] glucurónico termina]

(Fig. 36).

Estos reSuitados confirmaron una vez más 1a

existencia de dos restos gIUCurónicos en ei oiigosacárido Q y

permitieron conciuir que dicho compuesto es un trisacárido iineai

en e] que 1a giucosa que ocupa e] extremo reductor está susti

tuida en posición 4 por el primer resto gluCUrónico y éste,

sustituido en posición 4 por el segundo resto giucurónico. Es

decir, se trata de] compuesto: Gch__94GicA__94Gic.
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PERMETILACIONDELtrisacárido ¿(Mosleyn

El trisacárido _<_i_con marca en (14C)Gch (12.400 cpm) fue permetilado
según la técnica de Hakomori (sección III.4.7). El material per
metilado se redujo con BH4Nadurante una noche. Se añadió resina
Dowex 21+50 x 8 hasta pH:3.5, y el ácido bórico formado se eliminó
con metanol a baja presión utilizando un evaporador rotatorio. El
material reducido se repermetiló utilizando la técnica anterior, y
luego se hidrolizó en ampolla cerrada con ClH 1 N a 100°C durante 4
horas. El producto fue analizado por cromatografía en placas de gel
de sílice Merck "Kieselgel 60". Se utilizó el solvente H y se dejó
desarrollar durante 2 horas y 15 minutos. Finalmente, el material se
reveló por autorradiografía durante un período de 10 días, utilizando
pel ïcula Kodak X-OMAT.
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La estructura propuesta justifica 10 observado con

e] trisacárido .9 reducido tanto en SUS carboxiios como en su

extremo reductor: se comportaba (“mo ei trisacárido iinea]

celotriitol, e] cua] posee enlaces gïicosïdicos beta,1__9 4

(sección IV.B.4.1.2.2). Por otra parte, e] trisacárido d podïa
ser degradado por 1a giusuiasa, que contiene actividad de beta

giucuronidasa.

Por 10 tanto, puede asegurarse 1a configuración

beta para cada uno de ios dos enlaces glicosïdicos de] tri

sacárido g. Es decir, que se trata de] trisacárido:

flG1cA_)4Gch/3__94Glc

Este compuesto es parte de 1a estructura propuesta

para 1a unidad repetitiva del exopoïisacárido Cuyo sistema de

síntesis se investiga (véase Fig. 15, página 116).



IV.B.4.2 Fraccionamiento del compuesto g en gl l dz

Como vimos más arriba, el tratamiento del "extracto

1203" con ácido suave liberó una mezcla de oligosacóridos que,

fraccionada por electroforesis en papel, se resolvió en los com

ponentes a, g y 2' (sección IV.B.3.1). El componente5', anali

zado por filtración en columna de geles, se resolvió en dos

compuestos: uno de ellos (compuesto .g) eluyó con el tamaño

aparente de un octa o nonasacárido, y otro (compuesto g), cuyo

volumen de elución resultó ligeramente mayor que el del tri

sacárido rafinosa utilizado comoestándar (sección IV.B.3.2).

El trisacárido g pudo además obtenerse por tratamiento

ácido suave del material del pico I (sección IV.B.3.3).

Dicho trisacárido resultó un compuesto homogéneo

mediante la caracterización empleada más arriba (sección

IV.B.4). Asimismo, el análisis de dicho componente por HPLC(del

inglés: High Performance Liquid Chromatography), en buffer fos

fato mostró un ünico pico, aunque ligeramente asimétrico

(Fig. 37).

Sin embargo, el trisacárido g analizado por croma

tografïa en papel se resolvió en por lo menos dos c0mpuestos:

El y 32 (Fig. 38). ldénticos resultados se obtuvieron al analizar

el trisacárido g obtenido a partir del material proveniente del
pico I aislado en columnas de DEAE-celulosa (no mostrado).
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Figura 37: ANALISIS DEL componente d por HPLC.

Compuesto d marcado con (14C)Gch (2.370 cpm) fue analizado por HPLC,
(del ingléï: high-performance liquid chromatography), utilizando para
ello una columna de Lichrosorb-NH2 (10 u/partícula/4,6 x 20 mm), en
buffer fosfato 0.1 Mcon un flujo de 1 ml/min. Se utilizó un colector
Frac-1OOPharmacia, y se midió radioactividad en la totalidad de cada
fracción (0,5 ml) utilizando solución de 3ray (249).
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Figura 38: FRACCIONAMIENTODEL componente g.

Compuesto_g marcado con (14C)G1CA(3.700 cpm) fue cranatografiado en
papel Wthman N°1, utilizando el solvente D, durante un período de 3
días. Los estándares utilizados fueron: ácido glucurónico (Gch),
maltopentosa (15), maltotetraosa (M4), maltotriosa (M3), maltosa (M2)
y gluc054 (Glc). La mezcla de oligosacáridos estándares fue obtenida
comodescriben Behrens y Tábora (sección III.7.3).



IV.B.4.3 Presencia de restos acilo _2 el compuesto92

Atendiendo a los datos de] grupo de Albersheim, que

atribuye un resto acetiio para 1a unidad repetitiva de] poli

sacárido cuyo sistema de sintesis se investiga (157), se con

sideró que e] oligosacárido gg (Fig. 38) podria estar acilado.

A fin de confirmar o descartar esta hipótesis, e] com

puesto dz se eiuyó de] papei, se trató con áicaii suave y

finalmente se cromatografió en e] mismo sistema.

Los resuitados indicaron un cambio de moviiidad, dado

que pasó a comportarse cemo ei compuesto gl (Fig. 39, paneies A y

B). Esto sugirió que e] compuesto dz era e] homóiogo aciiado de]

dl.

Los resuitados fueron idénticos partiendo de] com

ponente g marcado con (14€)Gic (no mostrado). Asimismo, e] com

p0nente g liberado por hidrólisis ácida suave de] materia] de]

pico I (coiumnas de DEAE-celulosa, sección IV.B.2.3), también

reprodujo los resultados antedichos (no mostrado).

Estos resuitados indicaron además que en e] preparado

enzimático utiiizado existían dadores endógenos de restos aciios,

y las enzimas capaces de transferirlos.
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Figura 39: DEACILACIONDEL compuesto 22.

Panel fi¿_ El compuesto 22 con marca en (14C)Gch fue aislado cano se
describió previamente (Fig. 38); se eluyó del papel y una alícuota
(2.100 cpm) fue cromatografiada intacta en papel WhatmanN°1, utili
zando el solvente D, por un período de 3 días.

Panel E¿_ Otra alícuota (2.100 cpm) fue sometida a deacilación en
medio alcalino suave. Para ello, la muestra fue solubilizada en 100
ul de HONa 60 mm. Se agitó con wórtex y se dejó a temperatura
ambiente durante un período de 20 minutos. La reacción se detuvo por
el agregado de reSina DoweX/H+50 x 8 hasta lograr un pH ácido. Se
agitó con vórtex y se ralizaron 3 lavados con 200 ul de agua cada
vez. Se juntaron los lavados y posteriormente la muestra se con
centró en evaporador rotatorio. Finalmente, el material se crana
tografió en idénticos sistemas y condiciones que para el caso
anterior.

Los estándares utilizados fueron: ácido glucurónico (Gch), maltopen
tosa (M5), maltotetraosa (M4), maltotriosa (M3), maltosa (M2) y glu
cosa (Glc).
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IV.B.4.4 Naturaleza del resto aciio en e] compuesto gz

Como dijimos anteriormente (Sección 11.2), trabajos

previos en nuestro iaboratorio con Xanthomonas campestris per

mitierOn demostrar que, en 1a biosïntesis de] exopoiisacárido en

dicho sistema, 1a acetiïación OCUrre a nive] de preniI-fosfo

azúcares, y que e] dador es Acetii-CoA (216). En vista de ios

resuitados obtenidos con e] sistema de Rhizobium trifoiii NA-30

(sección IV.B.4.3), pareció razonabïe emprender un estudio simi
Iar en nuestro caso.

Con e] fin de verificar o descartar si existia acetila

ción ln litro, se inCUbó preparado enzimático utiïizando

(14C)Acet11-C0A como preCursor radioactivo. En estas condiciones

también hubo incorporación de radioactividad a compuestos

solubies en "extracto 1203". En presencia de UDP-G1c y UDP-G]cA

no radioactivos, dicha incorporación se estimuió en un 60%

(Tabia IX).

Los "extractos 1203" obtenidos fueron sometidos a

hidróiisis ácida suave y posteriormente, e] materia] fue tratado

con fosfatasa alcaïina. Finaimente, ios oligosacáridos defos

forilados fueron fraccionados por electroforesis en pape].

Se obtuvo un perfil idéntico a1 observado a] fraccionar

en e] mismo sistema oiigosacáridos marcados con (1*C)G1c (a

excepción de] pico N, Fig. 23, panel A) 6 con (14C)Gch (Fig. 23,
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TABLA EE

INCORPORACIONBE RADIOACTIVIDADPROVENIENTEDE (14C)Acetil-CoA a "Extracto 1203"

Dador Radioactividad en
Exp. Radiactivo No radiactivo extracto 1203

(pmoles/mg prot)

1 (‘40)Acet11-COA - 11,5

2 ( 14C)Acetil-C0A UDP-Glc + UDP-Gch 18, 4

Tabla IX: Las incubaciones fueron realizadas en condiciones estándar ccnK>se
describe en Materiales y Métodos en presencia de 119 uM (14C)Acetil—c°A
(1-(14C)Acetil-C0A AE:56,6 Ci/mol). En el caso del experimento 2 se agregaron
además como precursores no radiactivos UDP-Glc (25.000 pmoles) y UDP-Gch
(25.000 pmoles).
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Figura 4o: ELECTROFORESIS EN PAPEL DE OLIGOSACARIDOS MARCADOSCON (14C)Acetato.

"Extracto 1203" marcado con radioactividad proveniente de (14C)Acetil-C0A
(7.100 cpm), obtenido como se indica (Tabla IX, Exp. 1 6 2), fue sometido a
hidrólisis ácida suave en ClH 0.01 N a 100°C durante 10 minutos, y posterior
mente se trató con fosfatasa alcalina como se indica en Materiales y Métodos.
Finalmente, el material se electroforetizó sobre papel WhatmanN°1 a 1.000 volts
durante 3 horas utilizando el solvente B.
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panel B). Es decir que también por Este criterio, la radioac

tividad incorporada al "extracto 1203" proveniente de

f14C)Acetil-C0A y liberada por tratamiento áci‘r suave estuvo

asociada a los mismos componentes: a, g y 5' (Fig. 40).

El perfil que se muestra (Fig. 40), fue obtenido

indistintamente a partir de "extractos 1203“ provenientes de

incubaciones realizadas con o sin el agregado de nucleótido

azúcares exógenos, aunque, como dijimos, la incorporación de

radioactividad proveniente-de (14C)Acetil-C0A se estimuló en pre

sencia de UDP-Glc y UDP-Gch. Estos reSultados indican una vez

más la existencia de precursores y aceptores endógenos presentes

en los preparados enzimáticos utilizados.

El material correspondiente al pico 2' (Fig. 40), se

analizó por filtración en columna de geles. Los resultados

muestran que se resolvió en dos c0mpuestos: uno de ellos eluyó

con un volumen aparente idéntico al compuesto g obtenido con

marca tanto en (14C)Glc c0mo en (14C)Gch (Fig. 41, pico

¿(14€)Acetilo), y otro resultó indistinguible del componenteg

obtenido con marca tanto en (14C)Glc como en (14€)Gch (Fig. 41,

pico g(14C)Acetilo).

Es necesario señalar que la diferencia entre los

volúmenes de elución de los compuestos gl y 32 es minima, y solo

fue posible fraccionarlos por cromatografïa en papel (véase sec

ción IV.B.4.2).
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Figura 41: FRACCIONAMIENTODEL componente 2' MARCADOCON (14C)Acetilo.

El material correspondiente al pico c' (Fig. 40, 3.400 cpm) fue cranatografiado
en columna de Bio-Gel P2 (sección ÏII.7.2). Los estándares indicados con las
flechas llenas son los mismos que en el caso mostrado previamente (Fig. 24). Las
flechas de líneas de puntos indican las posiciones de elución de los ccmpuestos
g, g, g y g marcados tanto en ( C)Glc como en (14C)Gch.
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Figura 42: CARACTERIZACIONDELcompuesto &(14C)O-Acetilo.

Material correspondiente al pico g(14C)Acetilo (2.100 cpm), fue cromatografiado
en papel WhatmanN°1, utilizando el solvente D, durante un período de 3 días.
Las flechas de líneas de puntos indican las posiciones de los compuestos E1 y
2'2 marcados tanto en (14C)Glc como en ( C)Gch.
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Por e] momento, nos ocuparemos solamente de] pico

g(l4C)Acetiio. E1 análisis de ios picos ¿(14€)Acetiïo,

g(14C)Aceti10 y ¿(14€)Acetiio, se desarroïlará más adelante
(sección IV.B.6).

E1 materia] correspondiente a1 pico g(14C)Acetiïo

(Fig. 41) se anaïizó por cromatografía en pape]: se obtuvo un

ünico compuesto indistinguible de] oligosacárido gg obtenido con

marca tanto en (14C)G1c como en (14C)GicA, es decir, e] derivado

aci1ado del trisacárido gl, c0nfirmando asï que el resto aciio

presente en dz es un acetilo (Fig. 42).

IV.B.4.5 Posición de] resto O-Acetiïo en el trisacárido dz

Consideramos que un modo de estudiar e] probiema era

aprovechar 1a diferencia entre los trisacáridos gl y 92 (1a Pre

sencia de] resto O-Acetilo en gg) y SOmeterios a digestión con

giusuiasa (sección IV.B.4.1.2.1, Fig. 30), con la idea de que

dicha diferencia reSuitarïa en una degradación enzimática

diferencial.

Si esto era asï, en cada caso los productos finaies de

digestión serian diferentes. De esta manera, mediante el anáiisis

de dichos productos, si alguno de- eilos estaba acetiiado,
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podriamos definir 1a posición o bien acotar 1a posición de1 resto

O-acetiio en e] trisacárido 22.

IV.B.4.5.1 Degradación enzimática de] trisacárido gl

E1 trisacárido gl marcado con (14€)Gch degradado con

glusulasa fue digerido hasta monosacáridos: toda 1a radioac

tividad comigró con e1 estándar interno de ácido glucurónico

(Fig. 43, paneles A y B).

Asimismo, e] trisacárido dl obtenido con marca en

(14C)Glc y sometido a idéntico tratamiento, produjo un ünico com

puesto radiactivo: (14C)G1ucosa (Fig. 44, paneles A y B).
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Figura 43: DIGESTIONcon GLUSULASADELtrisacárido 31(14C)G1cA.

