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M    molar 
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UDP-Glc   uridina-�✁-difosfo glucosa 
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otro microorganismo, Bradyrhizobium japonicum, el cual fue seleccionado por tener duplicados 

los genes que codifican para dicha enzima. 

Históricamente, en el filo de las cianobacterias sólo se incluían miembros capaces de realizar 

fotosíntesis oxigénica. Esto cambió con el descubrimiento de Melainabacteria, un grupo de 

cianobacterias no fotosintéticas. Para llevar a cabo un estudio sobre las enzimas involucradas en 

las rutas metabólicas de estas cianobacterias no fotosintéticas, se clonaron los genes que codifican 

para la ADP-Glc PPasa de Melainabacteria proveniente de dos fuentes, una intestinal y otra de 

vida libre, como así también el gen codificante para la ADP-Glc PPasa de Anabaena PCC 7120, 

para realizar estudios comparativos. Estos genes se expresaron en células de Escherichia coli y 

luego se llevó a cabo la purificación de las enzimas recombinantes correspondientes, obteniéndose 

enzimas solubles, activas, con elevado grado de pureza y estables. Por primera vez, se determinó 

la estructura cuaternaria de una ADP-Glc PPasa proveniente de una cianobacteria no fotosintética, 

la cual resultó ser homotetramérica, coincidiendo con la estructura de la enzima de Anabaena (y 

de otras fuentes procariotas). Se caracterizaron cinética y regulatoriamente las enzimas de ambos 

organismos cianobacterianos. Las proteínas recombinantes purificadas de ambas especies de 

Melainabacteria mostraron valores de Vmax de 2,3 (vida libre) y 7,1 U/mg (intestinal), mientras 

que la enzima de Anabaena presentó un valor de Vmax de 0,31 U/mg. A su vez, las enzimas 

mostraron valores similares de S0,5 para el ATP (~0,3 mM), mientras que la ADP-Glc PPasa de 

origen intestinal exhibió una afinidad 6 veces mayor hacia la Glc-1P en comparación con la de 

vida libre. Respecto a las propiedades regulatorias, ambas enzimas de Melainabacteria fueron 

activadas por Glc-6P, Fru-6P y Man-6P, e inhibidas por ADP y Pi. Un resultado destacable es que 

el 3-PGA, principal activador de las ADP-Glc PPasas de cianobacterias caracterizadas hasta el 

momento, no produjo ningún efecto sobre las enzimas de Melainabacteria. Además, se realizó 

un análisis filogenético de varias ADP-Glc PPasas provenientes de diferentes fuentes. A partir de 

este análisis, se pudo demostrar que las enzimas de Melainabacteria se ubican en el mismo clado 

que las de Proteobacteria, particularmente cercanas al phylum Actinobacteria. Por otra parte, las 

enzimas provenientes de cianobacterias fotosintéticas, como Anabaena, forman un clado separado 

que diverge de las proteínas de plantas. En este sentido, los resultados obtenidos en esta Tesis 

constituyen el primer informe bioquímico sobre enzimas involucradas en las rutas metabólicas de 

cianobacterias no fotosintéticas, lo que contribuye en gran medida a una mejor comprensión de 

la evolución de la regulación alostérica en la familia de las ADP-Glc PPasas. Además, estos 

resultados aportan nuevos conocimientos sobre un tema candente relacionado con la posición 

filogenética de Melainabacteria. 

En cuanto a B. japonicum, una bacteria que se encuentra en el suelo y es conocida por su 

capacidad para establecer una relación simbiótica con ciertas especias de plantas leguminosas, se 

identificaron y se clonaron los genes que codifican para dos GSasas putativas. Los mismos fueron 

expresados de manera recombinante en células de E. coli para su posterior purificación. Las 
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proteínas purificadas se denominaron GSasa471 y GSasa482, según la cantidad de aminoácidos 

que presentan en su secuencia. La caracterización de ambas enzimas demostró que son capaces 

�✁ ✂✄☎✄✆✝✞✄✟ ✆✄ ✁✆✠✡☛✄✂✝☞✡ �✁✆ ✌-1,4-glucano, con una Vmax de 0,41 y 53,1 U/mg para la GSasa471 

y la GSasa482, respectivamente. Los valores de afinidad para ambos sustratos se encuentran en 

el mismo orden de magnitud en las dos enzimas. A su vez, tanto la GSasa471 como la GSasa482 

fueron específicas por el dador glucosídico ADP-Glc. En cuanto a la especificidad por el sustrato 

aceptor de estas GSasas, encontramos que distintos tipos de glucógeno actúan como sustrato para 

ambas enzimas. Particularmente, el glucógeno de ostra, que posee una estructura heterogénea y 

una mayor proporción de ramificaciones cortas. Se determinó que la Vmax para la GSasa471 con 

este sustrato (1,2 U/mg) fue 3 veces mayor que la actividad determinada con glucógeno de hígado 

de conejo, por lo cual la GSasa471 resulta más eficiente cuando utiliza glucanos con cadenas 

cortas. Sucede lo contrario con la enzima GSasa482, la cual presenta una eficiencia catalítica 

4 veces mayor cuando el sustrato es glucógeno de hígado de conejo. Por otra parte, se 

determinaron las estructuras cuaternarias de las dos enzimas, presentando ambas una estructura 

monomérica, lo cual es coincidente con lo informado para la GSasa de E. coli. Recientemente, se 

ha reportado que en micobacterias la enzima GSasa es capaz de producir Mal-1P a partir de 

Glc-1P y ADP-Glc. Además, se ha descubierto una ruta alternativa de síntesis de glucógeno en 

algunas bacterias, llamada GlgE, cuya enzima principal es la que le da el nombre y puede alargar 

al glucano en dos unidades de Glc utilizando Mal-1P como sustrato. Curiosamente, B. japonicum 

también posee los genes que codifican las proteínas de la vía GlgE. Al evaluar la actividad de 

formación de Mal-1P por parte de ambas GSasas de B. japonicum, ninguna fue capaz de utilizar 

la Glc-1P como sustrato. En conjunto, estos resultados proporcionan información sobre la 

duplicación de genes en organismos procariotas y cómo esto se relaciona con la producción de 

glucógeno, la principal molécula de almacenamiento de carbohidratos. Además, los resultados 

presentados en esta Tesis demuestran que en B. japonicum la síntesis del glucógeno se lleva a 

✂✄✍✠ ✄ ☎✟✄✎✏✑ �✁ �✠✑ ✒✓✄✑✄✑✔ ✂✄✕✄✂✁✑ �✁ ✁✆✠✡☛✄✟ ✁✆ ✌-1,4-glucano en una unidad de Glc. A su vez, 

se evidencia que estas enzimas carecen de la capacidad de sintetizar Mal-1P, lo cual parece ser 

una actividad limitada a las GSasas de tipo GT4. Estos resultados son el primer informe de dos 

✒✓✄✑✄✑ ✕✟✠✂✄✟✝✠☎✄✑ ✖✗✁ ✁✆✠✡☛✄✡ ✌-1,4-glucanos de manera concurrente. 

La Suc es uno de los productos principales de la fotosíntesis que se acumula principalmente 

en organismos fototróficos como plantas, algas unicelulares y cianobacterias. En dichos 

organismos, la biosíntesis de la Suc ocurre principalmente a través de las enzimas Suc-6P sintasa 

(SucPSasa, EC 2.4.1.14) y Suc-6P fosfatasa (SucPasa, EC 3.1.3.24). Se ha demostrado que ciertas 

bacterias metilotróficas pueden acumular Suc en respuesta al aumento de la salinidad en los 

medios de crecimiento. En nuestro laboratorio detectamos que Nitrosomonas europaea, un 

organismo quimiolitoautótrofo, conserva genes relacionados con el metabolismo del glucógeno y 

de la Suc. Debido a la escasa información acerca de las enzimas que catalizan la síntesis de este 
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disacárido en procariotas no fotosintéticos, se realizó el análisis de la enzima SucPSasa de tipo II 

de N. europaea (NeuSucPSasa-II). Esta enzima presenta dos dominios catalíticos: SucPSasa en el 

N-terminal y SucPasa en el C-terminal. Los resultados presentados en esta Tesis demuestran que 

la NeuSucPSasa-II no posee actividad enzimática en su forma completa, pero sí la tiene cuando 

sus dominios se expresan por separado. En particular, el dominio NeuSucPSasa puede utilizar 

ADP-Glc y UDP-Glc como sustratos, mientras que el dominio NeuSucPasa es específico por el 

disacárido fosforilado Suc-6P. Además, se llevó a cabo un análisis del crecimiento de N. europaea 

en condiciones de cultivo autotróficas y heterotróficas, observando un aumento significativo de 

biomasa en condiciones mixotróficas, es decir, en presencia de CO2 y de 2% de Fru. A su vez, se 

logró aumentar el porcentaje de células crecidas en condiciones quimiolitoautótrofas con el 

desarrollo de un dispositivo mediante el cual se suministra un constante burbujeo de aire a las 

células en crecimiento. Cuando se realizó el análisis de las enzimas asociadas a la síntesis de Suc 

en extractos proteicos de N. europaea se observó que, en condiciones heterotróficas, la proteína 

NeuSucPSasa-II se expresa en su forma completa de ~80 kDa, mayormente inactiva. Por el 

contrario, en condiciones quimiolitoautotróficas, se pudo detectar el dominio NeuSucPasa 

individual, lo cual estaría indicando que la enzima NeuSucPSasa-II podría regularse 

post-traduccionalmente por un mecanismo de proteólisis, dando lugar a ambos dominios activos. 

A raíz de esto, mediante análisis informático, se indagó sobre la posible proteólisis y se detectó 

una peptidasa putativa perteneciente a la familia S8 que cortaría la proteína de interés en el linker 

que une los dominios SucPSasa y SucPasa. Para dilucidar este proceso realizamos ensayos 

combinando extractos proteicos de N. europaea con la proteína completa recombinante 

NeuSucPSasa-II. Los resultados obtenidos mostraron que la enzima recombinante se escinde con 

extractos provenientes de condiciones quimiolitoautótrofas; mientras que con los extractos de 

condiciones heterótrofas no se observó proteólisis, permaneciendo la enzima en su forma 

completa e inactiva. A su vez, estos resultados se condicen con las medidas de actividad realizadas 

sobre extractos crudos de N. europaea en cada una de las condiciones antes mencionadas. Los 

resultados presentados en esta Tesis respaldan la hipótesis donde la síntesis de Suc vía 

NeuSucPSasa-II se encuentra regulada por proteólisis, un mecanismo de regulación eficaz frente 

a cambios ambientales bruscos. Los resultados sientan las bases para profundizar sobre este 

mecanismo en el metabolismo de la Suc en organismos quimiolitoautotróficos. 

Desde una perspectiva global, los conocimientos generados en este trabajo de Tesis, a partir 

de la caracterización in vitro de diferentes enzimas, nos acercan a un entendimiento de la partición 

del carbono y la síntesis de compuestos de reserva en organismos procariotas ubicados en 

posiciones evolutivas distintivas. Asimismo, se presenta la puesta a punto y la generación de 

nuevas herramientas para el crecimiento, la manipulación y el estudio de la bacteria 

quimiolitoautótrofa N. europaea. En conjunto, el conocimiento desarrollado sobre N. europaea 

será relevante para profundizar acerca de la partición de la Glc producida por quimiosíntesis en 
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este organismo autótrofo. A su vez, una mejor comprensión de la síntesis de oligo y polisacáridos 

por organismos quimiolitoautotróficos permitiría, en una posterior instancia, plantear el uso de 

los mismos como biorrefinerías para convertir compuestos inorgánicos en biomateriales de interés 

biotecnológico. 
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Anabaena PCC 7120. All genes were expressed in E. coli cells and the corresponding proteins 

were purified to near homogeneity. In this way, soluble, active, and stable enzymes were obtained. 

The enzymes from Melainabacteria displayed a homotetrameric quaternary structure, as 

previously reported for other cyanobacterial ADP-Glc PPases, such as the one from Anabaena. 

The recombinant ADP-Glc PPases from Melainabacteria showed Vmax values of 2.3 (free-living) 

and 7.1 U/mg (intestinal), while that for the Anabaena enzyme was 0.31 U/mg. Both enzymes 

showed similar S0.5 values for ATP (~0.3 mM), whereas the enzyme from intestinal source 

exhibited a six-fold higher affinity for Glc-1P than the enzyme from the free-living source. 

Regarding their regulatory properties, both Melainabacteria enzymes were activated by Glc-6P, 

Fru-6P, and Man-6P, and inhibited by ADP and Pi. On the other hand, 3-PGA had no effect on 

any of the Melainabacteria enzymes, despite being the main activator of ADP-Glc PPases from 

all cyanobacterial enzymes characterized so far. After a phylogenetic analysis, the 

Melainabacteria ADP-Glc PPases were located in the same clade than those from Proteobacteria 

and close to the Actinobacteria phylum. Conversely, the Anabaena ADP-Glc PPase was located 

in an independent group together with individuals from other photosynthetic cyanobacteria. Our 

findings constitute the first biochemical report on enzymes participating in non-photosynthetic 

cyanobacterial metabolic pathways, contributing to a better understanding of allosteric regulation 

in the ADP-Glc PPase family. Furthermore, the results could provide additional insights on a 

current hot topic regarding the phylogenetic position of Melainabacteria. 

We also found a gene duplication case in B. japonicum, a soil-occurring bacterium known for 

its ability to form symbiotic relationships with certain legume species. The two genes encoding 

putative GSases were cloned and recombinantly expressed in E. coli cells, and the corresponding 

proteins were purified to near homogeneity. Both enzymes were designated GSase471 and 

GSase482, according to the number of amino acids in their sequence. We determined their 

quaternary structures and both showed a monomeric conformation, consistent with that reported 

for the E. coli enzyme. Kinetic characterization showed that both are capable of catalyzing the 

�✁✂✄☎✆✝✞✂✄ ✂✟ ✆ ✠✡�✟✂✡☛�☞ ✌-1,4-glucan, with a Vmax of 0.41 and 53.1 U/mg for GSase471 and 

GSase482, respectively, being specific for the glucosyl donor ADP-Glc. The affinity values for 

each substrate were of the same order of magnitude for both enzymes. To test the specificity of 

the acceptor aglycon of these GSases, we analyzed different types of glucans finding that oyster 

glycogen was used as substrate by both enzymes. Oyster glycogen has a heterogeneous structure 

and is characterized by a high ratio of short branches. With this substrate, GSase471 depicted 

three times higher activity compared to rabbit liver glycogen, thus being more efficient to elongate 

short branches. On the other hand, GSase482 has a 4-fold higher catalytic efficiency when the 

substrate is rabbit liver glycogen than oyster glycogen. Recently, it was described that an 

Actinobacterial GSase-type enzyme is able to produce Mal-1P, the glycosyl donor for glycogen 

elongation via the novel GlgE pathway. Since we found a gene encoding the maltosyl-transferase 



Abstract 

18 

 

GlgE in the B. japonicum genome, we analyzed both GSase471 and GSase482 for this activity. 

Assessment of the Mal-1P formation activity by both B. japonicum enzymes revealed that neither 

was able to use Glc-1P as substrate in the presence of 10 mM NDP-Glc. Taken together, the 

results produced in this Thesis provide new information regarding bacterial gene duplication in 

prokaryotic organisms and their relationship with glycogen synthesis, a major carbohydrate 

storage molecule. Indeed, both GSases from B. japonicum were able to elongate glycogen in one 

Glc unit. This work is the first report of two simultaneous prokaryotic GSases, although their 

metabolic redundancy remains to be determined. 

Suc is a major photosynthetic product that accumulates in phototrophic organisms such as 

plants, unicellular algae, and cyanobacteria. In these organisms, Suc biosynthesis mainly occurs 

by the concerted activities of Suc-6P synthase (SucPSase, EC 2.4.1.14) and Suc-6P phosphatase 

(SucPase, EC 3.1.3.24). The ability of certain methylotrophic bacteria to accumulate Suc in 

response to high salinity in growth media has recently been established. In this context, the 

chemolithoautotrophic organism N. europaea was found to possess genes related to glycogen and 

Suc metabolisms. Given the scarce of kinetic information regarding enzymes linked to 

metabolism in non-photosynthetic prokaryotes, we focused on the type II SucPSase enzyme from 

N. europaea (NeuSucPSase-II). The protein has two catalytic domains, SucPSase and SucPase, 

located at the N- and C-terminus, respectively. We demonstrated that NeuSucPSase-II has no 

enzymatic activity in its complete form. However, when each domain is independently expressed, 

the enzymes obtained have their respective activities. Specifically, the NeuSucPSase domain uses 

both ADP-Glc and UDP-Glc as substrates, whereas the NeuSucPase domain is specific for 

Suc-6P. In addition, we analyzed N. europaea growth under different culture conditions. We 

observed higher biomass recovery at mixotrophic conditions. We also developed a device to 

insulate air into the medium under chemolithoautotrophic conditions, which worked better than 

cultures grown under orbital shaking. We then comparatively analyzed the presence of 

NeuSucPSase in the different culture conditions: under heterotrophic conditions the complete, 

low-active form of NeuSucPSase-II protein was produced. Conversely, we detected the single 

NeuSucPase domain under chemolithoautotrophic conditions. Thus, our results suggest that the 

NeuSucPSase-II protein might be regulated by proteolysis to obtain both kinetically active 

domains. Reinforcing this hypothesis, a computational analysis showed the presence of a putative 

cleavage site for a peptidase from the S8 family between both domains. We then treated the 

complete, recombinant NeuSucPSase-II protein with crude extracts from cells grown in 

chemolithoautotrophic conditions, and the single NeuSucPase domain was immunodetected. 

Remarkably, the same treatment with a protein extract from heterotrophic conditions did not 

produce the proteolytic cleavage, detecting NeuSucPSase-II as the inactive, complete form. These 

results strongly support the hypothesis that Suc synthesis via NeuSucPSase-II would be 
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post-translationally regulated by proteolysis. However, further research is needed to elucidate this 

mechanism and fully understand the Suc metabolism in chemolithoautotrophic organisms. 