El trisacárido E1 con marca en (14C)Gch (2.200 cpm) fue tratado con
glusulasa de intestino de caracol durante 24 horas según se indica
(sección III.6.2). El producto fue sometido a electroforesis sobre
papel WhatmanN°1 a 1.000 volts durante 3 horas, utilizando el
solvente B (panel A). El material correspondiente al pico que se
muestra en el panel A fue eluído del papel y cromatografiado durante
3 días en papel WhatmanN°1, utilizando el solvente D (panel B). Se
utilizaron los siguientes estándares: S'adenosina-monofosfato (AMP),
S'uridina-monofosfato (UMP), ácido glucurónico (Gch), maltopentosa
(MS), maltotetrosa (M4), maltotriosa (M3), maltosa (M2) y glucosa
(Glc).
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Figura 44: DIGESTIONCONGLUSULASADEL trisacárido 31(14C)G1c.

Trisacárido 91 con marca en (14C)Glc (2.370 cpm) fue tratado con glu
sulasa de intestino de caracol durante 24 horas según se indica
(sección III.6.2). El producto fue sometido a electroforesis sobre
papel WhatmanN° 1 a 1.000 voltios durante 3 horas, utilizando el
buffer B (panel A). El material correspondiente al pico que se
muestra en el panel A fue eluído del papel y cromatografiado durante
3 días en papel WhatmanN°1, utilizando el solvente D (panel B). Los
estándares utilizados fueron los mismos que para el caso mostrado
previamente (Fig. 43, panel B).
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IV.B.4.5.2 Degradación enzimática del trisacárido gg

Como vimos previamente (sección anterior), el tri

sacárido gl tratado con glusulasa, fue digerido completamente: si

partïamos del trisacárido 91(14C)Gch se visualizaba únicamente

(14C)Gch, y si el compuesto inicial era el trisacárido

31(14C)Glc, se obtenïa (14C)Glc c0mo ünico producto radioactivo.

Se preparó trisacárido 22(14C)Gch y se sometió a

digestión con glusulasa. Se observó que la preparación enzimática

también actuó sobre dicho Sustrato, pero a diferencia del caso

anterior, los productos de digestión del trisacárido gg aislados
por electroforesis en papel fueron diferentes: uno de ellos,

denominado c0mpuesto e, presentó una movilidad RUMp: 0,85

(Fig. 45, panel A), y otro resultó indistinguible del estándar de

ácido gluCurónico (Fig. 45, panel A, pico g).

El material correspondiente al pico g (Fig. 45), ana

lizado por cromatografía en papel utilizando el solvente D, tam

bién se comportó como ácido glucurónico (Fig. 46). Como se

muestra, también fue posible obtener el compuesto g con marca

tanto en (14C)Glc (Fig. 45, panel B) como en (14C)Acetilo (Fig.

45, panel C).
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Figura 45: DIGESTIONCONGLUSULASADEL trisacárido 32

El trisacárido 12 con marca en (14C)G1cA (panel A, 5.300 cpm), o
(14C)G1c (panel B, 3.100 cpm), o (14C)O-Acetilo (panel C, 3.100 cpm)
fue digerido con glusulasa de intestino de caracol según se indica
(sección III.6.2) durante 22 horas. Posteriormente, y de manera inde
pendiente para cada marca, los productos fueron sometidos a electro
foresis sobre papel Whatman N°1 a 1.000 volts durante 3 horas,
utilizando el buffer B.



Figura 46:

Radioactividad

(cpm)

-182

FIGURAig

É fl El 22 ¿fi GI: I GIGA«mi: l

100 -Cír _

0 _
l l I l l

0 ¡0 20 30 100

Distancia (cm)

ANALISIS DEL compuesto g.

El compuesto g (2.100 cpm, Fig. 45, panel A) fue eluído y analizado
por cromatogr_Ïía en papel WhatmanN°1, durante 3 días, utilizando el
solvente D.
Maltopentosa (M5), maltotetrosa (M4), maltotriosa (M3), maltosa (M2),
ácido glucurónlco (Gch) y glucosa (Glc).
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IV.B.4.5.3 Análisis del compuestoe

Los materiales correspondientes a cada uno de los

picos 5 (Fig. 45; paneles A, B y C) fueron eluïdos del papel y se

procedió a su caracterización.

El compuesto ¿(14€)Gch sometido a deacilación en

medio alcalino Suave, rindió un ünico producto, el Cual, anali

zado por cromatografía en papel utilizando el solvente D, cambió

su migración respecto del compuesto original: mientras el com

puesto intacto migró con RG1C: 0,9 (Fig. 47, panel A), luego del

tratamiento deacilante perdió movilidad y pasó a migrar en la

zona del estándar de maltotriosa (Fig. 47, panel B). A este

segundo compuesto (desacetilado) se lo denominó compuesto ¿1.

Por otra parte, se mezclaron los materiales

correspondientes al compuesto g_ con marcas tanto en (14C)Gch,

(14C)Glc, como en (14C)-0-Acetilo (véase Fig. 45). A este

material, con las tres marcas, se lo denominó "Fracción e" y se

procedió a su análisis por cr0matografïa en papel utilizando

solvente D: se comportó como un compuesto homogéneo de RGic: 0,9

(Fig. 48). Es decir, que también por este criterio reSultó

indistinguible del compuestog.

Con el objeto de conocer el tamaño del compuesto
llhomogéneo denominado "Fracción g , el miSmo se eluyó del papel y

se sometió a filtración en columna de geles: por este criterio,
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Figura 47: DESACETILACIONDEL compuesto É:

El compuesto É_con marca en (14C)Gch (2.870 cpm) fue dividido en dos
alícuotas iguales, las cuales fueron tratadas cano se indica a con
tinuación.
Panel EL Una alícuota se cromatografió intacta en papel WhatmanN°1
durant 3 días, utilizando el solvente D.
Panel EL Otra alícuota se trató con HONa60 mMdurante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se continuó ccmo se indicó previamente (véase
Fig. 39, panel B) y finalmente, la muestra se cromatografió en idén
ticos sistema y condiciones que en el caso anterior (esta figura,
panel A). ’
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Figura 48: ANALISISDE LA "fracción E".

El material correspondiente a la "fracción e" (3.230 cpm totales,
1.170 cpm en (14C)Glc, 1.030 cpm en (14C)Gch, y 1.100 cpm en
(14C)-O-Acetilo) fue cromatografiado en papel WhanmanN°1 durante 3
días, utilizando el solvente D. La flecha de líneas de puntos indica
la posición de migración del compuesto E1.



- 186 

también se comportó como un compuesto ünico y eluyó inmediata

mente antes que el estándar del disacárido sacarosa (Fig. 49).

Los reSultados de esta sección (IV.B.4.5.3), permiten

c0ncluir que la presencia del resto O-Acetilo en el trisacárido

acetilado 22, constituye un bloqueo a la degradación del mismo

por la glusulasa, lo cual origina un producto final acetilado: el

disacárido e.

Habiendo demostrado previamente que:

1) El compuestodz es el trisacárido GchÍïq4GchÏí94Glc aceti

lado (IV.B.4.4).

N
V El trisacárido gg digerido con glusulasa libera cantidades

iguales de ácido glUCurónico y del compuesto e (sección

IV.B.4.5.2).

3) El compuesto e pudo obtenerse marcado tanto con (14C)Gch,

como con (14C)Glc o con (14C)-0-Acetilo (sección IV.B.4.5.2).

4) El tamaño aparente del compuesto e, estimado por filtración

en columna de geles, es ligeramente mayor a un disacárido

(esta sección, Fig. 50).

Se concluye que el compuesto e es el disacárido:

(3ch¿4amL_v_l
O-Acetilo

y que el es el mismo disacárido no acetilado.
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Por ïo tanto, es posibïe acotar 1a posición del resto O-Acetilo

en e] trisacárido dz, a1 disacárido que ceupa su extremo reduc

tor, es decir:

Trisacárido El: GÏCA./3_)4GÏCA¿)4GÏC

Tri sacárido gg: G1cA/3_>4c1cA./3_)4G1c

O-Acetiïo
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Figura 49: FILTRACIONPOR Bio-Gel P2 DEL compuesto E.

El material correspondiente a la "fracción e" (Figura 48) fue eluído
del papel y cromatografiado en columna de BÏo-Gel P2 según se indica
(sección III.7.2). Las flechas indican los volúmenes de elución de
los siguientes estándares: estaquiosa (Stac), trisacárido g (É),
rafinosa (Raf), sacarosa (Sac) y glucosa (Glc).
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IV.B.5 Presencia de uniones difosfato

Vimos previamente que era posible transferir radioac

tividad proveniente de beta(32P)UDP-G1c a “Extracto 1203" (Tabia

VI), y que ios compuestos radioactivos mayoritarios de dichos

extractos fraccionados por coiumnas de DEAE-ceiulosa reSultaron

idénticos a ios obtenidos con radioactividad proveniente tanto de

UDP(14C)Gic como de UDP(14C)G1cA (sección IV.B.2.3, Figs. 20, 21

y 22).

Es decir que, hasta ese grado de análisis, ias marcas de

(32P), (14€)Gic y (14C)GïcA se encontraban asociadas a] mismo

grupo de compuestos.

Asimismo, habiamos demostrado que los compuestos radioac

tivos presentes en "Extracto 1203", obtenidos utiiizando

UDP(14C)G1c como preCUrsor radioactivo, eran 15bi1es en medio

aicaiino suave, y por este tratamiento produjeron oligosacáridos

fosfodiésteres ciclicos. Este resuitado era un indicio de que 1a

porción sacarïdica estaba unida a] Iïpido mediante un puente

pirofosfato (sección IV.B.2.2).

Con e] objeto de realizar un estudio comparativo, se

obtuvieron dichos oligosacáridos fosfodiésteres ciclicos, ¡nar

cados esta vez con (32P).
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IV.B.5.1 Labilidad en medio alcalino suave del material marcado

con_L32P2 proveniente gg beta(32P)UDP-Glc

Se preparó "Extracto 1203" con radioactividad prove

niente de beta(32P)UDP-Glc, y posteriormente, el material

radioactivo se cromatografió en el solvente alcalino A, un

sistema que, c0mo dijimos, permite además investigar la resolu

ción cromatográfica de los productos (sección IV.B.2.2, Fig. 19).

Se obtuvieron dos compuestos: (32P)1° y (32P)2°

(Fig. 50). Este perfil resultó análogo al obtenido con

oligosacáridos fosfodiésteres cïclicos marcados con (14€) (véase

Fig. 18).

La similitud de los perfiles obtenidos con "Extracto

1203" preparados utilizando como precursor radioactivo UDP-Glc

marcado tanto con (14€) como con (32P), permitió confirmar que

efectivamente la primera reacción de sintesis c0nsiste en la

transferencia de glucosa-l-P a un P-lïpido aceptor presente en el

preparado enzimático utilizado.

0IV.B.5.2 Confirmación gg la unión difosfato: aislamiento o

S32P2Pirofosfato

Dijimos en la sección anterior que la posioilidad de

obtener fosfodiésteres cïclicos de oligosacáridos sugería la
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CROMATOGRAFIA EN SOLVENTE ALCALINO "A" DE LOS PRODUCTOS DE
INCORPORACION OBTENIDOS CON RADIOACI‘IVIDAD PROVENIENTE DE

beta(32P)UDP-Glc

El "extracto 1203" (7.300 cpm) obtenido como se indicó previamente
(Tabla VIII, exp. 1) se analizó por cranatografía ascendente en papel
Whatman N° 1 durante 18 horas, utilizando el solvente A. Glucosa
fosfodiéster-cïclico (GlcPc).
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presencia de un puente difosfato entre la porción oligosacaridica

y el lipido. Para verificarlo, se realizó el siguiente experi
me‘to.

Se preparó material utilizando beta(32P)UDP-Glc y

UDP-Gch no radioactivo como preCursor. El extracto obtenido se

sometió a hidrólisis ácida suave durante cinco minutos y,

finalmente, los productos se analizaron por electroforesis en

papel. En estas condiciones, los prenil-difosfato-azücares no

solo liberan el oligosacárido (indetectable en este caso por no

ser radioactivo) sino que también producen cantidades variables

de Pi y PPi (201).

Los resultados muestran que el extracto intacto per

manece en el origen de siembra (Fig. 51, panel A), mientras que

el hidrolizado produce dos componentes con movilidades de Pi y

PPi (Fig. 51, panel B, picos 1p y 3p, respectivamente), y un com

ponente minoritario no caracterizado (Fig. 51, panel B, pico 2p).

La identidad del material proveniente del pico 3p fue

confirmada por tratamiento con pirofosfatasa inorgánica (enzima

muy especifica) y Subsecuente electroforesis en el mismo sistema:

toda la radioactividad fue convertida en (32P)-fosfato

inorgánico.

Estos reSultados confirman que el primer azücar de la

porción sacarïdica está unido a un aceptOr lipidico mediante un
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puente difosfato. Además, e] aceptor Iipïdico está fosforiïado y

provee uno de 105 fosfatos del puente; e] otro fosfato es e]

cedido por nï UDP-G]c.

Finaïmente, la labíïidad a] tratamiento ácido exhibida

por 1a unión fosfato-aceptor Iipïdico, sugiere que este último se

trata de un preno] aïïïico (201).
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Figura 51: AISLAMIENTODE (32P)Pirofosfato

Panel A: Una alícuota del "extracto 1203" (12.350 dpm), marcado con
maïividad proveniente de beta(3zp)UDp-G1c(Tabla VIII, exp. 1)
fue electroforetizada intacta sobre papel Whatman 31°1, a 1.000
voltios durante 3 horas, utilizando el buffer B.

Panel B: Otra alícuota (21.350 dpm) se sometió a hidrólisis ácida
suave eTClH 0.01 N a 100°C durante 5 minutos. Se separó el exceso de
ácido a baja presión utilizando un evaporador rotatorio y cuidando no
calentar el tubo con la muestra durante dicha operación, dado que el
pirofosfato es inestable en medio ácido caliente (74). Finalmente, el
material se electroforetizó cano en el caso anterior.

Panel C_: El material correspondiente al pico 3D (panel B) se eluyó
del papel y se trató con pirofosfatasa inorgáñica según se indica
(sección III.6.5), y luego se electroforetizó cano en los casos
anteriores.
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IV.B.6 Caracterización g_ los oligosacáridos a, g y c

IV.B.6.1 Interrelación entre los oligosacáridos 3, g y c

Además de los trisacáridos gl y dz, cuyas estructuras

venimos de demostrar (sección IV.B.4), se aisló un grupo de oli

gosacáridos que, por electroforesis en papel, se fraccionaba en

los compuestos 3, g y g. Segün dijimos, dichos oligosacáridos,

analizados por filtración en columna de geles, eluyeron en la

zona esperada para octa o nonasacáridos (sección IV.B.3.2). Por

este criterio, sus tamaños relativos resultaron en el orden

c g a (véase Figs. 24,25 y 26).

Asimismo, mediante análisis por electroforesis en

papel, ésta también fue la relación de sus respectivas cargas

especificas (véase Fig. 23, paneles A y B).

Por otra parte, la diferencia del volumen de elución

del compuesto í respecto del g y de éste respecto del a, resultó

semejante a la observada en el caso de un pentasacárido piruvi

lado de Xanthomonas campestris (X5-Pir), respecto de su derivado

no piruvilado (X5), utilizados como estándares (Fig. 52). Estos

reSultados sugirieron que los tres compuestos (a, g y g) podrian

ser un mismooligosacárido con distinto grado de piruvilación.

El compuesto g, el de mayor tamaño y carga aparentes,

fue sometido entonces a condiciones de hidrólisis en las que se

liberan grupos cetal-pirüvicos sin afectar las uniones gli

cosïdicas (265).
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Figura 52: FILTRACIONEN Bio-Gel P2 de los oligosacáridos 3, g, g y g.

Esta figura no representa un solo experimento, sino la integración de
los que se mostraron previamente (Figuras 24,25 y 26). xs-Pir y
X5 fueron preparados en nuestro laboratorio (221) y también A6 y A7
(203,204). El resto de los estándares es igual que en los casos de
las figuras mencionadas.



Se obtuvo un compuesto con la movilidad del compuesto a

(Fig. 53, panel A). Dicho producto analizado por filtración en

columna de geles también se comportó como un compuesto ünico y

eluyó en una posición idéntica a la del oligosacárido a (no

mostrado).

Por hidrólisis parciales en tiempos menores, el oligo

sacárido c originó un producto que resultó una mezcla de los oli

gosacáridos a, g y g, a juzgar tanto por sus movilidades

electroforéticas (Fig. 53, panel B) c0mo por filtración en

Bio-Gel P2 (no mostrado).

El oligosacárido a no se modificó por ninguno de los
tratamientos antedichos. IdEnticos resultados se obtuvieron al

utilizar oligosacáridos a, g y c marcados con (14C)Glc (no

mostrado) y Sugieren que los compuestos a, g y g serian el mismo

oligosacárido pero con diferente grado de piruvilación: a seria

el compuesto depiruvilado, g con un grupo cetal-pirüvico y g con

dos de estos grupos.

Asimismo, estos re5ultados indicaron además que el pre

parado enzimático utilizado contenía dadores de piruvato y las

enzimas necesarias para transferirlo.
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Figura 53: REMOCION DE GRUPOS CETAL-PIRUVICOS

Una alícuota del compuesto c con marca en (14C)Gch (3.800 cpm),
aislado por Bio-Gel P (véase-F19. 26), fue sometida a hidrólisis en
ClH 0.01 N a 100°C durante 90 minutos en ampolla cerrada (265). Luego
se eliminó el exceso de ácido a baja presión y el material se
electroforetizó sobre papel WhatmanN° 1 a 1.000 voltios durante
3 horas utilizando el solvente B (panel A).
Otra alícuota fue sometida a hidrólisis durante solamente 30 minutos
y se proceso como en el caso anterior (panel B).
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IV.B.6.2 Hidrogenación catalïtica ¿Hz-Pt) 25 105 compuestos

radioactivos soïubies en “Extracto 1203": Aislamiento

de oligosacáridos piruviiados sintetizados in vitro

La interreiación entre los compuestos a, B y 2 sugerida

en e] punto anterior y iograda por una hidróiisis ácida relativa

mente suave, nos permitió considerar que aiguno o aigunos de Ios

oiigosacáridos fraccionados por e1ectroforesis (sección IV.B.3.1)

no fueran producto de sintesis ln vitro, sino que quizás se pro

dujeran durante e] tratamiento ácido efectuado para 1iberar Ias

porciones sacarïdicas de] Iïpido.

Si bien 1a técnica estándar utilizada para Iiberar

dichas porciones sacarïdicas consistió en e] tratamiento de]

"Extracto 1203“ a pH:2 por un tiempo menor al necesario para pro

ducir depiruviiación tota] (Fig. 53, pane] A), consideramos que

iiberando a los oligosacáridos mediante una técnica que no afec

tara los grupos cetaI-pirüvicos, seria posibie conocer con mayor

certeza e] grado de piruviiación de ios oligosacáridos sin

tetizados lg vitro.
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Se optó por la reducción catalïtica c0n Hz-Pt, U“ Dro

cedimiento que cliva el enlace entre el pirofosfato y el lipido,

siempre que Este sea un prenol alïlico (201), y l‘“era oligo

sacáridos pirofosforilados sin afectar a los sustituyentes no

glicosïdicos:

H2-Pt
I

I

sacárido___P___P_Ï__lïpido

El "Extracto 1203“ sometido a este procedimiento y posteriormente

fraccionado por electroforesis en papel produjo tres compuestos:

1, 2 y 3 (Fig. 54, panel A).

Los tres c0mpuestos fueron defosforilados mediante

tratamiento con fosfatasa alcalina y nuevamente semetidos a
electroforesis.

El material del pico 1 originó un compuesto con la

movilidad del oligosacárido g (Fig. 54, panel B); el del pico 2,

un compuesto de movilidad RGicAi 1,08 (Flgo 54, Panel C); Y e]

del pico 3 produjo también un compuesto con movilidad RG1CA: 1,08

(Fig. 54, panel D). Cada uno de estos oligosacáridos fue

filtrado por columna de Bio-Gel P2 con el siguiente resultado: el

c0mpuesto con movilidad de 3 fue eluïdo en la posición esperada

para B, confirmando asi su identidad; el proveniente del pico 2

(RG1CA: 1,08) se c0mport6 como el compuesto g, y el del pico 3

(también de RG1CA:1,08) eluyó en la posición correspondiente al

trisacárido g (gl + 92) (reSultados no mostrados).
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Un comportamiento idéntico se obtuvo utilizando oligo

sacáridos marcados con (14C)Glc, con la excepción de que además,

con esta marcación, se observó el compuesto neutro ya menciona-ie

(sección IV.B.3.1).

Estos resultados muestran claramente que, al liberar

las porciones sacarïdicas del lïpido por reducción catalïtica con

Hz-Pt, no se obtuvo el octasacárido a, es decir, el representante

libre de cetal-piruvato. Este oligosacárido seria más probable

mente un artificio de técnica (debido al tratamiento ácido) que

un producto de sintesis.

Debe destacarse que el hecho de que la reducción

catalïtica libere oligosacáridos fosforilados sugiere nuevamente,

con bastante fundamento, que la porción lipïdica de los com

puestos radioactivos solubles en "Extracto 1203" es muyprobable

mente un prenol alïlico (201).
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REDUCCION CON Hz-Pt.

(7.760 cpm), obtenido en una incubación estándar
(sección III.3.1), en presencia de UDP(14C)G1cA

(1.000 pmoles) y UDP-Glc (25.000 pmoles) fue sometido a reducción
catalïtica con platino (sección III.4.3). Los productos fueron
electroforetizados sobre papel WhatmanN°1 a 1.000 voltios durante
3 horas, utilizando el solvente B (panel A).
Los materiales correspondientes a los picos 1, 2 y 3 del panel A
fueron eluídos del papel, tratados con fosfatasa alcalina según se
indica (sección III.6.1) y finalmente electroforetizados en el mismo
sistema y condiciones que en el caso del panel A (paneles B,C y D,
respectivamente) .

El "extracto 1203"
como se describe
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IV.B.6.3 Marcación con (14ClPiruvato: Confirmación d l pre

sencia de restos cetal-pirüvicos en los oligosacáridos

BYE

IV.B.6.3.1 Incorporación de radioactividad proveniente de

(14C)PEP _a "Extracto 1203"

Atendiendo a los antecedentes hallados en nuestro

laboratorio con Xanthomonas campestris, se sabia que en dicho

sistema la piruvilación del exopolisacárido ocurre a nivel de

prenil-fosfo-azücares, y que el dador es el fosfo-enol-piruvato

(PEP) (véase sección 11.2).

Pareció razonable emprender un estudio similar en

nuestro sistema, y en el caso de obtener marcación, era un modo

de confirmar la interrelación propuesta para los oligosacáridos

g, _b_y _c_, pues solamente debian marcarse con (14C)Piruvato los

oligosacóridos b y g.

Se realizó una incubación estándar utilizando

(14C)PEP como precursor radioactivo, en presencia o ausencia de

nucleótido-azücares frios. Se observó que en los dos casos, se

obtuvo transferencia de radioactividad a material liposoluble

extraible con "Solvente 1203" (Tabla X). Este resultado indicó

una vez más que, como ya vimos, existen aceptores y dadores

endógenos presentes en el preparado enzimático utilizado.
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TABLAi

INCORPORACION _D_ERADIOACTIVIDAD :nOVENIENTE E (14C)PEP

A "Extracto 1203"

Dador Radiactividad en “extracto 1203"
Exp

Radiactivo No radiactivo (pmoles/mg.prot)

1 (“emma - 28,5

2 (“emma UDP-Glc + UDP-Gch 51,5

TABLAx: Se realizaron incubaciones estándar según se indica (sección III.3.1),
utilizagao (14C)PEPcomoprecursor radioactivo (414 uMfosfoenol 1-(14C)pirüvico
ciclohexylamonio, 1,4 Ci/mol, Amersham,England). En el experimento 2 se incluyó
además UDP-Glc (25.000 pmoles) y UDP-Gch (25.000 pmoles).



IV.B.6.3.2 Confirmación d la interrelación propuesta entre los

oligosacáridos 3, g y g

El "Extracto 1203" marcado con radioactividad prove

niente de (14C)PEP (Tabla X, exp. 2) fue sometido a reducción

cataiïtica con Hz-Pt, con el objeto de liberar las porciones

sacarïdicas del lïpido sin afectar los restos cetal-pirüvicos.

Los productos obtenidos se fraccionaron por electro

foresis en papel y solamente se observaron dos compuestos: lpir y

2Pir (Fig. 55, panel A). Los compuestos 1Pir y 2Pir fueron defos

forilados con fosfatasa alcalina y semetidos a nueva electrofore

sis en idénticos sistemas y condiciones que la anterior: el

c0mpuesto proveniente del pico 1Pir originó el oligosacárido 2 y

el del pico Zpir el g. Utilizando esta marcación, no fue posible

aislar el oligosacárido a, ni tampocolos trisacáridos 21 o dz.

Estos resultados confirman que, efectivamente, los

oligosacáridos a, 2 y g están muy vinculados estructuralmente y

difieren solamente en el grado de piruvilación: a seria el oligo

sacárido sin piruvilar, 2 con un grupo cetal-piruvato, y c con

dos de estos grupos.

Asimismo, estos resultados establecen que también en

este sistema, el piruvato es transferido a nivel de lïpido

intermediarios, el dador es el PEP y que el mismo está presente
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como sustrato endógeno en los preparadós enzimáticos uti1izados,

1o cual habïa sido previamente postulado (sección IV.B.6.1).
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Figura 55: AISLAMIENTODE LOSoligosacáridos B y.3 con marca en (14C)Piruvato

"Extracto 1203" (3.720 cpm) obtenido como se indica en la Tabla VIII,
Exp. 2, fue sometido a reducción catalïtica con platino según se
indica (sección III.4.3). Los produccos fueron electroforetizados
sobre papel NhatmanN°1 a 1.000 voltios durante 3 horas utilizando el
solvente 3 (panel A). Los materiales correspondientes a los picos
ïplr y Zpir del panel A fueron eluïdos del papel, tratados con Eos
fatasa alcalina según se indica (III.6.1) y finalmente electroforeti
:ados en el mismo sistema y condiciones que en el caso anterior
(paneles 3 y C, respectivamente).

Los experimentos aquí mostrados fueron realizados en colaboración con la Dra.
Nora Iñón de Iannino.



IV.B.7 Caracterización de] oïigosacárido a

IV.B.7.1 Composiciónde restos gïicosidicos

Los resuitados mostrados más arriba (sección IV.B.6.3)

indicaron que los compuestos 3,.9 y g se encuentran muy vin
Cuiados estructuralmente. Parecerïan diferir soiamente en e]

grado de piruviiación, pues los oïigosacáridos g y g sometidos a

condiciones ácidas en ias que se iiberan 105 grupos cetai

pirüvicos pero no se afectan ias uniones giicosïdicas, producen

e1 compuesto 3 como ünico producto.

Con e] objeto de continuar 1a caracterización de] oïi

gosacárido a, se estudió la identidad de] azücar que eCupa su
extremo reductor.

Vimos previamente que e] "Extracto 1203" marcado con

radioactividad proveniente de beta(32P)-UDP(14C)G1cse fraccionó

en coiumna de DEAE-ceiulosa en dos picos mayoritarios: I y II.

Vimos también que simiiar resultado se obtuvo utiïizando

UDP(14C)GicA o UDP(14C)G1cc0mo precursores radioactivos (sección

IV.B.203).

Asimismo, e] material proveniente de] pico II, sometido

a hidróïisis ácida suave y posterior fraccionamiento por eiectro

foresis en papel, originó los oligosacáridos a, g y g (sección
IV.B.3.3).
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La entrada de (32P) a partir de beta(32P)-UDP(14C)Glc

era un fuerte indicio de que el extremo reductor de los

oligosacáridos g, g y g era glucosa.

Se preparó entonces oligosacárido a con marca en

(14C)Glc, se redujo con BH4Na, se sometió a hidrólisis ácida

total y, finalmente, los productos se analizaron por croma

tografía en papel. Se detectó glucosa, galactosa y sorbitol

(Fig. 56).

La presencia de galactosa indica que el preparado

enzimático utilizado posee actividad UDP-Gal-4'-epimerasa. Dicha

actividad también se habia encontrado en nuestro laboratorio con

el sistema de Acetobacter xylinum (201). Sorbitol y galactosa

deben provenir respectivamente de los extremos reductor y no

reductor de la unidad repetitiva propuesta (Figs. 15 y 57,

páginas 116 3/210 ).

Con el objeto de confirmar lo antedicho, y continuar la

caracterización del octasacárido a, se analizó el mismomediante

estudios de permetilación.