In a whole view, knowledge generated in this Thesis, by means of in vitro kinetic 

characterization of key enzymes, paved the way to a better understanding of carbon partition in 

prokaryotic organisms located in different evolutionary positions. Furthermore, we developed 

several tools to study in vivo features of the chemoautotrophic bacterium N. europaea to 

complement our enzymatic results. The gained knowledge regarding N. europaea metabolism 

will be relevant to use these autotrophic organisms as biorefineries for chemosynthesis to convert 

inorganic compounds into biomaterials of biotechnological interest. 
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perturbaciones ambientales o genéticas, en las que sirven como precursores para el desarrollo de 

nuevas actividades enzimáticas (5). 

Entonces surge el interrogante, ¿de dónde proviene la flexibilidad y plasticidad de las rutas 

metabólicas y las nuevas actividades enzimáticas? Estudios previos se han centrado en el nivel de 

las vías o enzimas y la variabilidad de las enzimas en su química de reacción (6�8). Sin embargo, 

también se debe considerar la variabilidad del sustrato y del producto. Muchos aspectos de los 

sistemas biológicos son comprensibles en el marco de la evolución estructural o de las actividades 

enzimáticas. Comprender cómo surgen nuevas vías metabólicas durante la adaptación a los 

cambios ambientales sigue siendo un tema central en la biología evolutiva. La hipótesis 

predominante es que las enzimas a menudo exhiben actividades promiscuas, y la evolución 

explota estas actividades débiles preexistentes para generar novedades metabólicas (9�13). La 

promiscuidad de las enzimas se ha relacionado de manera prominente con eventos de mutación 

temprana, donde las mutaciones que mejoran las actividades secundarias pueden dar como 

resultado mejoras fenotípicas significativas y nuevas capacidades (10). 

El análisis sistemático de los datos genómicos ha revelado la influencia de múltiples factores 

en la evolución de las proteínas (14), debido a la selección de la función, la estructura y el 

plegamiento de las mismas, como así también a efectos producidos por la propia estructura del 

genoma, lo que determina las tasas de mutación y recombinación (15). El interés emergente en la 

promiscuidad enzimática se deriva de los descubrimientos sobre el papel central que desempeña 

la promiscuidad en la evolución de las enzimas y, por lo tanto, es una propiedad útil para la 

ingeniería metabólica y de proteínas (2). Las actividades promiscuas no contribuyen a la aptitud 

del organismo, a menos que los cambios ambientales o genómicos, como mutaciones o 

amplificación de genes, creen una nueva ventaja selectiva para la actividad y una oportunidad 

para reclutar la actividad en una nueva vía metabólica como función biológica (2). 

A medida que evolucionan las especies, la tasa de sustitución de aminoácidos en las proteínas 

varía considerablemente entre las diferentes familias de proteínas (16). Esta variabilidad es común 

a todas las especies vivas y refleja diferentes intensidades y tipos de presiones selectivas ejercidas 

sobre la síntesis, localización y función de proteínas (17). Los análisis de la evolución de las 

proteínas proporcionan una herramienta única para investigar temas como la evolución de la 

especiación, la senescencia y el estilo de vida social (18,19); a su vez, facilitan la identificación 

de sitios funcionalmente importantes, por ejemplo para ser utilizados en el diseño de proteínas 

(20), péptidos que están involucrados en enfermedades genéticas humanas (21), dianas 

farmacológicas (22) o proteínas que interactúan entre sí para descubrir la especificidad de la 

interacción (23). 

Ycas (24) y Jensen (9) propusieron que el metabolismo tal cual como se lo conoce 

actualmente evolucionó a partir de la duplicación de genes que codificaban enzimas primordiales 

de amplia especificidad (promiscuas), permitiendo así que la selección natural optimice 
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independientemente la especificidad, la eficiencia y la regulación de cada enzima (25). A partir 

de esto, varios estudios han profundizado el concepto mediante la caracterización de actividades 

promiscuas, la determinación de la base estructural y química de la promiscuidad, y el uso de 

enzimas promiscuas en la ingeniería de proteínas para examinar los mecanismos de evolución de 

las enzimas (26�31). Cuatro modelos sobre la evolución de enzimas se derivaron a partir de estas 

ideas (2). A su vez, se incorporó la transferencia horizontal de genes en estos modelos con el fin 

de explicar la evolución de la diversidad metabólica en los procariotas, donde esta transferencia 

constituye una fuerza evolutiva significativa (2). Estos cuatro modelos pretenden explicar la 

evolución de las nuevas funciones enzimáticas: neofuncionalización; subfuncionalización por 

duplicación, degeneración y complementación; subfuncionalización a través de la especialización 

o escape del conflicto adaptativo; e innovación-amplificación-divergencia (2). Para comprender 

completamente la evolución de las enzimas, también se debe describir la capacidad de las redes 

metabólicas para integrar estas nuevas actividades. Dentro de las redes metabólicas, algunos 

metabolitos son compartidos por múltiples vías, otros compuestos son subproductos de reacciones 

promiscuas y no se utilizan, algunas reacciones no están catalizadas, o enzimas promiscuas y de 

amplia especificidad pueden unir vías separadas. D'Ari y Casadesús crearon el término 

�underground metabolism✁ ✠✂✄✂ ✄☎✆☎✄✝✄✞☎ ✂ ✟✂ ✠✡✝✟✝✞✂☛✝☞✌ ✍e metabolitos endógenos por parte de 

las enzimas promiscuas. Así, las reacciones secundarias podrían contribuir a la evolución de las 

vías metabólicas al reemplazar antiguas rutas por otras alternativas, o al integrar subproductos no 

utilizados de enzimas promiscuas en las redes metabólicas (2,4). El reclutamiento de enzimas de 

amplia especificidad o promiscuas de diferentes vías metabólicas para reconfigurar o expandir las 

redes metabólicas se ha descrito como ensamblaje en mosaico (32�34). 

La aparición y evolución de las rutas metabólicas representan pasos cruciales en la evolución 

molecular y celular. De hecho, el agotamiento del suministro prebiótico de aminoácidos y otros 

compuestos que pueden haber estado presentes en el entorno ancestral, ejerció una presión 

selectiva significativa a favor de las células heterótrofas que se volvieron capaces de sintetizar 

estas moléculas. Así, la aparición de rutas metabólicas permitió que los organismos primitivos 

fueran cada vez menos dependientes de compuestos orgánicos exógenos. El análisis comparativo 

de los genes y genomas de organismos pertenecientes a arqueas, bacterias y eucariotas sugiere 

que diferentes fuerzas y mecanismos moleculares podrían haber impulsado la aparición de nuevas 

capacidades metabólicas durante la evolución (35). 

En este trabajo de Tesis, se intenta obtener una comprensión más amplia de la actividad de 

las enzimas estudiadas, las cuales fueron seleccionadas dado que ocupan posiciones evolutivas 

distintivas. Se busca explorar y comparar la relación entre las enzimas, según su origen, y con las 

propiedades de las proteínas equivalentes que se encuentran en otros organismos. Estos estudios 

sobre las relaciones de estructura a función de las proteínas y las relaciones regulatorias intentan 

comprender cambios evolutivos operados en las rutas de síntesis de carbohidratos de reserva en 
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glicosídico y, por lo tanto, la Suc no es un azúcar reductor (38). Por su parte, los polisacáridos 

contienen 20 o más unidades de monosacáridos; incluso, algunos tienen cientos o miles de 

unidades. Algunos de ellos, como la celulosa, contienen cadenas lineales; otros, como el 

glucógeno, están ramificados. Tanto la celulosa como el glucógeno consisten en unidades 

recurrentes de D-Glc, pero difieren en el tipo de enlace glucosídico y, en consecuencia, tienen 

propiedades y funciones biológicas sustancialmente diferentes (1). 

Los monosacáridos son aldehídos o cetonas con dos o más grupos hidroxilo, constituidos por 

3 a 7 carbonos. Dentro de los más importantes figuran la Glc y la Fru. A menudo, son sus 

derivados fosforilados los que intervienen en los pasos de síntesis y metabolismo. La fosforilación 

es la que mantiene dentro de la célula a un monosacárido y lo activa para posteriores 

transformaciones químicas mediadas por enzimas, haciendo más eficientes los procesos en los 

que intervienen estos azúcares-P. La Glc-1P, la Glc-6P y el 3-PGA son ejemplos de 

monosacáridos esenciales en el metabolismo celular (1,39). Cuando los monosacáridos no son 

necesarios para la célula en forma inmediata son convertidos en otros compuestos, frecuentemente 

en polisacáridos (37). 

La mayoría de los carbohidratos que se encuentran en la naturaleza se presentan como 

polisacáridos, polímeros de alta masa molecular. Estos polisacáridos difieren entre sí por las 

unidades de monosacáridos que los componen, el largo de sus cadenas, el tipo de enlaces que los 

unen y también por el grado de ramificación. Según la homogeneidad del monosacárido 

constituyente, se los puede clasificar en homo o heteropolisacáridos (38). Se los denomina 

homopolisacáridos cuando se componen de un sólo tipo de residuos; mientras que cuando las 

unidades que lo componen son de más de un tipo se los denomina heteropolisacáridos. Los 

homopolisacáridos de D-Glc, denominados glucanos, son los polisacáridos más abundantes en la 

naturaleza, siendo el glucógeno, el almidón y la celulosa los cuantitativamente más importantes. 

A pesar de estar constituidos por las mismas unidades monosacáridas, los distintos enlaces 

glucosídicos que presentan determinan diferencias estructurales biológicamente importantes. El 

�✁✂✄☎�✆✝✞ ✟ ✆✁ ✠✁☛✡☛☎✝✔ ✄✞✝ ✆✝✁✠✄✆☞ ✡✡✠✞ ✌-glucosídicos, adquieren una estructura tridimensional 

en forma de hélice. Esta conformación es muy útil para la función de almacenaje de carbono y 

✆✝✆✍�✎✠ ✖✂✆ ✆☞✡✞☞ ☛✆☞✆☛✠✆✏✠✝✑ ✒✝ ✄✠☛✍✡✞✔ ✁✞☞ ✆✝✁✠✄✆☞ ☛✆✁ ✡✡✠✞ ✓-glucosídicos de la celulosa 

permiten formar cadenas lineales paralelas que interaccionan entre sí a través de puentes de 

hidrógeno. La celulosa es el principal componente estructural de las paredes celulares de las 

plantas y representa más de la mitad del carbono en la biosfera (se estima que cada año se 

sintetizan y degradan ~1015 kg de celulosa). Las plantas tienen paredes celulares rígidas que 

pueden soportar diferencias de presión osmótica entre los espacios extracelular e intracelular (38). 

Los polisacáridos de almacenamiento de carbono y energía más importantes son el almidón, 

en las células vegetales, y el glucógeno, en bacterias, levaduras y células animales. En éstos los 

residuos de D-✔✁✄ ✆☞✡✕✝ ✄✞✝✆✄✡✠☛✞☞ ✠ ✡✍✠✖✏☞ ☛✆ ✆✝✁✠✄✆☞ �✁✂✄✞☞✎☛✡✄✞☞ ✌-✗✔✘ ✟ ✌-1,6. Ambos 





Introducción 

26 

 

Como se mencionó anteriormente, debido a su amplia distribución en diferentes organismos, se 

piensa que el origen de esta vía es anterior a la divergencia de los diferentes dominios de la vida 

(46). Incluso, algunos estudios sugieren que el papel original de la vía glucolítica en bacterias 

ancestrales era la gluconeogénesis, debido a que en las mismas la principal forma de degradación 

de azúcares ocurre por la vía de ED (46). 

Los organismos autótrofos, como las plantas, sintetizan Glc a partir de compuestos 

inorgánicos como el agua y el CO2 durante la fotosíntesis. En cambio, los organismos heterótrofos 

no pueden realizar este proceso, por lo que deben incorporar la Glc (u otros compuestos 

orgánicos) a partir de otros seres vivos. La Glc se puede sintetizar a partir de otros azúcares, como 

Fru o galactosa (Gal). Otra posibilidad es que sea producida a partir de la gluconeogénesis, donde 

varias moléculas (como el lactato, el oxaloacetato y el glicerol) pueden servir como precursores 

para su síntesis. Aunque las reacciones de la gluconeogénesis son las mismas en todos los 

organismos, su regulación y el contexto metabólico no sólo difieren entre los distintos 

organismos, sino también entre los diferentes tejidos (1,39). 

Además de su papel fundamental en la vía glucolítica para la obtención de energía a través de 

su oxidación, la Glc también participa en otros procesos celulares claves: es el componente 

principal de polímeros estructuralmente importantes (como la celulosa) y de polímeros de 

almacenamiento de energía (como el almidón y el glucógeno) (1). También es clave para la 

síntesis de componentes de la pared celular que participan en las interacciones célula-célula y en 

el metabolismo de las glicoproteínas (39). Por lo tanto, la utilización de la Glc es una actividad 

metabólica central en los diferentes organismos, y la partición del azúcar hacia distintos destinos 

intracelulares determina la producción de compuestos con diferentes funciones celulares. En este 

proceso, la Glc-1P desempeña un papel esencial, siendo un metabolito presente en bajas 

concentraciones intracelulares. Además, actúa como sustrato para diversas 

nucleósido-difosfo-Glc pirofosforilasas (NDP-Glc PPasas), las cuales pueden canalizar el azúcar 

hacia distintas rutas metabólicas. En bacterias hay dos enzimas principales que, en este sentido, 

utilizan la Glc-1P: la UDP-Glc pirofosforilasa (UDP-Glc PPasa) y la ADP-Glc pirofosforilasa 

(ADP-Glc PPasa). De esta forma, el metabolito es incorporado a la producción de glucógeno, vía 

ADP-Glc, o a la producción de oligo- y polisacáridos estructurales, vía UDP-Glc (39). 

Aunque los intermediarios en la glucólisis y la gluconeogénesis son los azúcares-P, muchas 

reacciones que convierten o polimerizan las hexosas involucran un tipo diferente de grupo 

activador: el nucleósido-difosfato al que se une el azúcar (NDP-azúcar). Los NDP-azúcares 

funcionan como dadores de azúcares activados y son los principales precursores de la síntesis de 

glicanos, ya que poseen enlaces de alta energía con un alto potencial de transferencia de grupo, 

que se utiliza para formar un enlace glicosídico (47). Los NDP-azúcares son los dadores de 

fracciones de carbohidratos en la síntesis de diversas moléculas, incluidos oligo- y polisacáridos, 

metabolitos secundarios glicosilados (como antibióticos), glicoproteínas y glicolípidos (47,48). 
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La primera reacción es catalizada por la ADP-Glc PPasa. En una segunda reacción se produce 

�✁ ✡✂✁✄☎✆✝✂✝✄✞✟✁ ✠✝� ✂✝☎✟✠✡☛ ✠✝ ✔�✞ ✁✞✡✟✖✁✠☛ ✁ ✡✄ ✠☛�✎☛✝✂☛ ✠✝ ☞-1,4 preformado, para alargar el 

polímero en una unidad por el extremo no reductor, reacción que es llevada a cabo por la GSasa. 

En un último paso, la enzima ramificante GlgB es responsable de la formación de las uniones 

☞-1,6 glucosídicas. En procariotas, algas verdes y plantas, la vía biosintética es modulada en la 

etapa de formación del dador glucosídico, es decir, en la reacción catalizada por la 

ADP-Glc PPasa. La reacción de esta última se lleva a cabo en presencia de Mg2+ y es reversible 

in vitro. Sin embargo, in vivo resulta prácticamente irreversible debido tanto a la utilización del 

NDP-azúcar en la síntesis del poliglucano como por la hidrólisis del PPi por la pirofosfatasa 

inorgánica (50,51,82,99,110). De esta forma, se observa un enclave evolutivo importante respecto 

al camino específico por el cual la Glc-1P es derivada hacia la biosíntesis de oligo- y polisacáridos 

✝☎✡✂✡✞✡✡✂✁�✝☎ ☛ �☛☎ ☞-1,4-glucanos de reserva. 

Recientemente, se ha establecido una nueva ruta de síntesis de glucógeno a partir de Tre, en 

donde el primer paso consta de la conversión de Tre a maltosa por la enzima trehalosa sintasa 

(TreS, EC 5.4.99.16), la cual es posteriormente activada a maltosa-1P (Mal-1P) por la 

maltoquinasa (MalK, EC 2.7.1.175) (112�115). El paso siguiente es catalizado por la 

☞-1,4-glucano:maltosa-1P maltosiltransferasa (GlgE, EC 2.4.99.16) que transfiere un residuo 

maltosilo a un glucano en crecimiento (112). El último paso de esta ruta es catalizado por la 

enzima ramificante, GlgB, la cual es compartida con la vía clásica (GlgCA) de síntesis del 

polisacárido (116,117). 

Aún más recientemente, se ha reportado la actividad de la enzima micobacteriana GlgM 

(EC 2.4.1.342), la cual cataliza la síntesis de Mal-1P. En esta reacción, la Glc-1P es el aceptor de 

un residuo glucosídico aportado por la ADP-Glc (112). Además, la enzima ha sido cristalizada, 

sentando las bases para un mejor entendimiento de su relación estructura a función (118). 