IV.B.7.2 Posición de los enlaces glicosïdicos en el
octasacárido 3

Se preparó octasacárido ¿(14€)Glc mediante frac

cionamiento por electroforesis en papel (no mostrado), se eluyó
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Figura 56: COMPOSICIONDELoligosacárido a;

Ollgosacárido 3_con marca en (14C)Glc (5.270 cpm) fue reducido con
BH4Nadurante una noche. Luego de separar el exceso de borohidruro
según se indica (sección III.4.5), el material se sometió a hidróli
sis total en ampolla cerrada con ClH 1 N a 100°C durante 24 horas. Se
separó el exceso de ácido a baja presión y finalmente el material se
cromatografió sobre papel WhatmanN°1 por un período de 48 horas uti
lizando el solvente G.

FIGURAa

_) 4Glc —)4Gch —>4Gch -—)4Glc
6

T

Gal —)3Glc —)4Glc _) 4Glc

Figura 57: COMPOSICION DE RESTOS GLICOSIDICOS DE LA UNIDAD REPETITIVA DEL EPS DE
Rhlzoblum trlfolii NA-30

Tomado de Robertsen y col. (157)
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e] oiigosacárido a y se permetiió utiiizando 1a técnica de

Hakomori. E1 materia] permetiiado se hidroiizó y Ios productos se

araiizaron por cromatografía en capa deigada.

Se observaron bandas radioactivas con 1as movilidades

de: 2,3,4 tri-O-Me-Gïc; 2,4,6 tri-O-Me-Gic; 2,3,6 tri-O-Me-Glc y

2,3,4,6 tetra-O-Me-Ga] (Fig. 58).

E1 primero de ios derivados mencionados proviene de un

resto gïucosa sustituido en posición 6; ei segundo, de una giu

cosa sustituida en posición 3; e] tercer derivado significa ¡a

existencia de gïucosa sustituida en posición 4. E1 üitimo de ios

derivados mencionados confirma 1a posición termina] asignada a 1a

gaiactosa.

Todos Ios derivados metiiados obtenidos son congruentes

con 1a estructura de] octasacárido que constituye 1a unidad repe

titiva (depiruviiada y desacetiïada) propuesta para e] exopoii

sacárido Cuyo sistema de sintesis se investiga (Fig. 57).

La muy débii banda correspondiente a 2,3,4,6 tetra-O

Me-Gic podria provenir de muy pequeñas cantidades de hep

tasacárido contaminante. Asimismo, debe destacarse que 1a

ausencia de un derivado disustituïdo significa que e] oligo

sacárido a es un octasacárido iineai.

Por otra parte, habiamos visto cue Tos compuestos a, 3

y c también podian marcarse c0n (14€)GicA ¿secciones IV.B.3.1. y

IV.B.3.2).
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Estos resultados, tomados en conjunto, confirman que

los derivados permetiïados obtenidos a partir del c0mpuesto a son

congruentes con e] octasacárido que constituye 1a unidad repeti

tiva (depiruviIada y desacetiïada) (Fig. 57), e] g con un grupo

cetal piruvato, y e] g con Ios dos grupos (Fig. 15, página 116).
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Figura 58: PERMETILACIONDELoctasacárido a.

Octasacárido 3 con marca en (14C)Glc (18.400 cpm) fue permetilado por
la técnica de Hakomori según se indica (sección III.4.7.1). El
material permetilado fue sometido a hidrólisis ácida en ClH 1 N a
100°C durante 4 horas. Se separó el exceso de ácido a baja presión y
los productos fueron cromatografiados en placas de gel de sílice
Merck "Kieselgel 60" durante un período de 3 horas, utilizando el
solvente I. Finalmente, el material se reveló por autorradiografía
durante un período de 18 días utilizando película Kodak X-OMAT.



IV.B.8 Presencia de restos acetilo En los octasacáridos a, 3 y g

IV.B.8.1 Octasacáridos acetilados preparados por biosïntesis ¿n
vitro

Demostramos previamente que el componente g analizado

por cromatografía en papel en solvente D se fraccionaba en los

trisacáridos gl y 22 (sección IV.B.4.2).

Dijimos, además, que atendiendo a los datos del grupo

de Albersheim, que propone la existencia de un resto acetilo para

la unidad repetitiva del EPS del sistema en estudio (157),

habiamos considerado que el trisacárido dz podia ser el homólogo

acilado del El. Efectivamente, el trisacárido dz sometido a

deacilación originó el trisacárido dl como ünico producto
(sección IV.B.4.3).

La confirmación e identidad del grupo acilo se deter

minaron mediante marcación con (14C)-0-Acetilo (Fig. 42).

Habïamos demostrado que, si se incuban preparados enzimáticos en

presencia de (14C)Acetil-C0A, es posible transferir radioac

tividad al “Extracto 1203" (Tabla IX).

Asimismo demostramos que el tratamiento de dichos

extractos con ácido suave liberaba una mezcla que, por electro

foresis en papel, se resolvió en los componentes _a, 3 ¡y c

(Fig. 40), cuyas movilidades resultaron idénticas a las de los

compuestos homónimos con marca tanto en (14C)Glc, c0mo en
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(14C)Gch (Fig. 23, paneles A y B, respectivamente). Esto fue

una evidencia de que la radioactividad debida a las tres mar

caciones ((14C)Glc; (14C)Gch y (14C)Acetilo) estaba asociada a

los mismosoligosacáridos.

Vimos además, que el componente g con marca en

(14C)Acetilo ( ¿'(14C)Acetilo), analizado por filtración en

columna de geles, se fraccionó en el octasacárido ¿(14€)Acetilo y

el trisacárido 32(14C)Acetilo, cuyos volümenes de elución fueron

idénticos a los compuestos homónimos con marca en (14C)Glc o en

(14C)GicA (Fig. 41).

Con el objeto de continuar la caracterización de los

oligosacáridos a y g marcados con (14C)Acetilo, los mismos fueron

analizados por filtración en columna de geles: se comportaron

como compuestos ónicos, cuyos volümenes de elución fueron idénti

cos a los de dichos compuestos con marca en (14C)Glc o en

(14C)GicA (Fig. 59).

No fue posible c0nocer el grado de acetilación de los

compuestos ¿(14C)Acetilo, g(14C)Acetilo o ¿(14€)Acetilo. El

sistema de cromatografía en papel que permitió discriminar entre

los trisacáridos El y dz (solvente D), no fue capaz de distinguir

entre el oligosacárido ¿(14€)Gch desacetilado y su homólogo no

tratado (resultados no mostrados).

El poco Exito obtenido para separar los trisacáridos

.91 de .92 por HPLC (Fig. 37), o por filtración en columnas de
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Figura 59: FILTRACION POR GELES DE LOS oligosacáridos E y B con marca en
( 4C)Acetilo.

Los materiales correspondientes a los picos a (1.400 cpm) y b (1.780 cpm) que se
muestran en 1a Fig. 40, fueron eluídos del -papel y cromatog-rafiados en columna
de Bio-Gel P según se indica (sección III.7.2) (paneles A y B, respectivamen
te). Las flechas llenas indican las posiciones de elución de los mismosestánda
res utilizados en la Fig. 41. Las flechas de líneas de puntos indican los
volúmenes de elución de los octasacáridos a, b o c con marca en ( C)G1c o en
(“C)Gch. _ _ 
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borano (resuitados no mostrados, ver sección III.7.5), hizo que

no se intentaran estas técnicas con los octasacáridos, en prin

cipio muchomás dificiles de fraccionar.

En resumen, pudieron obtenerse Ios oiigosacáridos a, g

y c con marca en (14C)Acetiio, 10 cua] indica además, que e] tra

tamiento ácido suave empïeado para Iiberar ias porciones

sacarïdicas de] Iïpido, produce depiruviiación parcial (sección

IV.B.6.1, Fig. 53), pero permite conservar ei/los resto/s acetiio

en 10s oiigosacáridos aisiados. Ya habiamos visto que dicho tra

tamiento ácido suave permitia obtener e] trisacárido _91y su

homóiogo acetiïado 32 (secciones IV.B.4.2, IV.B.4.3 y IV.B.4.4).

IV.B.8.2 Posición de] resto acetiio en los octasacáridos a, 2 y

Demostramos previamente que en e] trisacárido acetilado

22, 1a presencia de] resto O-Acetiïo bioqueaba 1a acción de 1a

glusuïasa, y de este modo impedía 1a degradación total, dando

como productos finaies ácido glucurónico y el disacárido aceti

1ado e (secciones IV.B.4.5.2 y IV.B.4.5.3).

Teniendo en cuenta esta propiedad de las giicosidasas

presentes en 1a giusuiasa de no degradar compuestos acetiiados,

se utilizó esta mezcla de enzimas para tratar ei octasacárido a

con marca en (14€)Acetiio. Previamente, se procedió a estudiar 1a
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interrelación de ios oligosacáridos a, g y c con dicha marcación.

IV.B.8.2.1 Interreiación de ios octasacáridos 3, g y g marcados

con ‘14C2Acetilo

Demostramos previamente que ios oiigosacáridos a, g y

g se enCuentran muy vinculados estructuraimente: e] a es el octa

sacárido que constituiría 1a unidad repetitiva sin piruviiar, e]

g con un grupo cetai-piruvato, y e] g con dos de estos grupos.

Dicha interreiación fue demostrada con oiigosacáridos marcados

tanto con (14C)GicA c0mo con (14C)Gic (sección IV.B.6.3.2).

Vimos que e] oiigosacárido c con marca tanto en

(14C)G1cA como en (14C)Gic sometido a depiruviiación parcia] o

tota], originó respectivamente una mezcia de ios oligosacáridos

a, g y c, o bien ei compuesto g respectivamente (véase Fig. 53).

E1 compuesto a no fue afectado por ninguno de ios dos

tratamientos. Segün dijimos, esto significa que ias condiciones

empieadas liberan grupos cetai-pirüvicos pero no afectan las

uniones giicosïdicas.

Faitaba determinar si dichos tratamientos degradati

vos (depiruviiación parciai o total) producían también desaceti

1ación. Con esa finaiidad, y también con e] objeto de estudiar

1a interreiación de ios compuestos a, g y g marcados con

(14C)Aceti10, se sometió e] oiigosacárido ¿(14€)Acetiio a depiru

viiación parcia] o tota] (sección IV.B.6.1, Fig. 53).
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Los resultados muestran que el oligosacárido

¿(14€)Acetilo sometido a condiciones de hidrólisis en las que se

liberan grupos cetal-pirüvicos, pero no se afectan uniones gli

cosidicas, se convierte en el compuesto ¿(14C)Acetilo (Fig. 60,

panel A).

Si los tiempos de hidrólisis son menores, el producto

es una mezcla de los oligosacáridos ¿(14€)Acetilo, g(14C)Acetilo,

y ¿(14€)Acetilo (Fig. 60, panel B).

Con esta marcación, el compuesto g pierde el grueso

de la radioactividad en tiempos mayores a los empleados (más de

180 minutos, no mostrado). Esto no ocurre cuando la marca está en

(14C)Gch o en (14C)Glc.

Los resultados de esta sección, conjuntamente con la

identidad de los volúmenes de elución en columnas de geles (no

mostrado), permiten concluir que la interrelación entre los com

puestos a, g y c es también válida para el caso en que dichos

oligosacáridos estén acetilados.

Asimismo, se confirma una vez más que la radioactivi

dad debida a las tres marcaciones ((1¿C)Gch, (14C)Glc y (14€)

Acetilo), está también asociada a los mismos tres c0mpuestos

estudiados en esta sección: los octasacáridos acetilados a, g

ys.
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DEPIRUVILACIONDELcompuesto c con marca en (14€)Acetllo.

' (2.100 cpm) fue hidrolizado en ClH 0.01 N
en ampolla ¿errada (255). Luego se separó
presión y el rial se electroforetlzó
1.300 voltios du nte 3 horas, utlllzando

4:)Acecllo
90 minutos

ícldo a baja
Whatnan H°1 a

(panel A).

H compuesto :(
100°c duraría
exceso

obre papel
l solvente 3

a“e¡.

dlIDW(II

(la

fue sometida a
caso

'3.300
y se

:pm)alícuota iel mismo canpuesto
continuó cano en eldurante solamente 30 minutos

Ctra
hldróllsls
anterior (panel 3).
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IV.B.8.2.2 Degradación con glusulasa del octasacárido a marcado

con {14CQGch

En un primer momento decidimos utilizar c0mo sustrato

el octasacárido a con marca en (14C)Gch. Se trataba, en prin

cipio, de probar la actividad de la gluSulasa sobre dicho

sustrato y de optimizar las condiciones de inCubación.

Se trató a los octasacáridos g y 3 con ácido suave

para eliminar los restos cetal-pirüvicos. El producto depiruvi

lado se aisló por electroforesis en papel, en donde se comportó

como el compuesto a, y posteriormente, por filtración en columna

de geles en donde también se comportó como el compuesto a (resul

tados no mostrados). Luego se trató con glusulasa de intestino

de caracol y finalmente, los productos fueron analizados por

electroforesis en papel.

Los resultados mostraron la presencia de tres

componentes: g, g y p (Fig. 61, panel A).

El componente n, minoritario, no se estudió. El com

ponente 2 migró con un RUMP:0,85, una posición idéntica a la del

disacárido acetilado E (Fig. 61, panel A; véase también Fig. 45,

panel C). Asimismo, el material correspondiente al componente g,

analizado por cromatografía en papel, también se comportó como el

disacárido acetilado e (Fig. 61, panel B).
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FIGURA 61
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Figura 61: DEGRADACIONCONGLUSULASADEL oligosacárido El14C)Gch.

Panel A: El octasacárido a(14C)Gch (13.500 cpm), preparado y aislado cano se
descrilï en el texto, fue digerido con glusulasa de intestino de caracol durante
un período de 22 horas según se indica (sección III.6.2)- Los productos fueron
analizados por electroforesis sobre papel WhatmanN"1 a 1.000 volts durante 3
horas, utilizando el buffer B.

Panel Ei El material del pico 2 (panel A) fue eluído y cranatografiado en papel
WhatmanN°1 durante un período de 3 días y utilizando el solvente D. La flecha
de líneas de puntos indica la posición de migración del disacárido acetilado e,
con marca en (14C)Glc, (14C)Gch o en ( C)-O-Acetilo. Maltopentosa (M5), malto
tetrosa (M4), maltotriosa (M3), maltosa (M2), ácido glucurónico (Gch) y glucosa
(Glc). '

Panel C_: El material correspondiente al pico p (panel A) fue eluído y analizado
por cromatografía en idénticos sistemas y condiciones que para el caso anterior.
La flecha indica la posición del trisacárido acetilado 22 con marca tanto en
(14C)Glc como en (14C)Gch.
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El material correspondiente al componentep, analiza

do por cromatografía en papel, resultó una mezcla de ácido glu

CUrónicoy del trisacárido dz (es decir, acetilado), sin degradar
(Fig. 61, panel C).