Anteriormente, a GlgM se la referenciaba como GlgA debido a encontrarse en el operón glg de 

estas actinobacterias y poseer un alto grado de identidad, según las predicciones, con glucógeno 

☎✟✄✡✁☎✁☎ �✞✁✄☎✄✟✞✁☎✁ ✞✁✂✁✞✡✝✂✟✞✁✠✁☎. GlgM es miembro de la familia GT4 y no GT5, como lo son 

las GSasas bacterianas caracterizadas hasta el momento (118). ✌✄✞�✡☎☛✔ �✁☎ �✔��✍✁ ✠✝

M. tuberculosis y S. coelicolor habían sido caracterizadas en nuestro grupo respecto a su 

capacidad de elongar glucógeno (119,120), aunque la actividad con el glucano como aceptor es 

entre dos a tres órdenes de magnitud menor respecto a la transferencia de Glc a partir de ADP-Glc 

a Glc-1P (121). Consecuentemente, se especula que la síntesis de glucógeno en bacterias capaces 

de producir Mal-1P se daría a partir de la actividad de GlgE en lugar de utilizar la ruta clásica 

GlgAC (116,117). De todas formas, hay que destacar el solapamiento del producto de las 

actividades de MalK y GlgM para la síntesis de Mal-1P y que, al momento de esta presentación, 

se desconocen mecanismos regulatorios que operen entre MalK, GlgM y GlgE. Un análisis 

in silico muestra que los genes pertenecientes a las rutas alternativas de la síntesis de glucógeno 
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Tabla 1: Relaciones entre el metabolismo del carbono y las propiedades regulatorias y estructurales de las 
ADP-Glc PPasas de diferentes organismos 

Organismo 
Utilización 

principal del 
carbono 

ADP-Glc PPasa 

Clase 
Regulador alostérico Estructura 

cuaternaria Activador Inhibidor 
Procariotas: acumulan glucógeno 

E. coli 

Salmonella entérica 

Vía de EMP 
(glucólisis) 

I Fru-1,6-P2 AMP 
Homotetrámero 

�✁4) 

Aeromonas fornicans 

M. smegmatis 
II 

Fru-1,6-P2, 
Fru-6P 

AMP, ADP  

Serratia marcescens 

Enterobacter hafniae 
III - AMP  

A. tumefaciens 

Rhodobacter capsulata Vía de ED IV Pyr, Fru-6P AMP, ADP 
Homotetrámero 

�✁4) 

Rhodobacter gelatinosa 

Rhodobacter sphaeroides 

Rhodocyclus purpureus 

Glucólisis y vía 
de ED 

V 
Pyr, Fru-6P, 
Fru-1,6-P2 

AMP, Pi 
Homotetrámero 

�✁4) 

Rhodospipillum rubrum 

Rhodospirillum tenue 
Ciclos de TCA y 
TCA reductivo 

VI Pyr -  

B. subtilis 

Geobacillus 

stearothermophilus 

Ciclo de TCA 
durante la 

esporulación 
VII - - 

Heterotetrámero 
�✁2✂2) 

Cianobacterias 
Synechococcus PCC6301 
Synechocystis PCC6803 
Anabaena PCC7120 

Fijan CO2 a 
través del ciclo de 

Calvin 
VIII 3-PGA Pi 

Homotetrámero 
�✁4) 

Eucariotas: acumulan almidón 
Algas verdes 
Chlorella fusca 

Chlorella vulgaris 

Chlamydomonas 

reinhardtii 

Fijan CO2 a 
través del ciclo de 

Calvin 
VIII 3-PGA Pi 

Heterotetrámero 
�✁2✄2) 

Plantas vasculares 
Tejidos fotosintéticos 

Hojas de espinaca, trigo, 
Arabidopsis, maíz, arroz 

Fijan CO2 a 
través del ciclo de 

Calvin 
VIII 3-PGA Pi 

Heterotetrámero 
�✁2✄2) 

Tejidos no fotosintéticos 

Tubérculo de papa 
Metabolizan la 

Suc importada de 
los tejidos 

fotosintéticos 

VIII 3-PGA Pi 
Heterotetrámero 

�✁2✄2) 

Endosperma de maíz, 
cebada y trigo 

IX 

Ninguno 
directamente, 

3-PGA y Fru6-P 
revierten 
inhibición 

Pi, ADP, 
Fru-1,6-P2 

Heterotetrámero 
�✁2✄2) 

Como se presenta en la Tabla 1, las clases I, II y III incluyen bacterias que realizan la 

glucólisis clásica (a través de la vía EMP) y que poseen ADP-Glc PPasas reguladas por 

metabolitos intermediarios de esta vía de oxidación de Glc. En la clase I se encuentran las enzimas 

bacterianas intestinales, que son activadas por Fru-1,6-P2 e inhibidas por AMP. Las 

ADP-Glc PPasas activadas por Fru-1,6-P2 y Fru-6P, e inhibidas por AMP y ADP están agrupadas 
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en la clase II. La clase III representa una variante, ya que las enzimas agrupadas aquí son 

insensibles a los activadores y sólo las inhibe el AMP. Otro caso son los organismos que utilizan 

principalmente la vía ED (clase IV), cuya ADP-Glc PPasa es activada por Fru-6P y Pyr, mientras 

que el AMP, ADP y Pi son sus inhibidores. Los organismos que utilizan tanto la glucólisis clásica 

como la vía ED (clase V) tienen tres activadores principales (Fru-1,6-P2, Fru-6P y Pyr) (50). La 

clase VI incluye ADP-Glc PPasas de bacterias anaerobias, capaces de crecer en condiciones 

heterotróficas en la oscuridad o ser autótrofas en la luz realizando fotosíntesis anóxica. Estos 

microorganismos no pueden metabolizar Glc, pero utilizan Pyr y los intermediarios del TCA 

como fuentes de carbono y equivalentes de reducción. Por lo tanto, las enzimas son 

específicamente activadas por Pyr (Tabla 1). 

El grupo de ADP-Glc PPasas de cianobacterias, procariotas que llevan a cabo la fotosíntesis 

oxigénica, se clasifica en la clase VIII junto con las algas verdes y las plantas vasculares, debido 

a que comparten propiedades regulatorias. Estas enzimas tienen al 3-PGA y al Pi como principal 

activador e inhibidor, respectivamente (Tabla 1); aunque también exhiben una sensibilidad 

significativa a la activación por hexosas-P (Fru-1,6-P2, Glc-6P y Fru-6P) (154�156). Tanto el 

3-PGA como el Pi juegan un papel central en la asimilación de carbono y energía en los 

organismos que realizan fotosíntesis oxigénica, dado que el 3-PGA es el primer producto de la 

fijación de CO2 por el ciclo de Calvin-Benson, mientras que el Pi es el sustrato para la síntesis de 

ATP por fotofosforilación (50,51,110). Se ha evidenciado que la actividad enzimática vegetal está 

finamente modulada por la relación entre 3-PGA y Pi. Los estudios cinéticos realizados con 

ADP-Glc PPasas de cianobacterias en condiciones de crowding molecular (imitando el entorno 

intracelular) señalaron que la interacción entre los efectores alostéricos conduce a un 

comportamiento ultrasensible, es decir, pequeños cambios en el rango del estímulo inducen una 

respuesta amplificada. Con estas características, se han identificado cuatro patrones regulatorios 

distintos por parte de los efectores alostéricos sobre estas enzimas de clase VIII (51,110). 

Respecto a las ADP-Glc PPasas de tejidos no fotosintéticos de plantas, se distinguen dos tipos: 

un caso es la enzima de tubérculo de papa (clase VIII), la cual es activada por 3-PGA e inhibida 

por Pi. En cambio, la clase IX comprende ADP-Glc PPasas de endosperma de maíz, cebada y 

trigo; las mismas son insensibles al 3-PGA (en ausencia de otros efectores) e inhibidas por Pi, 

ADP y Fru-1,6-P2. Tal inhibición puede ser revertida por el 3-PGA y la Fru-6P (Tabla 1) (50,110). 

En cuanto a las propiedades de regulación alostérica, la Tabla 1 muestra una notoria 

excepción, dada por la ADP-Glc PPasa de G. stearothermophilus que, al ser caracterizada, se 

encontró que la misma es insensible a efectores alostéricos (157). En nuestro grupo de trabajo, se 

avanzó en la caracterización de ADP-Glc PPasas heteroméricas pertenecientes a otros grupos 

dentro de los Firmicutes. Se estudió la enzima de S. mutans, una bacteria perteneciente al grupo 

de los Lactobacillales dentro de los Firmicutes (96). La ADP-Glc PPasa de este organismo 

también está codificada por dos genes, por lo que es heterotetramérica, pero difiere de la de 
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G. stearothermophilus. En primer lugar, la enzima de S. mutans es sensible a la regulación 

alostérica y, en segundo lugar, la subunidad GlgD es importante en el comportamiento general de 

la enzima (96). Recientemente, en nuestro grupo de trabajo también se caracterizó la 

ADP-Glc PPasa de Ruminococcus albus, bacteria perteneciente al grupo de los Clostridiales, el 

tercer gran grupo de los Firmicutes (158). Se demostró que las formas homo- y heterotetramérica 

de la ADP-Glc PPasa de R. albus presenta propiedades distintivas respecto a la enzima de 

G. stearothermophilus y S. mutans (96,157,158). Como se mencionó anteriormente, la 

ADP-Glc PPasa se regula de forma alostérica, y los estudios sobre la enzima de R. albus 

confirman esto, ya que la misma se regula alostéricamente por metabolitos pertenecientes a la vía 

glucolítica de EMP (158). A su vez, la regulación de esta enzima depende de la conformación 

estructural adoptada, destacando el rol modulatorio central de GlgD en la actividad y regulación 

de esta enzima heteromérica (158). Estas enzimas se han agrupado en el grupo VII de la 

clasificación presentada (Tabla 1) (50,110). 

Al momento de la clasificación de las ADP-Glc PPasas presentadas en la Tabla 1, los 

ejemplos con la enzima procedente de bacterias Gram-positivas eran escasos y se limitaban a la 

excepción de la enzima de G. stearothermophilus (50). Dentro de los Gram-positivos, el phylum 

Actinobacteria contiene aquellos organismos con alto contenido de GC en su genoma. En estas 

bacterias se encontró que diferentes glicanos son decisivos para la diferenciación celular y para 

proporcionar los esqueletos de carbono necesarios para la síntesis de antibióticos. Se ha 

establecido que el metabolismo de la Tre y el glucógeno tienen una interacción compleja con la 

diferenciación y que las hexosas-P son metabolitos críticos para el metabolismo secundario en 

S. coelicolor (120,159). En nuestro grupo, se identificaron propiedades específicas con respecto 

a la regulación de la vía clásica de síntesis de glucógeno en bacterias Gram-positivas 

(96,119,120,160). Característicamente, la Glc-6P es el principal activador de las ADP-Glc PPasas 

de actinobacterias, mientas que el NADPH es un inhibidor crítico de esta enzima (119,120,160). 

Además, se demostró que las enzimas de Rhodococcus jostii y S. coelicolor presentan cierta 

promiscuidad regulatoria, siendo activadas por Glc-6P, Fru-6P, Man-6P, ribosa-5P y PEP 

(120,160,161). Curiosamente, la ADP-Glc PPasa de M. tuberculosis, un organismo 

filogenéticamente relacionado a los antes mencionados, no presenta tal diversidad de efectores 

(119). En estos organismos, la oxidación de la Glc-6P se produce principalmente a través de la 

vía EMP y la vía oxidativa de las pentosas-P, dejando disponible para la célula ATP o NADPH, 

así como intermediarios útiles para la biosíntesis de metabolitos secundarios (162�164). Por lo 

tanto, una observación de la activación de la ADP-Glc PPasa por los efectores antes mencionados, 

concuerda con el hecho de que la síntesis de glucógeno se mantiene cuando los niveles altos de 

intermediarios respaldan el funcionamiento de las vías oxidativas, proporcionando ATP y 

NADPH para el anabolismo. Por su parte, la inhibición observada en la enzima de S. coelicolor 

por NADPH podría interpretarse como un mecanismo para dirigir los esqueletos de carbono 
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principalmente para sintetizar antibióticos, en lugar de acumular glucógeno, cuando el poder 

reductor está disponible (120). Estas propiedades regulatorias, distintivas respecto a las demás 

ADP-Glc PPasas, no se encuentran agrupadas en una clase particular de la Tabla 1. 

Además, la Tabla 1 detalla la relación entre las ADP-Glc PPasas y las estructuras cuaternarias 

en diferentes tipos de organismos. La ADP-Glc PPasa se ha purificado a partir de E. coli (165�

167) y Salmonella typhimurium (168,169), y tiene una estructura cuaternaria homotetramérica 

con subunidades de ~50 kDa (50,99,165). En cambio, las ADP-Glc PPasas de organismos 

pertenecientes a los Firmicutes (96,107,157,158) contienen dos genes, glgC y glgD, que codifican 

dos ADP-Glc PPasas homólogas en secuencia de aminoácidos a otras enzimas procarióticas. La 

proteína GlgC de G. stearothermophilus tiene una longitud de 387 aminoácidos, con una masa 

molecular de 43,3 kDa y muestra una identidad de 42-70% con otras ADP-Glc PPasas bacterianas. 

Por su parte, la proteína GlgD del mismo organismo (de 343 aminoácidos, con una masa 

molecular predicha de 38,9 kDa) tiene un menor grado de identidad (20-30%) (157). La expresión 

de glgC de G. stearothermophilus produce una enzima recombinante activa, pero GlgD muestra 

una actividad insignificante. Sin embargo, cuando los genes glgC y glgD se co-expresan el 

resultado muestra que la proteína GlgC/GlgD tiene una mayor afinidad por el sustrato y una Vmax 

dos veces mayor que la de GlgC sola (157). De igual manera, con la enzima de R. albus se observó 

que la GlgD es un monómero inactivo cuando se expresa solo, pero aumenta la eficiencia 

catalítica del heterotetrámero (GlgC/GlgD) en comparación con el homotetrámero (GlgC) (158). 

Lo mismo sucede con la enzima de S. mutans, un organismo que induce la cariogénesis (96). En 

base a estos hallazgos, se puede generalizar que la presencia de las subunidades GlgD incrementa 

la actividad y la afinidad hacia los sustratos en todos los heterotetrámeros de Firmicutes. 

Recientemente, estudios de transcriptómica en S. mutans revelaron cambios en los niveles de 

GlgD según la fuente de carbono proporcionada en el medio de cultivo (170). Esto sugiere que 

puede haber una expresión diferencial de la subunidad GlgD, que condiciona la formación del 

heterotetrámero GlgC/GlgD, el cual exhibe diferentes propiedades cinéticas y regulatorias en 

comparación al homotetrámero GlgC, conduciendo así a una plasticidad cinética-regulatoria de 

la ADP-Glc PPasa de Firmicutes. Asimismo, se evidenció que la regulación alostérica parece ser 

una regla y no una excepción para la ADP-Glc PPasa de Firmicutes, presentando así a la enzima 

de G. stearothermophilus, perteneciente al grupo de Bacillales, como una particularidad dentro 

de este filo bacteriano (96,157,158). 

La ADP-Glc PPasa de cianobacterias difiere en su estructura cuaternaria de aquellas 

encontradas en algas y plantas (51,110), ya que la misma posee una estructura cuaternaria de 

homotetrámero (como es el caso de la enzima de la mayoría de las bacterias); mientras que, en 

✁��✁☎ ✖✝✂✠✝☎ ✟ ✠�✁✄✡✁☎ �✁ ✝✄✞✁☛✁ ✝☎✡✂ ✞☛☛✠✄✝☎✡✁ ✠☛✂ ✠☛☎ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠✝☎✔ ☞ ✟ ☎✔ ✖✄✝ ✝✄ ✞☛✄✆✄✄✡☛

✆☛✂☛✁✄ ✄✄✁ ✝☎✡✂✄✞✡✄✂✁ ✝✝✡✝✂☛✡✝✡✂✁☛✏✂✁✞✁ ☞2☎2. Se ha descripto que la subunidad denominada 

✠✝✖✄✝✏✁ ✞☞ ☛ ✓ ✠✝ small, 50-54 kDa) posee actividad catalítica, mientras que la llamada subunidad 
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�✂✁✄✠✝ ✞☎ ☛ � ✠✝ large, 54-60 ✁✂✁✄ ☛☛✠✄�✁ �✁ ✁✞✡✁✖✁✠✁✠ ✠✝ �✁ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠ ☞ (51,110). Diferentes 

mecanismos fueron identificados en cuanto a la modulación de la actividad de las 

ADP-Glc PPasas provenientes de organismos fotosintéticos, incluyendo moléculas pequeñas 

como reguladores alostéricos y modificaciones químicas post-traduccionales (110,171). La 

☎✄✍✄✄✁✠✁✠ ☎✔ ✖✄✝ ☎✝ ✝✄✞✄✝✄✡✂✁ ✝✄ �☛☎ ✝✄✞✁✂✁☛✡✁☎ ✆☛✡☛☎✁✄✡✏✡✁✞☛☎✔ ✁�✡✝✂✁ �✁ ☎✝✄☎✁✍✁�✁✠✁✠ ✠✝ �✁

☎✄✍✄✄✁✠✁✠ ☞ ✝✁✞✁✁ �☛☎ ✝✆✝✞✡☛✂✝☎ ✁�☛☎✡✏✂✁✞☛☎✔ ✠☛☎✁✍�✝☛✝✄✡✝ ✁ ✡✂✁✖✏☎ ✠✝ ✁✄✡✝✂✁✞✞✁☛✄✝☎

proteína-proteína. Esto tendría relevancia fisiológica, ya que de esta manera, la expresión de 

✠✁✆✝✂✝✄✡✝☎ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠✝☎ ☎ ✝✄ ✠✁✖✝✂☎☛☎ ✡✝✆✁✠☛☎ ✠☛✠✂✎✁ ✞☛✄✆✝✂✁✂ ✠✂☛✠✁✝✠✁✠✝☎ ✁�☛☎✡✏✂✁✞✁☎ ✝☎✠✝✞✎✆✁✞✁☎ ✁

la enzima, adecuadas a las necesidades de la síntesis de almidón (172�174). En estudios recientes 

de nuestro grupo de trabajo, se produjeron y caracterizaron enzimas híbridas obtenidas a partir de 

✄✄✁ ✞☛☛✍✁✄✁✞✁☎✄ ✝✄✡✂✝ �✁☎ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠✝☎ ☞ ✟ ☎ ✠✝ ☎✂✆-Glc PPasas de endosperma de trigo y de 

✡✄✍✏✂✞✄�☛ ✠✝ ✠✁✠✁✑ ☎ ✠✁✂✡✁✂ ✠✝ ✝☎✡☛☎ ✝✄☎✁✟☛☎✔ ☎✝ ✠✝☛☛☎✡✂☎ ✖✄✝ �✁ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠ �✂✁✄✠✝ ☛ ☎ ✆✄✝�✁ ✄✄

papel clave en conferirle propiedades regulatorias a las enzimas vegetales (175). A la vez, el 

análisis de las secuencias de ADP-Glc PPasas de diferentes fuentes reveló que la subunidad 

pequeña está altamente conservada (80-85% de identidad), mientras que la subunidad grande es 

menos conservada (50-60%) (176,177). 