Estos resultados significan que el octasacárido

¿(14€)Gch es degradado por la glusulasa y que los productos

mayoritarios que resultan de dicha degradación son análogos a los

obtenidos a partir del trisacárido acetilado 22: ácido glu

curónico y el disacárido acetilado ¿_ (véase también Fig. 45,

panel A).

IV.B.8.2.3 Degradación con glusulasa el octasacárido a marcado

con 314C2Acetilo

Con el objeto de confirmar los resultados antedichos

(punto anterior), se decidió realizar un experimento similar,

pero partiendo esta vez del octasacárido g con marca en

(14C)Acetilo.

Para ello, se preparó octasacárido ¿(14€)Acetilo por

depiruvilación completa de sus homólogos piruvilados, los octa

sacáridos 3(14C)Acetilo y ¿(14C)Acetilo. El producto depiruvilado

se aisló por electroforesis en papel, en donde se comportó como

el compuesto a (no mostrado).

Posteriormente, el material se eluyó del papel y se

trató con glusulasa por un tiempo mayor al utilizado al tratar el
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c0mpuesto ¿(14€)GICA. Se realizó e] tratamiento por un periodo

más prolongado con e] objeto de disminuir o aün anular 1a propor

ción dei trisacárido acetiiado dz (véase Fig. 61, panei C). Los

resultados muestran un ünico componente cuya moviiidad fue RUMp:

0,85, es decir que se comportó como e] disacárido acetiiado e

(Fig. 62, pane] A). Lógicamente, con esta marcación no fue

posibie detectar ácido giucurónico y, debido a1 mayor tiempo de

incubación empieado, tampoco se aisïó el trisacárido acetiiado

22, cuya moviiidad en este sistema es iguai a 1a de] estándar de

M5 (véase Fig. 38).

E1 materia] de RUMp:0,85 fue posteriormente anaïiza

do por cromatografïa en papei empieando e] soivente D, en donde

también se c0mportó como un compuesto ünico y con idéntica movi

1idad que e1 disacárido acetiiado e (Fig. 62, panel B).

Es decir, que tanto ei octasacárido acetiiado a

(¿(14C)Aceti10), como e] trisacárido acetiiado gg (d2(14C)Ace

tiio), por digestión con giusuiasa producen un compuesto con pro

piedades análogas: e] disacárido acetiiado g.

Por io tanto, estos resuitados indican que ei octa

sacárido a (y sus homólogos piruviiados b y g) poseen un resto

acetiio (o más), sobre e] disacárido que ocupa el extremo reduc

tor, en forma análoga a io observado con e] trisacárido.

Debe mencionarse que, e] grupo de Aibersheim estudió

1a composición de] EPS sintetizado ln vivo por Rhizobium trifoiii
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:EGRADACICEIcon GLUSULASADEL oligosacárido ¿(14€)Acetilo.

Panel ¿L Cotasacárido i con marca (14€)Acetilo (1.830 cpm) preparado
y aislado comose describe en el texto, fue digerido con glusulasa de
inteSCino ¿e :aracoi durante un período de 28 horas según se indica
ÍseCCión 222.5.2). Posceriormente, el material fue analizado por
electroforesis sobre papel Nhatmanfl°1 a 1.000 volts durante 3 horas,
utili:ando el solvente 3.

Panel ¿i E- :aterial correspondiente al pico que se muestra en el
panel A ¿-3 aiuído del papel y analizado por :ranatografía utilizando
cánticos Sietema y condiciones que para el caso de La Fiq. 61, ganel
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NA-30 y comunicó e] haiiazgo de unidades repetitivas sin

O-Acetiiar, con uno o con dos grupos O-Acetiios (259). Los estu

dios de biosíntesis ln ¿1313 presentados en esta tesis dan cuenca

de] aislamiento de por lo menos un oligosacárido desacetiiado (el

trisacárido 21) y tres oïigosacáridos acetiiados (el trisacárido

22, ios octasacáridos 3 y g). Dado que 1a acción de 1a giusuïasa

es bloqueada por restos O-Acetiïos (sección IV.B.4.5.3), puede

descartarse 1a presencia de restos O-Acetilos más aliá de]

disacárido que ocupa e1 extremo reductor de] octasacárido a; es

decir e] disacárido acetiïado denominado "compuesto 5 Asimismo,

no puede descartarse 1a presencia de más de un resto O-Acetiio en

dicho disacárido.

Además, trabajando con e] EPS sintetizado ln x112,

los autores antes mencionados informaron e] aisiamiento de aïgu

nas unidades repetitivas sustituidas por un resto 0-3-Hidroxibu

tiriio (259). Con nuestro sistema de sintesis ln vitro no

Iogramos visuaïizar cambios de moviiidad en los compuestos de

nuestro interés Cuando ios mismos fueron aislados a partir de

"Extractos 1203" obtenidos en presencia de hidroxibutirii-CoA

añadido como preCursor frio (resultados no mostrados).
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IV.B.9 Estudios d ios productos g_ incorporación a "Extracto

1203" variando la temperatura l ios tiempos de incubación

Comodijimos anteriormente (secciones 11.2 y 11.3), tra

bajos previos en nuestro 1aboratorio con ios sistemas de

Xanthomonas campestris y Acetobacter xyiinum, habian mostrado

que, omitiendo ciertos precursores o modificando ias condiciones

de temperatura y tiempos de incubación, era posibie estudiar la

incorporación secuencia] de ios diferentes azücares a 1a unidad

repetitiva unida a iïpido.

Pareció razonabie emprender un estudio simiiar en nuestro

C650.

Con Rhizobium trifoiii NA-30, ios resultados indicaron 1a

presencia de distinta cantidad y variedad de aceptores y dadores

endógenos en 10s preparados enzimáticos utiiizados. Esta

variación dependía además de] iote de enzima. Se intentó entonces

evitar o disminuir 1a presencia de dadores endógenos (nucieótido

azúcares) mediante diáiisis de ios preparados enzimáticos previa

a 1a inCubación. Los resuitados no fueron diferentes. Decidimos

entonces modificar 1a temperatura y los tiempos de incubación con

ia esperanza de aisiar productos de biosïntesis de distinta

complejidad.

Se realizaron curvas de tiempo y temperatura utilizando

UDP(14C)G1cAcomo precursor radioactivo. La marcación proveniente
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de este preCursor es 1a más especifica, dado que, como dijimos

(sección IV.B.1.1), diferentes cepas de Rhizobios son productoras

de glucanos cuyo preCursor es UDP-Gic. Se observó un máximo a una

temperatura de 25°C. A menos de 10°C y a más de 35°C, las incor

poraciones de radioactividad a “Extracto 1203" (proveniente de

UDP(14C)G1CA),resuitaron muy bajas (Fig. 63).

A tres temperaturas diferentes (10°C, 20°C y 25°C), se

estudió 1a incorporación en distintos tiempos de incubación

(Fig. 64).

Se observó que, a un tiempo dado, 1a incorporación de

radioactividad es mayor a 1a temperatura más aita.

A 10°C, e] aumento de incorporación es iineai, no asi en

e] caso de ias Curvas de 20° C .y 25° C, ias cuaies mantienen

iineaiidad hasta unos 45 min.
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En todo; los casos, las incubaciones fueron :ealeadas en presencia
de UDP('4:)Gch 1.000 pmoles) y UDP-G.1: (25.000 pmoles) durante el
período de GG min y a cada una ie Las temperaturas indicadas sobre
Jbscisas. Cada punto representa la incorporación de :adioactividad a
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FIGURAfi

CURVASE INCORPORACIONE (‘4C)G1cA g "Extracto 1203"

A DISTINTAS TEMPERATURASEE FUNCION DEL TIEMPO BE INCUBACION

Figura 64:

al: 60_ ¡“A 259GT A7. 209
e - ,6" °
CL I
8 ,'
a ‘0’ I 
'U ,' _

:2 - ‘/ /° 10°
20- I O/O/

U O
m

m ¡

1 l 1 l

0 50 100

Tiempo (min)

En todos los casos, las incubaciones fueron realizadas en presencia
de UDP(14C)G1cA(1.000 pmoles) y de UDP-Glc (25.000 pmoles), durante
los tiempos indicados y a tres temperaturas diferentes: 10°C (ao—),
20° C (-0—) y 25° C 0-5"). Cada punto representa incorporación de
radioactividad a "Extracto 1203".



-231

E1 análisis de los oiigosacáridos asociados a ios prenii

fosfo-azücares presentes en ios extractos obtenidos a diferentes

tiempos, se realizó por electroforesis en papel 1uego de iiberar

ias porciones sacarïdicas mediante hidrogenación cataiïtica con

platino (Hz-Pt, sección IV.B.6.2).

Se procedió de este modo pues ios productos obtenidos por

hidróiisis ácida suave se enriquecïan en los compuestos depiruvi

lados tota] o parciaimente (octasacáridos 3 y b, respectivamente;
sección IV.B.6.1).

De esta manera, obtuvimos 1a incorporación de radioac

tividad a cada uno de ios siguientes sacáridos logrados por sïn

tesis .15 ¡11352: trisacáridos totaies (gl + 32), octasacárido

monopiruviiado (b), octasacárido dipiruviiado (c), y un com

ponente que fue preiiminarmente caracterizado como ácido urónico

(197) (Fig. 65). En ninguna de ias condiciones ensayadas se

aislaron productos diferentes de los mencionados. En tiempos de

incubación menores de 15 minutos, ias incorporaciones de radioac

tividad a "Extracto 1203" fueron sumamente bajas, y e] anáiisis

de dichos extractos resultó prácticamente imposibie.

Se observó que a baja temperatura (10°C) e independien

temente de] tiempo de incubación, e] mayor porcentaje de radioac

tividad estuvo asociado a trisacáridos (Fig. 65, panei A).
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A una temperatura Superior (25°C), en todos ios tiempos

de incubación, la radioactividad asociada a octasacáridos fue

siempre mayor.A partir de ios 45 minutas de inCubación, la

radioactividad asociada a trisacáridos comenzóa disminuir en e]

mismo valor y simuïtáneamente a] aumento de 1a radioactividad

asociada a octasacáridos (Fig. 65, panei B).

En 1a Tabia XI, se muestran ias incorporaciones absoiutas

y ios porcentajes de radioactividad debidos a cada compuesto.

Se observa que para una temperatura de 10°C, 1a cantidad

reiativa de cada oiigosacárido es simiiar a tiempos cortos

(15 minutos) que a tiempos mayores (1a diferencia nunca fue mayor

que e] 10%). La situación es diferente para una temperatura de

25°C: ios trisacáridos disminuyen su reiación desde un 50% (a los

15 minutos), hasta un 25% en tiempos mayores (a los 120 minutos).

Paraieiamente a dicha disminución, los octasacáridos incrementan

su reiación en e] mismo valor: desde un 45% (a ios 15 minutos)

hasta un 70% (a los 120 minutos). Debe destacarse que en ninguna

de las condiciones ensayadas se encontró transferencia de

radioactividad a fase acuosa en ios lavados de 1a mezcia de incu

bación (poiisacárido iiberado, sección III.3.2), o a ios precipi

tados de céiuias (poiisacárido unido a1 cuerpo ceiular).

Los resuitados mencionados en esta sección permiten pen

sar en una reiación precursor-producto entre ios trisacáridos

(dl y dz) unidos a iïpido, y los octasacáridos (g y c) unidos a

iïpido.
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Figura 65: "Extracto 1203", correspondiente a cada tiempo y obtenido a cada tem
—peratura (Fig.. 64), fue sometido a reducción catalïtica con platino

según se indica (sección III.4.3). Posteriormente, los oliqosacáridos
fosforilados fueron fraccionados por electroforesis en papel.
Finalmente, se calculó la radioactividad debida a cada compuesto. Se
graficó dicho valor para cada tiempo y a dos temperaturas diferentes:
10°C (panel A) y 25°C (panel B). Radioactividad total (-®-), octa
sacáridos totales (-ú-), octasacárido dipiruvilado (-o-), octa
sacárido monopiruvilado (-O-), trisacáridos (--D--), Y ácido urónico(+)a
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TABLAH

EVALUACIONABSOLUTAl PORCENTUALRE COMPUESTOSRADIOACTIVOS

SINTETIZADOSIN VITRO POR Rhizobium trifolii NA-30

TEMP. TIEMPO TRISACARIDOS OCTASACARIDO-Pir OCTASACARIDO-Pir2 AC.URONICO
(°C) (min) cpm % cpm % cpm % cpm %

15 7625 61.79 2379 18.66 2475 19.86 - 
30 9379 56.58 3729 22.62 3499 21.21 - 

10 45 11869 57.91 5186 25.38 3586 17.28 - 
60 12867 55.10 5842 26.21 4242 19.06 - 

120 21681 65.68 5544 16.88 5874 17.83 - 

15 9216 50.09 4675 25.41 3367 18.30 1221 6.64
30 13373 45.18 7651 25.85 6284 21.23 1998 6.75

25 45 20076 37.80 15629 29.53 12174 22.97 4310 8.24
60 19657 35.74 15977 29.05 15218 27.67 3632 6.41

120 15649 24.84 20802 33.02 21861 34.70 3666 5.82

TABLAXI: Los compuestos fueron preparados y aislados cama se describe en la
leyenda de la Fig. 65.
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IV.B.IO Extensión a otras cepas de Rhizobios de ios estudios
desarroiiados con Rhizobium trifoiii NA-30

Comodijimos anteriormente (sección 1.5, Fig. 7) distin

tas especies de rhizobios que noduian diferentes huéspedes pueden

producir exopoiisacáridos con idéntica estructura de restos

giicosïdicos. Además, fue sugerido que 1a sustitución de ias por

ciones sacarïdicas de ios distintos EPScon diferentes restos no

gïicosïdicos (acetiios, succiniios, cetaï-piruvatos, metiios,
etc.) contribuirïan a 1a función que se discute para estas macro

molécuias (259).

Con e] objeto de estudiar 1a biosïntesis de los EPSs en

diferentes cepas, se obtuvieron preparados enzimáticos (sección

III.1.3) de Rhizobium trifoiii ATCC14479, y de Rhizobium iegumi

nosarum 128-C-53 y 128-C-63.

Como adelantáramos, no se iogró sintesis lg xltrg dei

polímero con ninguna de las cepas mencionadas (sección IV.B.1.1).

En cambio, fue posibie transferir radioactividad proveniente de

UDP(14C)G1cA a materia] extraible con “extracto 1203" (Tabla

VII). Asimismo, también se iogró transferir radioactividad a

dicho extracto cuando se utiiizó UDP(14C)G1c como precursor

radioactivo (Tabia XII).



TABLA XII

INCORPORACIONE RADIOACTIVIDADA "Extracto 1203"

_A_PARTIR E DIFERENTES PRECURSORES UTILIZANDO

PREPARADOS ENZIMATICOS El DISTINTAS CEPAS

Preparado Dador Radioactividad en
Exp. "Extracto 1203"

Enzimático Radioactivo No radioactivo (pmoles/mgproteína)

1 R.trifolii U'DP(14C)Gch UDP-Glc 6.8
2 ATCC 14479 UDP(14C)G1c UDP-Gch 3.9

3 R.1eguminosa- UDP(14C)Gch UDP-Glc 9.3
4 rum 128-C-63 UDP(‘4C)G1c UDP-Gch 2.7

5 R. leguminosa- UDP(14C)Gch UDP-Glc 55.4
6 rum 128-C-53 UDP( C)Glc UDP-Gch 19 6

TABLAXII: Las incubaciones fueron realizadas en condiciones estándar (sección
III.3.1) y en presencia de UDP(‘4C)G1cA(1.000 pmoles) y de UDP-Glc (25.000
pmoles) (Exp. 1,3 y 5); 6 de UDP(14C)G1c (1.000 pmoles) y UDP-Gch (25.000
pmoles) (Exp. 2,4 y 6).
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Para todas las cepas mencionadas, la transferencia de

radioactividad al extracto fue mayor cuando la marcación se

realizó utilizando UDP(14C)Gch (Tabla XII). De las cepas ante

dichas, Rhizobium leguminosarum 128-C-53, re5ult6 el sistema más

activo en la transferencia de radioactividad a compuestos

solubles en "extracto 1203", con cualquiera de las marcaciones

utilizadas (Tabla XII).

En cada caso, los "extractos 1203“ fueron sometidos a

hidrólisis ácida suave y posteriormente el material radioactivo

se trató con fosfatasa alcalina con el objeto de liberar de fos

fato las porciones sacarïdicas. Posteriormente, dichas porciones

sacarïdicas fueron analizadas por electroforesis en papel.

Los resultados (Fig. 66) muestran en todos los casos un

mismo perfil de compuestos aislados por este criterio: fi, a, g

y g (obtenidos con radioactividad proveniente de UDP(14C)Glc,

paneles IA, IIA y IIIA); y a, g y c (obtenidos con radioactividad

proveniente de UDP(14C)Gch, paneles IB, IIB y IIIB).

El compuesto E observado al utilizar UDP(14C)Glc fue

atribuido a un/os glucano/s, cuyo análisis no nos ocupa, y que

también fuera observado en el caso de Rhizobium trifolii NA-30

(Fig. 23, panel A).
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Panel II:

Panel III:

Rhizobium leguminosarum 128-C-53. Se obtuvo "Extracto 1203" (18.200
cpm) utilizando un preparado enzimático de Rhizobium leguminosarum
128-C-53 en una incubación estándar utilizando UDP(14C)Glc (1.300
pmoles) y en presencia de UDP-Gch (25.000 pmoles). El extracto fue
sometido a hidrólisis ácida en ClH 0.01 N a 100°C durante 10 min. Se
eliminó el exceso de ácido a baja presión, se trató con fosfatasa
alcalina según se describe (sección III.6.1), y finalmente el
material se electroforetizó sobre papel WhatmanN°1 a 1.000 volts
durante un período de 3 horas, utilizando el solvente B (Panel I.A).

"Extracto 1203" (19.200 cpm) con radioactividad proveniente de
UDP(14C)Gch (1.000 pmoles), obtenido en una incubación estándar
según se indica (sección III.3.1) y en presencia de UDP-Glc(25.000
pmoles) fue tratado y analizado comoen el caso anterior (Panel 1.3).

Rhizobium leguminosarum 128-C-63. Se obtuvo "Extracto 1203" (8.400
cpm) cano en el caso del panel LA, pero utilizando un preparado
enzimático de Rhizobium leguminosarum 128-C-63. Se procesó el
extracto comoen el caso anterior (Panel II.A).

Se obtuvo "Extracto 1203" (11.600 cpm) cano en el caso del panel I.B,
pero utilizando un preparado enzimático de Rhizobium leguminosarum
128-C-63. Se procesó el extracto cano en el caso anterior (Panel
1105)

Se obtuvo "Extracto 1203" (9.700 cpm)
I.A, pero utilizando un preparado

enzimático de Rhizobium trifolii ATCC14479. Se procesó el extracto
comoen los casos anteriores (Panel III.A).

Rhizobium trifolii ATCC14479.

Se obtuvo "Extracto 1203" (12.300 cpm) como en el caso del panel I.B,
pero utilizando un preparado enzimático de Rhizobium trifolii AICC
14479. Se procesó el extracto cano en los casos anteriores (Panel
III.B).
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En todos ios casos, ios compuestos g, 3 y c (cen

Cuaïquiera de las marcaciones utiiizadas) fueron anaiizados por

fiitración en coiumna de Bio-Ge] P2: eluyecon como ios c0mpuestos

homónimos aisiados c0n e1 sistema de Rhizobium trifoïii NA-30.

Como ejemplo, se muestran los resuitados obtenidos con Rhizobium

1eguminosarum 128-C-53 (Fig. 67). Los resultados fueron análogos

con 1as otras cepas.

Con ninguna de ias cepas mencionadas en esta sección, se

iogró preparar e] trisacárido d, producido por e] sistema de

sintesis de Rhizobium trifoiii NA-30, cuya caracterización se
describe en esta tesis.

Los resuitados presentados en esta sección permiten

conciuir que distintas cepas de Rhizobios c0mparten idénticos

¡necanismos de sintesis de sus respectivos EPSs, por lo menos

hasta e] nivel de análisis estudiado: entrada de restos gii

cosïdicos vïa intermediarios lipïdicos.
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Compuesto a con marca en (14C)Glc (2.600 cpm), fue eluïdo del pico
homónimo (ñg. 66, Panel LB) y cromatografiado en columna de Bio-Gel
PZ según se describe (sección III.7.2). Las flechas llenas indican los
volumenes de elución de los siguientes estándares: glucosa (Glc),
sacarosa (Sac), rafinosa, (“1.”), estaquiosa (Stac), pentasacárido de
Xanthomonascampestris (X5) (64,221), hexasacárido de Acetobacter xyli
num (A6), y heptasacárido de Acetobacter xylinum (A7) (203,204). La
flecha de línea cortada indica la posición de elución de los compuestos
a sintetizados in vitro por Rhizobium leguminosarum 128-C-63 6 por
Ehizobium trifolii ATCC14479 (con marca en ( 4C)Glc ó en (14C)Gch).

Compuesto 2 con marca en (14C)Glc (2.470 cpm) fue eluído del papel del
pico homónimo (Fig. 66, Panel I.B) y analizado ccmo en el caso
anterior. La flecha de línea cortada indica la posición de elución de
los canpuestos 2 sintetizados in vitro por Rhizobium leguminosarum
128-C-63 6 por Rhizobium trifolii ATCC14479 (con marca en (14C)Glc 6
en (14€)Gch).

Compuesto g con marca en (14C)Glc (2.220 cpm) fue eluído del papel del
pico homónimo (Fig. 66, Panel LB), y analizado como en los casos
anteriores. La flecha de línea cortada indica la posición de elución de
los compuestos E sintetizados in vitro por Rhizobium leguminosarum
128-C-f3 6 por Rhizobium trifolii ATCC14479 (con marca en (14C)Glc 6
en ( C)G1cA). Las flechas de líneas de puntos (_a_y B) indican las
posiciones de elución de los compuestos3 y 2 sintetizados in vitro por
Rhizobium trifolii Nik-30, Rhizobium trifolii ATCC14479, Rhizobium
leguminosarum 128-C-53 6 Rhizobium leguminosarum 128-C-63 con
cualquiera de las marcaciones utilizadas ((14C)Glc 6 (14C)Gch).
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se ha intentado estuonar 1a biosïntesis de]

exopoiisacárido acïdico (EPS) producido por varias cepas de

rhizobios. Como en ia sección RESULTADOS(sección III), ya se ha

discutido cada experimento con cierto detaiie, en este capitulo

se hará una breve revisión de ios mismos, destacando ias conclu

siones más significativas:

VI.1 Estudios i vivo

La primera tarea consistió en investigar 1a producción de

EPSig ¿112. Se estudiaron las siguientes cepas: Rhizobiumtrifo

iii NA-30 y ATCC 14479, y Rhizobium 1eguminosarum 128 C-53 y 128

C-63. Atendiendo a 1a producción de EPS (Tabla IV) y a 1a capa

cidad de noduiación de ias distintas cepas (Tabia VI), Rhizobium

trifoiii NA-30 pareció el sistema más apropiado para emprender

ios estudios ln vitro.

En todos ios casos, se confirmó que ios respectivos EPSs

tenian 1a composición de restos giicosidicos descripta en 1a

literatura por ei grupo de Albersheim (Ref. 157, Fig. 15 y

Tabla V). En e] caso de Rhizobium trifoiii NA-30, se confirmó

también la composición de restos no glicosidicos.
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V1.2 Estudios in vitro

E1 estudio de otros sistemas en nuestro 1aboratorio habia

demostrado que 1a biosintesis de estos poïisacáridos compiejos

implica por lo menos dos estadios: en el primero, 1a unidad repe

titiva se monta secuencialmente sobre un prenii-fosfato a partir

de los respectivos nucieótido-azücares dadores; y en e] segundo,

1a unidad repetitiva se poiimeriza formando ei EPS fina].

Asimismo, estos estudios habian hecho ver que céiulas per

meabiiizadas con EDTA/Tris y shock frio constituyen un adecuado

sistema enzimático para investigar in 11112 este tipo de

probiema.

Como 1a estructura de] EPS era conocida (Fig. 15, página

), se utiiizaron como precursores de los azücares componentes

ios nucieótido-azücares más comunes: UDP-GicAy UDP-Gic, marcados

tanto con 14€ en 1a porción sacarïdica como c0n 32P en e] fosfato

vecino a1 azücar.

Los productos de] primer estadio se aisiaron por extracción

con "Soivente 1203", y los dei segundo por precitación con etanoi

66% 6 por cromatografía.

Solo se observó formación de productos de] primer estadio,

es decir, iïpido-azücares, y también en este caso 1a cepa NA-3O

resultó la más activa, pues produjo 1a máxima transferencia de



radioactividad a materia] liposoiuble (Tabia VII). E1 estudio ln

vitro se reaiizó fundamentaimente con esta cepa.

La ausencia de productos de] segundo estadio no resultó

sorprendente, dada 1a imposibiiidad de obtenerlos hasta e] pre

sente con ios sistemas de sintesis de EPS descriptos en este y

otros 1aboratorios (204,205,208), a excepción de ios casos de]

poiisacárido capsuiar (CPS) producido por' Aerobacter aerogenes

(189,190) y de] EPS acïdico de Xanthomonas campestris. Con este

üitimo sistema, trabajos de nuestro 1aboratorio permitieron

lograr 1a biosïntesis in vitro de] xantano (64,196).

Con respecto a ios productos de] primer estadio, se iogró

1a transferencia de radioactividad proveniente de UDP(14C)G1cA6

de UDP(14C)G1c a materia] 1iposoiub1e, 10 cua] constituyó e]

primer indicio de que (14C)G1cA y (14C)Gic podïan formar parte de

dicho materia] (Tabia VII).

Con 1a primera de las marcaciones nombradas, 1a incor

poración de radioactividad se estimuió por e] agregado de UDP-Gic

no radiactivo a 1a mezcia de inCUbación (Tabla VII, exp. 1 y 2).

La inversa no fue tan ciara, dado que no se observó una

gran estimulación cuando se midió transferencia de radioactividad

a partir de UDP(14C)G1c en presencia de UDP-GicA no radioactivo

(Tabla VII, exp. 3 y 4). Una posibie explicación de estos

reSuitados es que los preparados enzimáticos utilizados tuvieron
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diferentes proporciones de dadores endógenos: en este caso, mayor

cantidad de UDP-Gch que de UDP-Glc. Se intentó modificar los

valores de incorporación mediante diálisis de los -preparados

enzimáticos previa a la incubación, pero aün en este caso la

estimulación no resultó mucho mayor.

Dado que distintas cepas de rhizobios producen también glu

canos (36,37,38,39 y 40) cuyo preCursor posiblemente es UDP-Glc

(263) el compuesto neutro observado en nuestro caso (Fig. 17,

panel C y Fig. 23, panel A) al utilizar UDP(14C)Glc como precur

sor podria ser un oligosacárido similar (sección IV.B.3.1). Esta

incorporación secundaria o lateral para nuestro estudio pudo

enmascarar la posible estimulación producida por el agregado de

UDP-GlCA.

Por otra parte la estimulación de la incorporación de marca

proveniente de UDP(14C)Gch (Tabla VII, exp. 1 y 2), asi como la

pequeña estimulación en el caso de utilizar UDP(14C)Glc (Tabla

VII, exp. 3 ¿r 4) re5ult6 además dependiente de la partida de

enzima utilizada, dificultando aün más la interpretación precisa

de los valores de incorporación de radioactividad al "extracto

1203“.

Los compuestos liposolubles permanecieron en el lugar de

siembra cuando fueron sometidos intactos a electroforesis en

papel (Fig. 17, panel A), lo que resultó concordante con la

naturaleza lipïdica de los ¡nismos. El análisis de dichos c0m
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puestos intactos mediante cromatografía en coiumnas de

DEAE-ceiulosa permitió aisiar dos fracciones mayoritarias, I y

II, ias cuales se eiuyeron con concentraciones de 1,0 M y 1,4 M

de acetato de amonio, respectivamente. Las fracciones I y II

pudieron prepararse con radioactividad proveniente tanto de

UDP(14C)GicA, de UDP(14C)Glc, como de beta(32P)UDP-Gic (Figs. 20,

21 y 22, respectivamente).