La estructura tridimensional de las ADP-Glc PPasas no estuvo clara durante mucho tiempo, 

✝✁☎✡✁ ✖✄✝ ☎✝ ✠✝✡✝✂☛✁✄☎ �✁ ✝☎✡✂✄✞✡✄✂✁ ✞✂✁☎✡✁�✁✄✁ ✠✝ ✄✄ ✝☛☛☛✡✝✡✂✂☛✝✂☛ ✞☞4) de tubérculo de papa 

(137). Luego de la resolución de esta estructura también se resolvieron otras estructuras 

bacterianas de fuentes heterótrofas, como A. tumefaciens (138) y E. coli (139). A partir de esto, 

se evidenciaron dos dominios: el N-terminal, que es catalítico y se asemeja a un pliegue de 

Rossmann de unión a dinucleótidos; y el C-terminal, el cual está involucrado en la regulación 

alostérica cooperativa y la oligomerización (37,137,178,179). Recientemente, se ha obtenido la 

estructura cristalina de la enzima de A. tumefaciens con el activador alostérico Pyr unido (140). 

A lo largo de todos estos años de investigación sobre ADP-Glc PPasas de diferentes fuentes, se 

han identificado los aminoácidos involucrados en la catálisis y regulación de la enzima. Estudios 

realizados utilizando diferentes enfoques experimentales, como modificación química, 

mutagénesis aleatoria y sitio dirigida, han demostrado la existencia de una interacción entre 

ambos dominios (146,180�183). 

Del análisis de los datos experimentales, sumado a modelos estructurales de la enzima, surge 

la idea de que las ADP-Glc PPasas y otras NDP-azúcar PPasas derivan de un ancestro común, 

siendo que todas exhiben el mismo plegamiento en su dominio catalítico (126,131,176). La 

diferencia principal es que las ADP-Glc PPasas son enzimas alostéricas y las subunidades son de 

mayor tamaño, ya que el extremo C-terminal se ha extendido entre 120 y 150 aminoácidos, y el 

N-terminal unos 10 a 40 residuos. Probablemente, la adquisición del fragmento C-terminal le 

confiere el carácter de enzima alostérica o mejora cierta regulación rudimentaria ya presente 

(50,110). De hecho, se ha demostrado que una enzima no regulada alostéricamente, como lo es la 
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UDP-Glc PPasa bacteriana, puede adquirir esta propiedad con la simple fusión del extremo 

C-terminal de una ADP-Glc PPasa de procariotas (144). Esto lleva a pensar que, una vez adquirido 

ese dominio, la enzima pudo haber experimentado distintos procesos evolutivos que favorecieron 

una adaptación a los diferentes entornos metabólicos, lo cual produjo la diferenciación en las 

diversas clases de enzimas (50,110). 

El origen de la ADP-Glc PPasa en eucariotas puede estar relacionado con el proceso 

endosimbiótico entre procariotas, que dio lugar a la formación de plástidos y la posterior 

transferencia del gen al núcleo (184,185). De acuerdo con esta hipótesis, las enzimas de 

cianobacterias exhiben una mayor similitud con las subunidades pequeñas de plantas que con las 

de otras bacterias heterót✂☛✆✁☎✑ ✒✄ �☛☎ ✝✄✞✁✂✁☛✡✁☎✔ �✁ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠ ☎ ☎✄✂�✁☎☛✂☎ ✡✁✂✠✝ ✝✄ �✁ ✝✖☛�✄✞✁☎✄✔

probablemente a través de la duplicación de genes, luego de lo cual estos genes dieron lugar de 

manera divergente a muchas variantes especializadas (110,174). Esto permitió obtener diferentes 

polipéptidos: una subunidad catalítica y una regulatoria. Aunque ambas parecen provenir del 

mismo ancestro, dada la similitud de las regiones conservadas, la mayor similitud entre las 

☎✄✍✄✄✁✠✁✠✝☎ ☞ sugiere que estas han tenido restricciones evolutivas más fuertes que las 

☎✄✍✄✄✁✠✁✠✝☎ ☎✑ ☎✠✝☛✂☎✔ �✁☎ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠✝☎ ☞ ☛✄✝☎✡✂✁✄ ✄✄✁ ☛✁✟☛✂ ☎✁☛✁�✁✡✄✠ ✞☛✄ �✁ ✝✄✞✁☛✁

✞✁✁✄☛✍✁✞✡✝✂✁✁✄✁ ✖✄✝ ✞☛✄ �✁☎ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠✝☎ ☎✔ �✁☎ ✞✄✁�✝☎ ✡✁✝✄✝✄ ✞☛✄☎✁✠✝✂✁✍�✝☎ ✠✁✆✝✂✝✄✞✁✁☎ ✠✝

secuencia entre ellas. Esto último probablemente refleja los diferentes requisitos en la modulación 

✠✝ �✁ ✂✝☎✠✄✝☎✡✁ ✠✝ �✁ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠ ☞✔ ✝☎ ✠✝✞✁✂✔ ✁ �✁ ✁✞✡✁✖✁✞✁☎✄ ✝ ✁✄✝✁✍✁✞✁☎✄ ✁�☛☎✡✏✂✁✞✁ ✂✝✠✂✝☎✝✄✡✁✠✁ ✠☛✂

las diferentes necesidades de tejidos y especies (110,172,174,186). Una etapa posterior en la 

✝✖☛�✄✞✁☎✄ ✠✝ �✁☎ ☎✄✍✄✄✁✠✁✠✝☎ ☞ y ☎ de ADP-Glc PPasas de plantas involucraría la adquisición de 

mecanismos de regulación post-traduccional (51,110,171,187�189). 

Estudios previos (96,146,149,150,190) han demostrado la importancia de caracterizar la 

regulación de las ADP-Glc PPasas mediante el análisis del efecto concomitante de diferentes 

efectores. Estos resultados sugieren que la relación entre estos efectores ejerce una fina regulación 

en la actividad enzimática, lo cual se aproxima mejor a las diferentes condiciones metabólicas en 

las que se produce la síntesis de glucógeno. Estos trabajos mostraron la existencia de una 

interacción entre los activadores e inhibidores de la ADP-Glc PPasa de procariotas 

(96,146,149,150,190). Los resultados obtenidos con la ADP-Glc PPasa de S. mutans mostraron 

que el heterotetrámero no fue afectado por la Fru-1,6-P2, pero cuando se midió su actividad en 

presencia de concentraciones sub-saturantes del inhibidor PEP el mismo fue sensible a la 

activación por Fru-1,6-P2 (96). Por otro lado, se sabe que la Fru-1,6-P2 es el activador principal 

de la ADP-Glc PPasa de E. coli y el Pyr es un activador débil de la misma. Sin embargo, el efecto 

del Pyr como activador alostérico de la enzima de E. coli mejoró cuando se analizó en presencia 

de Fru-1,6-P2 (149). Además, se sabe que el AMP es el principal inhibidor de la ADP-Glc PPasa 

de E. coli, actuando principalmente en una interacción cruzada con el activador Fru-1,6-P2 

(180,191,192). Se logró demostrar que cuando el Pyr estaba presente, la enzima es menos sensible 
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bacterianos de GT-B (201�204). En general, se acepta que en las enzimas GT-B los dadores de 

NDP-azúcares se unen principalmente al dominio C-terminal de la proteína, mientras que el 

dominio N-terminal está involucrado en el reconocimiento del sustrato aceptor. Debido a que los 

sustratos aceptores muestran una marcada diversidad de estructuras químicas en comparación con 

los dadores de NDP-azúcares, la región N-terminal refleja esta variabilidad al mostrar diferentes 

reordenamientos de los elementos estructurales secundarios (205). 

Las GSasas, a diferencia de las nucleotidiltransferasas, no requieren la presencia de metales 

para su actividad (73). Una observación evolutiva interesante es que la proteína GlgP, responsable 

de degradar el glucógeno liberando moléculas de Glc-1P, también pertenece a la familia con 

plegamientos GT-B, lo que sugiere una relación estructural divergente para estas enzimas que 

catalizan reacciones opuestas (73). Este plegamiento GT-B se conserva entre las GSasas de 

bacterias, arqueas y eucariotas (203,204,206,207). Sin embargo, las enzimas eucariotas difieren 

de aquellas de organismos procariotas, no sólo a nivel de secuencia primaria, sino también en su 

especificidad por los dadores de NDP-azúcar que utilizan y en su regulación (73,74). Como se 

indicó previamente, las GSasas de animales y hongos son activadas por Glc-6P e inhibidas por la 

fosforilación reversible de distintos residuos de Ser y Thr. Por el contrario, las GSasas bacterianas 

no presentan ningún tipo de regulación (99). 

Tal como se mencionó anteriormente, el sitio activo de las GSasas se encuentra en una 

hendidura profunda entre los dominios N- y C-terminal (203,204,206). Gracias a la estructura 

determinada para la GSasa de E. coli se pudo demostrar que el NDP-azúcar se une principalmente 

a un bolsillo en el lado C-terminal de la hendidura (203,204). Curiosamente, cuatro oligosacáridos 

se unen al dominio N-terminal, uno en la hendidura y tres en la superficie del dominio. Los 

oligosacáridos unidos a la superficie muestran menos interacción con la enzima y exhiben una 

organización estructural similar a una hélice. A pesar del hecho de que los oligosacáridos se unen 

sólo al dominio N-terminal de la GSasa, esto sugiere fuertemente que el glucógeno in vivo se une 

a un lado de la enzima para asegurar el movimiento entre dominios, que es esencial para la síntesis 

eficiente y continua ✠✝ �✁ ✞✁✠✝✄✁ ✠✝� ☞-glucano (208). 

Durante mucho tiempo, se pensó que la polimerización del glucógeno estaba catalizada 

únicamente por GSasas que utilizan NDP-Glc como dador de residuos glucosilos. Sin embargo, 

como se mencionó con anterioridad, se ha identificado otra polimerasa bacteriana, GlgE, que no 

utiliza como dador a la NDP-Glc, sino que utiliza Mal-1P (122). Actualmente, se sabe que las 

bacterias Gram-positivas que contienen una enzima GlgE presentan un homólogo de GlgA que 

pertenece a la familia GT4. Esta enzima puede usar ADP-Glc y Glc-1P para sintetizar Mal-1P, 

por lo que esta actividad enzimática no informada anteriormente se denominó como Mal-1P 

sintasa (GlgM), y la enzima procedente de M. smegmatis ha sido cristalizada (118). A partir de la 

estructura determinada, se pudo observar que la proteína GlgM consta de 2 dominios, cada uno 
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una influencia crítica en el sentido de la reacción de la SucPSasa. De esta manera, mediante la 

acción combinada de ambas enzimas, la célula aseguraría la síntesis de Suc cuando las 

concentraciones de los sustratos NDP-Glc y Fru-6P son bajas, como así también cuando el 

producto Suc se encuentra en altas concentraciones. Alternativamente, la síntesis del disacárido 

puede ocurrir en una reacción catalizada por (iii) la Suc sintasa (SucSasa; EC 2.4.1.13) a partir de 

un NDP-Glc y Fru, aunque en especies vegetales esta reacción suele estar relacionada con la ruta 

de degradación de la Suc (209,222). Además, como la SucSasa no se encuentra modulada por 

metabolitos o asociada a otras reacciones, esta reacción dependería exclusivamente de las 

concentraciones relativas de los sustratos. Varios trabajos realizados con las enzimas de plantas 

demostraron que la SucPSasa utiliza preferencialmente UDP-Glc (223�226). Distintivamente, los 

estudios realizados con las enzimas de organismos procariotas sugieren que la SucPSasa y la 

SucSasa pueden utilizar otros sustratos, en particular la ADP-Glc (216,217,227,228). 

i. NDP-Glc + Fru-�✆✁ ✂✄✞-6P + NDP [SucPSasa, EC 2.4.1.14] 

ii. Suc-6P + H2✄☎ ✂✄✞ ✆ ✆✁  [SucPasa, EC 3.1.3.24] 

iii. NDP-✔�✞ ✆ ✝✂✄✁ ✂✄✞ ✆ ✞✂✆  [SucSasa, EC 2.4.1.13] 

Se sugirió que existiría una estrecha correlación de secuencias entre los dominios 

glicosiltransferasa de la SucPSasa y la SucSasa, lo que indicaría un origen evolutivo común entre 

ambas (229). Además, se postuló que, evolutivamente, el primer aceptor de glucosilo debió haber 

sido la Fru-6P en lugar de la Fru, debido a su abundancia en el metabolismo intermediario y al 

hecho de que la hidrólisis del sustrato intermedio, la Suc-6P, conduciría a una vía de síntesis 

esencialmente irreversible (229,230). Más adelante, con el transcurso de la evolución, se habría 

adquirido la función SucSasa. Ambas sintasas pertenecen a la subfamilia GT4 de la superfamilia 

de las GTs. Estas enzimas tienen un mecanismo de reacción que mantiene la conformación 

anomérica y una estructura del tipo GT-B (194). Al analizar las secuencias de las SucPSasas y 

SucPasas de distintas fuentes se encontraron distintas arquitecturas. En base a esto, se han descrito 

diferentes tipos de estructuras para las enzimas involucradas en la síntesis de Suc, dependiendo 

de la disposición de los dominios que las componen (Figura 2). En bacterias se han identificado, 

al menos hasta el momento, 3 tipos de SucPSasas. Las cianobacterias formadoras de heterocistos, 

como Anabaena sp. PCC 7120, tienen dos genes que codifican para SucPSasa, denominados spsA 

y spsB (215,217,229). Las enzimas codificadas por estos genes pertenecen al grupo de SucPSasas 

bacterianas de tipo I, ya que poseen únicamente el dominio glicosiltransferasa (Figura 2). Este 

tipo de proteínas presentan una masa molecular de ~53 kDa y también se encuentran en bacterias 

como Halothermothrix orenii, en algunas cianobacterias unicelulares y en la filamentosa Nostoc 

punctiforme PCC 73102 (211,221). Las especies que presentan una SucPSasa de tipo I, 

generalmente poseen una secuencia codificante para una SucPasa bacteriana (221). 
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actividades de ambas enzimas dependen estrictamente de la presencia de un catión de metal 

divalente, prefiriéndose Mg2+. A su vez, son altamente específicos para Suc-6P, mostrando poca 

o ninguna actividad hidrolítica con otros azúcares fosforilados. 

Se han encontrado muchas isoformas de SucPSasa como de SucPasa en plantas (236,237), y 

parecen ser más grandes que sus homólogas en organismos procariotas. Las SucPSasas vegetales 

son más grandes hacia el extremo N-terminal como hacia el C-terminal. Se ha demostrado que el 

extremo N-terminal contiene residuos involucrados en la regulación por fosforilación (Figura 2) 

(223), mientras que el extremo C-terminal tiene una identidad significativa con dominios del tipo 

SucPasa. Este segundo dominio, al igual que ocurre en las SucPSasas de tipo III, no presentaría 

actividad enzimática por la falta de los residuos involucrados en la catálisis (Figura 2) (210). 

A partir de análisis filogenéticos de estas SucPSasas vegetales, se agruparon en cuatro familias 

distintas, que se denominaron A, B, C y D (221,236,238). En las familias A, B y C hay al menos 

tres sitios involucrados en la regulación por luz-oscuridad, unión a proteínas 14-3-3 y activación 

por estrés osmótico, respectivamente (223). La familia D contiene dos subfamilias distintas de 

genes, aunque codifican isoformas similares de SucPSasas que tienen varias características 

distintivas. Estas isoformas inusuales son más pequeñas (108-109 kDa, tipo V) que las proteínas 

de las familias A, B o C (114-119 kDa, tipo IV), ya que carecen de una región conectora de 

~85 aminoácidos, que se encuentra entre el dominio glicosiltransferasa y el dominio SucPasa 

(Figura 2) (221). Estudios realizados con la SucPSasa de plantas demostraron que la misma se 

encuentra altamente regulada, tanto a nivel transcripcional, post-traduccional (activación o 

inhibición por fosforilación), como alostéricamente (activada por Glc-6P e inhibida por Pi) 

(211,221,222). Excepto por el sitio Ser424, que está ausente en las SucPSasas de la familia B en 

las eudicotiledóneas, los tres sitios de fosforilación están presentes en casi todas las demás 

proteínas de las familias A, B y C de las angiospermas. Por el contrario, las SucPSasas de la 

familia D carecen de dos de los sitios de fosforilación, Ser229 y Ser424, y algunos de los residuos 

críticos para el reconocimiento de la proteína quinasa también faltan en el motivo del sitio de 

fosforilación Ser158 (221). Por otro lado, no se ha encontrado evidencia concreta de que las 

SucPSasas y las SucPasas procariotas sean reguladas (los residuos blancos de las fosforilaciones 

no están presentes, ni son activadas por Glc-6P o inhibidas por Pi). Pareciera que la síntesis de 

Suc en organismos procariotas se encuentra controlada principalmente a nivel de la transcripción 

de genes y por disponibilidad de sustratos (221). 

Con respecto a las SucPasas de plantas, son más grandes hacia el extremo C-terminal, en 

comparación con sus homólogas procariotas (Figura 2). Estas últimas son monoméricas y tienen 

una longitud de unos 260 aminoácidos (232,233,235). Por su parte, las SucPasas vegetales 

presentan un excedente de ~160 aminoácidos, que podría participar en la dimerización o aumentar 

la eficiencia catalítica (210,211). 
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especiales son de gran interés, ya sea por falta de información específica o porque se ubican en 

posiciones claves del árbol filogenético. 

El escenario evolutivo muestra que la caracterización de enzimas implicadas en el 

metabolismo de hidratos de carbono de diferentes organismos es útil para el análisis comparativo 

y, de esta manera, poder establecer relaciones entre estructura, función y regulación de las 

respectivas proteínas. Estos estudios permiten identificar dominios proteicos implicados en las 

similitudes y diferencias funcionales y estructurales de las enzimas. Es así que para el desarrollo 

de este trabajo de Tesis se seleccionaron Melainabacteria, B. japonicum y N. europaea como 

organismos modelos de procariotas, ya que los mismos se encuentran ocupando sitios evolutivos 

intermedios, para la caracterización bioquímica de las enzimas involucradas en el metabolismo 

de carbohidratos. 