Estos resuitados condujeron a pensar que tanto (14C)GicA

como (14C)Glc, asi como también (32P) estaban asociados a1 mismo

grupo de compuestos 1ipofï1icos. Las aitas molaridades de e1uci6n

resultaron congruentes con 1a densidad de carga presente en 1a

unidad repetitiva de] EPS de 1a cepa en estudio (Fig. 15, página

;1<). Por tratamiento ácido Suave, 1a fracción I liberó 5010 un

compuesto radioactivo: e] compuesto g, que como discutiremos más

adeiante, re5u1t6 un trisacárido. La fracción II también resuitó

lábii frente a1 ácido suave y iiberó los octasacáridos g, g y c

(Fig. 27, paneies A y B, respectivamente).

La 1abi1idad en medio ácido suave de las fracciones mayori

tarias (I y II) resultó un fuerte indicio de que dichos com

puestos eran prenii-fosfo-azücares.

Asimismo, ios "extractos 1203" obtenidos con radioactividad

proveniente tanto de UDP(14C)GicA como de UDP(14C)GIC, tratados

directamente con ácido Suave, liberaron ios mismos cuatro oligo

sacáridos antes mencionados (3, , g ¡y g), ios cuales fueronlO'
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aislados mediante eiectroforesis en papel y fiitración por

Bio-Ge] P2 (Figs. 23, 24, 25 y 26).

Los oiigosacáridos g y g poseen idéntica moviiidad eiectro

forEtica en e] solvente utilizado (RGicAi 1.08, componente2'),

pero son perfectamente separabies en columna de Bio-Ge] P2

(Fig. 26).

Por otra parte, ios c0mpuestos presentes en e] "extracto

1203" también resuitaron 15bi1es en medio a1ca1ino suave, y por

este tratamiento originaron dos derivados (1° y 2°), los que

pudieron obtenerse con marca tanto en (14€) (Fig. 18) como en

(32P) (Fig. 50).

Los derivados 1° y 2° resuitaron resistentes a1 tratamiento

directo con fosfatasa aicaiina: mediante dicho procedimiento soio

fueron defosforiiados si previamente eran sometidos a una

hidróiisis ácida suave (Fig. 22, panei C), todo io cua] permitió

caracterizarios c0mooiigosacáridos fosfodiésteres cïciicos.

La formación de fosfodiésteres ciclicos de oiigosacáridos

mediante tratamiento aicaiino suave, también es caracteristica de

prenii-difosfo-azücares, siempre que e] oxhidriio del C2 de]

azücar unido a1 fosfato más cercano está iibre y en posición

"cis" respecto de] mismo (201), sugiriendo 1a presencia de un

puente difosfato en estos derivados.

Asimismo, ios compuestos iiposoiubies pudieron ciivarse

mediante hidrogenación cataiïtica con piatino (H2-Pt/10 min/temp.
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ambiente), una técnica que rompe 1a unión prenoi-fosfato pero no

1a ligadura azúcar-fosfato, y originaron compuestos radioactivos

de mayor moviiidad eiectroforética que ios obtenidos A1 iiberar

ias porciones sacaridicas dei iïpido mediante tratamiento ácido o

aicalino suaves (Fig. 54, panei A). Dichos compuestos, tratados

con fosfatasa aicaiina perdieron moviiidad y originaron ios oii

gosacáridos b, g y g (Fig. 54, paneïes B, C y D respectivamente),

indicando que no se trataba de Esteres cïciicos sino de mono o

difosfatos. La aita moviiidad erectroforética observada c0nsti

tuyó otro resultado en apoyo de 1a presencia de unión difosfato

entre ias porciones sacarïdicas y e] iïpido. Además, 1a capaci

dad de ios compuestos iiposoiubies de descomponerse mediante

H2-Pt, sugirió con bastante fundamente que 1a porción iipïdica

estaria constituida por un prenoi alïiico. Los poiiprenoies doii

coiicos no dan esta reacción (231). Debe destacarse que por Hz-Pt

y posterior tratamiento con fosfatasa alcaiina no se observó ia

presencia de] oiigosacárido a (Fig. 54).

La existencia de un puente difosfato, ya referida también

a1 observar 1a iabiiidad de los compuestos iiposoiubies en medio

alcalino suave (sección IV.B.2.2) se confirmó mediante e] aisia

miento de (32P)Pirofosfato inorgánico, 1uego de someter ei

materia] iiposoiubie (marcado con radioactividad proveniente de

beta(32P)UDP-G1c) a hidróiisis ácida suave en tiempos muy cortos

(Fig. 51). Nuevamente, esta labiiidad de 1a unión Iïpido-fosfato

es caracteristica de ios derivados alïiicos (en ios derivados
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dolicólicos esta unión es estable) (231), reafirmando que la por

ción lipïdica muy probablemente es un prenol alïlico, del tipo

del undecaprenol descripto en bacterias (267;.

Análisis del trisacárido g

Para el compuesto d proponemos la estructura:

Gl cA¿3_)4Gl cA.’6_.)4Gl c

por los siguientes motivos:

Por filtración en columna de Bio-Gel P2 eluyó como un tri

sacárido (Fig. 26). Un primer indicio de que la glucosa ocupa el

extremo reductor se obtuvo al lograr transferir (32P) proveniente

de beta(32P)UDP-Glc al pico I aislado del "extracto 1203" por

columna de DEAE-celulosa. Trabajos previos en nuestro laboratorio

y también de otros grupos permitieron demostrar que en sistemas

similares, el primer azücar se transfiere c0moazücar-l-P a un P

lïpido aceptor endógeno (201,267). Este enfoque se confirmó de la

siguiente manera: el trisacárido d(14C)Glc se redujo con BH4Na,

luego el material reducido se hidrolizó, y finalmente el análisis

de los productos permitió aislar (14C)sorbitol como ünico com

puesto radioactivo (Fig. 29, panel A).

Como era de esperar, el compuesto ¿(14€)Gch sometido a

idéntico tratamiento, no produjo (14C)glucuronitol, sino

(14C)Gch (Fig. 29, panel B); este reSultado fue una contraprueba

del experimento anterior y confirmó además la presencia de Gch

en el trisacárido g.
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Asimismo, estos estudios fueron concordantes con 1a imposi

biiidad de transferir (32P) proveniente de beta(32P)UDP-G1cA

(Fig. 16, panel B y Tabla VIII, exp. 3 y 4) a los compuestos de

nuestro interés.

E1 nümero de restos glucurónicos se confirmó mediante e]

anáiisis de] trisacárido g(14C)GicA con sus grupos carboxiios

reducidos a aicohoies primarios por tratamiento con EDC/metanoi/

BH4Na. Mediante dicho procedimiento, se iogró reducir ios car
nboxiios dei trisacárido g tota] o parciaimente.

Cuando 1a reducción fue total, e] trisacárido origina] pro

dujo un compuesto neutro, de moviïidad idéntica a1

(14C)ce10triitol (GicÍíá 4G]c:f_;4G1coi) a1 anaiizario por TLC

(Fig. 33, panei A). Este comportamiento también indicó que con

gran probabiiidad, e] trisacárido tenia dos uniones beta,1__¿4.

En cambio, 1a reducción parcial produjo un compuesto de

moviiidad eiectroforética intermedia entre 1a de] ceiotriitol y

1a de] trisacárido g sin reducir (Fig. 34, panei A, compuesto g).

E1 compuesto g degradado con giusuiasa produjo dos ünicos deriva

dos radioactivos: (14C)glucosa y (14C)giucur6nico, en reiación

1:1 (Fig. 34, panei B). Estos resuitados confirmaron 1a presencia

de dos restos giucurónicos en e] trisacárido d, y significaron
también 1a confirmación de ia presencia de uniones giicosidicas

de configuración "beta" (dado que 1a giusulasa de intestino de

caracol inciuye actividades de beta-glucuronidasa y de beta-glu
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cosidasa). Asimismo, e] trisacárido d(14C)GicA reducido en sus

grupos carboxiios y posteriormente digerido con beta-glucosidasa

produjo un ünico compuesto radioactivo: (14€)gïucosa (Fig. 33,

paneies B y C), confirmando las configuraciones antedichas.

La posición de ios enlaces giicosïdicos se determinó además

mediante estudios de permetiïación. Para eiio se utiiizó e] tri

sacárido g obtenido con marca tanto en (14C)G1c como en

(14C)GicA. E1 materia] permetiïado se hidrolizó y los productos

se anaïizaron por TLC.

En el primer caso, se aisió un ünico producto radioactivo:

2,3,6-Tri-0-Me-Gic (Fig. 35), indicando una sustitución en e]

C4 de 1a glucosa. En ei segundo caso, fue necesario reducir Ios

ésteres metïiicos de ios restos glucurónicos a giucosa y voiver a

permetiiar, pues habiamos preparado soïamente ios derivados meti

1ados de gïucosa para utiïizar como estándares, los que además

son más fáciles de separar mediante 1a técnica empieada. En este

caso, se obtuvieron dos productos radioactivos 2,3,6-Tri-O-Me-Glc

proveniente de] resto QIUCurónico sustituido en posición C4, y

2,3,4,6—Tetra-O-Me-Gic, proveniente dei resto glucurónico ter

mina] (Fig. 36).

Estos resuitados confirmaron que e] compuesto d es e] tri

sacárido GicAï294G1cA1í94Glc. Se debe destacar que esta secuencia

es parte de 1a unidad repetitiva propuesta por e] grupo de

Aibersheim para e] EPS de Rhizobium trifolii cepa NA-3O

(Fig. 15, página 116).



Por otra parte, el análisis del c0mpuesto g, mediante cro

matografïa en papel, permitió concluir que se trataba de una

mezcla del trisacárido .ecién mencionado (Q1) y SU homólogo

acetilado (gg) (Fig. 38). Es necesario puntualizar que solo

mediante esta técnica de análisis fue posible separar los tri

sacáridos 21 y _gz, cuya mezcla constituye el componente g. La

filtración en columna de geles (Fig. 26), asï como el análisis

por HPLC (Fig. 37) mostraron que dicho componente se comportaba

como un compuesto homogéneo. Asimismo, el análisis del componente

g mediante columnas de borano tampoco permitió resolver con

claridad la mezcla de ambos trisacáridos (resultados no

mostrados). Debe destacarse también que la técnica de per

metilación utilizada produce además desacetilación, por lo tanto

para estos estudios reSultó indiferente utilizar la mezclag 6 el

trisacárido Q1.

La identidad del resto acilo presente en el trisacárido

22 se confirmó utilizando (14C)Acetil-C0A como precursor radioac

tivo (Tabla IX y Figs. 40, 41 y 42). En nuestro laboratorio,

trabajos previos con Xanthomonas campestris permitieron lograr

por primera vez acetilación in vitro en la síntesis de un EPS: el

xantano (216). Asimismo, con el sistema de Rhizobium meliloti, M.

Tolmasky y colaboradores habian comunicado evidencias indirectas,

aunque no lograron transferir radioactividad proveniente de

(14C)Acetil-C0A a material liposoluble (208).
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Por otra parte, y dado que el trisacárido acetilado 32 pudo

obtenerse indistintamente con marca en (14C)Gch, c0mo con

(14C)Glc ó con (14C)Acetilo (Fig. 45), la confirmación de la

identidad del grupo dador de acetilos (Acetil-CoA) también per

mitió concluir que dicho preCursor constituye un dador endógeno

presente en los preparados enzimáticos utilizados.

Los resultados de los estudios de acetilación presentados

en esta tesis constituyen el primer caso descripto de acetilación

in vitro en un sistema de sintesis de EPSs de rhizobios (véase

también ref. 268).

Estudios comparativos mediante digestión con glusulasa de

intestino de caracol de los trisacáridos 431 (desacetllado) y

gg (acetilado) permitieron concluir que la presencia del resto
acetilo en este ültimo constituye un bloqueo a dicha digestión

enzimática, pues condujo al aislamiento y caracterización del

disacárido acetilado denominadocompuesto e. Este disacárido pudo

obtenerse tanto con marca en (14C)Gch como en (14C)Glc, o en

(14C)-0-Acetilo. Estos resultados permitieron acotar la posición

del resto O-Acetilo en el trisacárido dz, al disacárido que ocupa

el extremo reductor del mismo: el compuesto e (sección

IV.B.4.5.3).



En reSumen, de estos estudios podemos conciuir que en e]

sistema enzimática utilizado se sintetizan ln vitro ios siguien
tes derivados:

compuesto Q1

Gch_¿394GicA_¿ís4G1c__P__P__pren01alïiico

y su derivado acetiiado,

compuesto gg

GïcA_¿í¿4GicA_¿í94Gic__P__P__pren01 alïiico

O-Acetiio



- 256 

Análisis 33 ios octasacáridos 3, 3 l 3

Por tratamiento ácido suave de] "extracto 1203", además de

ios trisacáridos _d_1y 32 recién discutidos, se aisió un grupo de

oligosaca’ridos que por eiectroforesis en papei se fraccionó en

ios compuestos 3, _b_y 3: fiitrados por coiumnas de geles, sus

volúmenes de eïución fueron mayores que un heptasacárido de

Acetobacter xyiinum utiiizado como estándar. Los tamaños aparen

tes fueron ios esperados para un octasacárido (3 y 3) o algo

todavia más grande (Figs. 24, 25 y 26, respectivamente). La

diferencia dei volumen de eiución de] compuesto 3 respecto de] _b_,

y de Este respecto dei 3 resuitó semejante a 1a observada en ei

caso de un pentasacárido piruviiado de Xanthomonas campestris

(X5-Pir) respecto de su homóiogo depiruviiado (X5) utiiizados

como estándares (Fig. 52). E1 tratamiento de] "extracto 1203"

mediante Hz-Pt (que, como dijimos, es un procedimiento que ciiva

1a unión entre ei iïpido y e] fosfato sin afectar ios enlaces

glicosïdicos ni ios restos cetai-pirüvicos (sección IV.B.6.2)),

liberó una mezcia de 3 componentes de gran moviiidad eiectro

forética (Fig. 54, panei A). Estos componentes tratados con fos

fatasa aicaiina produjeron ios oligosacáridos 3, _c_y 3 de menor

moviiidad (Fig. 54, paneies B, C y D, respectivamente). Mediante

este anáiisis, Que no eliminó Ios grupos cetai-pirüvicos, no se

aisió e] octasacárido 3, lo que permitió presumir que ios com

puestos 3, 3 y 3 obtenidos por hidrólisis ácida Suave eran d

mismo octasacárido c0n diferente grado de piruviiación: el 3
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depiruvilado, el g con un grupo cetal-piruvato y el g con dos de

estos grupos.