Las proteínas seleccionadas se caracterizaron según sus propiedades cinéticas y reguladoras. 

En base a esto, se exploró en detalle si existen distintos niveles de especificidad/promiscuidad por 

el uso de sustratos, así como si hay diferencias respecto a los efectores alostéricos que modulan 

la actividad enzimática, realizando una comparación con enzimas de otros organismos 

caracterizadas con anterioridad. De esta manera, los resultados obtenidos durante el desarrollo de 

esta Tesis aportan una mayor comprensión de las propiedades cinéticas, regulatorias y 

estructurales de las enzimas en estudio, de las características evolutivas de la síntesis de 

carbohidratos en células procariotas, así como nuevos conocimientos sobre posibles 

características bioquímicas operativas en los organismos estudiados que ayudan a explicar la 

versatilidad metabólica de cada microorganismo. 
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(270,273), sedimentos marinos y áreas lacustres (274) y en heces de animales y humanos (266), 

como así también en intestinos (274). Los datos genómicos respaldan la ausencia de toda la 

maquinaria fotosintética en Melainabacteria, lo que es consistente con la hipótesis de que su 

divergencia generó la incorporación de los fotosistemas en Oxyphotobacteria (266,270). 

El descubrimiento de las cianobacterias no fotosintéticas de la clase Melainabacteria despertó 

el interés por estudiar tanto la evolución como la fisiología y la relevancia ecológica de estos 

organismos. En consecuencia, la caracterización de las enzimas que intervienen en los principales 

segmentos metabólicos (como lo es la síntesis de glucógeno) es esencial para complementar los 

criterios bioquímicos que contribuyen a clasificar y comprender el comportamiento metabólico 

de este nuevo grupo de bacterias. En este contexto, nos planteamos analizar bioquímicamente las 

propiedades de la ADP-Glc PPasa de dos organismos pertenecientes a Melainabacteria, una de 

origen intestinal y otra de vida libre, como así también la ADP-Glc PPasa de Anabaena PCC 7120 

(AnaGlgC), una cianobacteria fotosintética. El contexto diferencial presentado en cuanto a las 

propiedades regulatorias y estructurales de dichas enzimas sitúa al trabajo realizado en esta Tesis 

en una posición clave para un mejor entendimiento de las relaciones entre la estructura y las 

propiedades alostéricas de ADP-Glc PPasas de cianobacterias no fotosintéticas.  
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de Actinobacteria y de las cianobacterias no fotosintéticas; además, se observa que están 

separadas de las enzimas de organismos fotosintéticos (Figura 3). 

En resumen, el análisis filogenético ha permitido discernir vínculos evolutivos entre las 

ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y las de otros grupos bacterianos. Este análisis no sólo aclara 

la posición de estas enzimas en el árbol, sino que también abre líneas interesantes de investigación 

para comprender las bases evolutivas y funcionales de estas enzimas cruciales en la síntesis de 

glucógeno.
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Figura 3: Árbol filogenético de ADP-Glc PPasas de diferentes organismos. Se colectaron las secuencias 
polipeptídicas de GlgCs y con las mismas se realizó la construcción del árbol como se indica en Materiales y 
Métodos. Los diferentes colores representan las distintas taxonomías como se indica. La Tabla Suplementaria S1 
detalla los números y nombres de las secuencias de proteínas. 
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existen casos en los que esta etiqueta puede afectar los valores cinéticos de la enzima en cuestión. 

Por esto se decidió ensayar las diferentes enzimas con y sin el agregado de la etiqueta. Para las 

proteínas en ausencia de His-tag, se procedió a su purificación mediante cromatografía de 

intercambio iónico, utilizando una columna de 10 ml con resina DEAE-Sepharose fast flow, 

previamente equilibrada en buffer A. Las fracciones recolectadas fueron analizadas mediante 

determinación de actividad enzimática y SDS-PAGE. Las fracciones más activas y puras se 

reunieron, se concentró mediante ultrafiltración, se suplementó con glicerol 10% (v/v) y 

seguidamente la muestra se almacenó a -80 °C para su posterior análisis. 

Por su parte, las enzimas expresadas con un His-tag N-terminal se purificaron mediante 

cromatografía IMAC, para lo cual se utilizó una columna HisTrap de 1 ml (GE Healthcare), 

conteniendo Ni2+ como metal, previamente equilibrada con buffer H. La elusión de la muestra se 

realizó con un gradiente de imidazol de 0-300 mM. Las fracciones eluidas fueron analizadas por 

SDS-PAGE y por actividad ADP-Glc PPasa. Aquellas que exhibieron actividad significativa se 

juntaron, concentraron y almacenaron a -80 °C, previo agregado de glicerol 10% (v/v). Debido a 

que la enzima inMelGlgC obtenida luego de su purificación en estas condiciones y almacenada 

como se describe resultó ser inestable (pérdida del 50% de actividad en las 48 h posteriores a su 

purificación), se analizaron alternativas para su almacenamiento. En la Tabla 2 se describen las 

diferentes condiciones en las que se almacenó la enzima posteriormente a su purificación. Para 

ello, la proteína purificada se fraccionó inmediatamente en las condiciones detalladas a 

continuación (Tabla 2).  
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Tabla 2: Ensayo de diferentes condiciones en las que se analizó la estabilidad de la enzima inMelGlgC. 

Muestra de 
partida 

Actividad (U/mg) Almacenamiento 

Actividad 
48 h 

después 
(U/mg) 

Actividad 
72 h 

después 
(U/mg) 

Actividad 
1 semana 
después 
(U/mg) 

Pool de 
partida 

Fracción 7 

1,061 

 

  

 

Fracción 8 

Fracción 9 

Fracción 10 

Fracción 11 

Buffer A 

 4 °C 2,789 2,714 2,538 

-80 °C 2,780 2,369 1,978 

4 °C + glicerol 10% (v/v) 2,933 2,567 2,420 

-80 °C + glicerol 10% (v/v) 2,671 2,535 2,381 

Tris-HCl 
50 mM + 

DTT 2,5 mM 

 4 °C 3,113 2,826 2,606 

-80 °C 2,702 2,703 2,484 

4 °C + glicerol 10% (v/v) 2,876 2,645 2,592 

-80 °C + glicerol 10% (v/v) 2,805 2,808 2,269 

Buffer S 

 
4 °C 2,421 2,157 2,103 

-80 °C 3,564 3,919 3,200 

Buffer I 

 

-80 °C 1,490 1,217 1,193 

 

Los buffers que se analizaron fueron: buffer A [MOPS-NaOH 50 mM pH 8, MgCl2 5 mM, 

EDTA 0,1 mM, Suc 5% (p/v)]; Tris-HCl 50 mM + DTT 2,5 mM; buffer S [HEPES-NaOH 50 mM 

pH 8, Suc 10% (p/v), DTT 0,2 mM, EDTA 1 mM]; buffer I (mismo buffer de elusión). Además, 

se analizaron distintas temperaturas, con y sin el agregado de glicerol. Luego de 48 h, 72 h y una 

semana de almacenada en una condición dada, se realizaron medidas de actividad para cada 

fracción, determinando así la capacidad de cada una de las condiciones ensayadas de conservar 

la actividad ADP-Glc PPasa. De esta manera, se determinó que inMelGlgC permanece estable en 

el buffer S. A partir de este resultado, y para tener las tres GlgCs cianobacterianas en la misma 

condición, las enzimas inMelGlgC, flMelGlgC y AnaGlgC en una nueva purificación se dializaron 

para mantenerlas en buffer S, guardándose a -80 °C. En estas condiciones, las ADP-Glc PPasas 

purificadas resultaron ser estables al menos por 12 meses. 
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Figura 7: Activación de las ADP-Glc PPasas cianobacterianas por Glc-6P 
(A) y 3-PGA (B). inMelGlgC (círculos rellenos), flMelGlgC (cuadrados 
rellenos), AnaGlgC (triángulos rellenos). El valor de 1 corresponde a 
actividades de 7,1, 2,3 y 0,25 U/mg para inMelGlgC, flMelGlgC y 
AnaGlgC, respectivamente. 

Se ha demostrado que las propiedades regulatorias de la ADP-Glc PPasa de la cianobacteria 

Anabaena PCC 7120 se ven considerablemente afectadas por las condiciones de crowding 

molecular cuando son analizadas in vitro (190,291,292). El crowding imita el hacinamiento 

molecular, lo que ocurre en la célula, y promueve interacciones proteína-proteína específicas 

(293,294). En medios de reacción con crowding, la agregación de proteínas se promueve a través 

de la exclusión del solvente y el consiguiente aumento local en la concentración de proteínas. A 

modo de corroborar que el 3-PGA no afecta el comportamiento cinético de las enzimas de 

Melainabacteria, analizamos su posible efecto en presencia de distintas concentraciones de BSA 

(1; 2,5 y 5 mg/ml) para evaluar si el crowding molecular exalta la acción del 3-PGA, que pudiera 

haber sido subestimada previamente. En estas condiciones, las ADP-Glc PPasas de 

Melainabacteria permanecieron insensibles al efector, y confirmamos que el mismo no es efector, 

marcando una sustancial diferencia con la enzima de cianobacterias. 

También profundizamos el análisis regulatorio de las otras dos hexosas-P (Fru-6P y Man-6P) 

que identificamos como activadores de las enzimas de Melainabacteria estudiadas en esta Tesis, 

y sus parámetros se muestran en la Tabla 4. Para el caso de inMelGlgC, el incremento en la 

actividad fue de 40 y 15 veces para Fru-6P y Man-6P, respectivamente; mientras que en 
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flMelGlgC fue de 4 y 13 veces. Los mismos metabolitos, analizados sobre AnaGlgC, aumentaron 

14 y 6 veces la actividad, respectivamente. Los valores de afinidad por estos efectores se 

encuentran en el rango de 0,4-1,7 mM (Tabla 4). En estudios previos (152), ya se había 

demostrado que el PEP actúa como activador de la ADP-Glc PPasa de Anabaena PCC 7120 

(Tabla 4), aspecto que profundizamos en esta Tesis, determinando sus parámetros de activación. 

Curiosamente, a concentraciones de PEP mayores a 2,5 mM se observa una inhibición en la 

actividad de la enzima. Respecto a las enzimas de Melainabacteria, mostraron una baja 

sensibilidad a la activación por PEP y no avanzamos en mayores estudios cinéticos de este 

metabolito. 

Tabla 4: Parámetros cinéticos para efectores alostéricos de ADP-Glc PPasas de cianobacterias. 

Efector 
inMelGlgC flMelGlgC AnaGlgC 

A0,5 (mM) Activación A0,5 (mM) Activación A0,5 (mM) Activación 

Glc-6P 0,37 ± 0,01 54 0,35 ± 0,03 12 1,4 ± 0,2 5,4 

Fru-6P 0,44 ± 0,05 40 1,7 ± 0,1 3,8 0,9 ± 0,1 14 

Man-6P 0,52 ± 0,02 15 0,45 ± 0,04 13 0,40 ± 0,06 6 

3-PGA Sin efecto 1 Sin efecto 1 0,19 ± 0,09 29 

PEP n.d. n.d. 0,17 ± 0,01 8,3 

n.d.: no determinado 

Luego, analizamos el comportamiento de ADP y Pi, que resultaron inhibidores de las enzimas 

ensayadas y cuyos parámetros se indican en la Tabla 5. Notoriamente, la inhibición por Pi fue 

más pronunciada en AnaGlgC que en las enzimas de Melainabacteria (inMelGlgC y flMelGlgC), 

ya que la concentración de inhibidor a la cual se alcanzó el 50% de la máxima inhibición (I0,5) fue 

de 0,09, 0,23 y 2,3 mM, respectivamente (Tabla 5). Determinamos una actividad remanente del 

20% en inMelGlgC y AnaGlgC a una concentración de 2 mM de Pi. En cambio, para la enzima 

flMelGlgC es necesaria una concentración mayor de Pi (10 mM) para generar la misma inhibición 

(Figura 8A-C). Por otro lado, la inhibición producida por el ADP presentó un comportamiento 

sigmoideo sobre las enzimas en estudio. Esta inhibición fue prácticamente total para la enzima 

inMelGlgC, con un I0,5 de 2,3 mM (Figura 8D). Lo mismo sucede para la flMelGlgC, pero con un 

I0,5 de 1,44 mM (Figura 8E). En cambio, cuando se analizó este inhibidor para la enzima AnaGlgC 

el I0,5 fue de 1,07 mM, dejando un 60% de actividad remanente (Figura 8F). Por su parte, el PEP 

y el Pyr presentaron un efecto inhibitorio en ambas enzimas de Melainabacteria, aunque 

significativamente más débil que el de Pi y el ADP (Tabla 5). 
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Tabla 5: Parámetros cinéticos para inhibidores de ADP-Glc PPasas de cianobacterias. 

Efector 

inMelGlgC flMelGlgC AnaGlgC 

I0,5 (mM) 
I0,5 (con 0,4 mM 

de Glc-6P) 
I0,5 (mM) 

I0,5 (con 0,4 mM 

de Glc-6P) 
I0,5 (mM) 

I0,5 (con 0,2 mM 

de 3-PGA) 

Pi 0,23 ± 0,10 0,17 ± 0,06 2,3 ± 0,7 0,8 ± 0,3 0,090 ± 0,004 0,20 ± 0,07 

ADP 2,3 ± 0,9 1,3 ± 0,2 1,44 ± 0,08 2,7 ± 0,3 1,07 ± 0,09 0,9 ± 0,1 

Pyr 23 ± 6 n.d. 25 ± 4 n.d. n.d. 

PEP 5,4 ± 0,5 n.d. 7,9 ± 0,9 n.d. n.d. 

n.d.: no determinado 

Trabajos realizados previamente mostraron la existencia de una interacción entre activadores 

e inhibidores de la ADP-Glc PPasa de procariotas (96,146,149,158,160,190). En vista de esto, se 

analizó la actividad de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y Anabaena PCC 7120 realizando 

curvas de los inhibidores Pi y ADP, en presencia de su activador principal, a concentraciones 

cercanas al A0,5. Para el caso de las enzimas de Melainabacteria, el efecto inhibitorio del Pi y del 

ADP fue evaluado en presencia de 0,4 mM de Glc-6P. En cambio, para AnaGlgC se evaluó en 

presencia de 0,2 mM de 3-PGA. Estas concentraciones fueron elegidas en base a los respectivos 

valores de A0,5 (ver Tabla 4). Como se observa en la Figura 8A y 8D, no hay cambios significativos 

en cuanto a la inhibición del Pi y del ADP para inMelGlgC en presencia del activador Glc-6P. En 

cuanto a la inhibición por Pi de flMelGlgC, se obtuvo un I0,5 mayor con respecto a la enzima de 

origen intestinal, pero cuando se le agregó Glc-6P se observó una disminución de casi 3 veces en 

el I0,5, haciendo a la enzima más sensible al inhibidor (Tabla 5, Figura 8B). Lo contario sucede 

para el ADP sobre la actividad de la enzima flMelGlgC, cuando se le agrega Glc-6P el I0,5 aumenta 

de 1,44 a 2,7 mM (Tabla 5, Figura 8E). 

También se sumó al estudio el análisis de la inhibición del Pi en la enzima de Anabaena 

PCC 7120, lo cual ya había sido determinado en trabajos anteriores (152). Lo evaluamos con el 

método de enzimas acopladas detallado en Materiales y Métodos, obteniendo valores similares a 

los reportados y un I0,5 de 0,09 mM (Tabla 5). El mismo enfoque fue utilizado para analizar la 

acción inhibitoria del Pi y el ADP en la enzima de Anabaena. Sin embargo, en este caso, en lugar 

de Glc-6P, se utilizó 3-PGA a una concentración de 0,2 mM (valor cercano a su valor de A0,5). 

Los resultados obtenidos (Tabla 5, Figura 8C) muestran que hay una reducción en la afinidad 

relativa (I0,5 0,2 mM) y en la inhibición máxima causada por el Pi (40% de actividad remanente). 

En cuanto al ADP, a concentraciones sub-saturantes de 3-PGA, no se observan cambios 

significativos, sólo un ligero aumento del efecto inhibidor del ADP. Esto resultó en actividades 

remanentes del 60% y 50%, en ausencia y presencia de 3-PGA, respectivamente. Además, las 

curvas de saturación exhiben un patrón sigmoideo (Tabla 5, Figura 8F). 
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Tabla 6: Parámetros cinéticos de las ADP-Glc PPasas de cianobacterias en presencia y en ausencia de los activadores alostéricos. 

 
inMelGlgC flMelGlgC AnaGlgC 

Glc-1P ATP Glc-1P ATP Glc-1P ATP 

Sin efector       

S0,5 (mM) 0,32 ± 0,03 0,25 ± 0,01 2,1 ± 0,2 0,34 ± 0,05 0,08 ± 0,02 0,40 ± 0,04 

nH 1,3 1,8 1,6 1,4 0,7 1,2 

Vmax (U/mg) 6,7 ± 0,2 7,1 ± 0,1 2,3 ± 0,1 1,9 ± 0,1 0,20 ± 0,01 0,31 ± 0,01 

Glc-6P       

S0,5 (mM) 0,20 ± 0,02 0,18 ± 0,01 0,55 ± 0,02 0,5 ± 0,1 0,9 ± 0,4 0,55 ± 0,08 

nH 1,2 1,6 1,9 1 0,6 2,5 

Vmax (U/mg) 366 ± 10 444 ± 8 12,4 ± 0,2 14,7 ± 0,8 1,6 ± 0,2 1,30 ± 0,09 

Fru-6P       

S0,5 (mM) 0,09 ± 0,01 0,151 ± 0,005 0,9 ± 0,2 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1 0,40 ± 0,04 

nH 1,1 1,6 0,8 1 0,8 1,2 

Vmax (U/mg) 317 ± 10 357 ± 5 6,4 ± 0,5 8,3 ± 0,8 1 ± 0,01 0,31 ± 0,01 
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En resumen, la Glc-6P y la Fru-6P aumentan la eficiencia catalítica de inMelGlgC y 

flMelGlgC para ambos sustratos. La eficiencia catalítica de inMelGlgC se incrementa 80 o 160 

veces en presencia de Glc-6P y Fru-6P, respectivamente, para la Glc-1P; y unas 80 veces en 

presencia de estos efectores para el sustrato ATP (Figura 9). Para el caso de flMelGlgC, la 

eficiencia catalítica aumenta 20 y 5 veces para los sustratos Glc-1P y ATP, respectivamente, en 

presencia de Glc-6P; mientras que en presencia de Fru-6P este aumento es de 6,5 y 5 veces, 

respectivamente. Para la enzima AnaGlgC no se ve un aumento significativo en la eficiencia 

catalítica, ya que esta aumenta sólo unas 3 veces para el sustrato ATP cuando está presente el 

activador Glc-6P (Figura 9). 

En conclusión, este estudio profundizó en el análisis de los efectos de los metabolitos 

reguladores en las ADP-Glc PPasas de cianobacterias. A través de los cambios en la cinética de 

saturación de los sustratos bajo la influencia de los efectores alostéricos se reveló un panorama 

complejo de interacciones. Los efectores, como la Glc-6P y la Fru-6P, demostraron tener un 

impacto significativo en los parámetros cinéticos de las enzimas inMelGlgC, flMelGlgC y 

AnaGlgC (Tabla 6). Particularmente, se evidenció que la Glc-6P y la Fru-6P ejercen influencias 

divergentes en diferentes contextos enzimáticos, en el caso de las enzimas pertenecientes a 

Melainabacteria, aumentando las afinidades aparentes hacia los sustratos; mientras que 

disminuyen estas afinidades para el caso de la enzima de Anabaena. 

Estos hallazgos subrayan la complejidad de la regulación enzimática en las ADP-Glc PPasas 

de cianobacterias y resaltan la importancia de considerar la diversidad de respuestas en diferentes 

enzimas y sustratos. Los resultados presentados en esta Tesis contribuyen al entendimiento más 

profundo de los mecanismos de regulación en estas enzimas claves en la biosíntesis de glucógeno, 

allanando el camino para futuras investigaciones.  
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También pudimos identificar otros tres residuos previamente descriptos en la ADP-Glc PPasa 

de Anabaena PCC 7120, considerados importantes para la unión a los efectores en este organismo 

(304�306). Estos residuos son: Arg294, responsable de la unión del inhibidor Pi; Lys382 y Lys419, 

involucrados en la unión del activador 3-PGA (numeración de Anabaena, resaltados en verde; 

Figura 11). Cabe mencionar que, en relación a la unión del 3-PGA, estos residuos están presentes 

tanto en inMelGlgC como en flMelGlgC. Los mismos se corresponden con los aminoácidos Lys373 

y Lys407 en inMelGlgC, y con los aminoácidos Lys372 y Lys406 en flMelGlgC (Figura 11). 

Analizando la estructura obtenida mediante AlphaFold2 para la ADP-Glc PPasa de Anabaena 

se puede apreciar que el monómero de AnaGlgC está compuesto por un dominio catalítico 

N-terminal y un dominio C-✁✂✄☎✆✝✞✟ ✠✂ ✡☛✟✆☞✂ ✌ ✍✎✆✏✑✄✞ 10). El dominio catalítico está compuesto 

✒✓✄ ✑✝✞ ✡✓✔✞ ✌ ✠✂ ✕✆✂✁✂ ✡✂✖✄✞✕ ✂✝ ✕✑ ☎✞✗✓✄✘✞ ✒✞✄✞✟✂✟✞✕ ☞✑✖✆✂✄✁✞ ✒✓✄ ✡☛✟✆☞✂✕ ✙✚ ✒✄✂✕✂✝✁✞✝✠✓ ✑✝

pliegue que concuerda con el pliegue de Rossmann de unión a dinucleótidos (307). El dominio 

☞✞✁✞✟✘✁✆☞✓ ✕✂ ✑✝✂ ☞✓✝ ✂✟ ✠✓☎✆✝✆✓ ✠✂ ✡☛✟✆☞✂ ✌ ✛-✁✂✄☎✆✝✞✟ ✞ ✁✄✞✜☛✕ ✠✂ ✑✝✞ ✡☛✟✆☞✂ ✙ ✢✑✂ ✞✖✞✄☞✞ ✟✓✕

residuos 262-273. El dominio C-✁✂✄☎✆✝✞✟ ✞✠✓✒✁✞ ✑✝ ✒✟✆✂✏✑✂ ✠✂ ✡☛✟✆☞✂ ✌ ✟✂✜✣✏✆✄✞ ☞✓✝ ✑✝✞ ✆✝✕✂✄☞✆✣✝

✠✂ ✑✝✞ ✡☛✟✆☞✂ ✙ ✍✎✆✏✑✄✞ 10). Sin embargo, en el dominio C-terminal de las ADP-Glc PPasas de 

Melainabacteria ✝✓ ✕✂ ✓✖✕✂✄✜✞ ✂✕✁✞ ✆✝✕✂✄☞✆✣✝ ✠✂ ✟✞ ✡☛✟✆☞✂ ✙ ✍✎✆✏✑✄✞ 10). Este tipo de pliegue del 

✠✓☎✆✝✆✓ ✠✂ ✡☛✟✆☞✂ ✌ ✕✂ ✡✞ ✂✝☞✓✝✁✄✞✠✓ ✂✝ ✟✞✕ ✂✕✁✄✑☞✁✑✄✞✕ ✠✂ ✜✞✄✆✞✕ ✒✄✓✁✂✘✝✞✕ (308�311), pero la 

✓✄✆✂✝✁✞☞✆✣✝ ✗ ✟✞ ✟✓✝✏✆✁✑✠ ✠✂✟ ✠✓☎✆✝✆✓ ✠✂ ✟✞ ✡☛✟✆☞✂ ✌ ✂✕ ☞✓☎pletamente diferente. Funcionalmente, 

✟✓✕ ✓✁✄✓✕ ✠✓☎✆✝✆✓✕ ✠✂ ✡☛✟✆☞✂ ✌ ✒✂✄✁✂✝✂☞✂✝ ✞ ✞☞✂✁✆✟✁✄✞✝✕✤✂✄✞✕✞✕✚ ✕✑☞☞✆✝✆✟✁✄✞✝✕✤✂✄✞✕✞✕ ✓ ✞ ✑✝

dispositivo de perforación de membrana. Sin embargo, en las ADP-Glc PPasas, el dominio de 

✡☛✟✆☞✂ ✌ ✒✞✄✁✆☞✆✒✞ ✂✝ ✟✞ ✄✂✏✑✟✞☞✆✣✝ ✞✟✓✕✁☛✄✆☞✞✚ ✆✝✁✂✄✞☞✁✥✞ ☞✓✝ ✂✟ ✦-terminal dentro de cada 

monómero y contribuye a la estructura de oligomerización (137). 

En el alineamiento realizado con ADP-Glc PPasas de diferentes fuentes (Figura 11), se 

observa que los residuos Lys382 y Lys419 de AnaGlgC (responsables de la unión del activador 

3-PGA), se encuentran conservados en la enzima de S. coelicolor y en ambas enzimas de 

Melainabacteria. Sin embargo, estas enzimas fueron insensibles a este efector, lo que sugiere que 

las ADP-Glc PPasas de organismos fotosintéticos adquirieron más tarde esta regulación por 

3-PGA, permitiéndoles adaptarse al metabolismo que opera en dichos organismos. Hasta ahora, 

se desconoce si los sitios reguladores están ubicados en los mismos dominios en la estructura de 

la proteína, pero parece que el extremo C-terminal juega un papel importante en todas las clases 

de ADP-Glc PPasa (144,146). Algunas de estas enzimas tienen una selectividad relativamente 

inespecífica para los reguladores alostéricos, lo que indica una cierta flexibilidad para incorporar 

cambios evolutivos y así poder adaptarse a un metabolismo determinado. 
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En la Figura 11 se resaltan en color amarillo las zonas de inserción presentes en las 

ADP-Glc PPasas de plantas y Anabaena. Como se puede observar, en las enzimas provenientes 

de bacterias heterotróficas y de cianobacterias no fotosintéticas, estas regiones no se encuentran. 

Estas divergencias, tanto a nivel estructural como cinético, plantean cuestiones biológicas y 

evolutivas adicionales. La marcada disparidad en la clasificación taxonómica de Melainabacteria 

y la posición filogenética de sus ADP-Glc PPasas también generan interrogantes a responder en 

futuros trabajos de investigación.  
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estructural de la ADP-Glc PPasa de Melainabacteria, ya que estos procariotas parecen ubicarse 

en un nuevo enclave filogenético que merece una mayor caracterización metabólica. 

Realizamos un análisis filogenético para obtener más información sobre la relación evolutiva 

entre las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y las enzimas de otros grupos taxonómicos. 

Nuestro análisis filogenético reveló que las enzimas correspondientes de Melainabacteria se 

agrupan más cerca de aquellas que provienen de bacterias heterótrofas que de las ADP-Glc PPasas 

de cianobacterias fotosintéticas (Figura 3). Por otro lado, las ADP-Glc PPasas de diferentes 

fuentes procariotas demostraron ser homotetraméricas, con subunidades de alrededor de 

45-50 kDa (50). Hasta ahora, la única excepción es la enzima de Firmicutes, un heterotetrámero 

compuesto por dos tipos de subunidades, GlgC y GlgD (50,96,158). En los datos metagenómicos 

de Melainabacteria identificamos un único gen glgC y, después de la expresión recombinante de 

las dos enzimas inMelGlgC y flMelGlgC, demostramos que ambas proteínas son homotetrámeros 

(Figura 4B). Por lo tanto, las ADP-Glc PPasas de este clado de cianobacterias no fotosintéticas 

tienen una arquitectura estructural similar a la de las cianobacterias fotosintéticas (y la mayoría 

de las fuentes bacterianas, excepto Firmicutes (96)). 

Globalmente, podemos afirmar que las enzimas de Melainabacteria exhibieron actividades 

específicas un orden de magnitud superior a la de Anabaena PCC 7120. No obstante, esta última 

mostró una afinidad aparentemente mayor hacia la Glc-1P (Tabla 3). Cabe destacar que la 

eficiencia catalítica de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria fue similar a la observada para 

las enzimas de bacterias heterótrofas (50,110,286). Inesperadamente, evidenciamos que las 

ADP-Glc PPasas de Melainabacteria carecen de activación por 3-PGA, pero demuestran una 

notable sensibilidad a las hexosas-6P, tales como Glc-6P, Fru-6P y Man-6P (Figura 6 y Tabla 4), 

de manera similar a las enzimas de bacterias heterótrofas (50), particularmente aquellas de 

Actinobacteria (119,120,160,161). A su vez, las ADP-Glc PPasas actinobacterianas y las de 

Melainabacteria se ubican, llamativamente, en la misma rama del árbol filogenético (Figura 3). 

Asimismo, si analizamos particularmente la activación por Glc-6P de inMelGlgC (Figura 7), 

resulta ser la más alta reportada hasta ahora para este metabolito, mientras que el efecto sobre 

flMelGlgC es similar al de la enzima de R. jostii (160,161). 

Utilizando los datos metagenómicos disponibles, también analizamos la existencia en 

Melainabacteria de otros genes relacionados con el metabolismo del glucógeno en bacterias. 

Como se muestra en la Tabla 7, encontramos que estos organismos contienen genes glgA y glgB, 

que codifican para putativas glucógeno sintasa (GlgA, EC 2.4.1.21) y enzima ramificante de 

glucógeno (GlgB, EC 2.4.1.18). Curiosamente, la hipotética GlgA de Melainabacteria muestra 

una mayor identidad con las dos enzimas homólogas de Synechocystis PCC 6803, GlgA1 (37%) 

y GlgA2 (33%; esta última probablemente relacionada con la elongación del glucano en algunas 

cianobacterias (313)) que con la de E. coli (~29%) o M. tuberculosis (~21%; recientemente 

nombrada como GlgM (118)). Además, las GlgAs de Melainabacteria y Anabaena PCC 7120 
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comparten un 36% de identidad entre sí. Por otro lado, la GlgA de Anabaena tiene una identidad 

del 73% y del 30% con las proteínas GlgA1 y GlgA2 de Synechocystis, respectivamente. En cuanto 

a la enzima ramificante, encontramos una secuencia de proteína en Melainabacteria con un 39% 

de identidad con la enzima homóloga de Thermus thermophilus, que es la única GlgB 

perteneciente a la familia GH57 en CAZy (194) para la cual se encuentran disponibles datos, tanto 

cinéticos como estructurales (314). Llamativamente, la putativa GlgB de Melainabacteria tiene 

un 93% de identidad con una hipotética enzima homóloga de Clostridium, y un 30 y un 40% de 

identidad con las GlgB GH57 de Bacillus halodurans y Thermococcus kodakarensis, 

respectivamente. Por otro lado, cuando se utilizó como templado la GlgB de Anabaena PCC 7120 

(perteneciente a la familia GH13 en CAZy, como la mayoría de las GlgB ya caracterizadas (315)), 

no se encontraron coincidencias significativas en la base de datos genómicos de Melainabacteria. 

Recientemente, se sugirió que la GlgB de la familia GH57 produce glucanos con ramificaciones 

cortas, aunque se debe seguir investigando para comprender el papel preciso de este tipo de 

enzima (316). Entonces, dada la presencia de genes que codifican la ruta clásica y completa para 

la síntesis de glucógeno, sumado a las propiedades cinéticas y regulatorias de las ADP-Glc PPasas 

caracterizadas en este trabajo de Tesis, se puede sugerir que el glucano actuaría como una 

molécula para el almacenamiento de carbono y energía en Melainabacteria (99), posiblemente 

con algunas particularidades estructurales aún por dilucidar (317). 

Tabla 7: Proteínas detectadas después de realizar BLAST contra el genoma de Melainabacteria, en 
comparación con Anabaena PCC 7120. 

Gen 
Melainabacteria 

Intestinal 
Melainabacteria 

de vida libre 

Anabaena 

PCC 7120 

glgC ID: AOR37842.1 ID: OGI00355.1 ID: BAB76344.1 

glgA ID: AOR37764.1 ID: OGI01396.1 
ID: BAB73578.1 
ID: BAB77555.1 

glgB ID: AOR39099.1 ID: OGI01242.1 ID: BAB72670.1 

glgX ID: AOR37731.1 ID: OGI01270.1 ID: BAB77692.1 

glgP ID: AOR37860.1 ID: OGI02531.1 ID: BAB73229.1 

glgE1 ID: AOR39243.1 
ID: OGI01701.1 
ID: OGI04937.1 

No encontrado 

glgE2 ID: AOR39243.1 ID: OGI01701.1 
ID: OGI04937.1 

No encontrado 

sus No encontrado No encontrado ID: BAB76684.1 

sps No encontrado No encontrado 
ID: BAB75069.1 
ID: BAB72334.1 

  



Capítulo 1 

92 

 

La hipótesis del glucógeno como molécula de reserva de carbono y energía en 

Melainabacteria se ve sustentada por la presencia del gen que codifica la maltosiltransferasa 

(GlgE, EC 2.4.99.16), una enzima que alarga una cadena de ✙-1,4-glucano lineal en dos unidades 

de Glc (112). Esta última se caracterizó únicamente a partir de fuentes actinobacterianas; la 

enzima de Streptomyces fue cristalizada (318) y la de M. tuberculosis se propuso como target 

para un fármaco antibacteriano (122). La presencia de genes correspondientes a dos vías del 

glucógeno se postuló después de un análisis in silico (113). Esto fue demostrado en 

M. tuberculosis (88,319), y más recientemente, se caracterizó bioquímicamente en Chlamydia 

(123). Sumado a esto, se estableció que la enzima GlgA micobacteriana cataliza la síntesis de 

Mal-1P, el sustrato específico para la elongación del glucógeno por GlgE (121). Los sustratos 

para la síntesis de Mal-1P por parte de la GlgA micobacteriana (ahora GlgM) son Glc-1P (aceptor) 

y ADP-Glc (dador glucosídico), ambos íntimamente ligados a la actividad de la ADP-Glc PPasa, 

reforzando así el papel protagónico de esta última en el metabolismo del glucógeno bacteriano. 

Tomados los resultados de este Capítulo de Tesis en conjunto, la caracterización bioquímica de 

las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y el análisis de los genes que coexisten en su genoma 

permiten postular que el manejo del carbono en estas bacterias es similar al de otros 

microorganismos heterótrofos, particularmente Actinobacteria. Por otro lado, no encontramos 

genes relacionados con la síntesis de Suc en Melainabacteria [por ejemplo, Suc-6P sintasa 

(EC 2.4.1.14) y Suc sintasa (EC 2.4.1.13)], como ocurre en Anabaena (Tabla 7). En relación a 

esto, planteamos la hipótesis de que esta podría ser una diferencia crítica entre Anabaena (y otros 

organismos cianobacterianos) con el clado hermano Melainabacteria. A su vez, esta diferencia 

se ve reflejada en las diferentes propiedades regulatorias determinadas en este trabajo de Tesis 

para las respectivas ADP-Glc PPasas. También, dada la proximidad entre las ADP-Glc PPasas de 

Actinobacteria y Melainabacteria, prevemos que estas enzimas serán útiles para explicar el 

mecanismo molecular subyacente a la activación de ADP-Glc PPasa por Glc-6P. Más aún, dado 

que la Glc-6P es el efector común entre las enzimas de organismos fotosintéticos y algunos 

heterótrofos (Figura 6 y Tabla 4), aclarar este mecanismo alostérico será fundamental para 

iluminar el escenario evolutivo relacionado con los cambios en la sensibilidad a un efector dado 

(155). 