Condiciones ácidas adecuadas para eliminar los grupos

cetal-piruvato sin afectar las uniones glicosïdicas (0,01 N/ClH/

100°C, 90 min (265)), llevaron las movilidades electroforéticas

de los compuestos g y c a la del a, y tratamientos intermedios

permitieron, a partir del compuesto ¿A generar el .2 y .el a

(Fig. 53, panel B), apoyando totalmente la interpretación arriba

mencionada. Estos resultados permitieron concluir que el com

puesto a observado luego de liberar las porciones sacarïdicas del

lïpido mediante hidrólisis ácida suave, y ausente en el caso de

que la técnica de clivaje fuera Hz-Pt y posterior defos

forilación, era un producto de depiruvilación parcial de la

mezcla de octasacáridos mono y dipiruvilados realmente sin

tetizados lg vitro.

El modode confirmar categóricamente lo antedicho consistió

en estudiar los productos de sintesis obtenidos con marca en

(14C)Piruvato. Atendiendo a los antecedentes hallados en nuestro

laboratorio con Xanthomonas campestris, se sabïa que en dicho

sistema la piruvilación del EPS ocurre a nivel de prenil-fosfo

azúcares, y que el dador es el fosfo-enol-piruvato (PEP) (221%

Con el sistema de Rhizobium meliloti, M. Tolmasky y colaboradores

habian encontrado resultados similares, aunque en este caso solo

pudieron analizar la piruvilación hasta el nivel de inter

mediarios lipïdicos (208).
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Con nueStro sistema también logramos transferir radioac

tividad proveniente de (14C)PEP a "extracto 1203" (Tabla X), y

mediante el análisis de los productos obtenidos con esta mar

cación por electroforesis en papel, solo se aislaron los

octasacáridos 2(14C)Piruvato (monopiruvilado) y ¿(14€)Piruvato
(dipiruvilado) (Fig. 54). Estos resultados confirmaron la

interrelación entre los octasacáridosig,_g y g, y significaron
además que también en el sistema de sintesis del EPS de Rhizobium

trifolii NA-30, la piruvilación ocurre a nivel de lípido

intermediarios y que el dador es el PEP. El hecho de obtener

derivados piruvilados en ausencia de PEP exógeno se justificó

admitiendo la presencia de este dador en el preparado enzimático

(véase también ref. 268). Confirmando estos hallazgos, Gardiol y

Dazzo utilizaron nuestro ensayo para estudiar la sintesis del CPS

en Rhizobium trifolii cepa 0403: en dicho sistema, la piruvila

ción también ocurre a nivel de intermediarios lipïdicos y el

dador es el PEP (271).

En Cuanto a la composición de azücares de estos oligo

sacáridos, el octasacárido a marcado con (14C)Glc reducido con

BH4Na e hidrolizado en medio ácido, produjo una mezcla de com

puestos radioactivos que, analizados por cromatografía en papel,

se resolvió en (14C)sorbitol, (14C)glucosa y (14C)galactosa en

una relación 1:4 2 (Fig. 56). La presencia de galactosa se justi

ficó aceptando que' el preparado enzimático utilizado contenïa

UDP-Gal-4'-epimerasa, y constituyó una evidencia de que la unidad
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repetitiva se haiiaba completa, pues sorbitol y gaiactosa solo

pueden provenir (respectivamente) de los extremos reductor y no

reductor de 1a estructura propuesta por e1 grupo de Aibersheim

(Fig. 15, páginalló ). Atendiendo a esta estructura, 1a reiación

de marca observada en ios monosacáridos obtenidos (1:4:2,

sorbitol: giucosa: gaiactosa) fue diferente a 1a esperada

(1:5:1). Este resultado se interpretó c0mo una evidencia de 1a

presencia de diferentes cantidades de aceptores endógenos en ios

preparados enzimáticos utilizados.

La posición de ios distintos eniaces giicosïdicos en e]

octasacárido a se anaiizó mediante estudios de permetiiación de]

compuesto ¿(14€)Gic. E1 materia] permetiiado se hidroiizó y 105

productos se anaïizaron por TLC.

Se aisiaron cuatro productos mayoritarios: 2,3,4-Tri-0-Me

G1c, proveniente de giucosa sustituida en posición C6; 2,4,6

Tri-O-Me-Gic, proveniente de giucosa sustituida en posición C3;

2,3,6,-Tri-0-Me-G1c, proveniente de gïucosa sustituida en posi

ción C4, que resuïtó e] compuesto mayoritario, y 2,3,4,6-Tetra

O-Me-Gai, proveniente de gaïactosa no Sustituïda, es decir,

terminai (Fig. 58).

C0nsiderando que e] octasacárido 3 también contiene en su

composición ácido giucurónico, estos resultados permitieron

conciuir que ios productos de permetilación obtenidos eran ios

esperabies del octasacárido que constituye 1a unidad repetitiva
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(depiruvilada y desacetilada) del EPS de Rhizobium trifolii NA-30

(Fig. 58).

También se aisló un quinto producto, aunque minoritario, el

Cual fue caracterizado como2,3,4,6-Tetra-0-Me-Glc (Fig. 58) pro

veniente de glucosa terminal, la cual podria deberse a la presen

cia de muy pequeñas proporciones de heptasacárido contaminante.

Esta observación podria estar vinculada a los resultados obteni

dos por el grupo de Rolfe (152).

Dichos autores aislaron varias cepas de Rhizobium sp. y

analizaron la composición de las unidades repetitivas de los

distintos EPSs. Sus resultados indican que en muchos casos y para

una misma cepa, la galactosa estaba ausente en un 10%de las uni

dades repetitivas. Noestudiaron Rhizobium trifolii NA-30.

Una posible implicancia de este hallaigo es que no fuera

necesario que la totalidad de las unidades repetitivas estuvieran

galactosiladas para que ocurriera su polimerización. Seria suma

mente interesante establecer si la ausencia de la galactosa ter

minal está distribuida regularmente en el EPS. Si dicha

distribución fuera regular, podria pensarse que la "unidad

repetitiva real" serïa mayor, y que comprenderïa bloques de car

bohidratos que incluirïan por lo menos una unidad repetitiva

carente de galactosa terminal.

Con respecto a la presencia de acetilos en el EPS de

Rhizobium trifolii NA-30, ya mencionamos que el grupo de
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Albersheim describió Ia existencia de un resto acetiio por unidad

repetitiva, aunque sin aclarar su posición (ref. 157 y Fig. 15).

Por ta] motivo, era dabie considerar 1a posibiiidad de obtener ¿g
vitro octasacáridos acetiiados.

Como se mencionó (Tabia IX), fue posible incorporar

radioactividad proveniente de (14C)Aceti1-C0A a materia] 1iposo

1ub1e presente en e] "extracto 1203“. E1 tratamiento ácido suave

de dichos extractos iiberó una mezcia de compuestos radioactivos

que, separados por eiectroforesis en papei y por fiitración en

Bio-Ge] P2 se comportaron como 10s compuestos a, g, c y g

(Fig. 59, paneies A y B; y Fig. 41, respectivamente).

E1 octasacárido g marcado con (14C)Aceti10 tratado con giu

Suiasa (mezcla de enzimas cuya actividad, segün demostramos, es

bloqueada por 1a presencia de restos O-Acetiio, sección

IV.B.4.5.3) originó un ünico producto radioactivo (Fig. 62), con

propiedades idénticas a ias de] disacárido acetiiado 5, producido

por degradación con giusuïasa de] trisacárido acetiiado

22 (Fig. 47).

Como dijéramos, e] disacárido acetiiado e corresponde a]

extremo reductor de] trisacárido g. Estos resultados indicaron

que e] octasacárido a posee por 10 menos un resto acetiio sobre

ei disacárido que OCupa Su extremo reductor, en forma anáioga a

lo observado con e] trisacárido acetiiado gg (sección
IV.B.4.5.3).
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Es necesario aciarar una vez más que 1a porción glicosidica

de] trisacárido acetiïado dz es idéntica a una parte de] octa

sacárido que constituye 1a unidad repetitiva propuesta (Fig. 15,

página 116 ).

Recientemente, Kuo y Mort (266), estudiando 1a estructura

de este EPS desde un punto de vista estrictamente orgánico

(‘H-NMR, espectroscopia, metiiación según 1a técnica de Phrem

(269), y espectrometrïa de masas por bombardeo con átomos rápidos

(f.a.b)), ha11aron que 1a gïucosa de] extremo reductor de 1a uni

dad repetitiva está acetiiada en posición C3, confirmando
nuestras observaciones.

Nuevamente, de estos estudios podemos proponer que en e]

sistema uti1izado se sintetizan ln vitro los siguientes deriva
dos:

compuesto cJ - ‘,7
Ga1__3Glc_—4G1c__4GIc——661c__4Gch__4GicA__4G1c__P__P__prenol
4 5 4 6 \___.,_—J alïiico
Pir Pir O-Acetiio

y su/s homólogo/s monopiruvilado/s,

compuesto Qr J ‘
Ga1__3GIc—_461c——4GIc_—661c__461cA__4nch__1G1c__P__P__prenol

\___.___z aiïiico
Pir O-Acetiio
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E1 compuesto totalmente depiruvilado, re5u1t6 un producto

de hidróiisis parcia], y aunnwedebe sintetizarse ln vitro, no se

aisló por biosïntesis. E1 resto O-Acetiio puede no estar presente

en todas estas especies. Esta indeterminación se debe a que no

pudimos separar con ias técnicas empieadas, octasacáridos aceti

iados de sus homóiogos no acetiiados.

Con e] objeto de estudiar 1a sintesis secuencia] de 1a uni

dad repetitiva, se reaiizaron incubaciones a distintos tiempos y

temperaturas con 1a idea de aisiar intermediarios de menor

tamaño. Los resuitados (Tabia XI) permitieron conciuir que en ias

condiciones ensayadas, ios ünicos productos formados fueron, a

baja temperatura (10°C), trisacárido y octasacáridos; y a una

temperatura mayor (25° C) se formó además un compuesto par

cialmente caracterizado comoIïpido-urónico (197).

Por otra parte, a 10°C, 1a proporción de trisacárido g se

mantuvo constante hasta unos 120' de incubación, pero a 25°C, en

ios distintos tiempos de inCUbación, se observó que e] incremento

de radioactividad en octasacáridos (g y g) era igual a 1a dismi

nución de radioactividad presente en trisacárido tg). Estos

resuitados, si bien no 10 demuestran, inducen a pensar en una

relación preCursor-producto.

Los estudios de biosïntesis fueron extendidos a otras cepas

de rhizobios que producen EPSs c0n 1a misma estructura de restos



-254—

glicosïdicos, nodulan distintos huéspedes y poseen además,

distinta calidad y proporción de restos no glicosïdicos (266):

?hizobium trifolii ATCC14479, Rhizobium leguminosarum 128-C-63 y

Rhizobium leguminosarum 128-C-53.

Con cada una de estas cepas pudieron obtenerse preparados

enzimáticos capaces de transferir radioactividad proveniente de

UDP(14C)Glc o de UDP(14C)Gch a material liposoluble presente en

"extracto 1203" (Tabla XII).

Para cada caso, los extractos obtenidos fueron hidrolizados

en ácido suave, y posteriormente tratados con fosfatasa alcalina

con el objeto de liberar las porciones sacarïdicas. Estas por

ciones se fraccionaron por electroforesis en papel, y en todos

los casos se obtuvieron tres ünicos productos con las movilidades

de los ya conocidos oligosacáridos a, b y c (Fig. 66, paneles A y

B). Cuando se utilizó UDP(14C)Glc como preCursor radioactivo, se

observó también una proporción variable de radioactividad aso

ciada a un compuesto/s neutro/s (Fig. 66, panel A).

En todos los casos, los oligosacáridos a, b y c filtrados

por columna de Bio-Gel P2 eluyeron en las posiciones esperadas

para los compuestos homónimos hallados c0n Rhizobium trifolii

NA-30 (Fig. 67). En ningün caso se observó formación de tri

sacárido g.

Todos estos re5ultados (sección IV.8.10) permitieron

concluir que distintas cepas de rhizobios que producen EPSs con
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idéntica estructura de restos gïicosïdicos, pero que noduïan

diferentes huéspedes (266,157), comparten ios miSmos mecanismos

de sintesis de intermediarios 1ipïdicos en 1a producción de sus

respectivos EPSs o por 10 menos en 10 que respecta a 1a formación

de 1a unidad repetitiva.

Recientemente, Kuo y Mort comunicaron que e] EPS de

Rhizobium 1eguminosarum (que noduia arveja, P15um sativum)

difiere dei EPS de Rhizobium trifolii (que noduia trébo],

Trifoiium repens y Trifolium pratensis), en que e] primero posee

un resto 3-Hidroxibutirato sobre e] C3 de 1a galactosa termina]

(aunque no en e] 100% de ios casos) y además dos restos O-Acetiio

sobre Ios carbonos C2 y C3 de 1a giucosa sustituida en posición

C5 de 1a cadena principa] (aunque tampoco en e] 100% de los

casos) (266). Seria interesante poder confirmar los hailazgos de

Kuo y Mort por biosïntesis in vitro.

La importancia de 1a variación de los sustituyentes no gli

cosidicos se ve reforzada por ha11azgos genéticos. Por ejemplo,

se ha observado que mutaciOnes en ios genes nodF y nodE permiten

que Rhizobium trifoiii noduie poroto, aunque pobremente (132).

Debe destacarse que e] producto dei gen nodF presenta aita homo

iogïa con 1a proteina transportadora de grupos aciio (ACP) de E.

coli (Tabla I y ref. 127). Rolfe Sugiere que una posible exp1i

cación para esta observación es que ios productos de dichos genes

modifiquen aigün o aigunos componentes de superficie que difieran



poco de una especie a otra (132). Re5u1ta tentador especuiar con

1a idea de que dicha modificación fuera de hecho 1a aciiación, 1a

acetiiación o e] grndo de acetiiación de ios distintos EPSs, todo

10 cua] formaría parte de] compiejo proceso de reconocimiento

entre 1a bacteria y la planta.

Un caso interesante es e] de Rhizobium trifoiii cepa BARTA

que produce un EPS con idéntica estructura de restos giicosïdicos

que Rhizobium trifolii NA-30, a excepción de 10s restos O-Aceti

los: posee tres grupos por unidad repetitiva (165), en vez de uno

(157). Lo Iiamativo es que 1a cepa BARTA es incapaz de noduiar

trébo]. Esta inhabiiidad podria estar vincuiada a 1a diferencia

en e] grado de acetilación de ios respectivos EPSs.

La presencia de restos no giicosïdicos en 10s distintos

EPSs parece contribuir a determinar aigün aspecto de 1a especifi

cidad durante e1 proceso de infección. E1 estudio comparado de 1a

entrada de dichos restos y e] de su reguiación aparecen asï cada

vez más importantes.Á/M
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