Las diferencias en la sensibilidad por los reguladores de las ADP-Glc PPasas juegan un papel 

metabólico clave en los organismos que utilizan ADP-Glc para la síntesis de polisacáridos como 

almacenamiento de carbono y energía. Es probable que un ancestro común de la enzima haya 

evolucionado a otras formas que tienen diferentes propiedades regulatorias y, a su vez, que se 

adaptan a diversos entornos metabólicos, como ha ocurrido en varias clases de ADP-Glc PPasas 

(50). En general, nuestros resultados nos permiten enfatizar la importancia de comprender el 

vínculo entre la síntesis de compuestos de almacenamiento, como el glucógeno, con metabolitos 

que indican el estado del carbono y la disponibilidad energética de la célula, mediante el estudio 
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de las características cinéticas, regulatorias y estructurales de enzimas metabólicas críticas. En 

este sentido, los resultados obtenidos en esta Tesis constituyen el primer informe bioquímico 

sobre las enzimas involucradas en las rutas metabólicas de Melainabacteria, lo que contribuye en 

gran medida con nuevos conocimientos al tema candente relacionado con la separación 

filogenética de las cianobacterias fotosintéticas y no fotosintéticas.
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relacionan estrechamente con el metabolismo de los polisacáridos. A excepción de un único caso 

reportado en cianobacterias (313), no se encuentran informes de GSasas duplicadas en la 

bibliografía. Para el caso específico de M. tuberculosis, se encontraron GSasas duplicadas, 

aunque, hasta el momento, el análisis cinético sólo se ha realizado para una de ellas. Este análisis 

condujo a la identificación de una actividad enzimática hasta entonces desconocida, denominada 

maltosa-1P sintasa (121). 

La duplicación de genes es un evento en el que un gen da lugar a dos genes que son 

funcionalmente indistinguibles entre sí. Los genes duplicados permanecen en el mismo genoma 

y, por lo tanto, son parálogos (330). A menudo, los genes duplicados pueden presentar una 

redundancia funcional y llevar a cabo la misma función bioquímica en las células (331). La 

duplicación de genes también puede evolucionar y codificar enzimas o isoenzimas que poseen 

secuencias similares pero con diferentes cinéticas, preferencias de sustrato y/o perfiles de 

expresión (331). Este tipo de duplicaciones probablemente han ocurrido en un período de tiempo 

relativamente reciente o están bajo una baja presión selectiva (331). Por lo tanto, la duplicación y 

especialización de genes son la base de la evolución del metabolismo y la aparición de nuevas 

propiedades biocatalíticas (332,333). De hecho, la duplicación génica y la promiscuidad de 

proteínas son cruciales para proporcionar una fuente de diversidad e innovación metabólica en 

procariotas (2,334). 

Llamativamente, B. japonicum, un organismo que no pertenece al filo Actinobacteria, 

también posee dos genes codificantes para putativas GSasas. Como tal, se propuso como uno de 

los objetivos de este trabajo de Tesis realizar el clonado molecular y la caracterización cinética 

de estos dos genes que codifican para supuestas GSasas de B. japonicum. Posteriormente, se 

propuso conducir un análisis comparativo de las propiedades de dichas proteínas entre sí y en 

relación con lo que sucede en Actinobacteria y otros procariotas, debido a que son relativamente 

escasos los estudios sobre la caracterización de dos isoformas de GSasas bacterianas. 
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Tabla 8: Parámetros cinéticos para ambas GSasas de B. japonicum. El valor de Km se expresa en mg/ml 
y mM para glucógeno y ADP-Glc, respectivamente. La eficiencia catalítica posee unidades de s-1.(kg/l)-1 
para glucógeno y de s-1.M-1 para ADP-Glc. 

Enzima Sustrato 
Vmax 

(U/mg) 
Km 

(mg/ml) (mM) kcat (s-1) 
Ef. Cat. 

[s-1.(kg/l)-1] 
(s-1.M-1) 

GSasa471 
Glucógeno 

0,41 ± 0,02 
0,09 ± 0,03 

0,31 
3,4 x 103 

ADP-Glc 0,16 ± 0,02 1,9 x 103 

GSasa482 
Glucógeno 

53,1 ± 0,6 
0,060 ± 0,007 

43,9 
731,6 x 103 

ADP-Glc 0,158 ± 0,005 277,8 x 103 

Como muestran estos resultados, ambas enzimas pueden catalizar la reacción de elongación 

�✁ ✂✝ ✄-1,4-glucano utilizando como dador glucosídico a la ADP-Glc, lo que sugiere que podrían 

participar en la vía clásica GlgCA para la síntesis de glucógeno en bacterias. La actividad obtenida 

para la GSasa482 fue 10 veces menor a la actividad reportada para la enzima homóloga de E. coli 

(340), mientras que la GSasa471 posee una actividad que se encuentra en el mismo orden de 

magnitud que la reportada para la SSasa de espinaca (341), la SSasa de papa (342) y para las 

enzimas de actinobacterias (119,120). Los valores de Km para el glucógeno y la ADP-Glc se 

encuentran en el mismo orden de magnitud para ambas enzimas, y las mismas presentan una 

cinética hiperbólica (Figura 13). Estos valores de Km son de un orden de magnitud menor para el 

glucógeno comparando con las enzimas de E. coli, M. tuberculosis y S. coelicolor (119,120,340); 

mientras que, las afinidades relativas para la ADP-Glc de ambas enzimas de B. japonicum son 

similares a lo reportado para la enzima de A. tumefaciens (343), de arroz (344) y de S. coelicolor 

(120), y a la vez 8 veces mayor a la reportada para la enzima de E. coli (340). Aun así, al comparar 

las eficiencias catalíticas de ambas GSasas de B. japonicum, se observa que es de dos órdenes de 

magnitud mayor para la GSasa482 con ambos sustratos (Tabla 8). 
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Figura 13: Curvas de saturación de sustratos para la GSasa471 (A y B) y para la GSasa482 (C y D) de 
B. japonicum. 

Se analizó el efecto de cationes divalentes sobre las actividades de ambas enzimas, dado que 

en distintas glicosiltransferasas relacionadas se ha demostrado que funcionan como activadores 

(120,345). Tanto la GSasa471, como la GSasa482, exhibieron actividad en ausencia de los 

metales estudiados (Figura 14). Se observó que, a bajas concentraciones, los tres cationes 

evaluados (Mg2+, Mn2+ y Ca2+) actúan como activadores de ambas enzimas de B. japonicum. No 

obstante, es relevante destacar que el Mn2+ fue el único que ejerció un efecto inhibidor 

significativo a mayores concentraciones, particularmente en la GSasa471, donde alcanzó una 

inhibición cercana al 100% a una concentración de 10 mM (Figura 14A). Por otro lado, sobre la 

enzima GSasa482 la presencia de este catión divalente a 10 mM inhibe en más del 50% a la 

misma, lo cual coincide con lo observado en otras glicosiltransferasas analizadas (120). 

Asimismo, se resalta que, en contraste con la GSasa471, la enzima GSasa482 requirió la presencia 

de 10 mM de Ca2+ para alcanzar su Vmax (Figura 14). Además de los resultados mencionados, cabe 

destacar que, en este análisis, se demostró que la adición de 10 mM de Mg2+ es esencial para que 

ambas enzimas alcancen su Vmax (Figura 14). Estos resultados enfatizan la importancia de 

considerar el impacto de diferentes cationes divalentes en la actividad de distintas 

glicosiltransferasas. 
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tamaño, alrededor de 50 kDa. Las GSasas de mamíferos y hongos se distinguen del resto en que 

están sujetas a regulación mediante fosforilación reversible y efectores alostéricos, siendo la 

Glc-6P el principal efector (73,206,207). Por el contrario, las GSasas pertenecientes a la familia 

GT5 no están reguladas, ya que en este caso el paso regulatorio se da en la formación de ADP-Glc. 

La distinción entre estas dos familias resalta la diversidad funcional y estructural de estas enzimas 

cruciales en el metabolismo de carbohidratos. El análisis evolutivo revela que la caracterización 

de las NDP-Glc PPasas como de GSasas de diferentes organismos es esencial para establecer 

relaciones de estructura proteica a función y regulación. A su vez, es importante destacar que la 

caracterización cinética de GSasas bacterianas, en general, es un campo relativamente 

inexplorado y existen limitadas investigaciones. Además, hasta la fecha, son prácticamente nulos 

los análisis comparativos de isoformas de esta enzima en procariotas. Con el propósito de ampliar 

la comprensión de las funciones y propiedades de las GSasas de B. japonicum, se construyó un 

árbol filogenético a partir de un alineamiento de secuencias. Este análisis involucra la 

comparación de las GSasas de B. japonicum con las de otros organismos. El árbol resultante se 

dividió en cinco grupos principales, identificados como grupos I a V (Figura 15). La Figura 15 

muestra que las secuencias de Proteobacteria (grupo IV) se agrupan en un clado junto con las 

GSasas de Firmicutes y cianobacterias, aunque en subgrupos separados. Tanto la GSasa471, como 

la GSasa482 se agruparon en el grupo IV junto con otras GSasas de Proteobacteria, y se sitúan 

filogenéticamente cerca de las cianobacterias. Específicamente, se observa que la GSasa471 se 

agrupa junto con otras GSasas pertenecientes al género Pseudomonas, caracterizadas por tener 

una única GSasa en su genoma (Figura 15). Por otro lado, la GSasa482 muestra una relación 

estrecha con la GSasa1 y la GSasa2 de A. tumefaciens. Adicionalmente, se encuentra en 

proximidad a la GSasa1 de Synechocystis sp., la GSasa1 de Nostoc sp. y la GSasa2 de 

Trichormus variabilis, todas ellas pertenecientes al grupo II (cianobacterias, Figura 15). Cabe 

destacar que las dos isoformas de GSasas están ampliamente distribuidas en este grupo de 

cianobacterias. De manera notable, se puede observar que la respectiva isoforma de GSasa de las 

cianobacterias mencionadas previamente diverge antes que los grupos III, IV y V, formando un 

clado separado (Figura 15). Por su parte, las secuencias correspondientes a las GSasas del phylum 

Actinobacteria forman un clado único y separado (Figura 15), resaltando la singularidad de estas 

enzimas que no pertenecen a las familias GT3 o GT5, sino a la familia GT4 (118,121). Esta familia 

es una de las más extensas, comprende enzimas que no solamente emplean nucleótido-azúcares 

como dadores, sino también azúcares-P simples y azúcares-P lipídicos, lo que sugiere que esta 

familia tiene un origen ancestral. Las funciones de la familia GT4 abarcan una diversidad tan 

amplia como sus secuencias, lo que se refleja en variaciones en la especificidad tanto del dador 

como del aceptor (349). 

Estos hallazgos proporcionan una visión más profunda de la relación filogenética entre las 

GSasas de B. japonicum y otras enzimas similares de diversos organismos, y contribuye 
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significativamente a nuestro conocimiento sobre la evolución y la función de estas enzimas en un 

contexto biológico más amplio. 

 
Figura 15: Análisis filogenético de GSasas. El árbol se construyó utilizando el método de 
neighbor-joining con un bootstrap de 1.000 en el programa SeaView 5.0.5. Las secuencias se 
codificaron con números para mayor claridad (ver Tabla Suplementaria S2). Las enzimas 
GSasa471 y GSasa481 de B. japonicum se encuentran resaltadas en rojo. Grupo I, GSasas de 
Actinobacteria; grupo II, GSasas de cianobacterias; grupo III, GSasas de Firmicutes; grupo IV, 
GSasas de Proteobacteria; grupo V, almidón sintasas de dicotiledóneas y monocotiledóneas. Las 
especies se colorearon de la siguiente manera: Actinobacteria (rosa), cianobacterias (amarillo), 
Firmicutes (celeste), Proteobacteria (naranja), plantas dicotiledóneas (verde oscuro) y 
monocotiledóneas (verde claro).  
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Figura 16: Representación de cinta de las GSasas de B. japonicum. (A) Modelo 
�✁✂✄☎✆✝� ✞✟✠✟ ✡✟ ☛☞✟✌✟✍✎✏✑ ✡✟✌ ✒✟✝✄☎✟✌ ✓ ✌✄ ✄☎✒✔✄☎✂✠✟☎ ✠✄✌✟✡✂✟✝✟✌ ✄☎ ✡✆✡✟ ✕ ✡✟✌

hélices ✖ ✄☎ ✟✗✟✠✆✡✡�✘ (B) Modelo tridimensional obtenido para la GSasa482, las 
✒✟✝✄☎✟✌ ✓ ✌✄ ✞✠✄✌✄☎✂✟☎ ✄☎ ✒�✡or rosado ✕ ✡✟✌ ✙✚✡✆✒✄✌ ✖ ✄☎ ✛✄✠✝✄✘ 

Haciendo un análisis comparativo entre las respectivas GSasas de B. japonicum y la GSasa 

de E. coli cristalizada (204), se observa que tanto la estructura tridimensional de la GSasa471 

como la de GSasa482 se asemejan a la estructura definida de la GSasa de E. coli (Figura 17). Al 

realizar una superposición de las GSasas de B. japonicum con la GSasa de E. coli cristalizada, se 

calculó el valor de RMSD, el cual fue de 1,131 Å para la GSasa471 (Figura17A) y de 1,047 Å 

para la GSasa482 (Figura17B). Ambas GSasas de B. japonicum presentan una identidad del 

42,98% en sus secuencias aminoacídicas. A su vez, la GSasa471 tiene una identidad del 41,88% 

con la GSasa de E. coli, mientras que la GSasa482 posee una identidad ligeramente mayor, del 

48,43%. 
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Figura 17: Análisis comparativo de las GSasas de B. japonicum y la GSasa 
cristalizada de E. coli. Superposición de la GSasa471 y la GSasa482 con la GSasa 
de E. coli y cálculo de RMSD. Modelos tridimensionales de la GSasa471 (A) y de 
la GSasa482 (B) coloreados por RMSD. La escala para colorear RMSD va del azul 
(valores RMSD más bajos) al rojo (valores RMSD más altos). 

Estudios previos realizados con la GSasa de E. coli demostraron que reemplazando los 

aminoácidos Asp21, Asn246 o Tyr355 por Ala la afinidad aparente por la ADP-Glc disminuye 18-, 

45- y 31-veces, respectivamente (351). Al analizar las secuencias de las GSasas en estudio, se 

encontró que la GSasa471 carece del Asp21 y en su lugar presenta una Ala21 (Figura 18A). Otra 

diferencia encontrada en la enzima GSasa471 es que, en lugar de la Tyr355 presente en la GSasa 

de E. coli, posee una Phe356 (Figura 18A). Por el contrario, la GSasa482 de B. japonicum posee 

los 3 aminoácidos claves para la unión de la ADP-Glc, Asp24, Asn249 y Tyr358 (Figura 18B). Otros 

estudios con la enzima de A. tumefaciens demostraron que el heterociclo de adenina se estabiliza 
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las bacterias en condiciones de crecimiento limitante de nitrógeno (85). Como se mencionó en la 

introducción, el glucógeno comprende cadenas de (12-�✁✂ ✄☎✆ ✂✝✝✞✟✠ ✡✓☛ ☞✝☎✟✆☞✠ ✄-1,4 lineales 

✆✓✝☞✆✌✟✞✓✠ ✡✓☛ ✡✂✝✌✓✠ ✞☞ ☛✟✍✝✎✝✆✟✆✝✏✝ ✆✓✝ ☞✝☎✟✆☞✠ ✄-1,6 que dan lugar a una estructura 

☛✟✍✝✎✝✆✟✞✟✑ ✒✝ ☎✟ ☛✂✌✟ ✆☎✓✠✝✆✟ ✞☞☎ ✔☎✂✆✏✔☞✝✓✕ ☎✓✠ ☞✝☎✟✆☞✠ ✄-1,4 son sintetizados por la GSasa, 

utilizando ADP-Glc como ✞✟✞✓☛ ✞☞ ✟✖✗✆✟☛✕ ✘ ☎✟✠ ☛✟✍✟✠ ✂✝✝✞✟✠ ✡✓☛ ☞✝☎✟✆☞✠ ✄-1,6 son generadas 

por la enzima ramificante (GlgB). Alrededor del 32% de los genomas bacterianos secuenciados 

contienen los genes que codifican las enzimas de la vía clásica (113). La vía alternativa mediante 

GlgE que se ha descripto recientemente (112,122) está presente en aproximadamente la mitad de 

las bacterias, en comparación con la vía clásica (113). El análisis bioinformático sugiere que, 

incluso cuando los organismos poseen la vía clásica y la ruta GlgE, sólo poseen una enzima GlgB, 

lo que implica que la enzima ramificante se comparte entre ambas vías (113). Las enzimas GlgB 

asociadas con estas vías son miembros de las glicosil hidrolasas pertenecientes a la familia 13, 

subfamilia 9 según la base de datos CAZy (194,352). Curiosamente, en estos casos, el gen que 

codifica para GlgB generalmente se encuentra en el mismo operón que el gen que codifica para 

GlgE y no en el operón del gen que codifica para GlgA (116). Esto sucede en B. japonicum, donde 

el único gen codificante para GlgB se encuentra en el operón de la vía GlgE. Contrariamente, en 

otras bacterias, todas las enzimas involucradas en la biosíntesis y degradación del glucógeno se 

organizan en un único operón, como glgBXCAP en E. coli (353). Por otro lado, hasta el momento, 

la vía GlgE está principalmente asociada al phylum Actinobacteria (113), dado que los casos de 

estudio reportados provienen de dichos organismos, y se desconoce la funcionalidad que la misma 

pudiera tener en otros organismos, donde coincide con otras enzimas de la vía clásica, como en 

el caso de Bradyrhizobium. 

Se ha demostrado que la inactivación de la enzima GlgE provoca la muerte rápida de 

M. tuberculosis, a través de la acumulación de Mal-1P, lo cual provoca un auto envenenamiento 

(122). De hecho, tanto la proteína GlgE como GlgB, han sido validadas genéticamente como 

posibles dianas farmacológicas para el tratamiento de la tuberculosis (122). Resta estudiar estas 

enzimas en bacterias provenientes de otras ramas del árbol filogenético, en particular 

B. japonicum, donde la duplicación de dos GSasas confirmadas como canónicas de bacterias 

(EC 2.4.1.21) coincide con la existencia de la vía GlgE. Por otra parte, al realizar un análisis del 

contexto genómico de ambas GSasas de B. japonicum, observamos que el gen que codifica la 

enzima GSasa482 está ubicado adyacente al gen que codifica la ADP-Glc PPasa. Esto sugiere que 

estos genes están probablemente organizados en un operón destinado a la síntesis de glucógeno, 

como se ha señalado en investigaciones previas (98,354). Por otro lado, el gen que codifica la 

GSasa471 se encuentra ubicado en otro lugar del genoma, acompañado de genes a priori no 

relacionados con la síntesis del glucano o el metabolismo general de carbohidratos. Esta 

disposición se correlaciona con el hecho de que la GSasa482 es la enzima con mayor eficiencia 
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catalítica para la elongación del glucano, dos órdenes de magnitud superior con respecto a la 

eficiencia catalítica de la GSasa471. 

Por otro lado, se sabe que la Tre, debido a su capacidad para proteger a las células bacterianas 

de diversos estreses, es importante en la supervivencia de las bacterias tanto dentro como fuera 

del huésped (355). Esto es evidente en bacterias patógenas de plantas, como por ejemplo 

Rhizobium leguminosarum (356), Sinorhizobium meliloti (357) y B. japonicum (358), donde se 

ha vinculado la protección proporcionada por la Tre contra el estrés abiótico con una mayor 

colonización de los nódulos de las raíces de las plantas, posiblemente al conferir una mayor 

resistencia al estrés osmótico (358). En trabajos previos, se sugirió que la vía TreS sería la 

responsable del catabolismo de la Tre en B. japonicum, produciendo maltosa. Además, se postuló 

que la expresión de los genes otsA (el cual codifica para la trehalosa-6-P sintasa, EC 2.4.1.15) y 

treS está modulada por la concentración intracelular de Tre (358). Aunque se podría pensar que 

la Tre sea utilizada como fuente de carbono para el crecimiento bacteriano, investigaciones 

anteriores han demostrado que B. japonicum no puede utilizar este disacárido como única fuente 

de carbono extracelular (359). En conjunto con los resultados obtenidos en esta Tesis y datos 

disponibles en bibliografía, la acumulación de Tre influiría en la simbiosis de la bacteria con la 

planta de soja, actuando como un soluto compatible para superar el estrés osmótico inducido por 

el huésped que se produce durante la nodulación. Esta Tre acumulada podría ser utilizada por la 

TreS para generar maltosa, la cual se convierte en Mal-1P y finalmente, por acción de la GlgE, es 

incorporada a u✝✟ ✆✟✞☞✝✟ ✞☞ ✄-glucano en crecimiento, elongando el mismo en dos unidades de 

Glc (Figura 19). 

De acuerdo a datos obtenidos de la bibliografía, se conoce que la Tre ayuda a 

Pseudomonas spp. (y otras bacterias, como E. coli (65)) a resistir el estrés osmótico debido a su 

función como soluto compatible (360). Sin embargo, y contrariamente a informes anteriores, la 

Tre no protege directamente a las células contra la desecación. En cambio, esta función se atribuye 

✟☎ ✡✓☎✝✠✟✆✓☛✝✞✓ ✄-glucano. La presencia de Tre sólo se correlaciona con la protección contra el 

estrés por desecación, cuando la célula conserva la capacidad de convertir la Tre ☞✝ ✄-glucano a 

✌☛✟�✁✠ ✞☞ ☎✟ �✂✟ ✄☎✔✒✑ ✄✟ ✡✁☛✞✝✞✟ ✞☞ ☎✟ ✆✟✡✟✆✝✞✟✞ ✞☞ ✠✝✝✌☞✌✝✖✟☛ ✄-glucano resulta en cepas sensibles 

a la desecación, independientemente de su capacidad para producir Tre (361). Estos hallazgos 

pueden tener repercusiones significativas para comprender el papel de la Tre en varias especies 

bacterianas, y en el caso particular de B. japonicum, sugerirían una relación directa con la síntesis 

de glucógeno. Los genes de la vía GlgE se encuentran en ~14% de los genomas bacterianos 

secuenciados, incluida B. japonicum (113,329). En este sentido, los comportamientos celulares 

atribuidos previamente a la Tre ✡✓✞☛✂✟✝ ☞✝ ☛☞✟☎✝✞✟✞ ☞✠✌✟☛ ✍☞✞✝✟✞✓✠ ✡✓☛ ☞☎ ✄-glucano. La estrecha 

relación (a priori, genética) entre la síntesis de Tre ✘ ☞☎ ✄-glucano en B. japonicum, apunta a una 

estrategia prometedora y plantea realizar estudios detallados de las vías GlgA y GlgE en esta 

bacteria. Este trabajo de Tesis aporta datos relevantes sobre ambas GSasas presentes en este 
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prefieren ADP-Glc como dador de azúcar y parecen ser proteínas no reguladas. Sin embargo, 

algunas de estas enzimas (es decir, las GSasas de arqueas o algunas isoformas de SSasas) podrían 

usar UDP-Glc con una eficiencia similar o menor (206,365,366). 

En general, se considera que la redundancia de genes catabólicos es la base de la plasticidad 

metabólica, la solidez funcional, la adaptación a entornos extremos y contaminados (331). Se ha 

descrito que los genes duplicados evolucionan y codifican isoenzimas con secuencias similares, 

pero con diferentes especificidades de sustrato y patrones de inducción. Por otro lado, se ha 

informado que algunas duplicaciones son funcionalmente redundantes, ya que catalizan las 

mismas reacciones metabólicas y exhiben rangos de sustrato superpuestos (367,368). En 

particular, la duplicación y la especialización de genes son la base de la evolución del 

metabolismo y la aparición de propiedades catalíticas nuevas (333). De hecho, la duplicación de 

genes y la promiscuidad de proteínas son fundamentales para proporcionar a los procariotas una 

fuente de innovación y diversidad metabólica (2,334). Por lo tanto, surgen preguntas sobre la 

relevancia fisiológica de las GSasas duplicadas en B. japonicum. Hasta el momento, este tema ha 

sido escasamente abordado en relación con el metabolismo del glucógeno bacteriano. Los 

resultados de esta Tesis aportan una valiosa contribución al campo de la redundancia genética en 

el metabolismo del glucógeno bacteriano, a la vez que abren nuevas interrogantes. Al analizar 

detalladamente estas enzimas, arrojamos luz sobre la posible especialización y las diferencias 

funcionales entre ellas. Esto no sólo amplía nuestra comprensión de la redundancia de genes en 

B. japonicum, sino que también proporciona información relevante sobre cómo estos organismos 

posiblemente se adaptan y responden a diferentes condiciones ambientales y nutricionales. En 

última instancia, nuestro trabajo tiene el potencial de impulsar futuras investigaciones basadas en 

explorar cómo estas enzimas específicas contribuyen a la adaptación y la versatilidad metabólica 

de B. japonicum. 

De acuerdo al genoma de B. japonicum (329), un organismo Gram-negativo, existen dos 

secuencias codificantes para putativas GSasas (bll2778 y blr6459). Las proteínas se denominaron 

arbitrariamente GSasa471 (codificada por bll2778) y GSasa482 (blr6459), en función de sus 

residuos de aminoácidos totales. En este trabajo de Tesis se han caracterizado ambas GSasas de 

B. japonicum, las cuales pertenecen a la familia GT5. Los resultados obtenidos demuestran que 

tanto la GSasa471, como la GSasa482, son capaces de catalizar la reacción de elongación del 

✄-1,4-glucano, utilizando específicamente ADP-Glc como dador glucosídico (Tabla 8). La 

enzima GSasa482 exhibió una actividad significativamente superior en comparación con la 

GSasa471, con valores de Vmax de 53,1 U/mg y 0,41 U/mg, respectivamente. Es importante 

destacar que la GSasa482 demostró tener una eficiencia catalítica dos órdenes de magnitud mayor 

que la de la enzima GSasa471, independientemente del sustrato utilizado (Tabla 8). En lo que 

respecta a los valores de Km para el glucógeno y la ADP-Glc, se observa que ambas enzimas 

presentan valores del mismo orden de magnitud, como se muestra en la Tabla 8. Al comparar 
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estos resultados con los obtenidos previamente para otras GSasas, se puede destacar que la Vmax 

obtenida para la GSasa482 es 10 veces menor a la actividad reportada para la enzima homóloga 

de E. coli (340). La Vmax para la GSasa471 se encuentra en el orden de la Vmax reportada para las 

enzimas de actinobacterias (pertenecientes a la familia GT4) (119,120), aunque carece de la 

actividad Mal-1P. En un análisis bioinformático, se evidenció que la GSasa perteneciente a 

bacterias Gram-positivas, que a su vez poseen el gen codificante para GlgE en su genoma, se 

agrupan exclusivamente en la familia GT4 y no en GT5 (113). La co-existencia de estos dos genes 

(glgA y glgE) es consistente con la nueva actividad asociada con la ruta alternativa de generación 

de Mal-1P, informada para la GSasa (121). Curiosamente, B. japonicum, un organismo no 

perteneciente al phylum Actinobacteria, también posee los genes que codifican proteínas de la vía 

alternativa para la síntesis de glucógeno/poliglucanos (GlgE), concomitantemente con dos GSasas 

(Tabla 10). Con estos antecedentes, se estudió la síntesis de Mal-1P en las enzimas GSasa471 y 

GSasa482, utilizando Glc-1P como sustrato hasta una concentración de 10 mM. Sin embargo, 

ninguna de las enzimas en estudio pudo utilizar la Glc-1P para generar Mal-1P, descartando esta 

actividad en las GSasas de B. japonicum. Los resultados obtenidos en esta Tesis, en conjunto con 

resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo, sugieren que la cualidad de las GSasas de 

catalizar la formación de Mal-1P sería una particularidad de las GSasas del tipo GT4, mayormente 

caracterizadas en organismos del grupo Actinobacteria. 

Para seguir con el análisis de dichas proteínas se construyó un árbol filogenético a partir de 

un alineamiento de secuencias, comparando las dos GSasas de B. japonicum con las de otras 

provenientes de diferentes organismos. Como se muestra en la Figura 15, las enzimas GSasa471 

y GSasa482, pertenecientes al grupo de las proteobacterias (grupo IV), se agrupan en el mismo 

clado que las enzimas de cianobacterias y Firmicutes (grupos II y III, respectivamente), todas 

pertenecientes a la familia GT5. En cambio, las enzimas del filo Actinobacteria se agrupan en un 

clado separado (Figura 15, grupo I). 

Las proteínas GSasa471 y GSasa482 que se describen en esta Tesis tienen masas moleculares 

teóricas de 51,2 kDa y 51,8 kDa, respectivamente, y comparten una identidad del 42,98%. En 

comparación con la GSasa micobacteriana, recientemente cristalizada y denominada como GlgM 

(118,119,121), la GSasa471 presenta una identidad de 22,79%, mientras que la GSasa482 tiene 

un 24,26% de identidad con GlgM. Además, al comparar las dos GSasas de B. japonicum con las 

dos GSasas de R. jostii, otro organismo perteneciente al filo Actinobacteria, que también son 

conocidas por su capacidad de sintetizar Mal-1P (335), comparten un 22-25% de identidad. Estos 

resultados resaltan las diferencias entre las enzimas de B. japonicum (GT5) y las del phylum 

Actinobacteria (GT4), las cuales pueden también sintetizar Mal-1P a partir de ADP-Glc y Glc-1P. 

En este contexto, es importante destacar que en esta Tesis se demostró de manera concluyente 

que tanto la GSasa471 como la GSasa482 de B. japonicum carecen de esta actividad adicional. 

Estas diferencias son notorias también en el árbol filogenético presentado en la Figura 15. 
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Además, al emplear procedimientos analíticos de filtración en gel, observamos que ambas GSasas 

de B. japonicum eluyen como proteínas monoméricas (Figura 12B), en concordancia con lo que 

se ha determinado previamente para la enzima de E. coli (204). Estos hallazgos resaltan aún más 

la singularidad de las GSasas de B. japonicum estudiadas en esta Tesis y su diferencia notable con 

las enzimas de actinobacterias. 

A modo de profundizar en la caracterización de estas enzimas provenientes de B. japonicum, 

observamos que la enzima GSasa471 presentó mayores Vmax (~3 veces mayor) y eficiencia 

catalítica (~4 veces mayor) cuando el glucógeno proviene de ostra (Tabla 9). Por el contrario, 

para la enzima GSasa482 la actividad con este glucano fue menor que con glucógeno de hígado 

de conejo, con una eficiencia catalítica 1,5 veces menor. Estudios sobre la estructura del 

glucógeno han demostrado que el glucano proveniente de ostras presenta una estructura muy 

ramificada con cadenas exteriores más cortas que las que se presentan en el glucógeno de 

mamíferos (346,348). El aumento en la actividad de la GSasa471 indica que las ramas de glucano 

más cortas provocan una eficiencia más alta, con lo cual se podría plantear que esta enzima es la 

☞✝✆✟☛✔✟✞✟ ✞☞ ☎✟ ✝✝✝✆✝✟✆✝✏✝ ✞☞ ☞☎✓✝✔✟✆✝✏✝ ✞☞☎ ✄-1,4-glucano. Mientras que la GSasa482, la cual 

presenta una Vmax con 2 órdenes de magnitud superior, es la encargada de realizar una mayor 

elongación del glucano (Tabla 8). En levaduras y células de mamíferos, se ha establecido que otra 

enzima, la glucogenina, participa en el inicio de la síntesis del glucógeno (57,369). Sin embargo, 

hasta el momento no se ha descrito la enzima glucogenina en bacterias. De esta manera, los 

resultados presentados en esta Tesis pueden proporcionar una valiosa perspectiva sobre la 

duplicación de genes en organismos procariotas. Aunque estos genes presentan una redundancia 

funcional, nuestros resultados demuestran que las enzimas estudiadas exhiben una mayor 

especificidad en lo que respecta a la maquinaria involucrada en la producción de la principal 

molécula de almacenamiento, como el glucógeno. Este aspecto es particularmente relevante, ya 

que sugiere que la duplicación de genes en procariotas no necesariamente conduce a una 

duplicación funcional exacta. En cambio, puede dar lugar a diferencias sutiles en las funciones de 

las proteínas duplicadas, como se observa en las distintas eficiencias catalíticas de las enzimas 

GSasa471 y GSasa482 en relación con diferentes sustratos aceptores. 

Basándonos en los resultados presentados en esta Tesis, podemos afirmar que en 

B. japonicum, la síntesis de glucógeno puede llevarse a cabo a través de dos glicosiltransferasas, 

☎✟✠ ✆✂✟☎☞✠ ✌✝☞✝☞✝ ☎✟ ✆✟✡✟✆✝✞✟✞ ✞☞ ☞☎✓✝✔✟☛ ☞☎ ✄-1,4-glucano mediante la adición de una unidad de 

Glc, utilizando ADP-Glc como dador glucosídico. Pudiendo ser una de estas enzimas la encargada 

✞☞ ✝✝✝✆✝✟☛ ☎✟ ✠✂✝✌☞✠✝✠ ✞☞☎ ✡✓☎✝✠✟✆✓☛✝✞✓✕ ✍✝☞✝✌☛✟✠ �✂☞ ☎✟ ✓✌☛✟ ✡✂☞✞☞ ☞☎✓✝✔✟☛ ✂✝ ✄-1,4-glucano 

preformado con una mayor eficiencia. A su vez, B. japonicum contiene un gen que codifica para 

la enzima GlgE, la cual es capaz de extender ☞☎ ✄-1,4-glucano en dos unidades de Glc, utilizando 

Mal-1P como dador maltosilo. También presenta las secuencias que codifican para TreS y MalK 

fusionadas en un mismo gen (Tabla 10). Con los resultados obtenidos en esta Tesis, a partir de la 
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amoníaco (incluida N. europaea) cuentan con la presencia de genes adyacentes que codifican para 

una SucPSasa de tipo II y una SucSasa (379). La Suc sirve como transportador de carbono 

fotoasimilado en las plantas (222); mientras que, en algunos organismos unicelulares, se sintetiza 

en respuesta a estrés salino u osmótico y, se ha sugerido, que ayuda a mantener el balance 

osmótico y estabilizar la estructura y función de las membranas y proteínas (371,380,381). 

La evidencia genómica indica que N. europaea podría tener la capacidad de sintetizar no 

solamente glucógeno, que es una de las principales formas de almacenar carbono y/o energía en 

numerosos organismos, sino también Suc, un compuesto que se presumía exclusivo de plantas y 

cianobacterias. En base a lo anterior, y sumado a la escaza información sobre el metabolismo en 

este tipo de organismos, resulta de interés indagar y profundizar sobre la partición de la Glc, 

producida por quimiosíntesis, en este organismo autótrofo. Por lo que, en este trabajo de Tesis se 

plantea caracterizar la enzima SucPSasa de tipo II de N. europaea, tanto en su versión completa 

como el estudio de los dominios SucPSasa y SucPasa individuales.  
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polipéptidos nacientes y sirven como sistema de control de la calidad de los mismos, ya que 

re-naturalizan productos parciales mal plegados o los agregados proteicos (387,388). En vista de 

esto, y con el objetivo de optimizar la obtención de la NeuSucPSasa-II en forma soluble y activa, 

se realizaron ensayos de expresión en distintas cepas de E. coli con características diferentes a las 

de E. coli BL21 (DE3). Así, se utilizaron las cepas de E. coli Codon Plus, SHuffle, Tuner y 

Rosetta, descriptas en la sección Materiales y Métodos, que poseen codones extras de poca 

frecuencia en E. coli y han sido utilizadas para la expresión de proteínas heterólogas, provenientes 

de plantas y otros organismos, en forma soluble y con altos rendimientos (389,390). Los 

resultados obtenidos muestran que, aun utilizando estas cepas diferenciales, no se logró obtener 

la enzima de forma soluble, obteniendo nuevamente la formación de cuerpos de inclusión, como 

se muestra en el SDS-PAGE de la Figura 25. 

 
Figura 25: Perfil electroforético (SDS-PAGE 12%) de ensayos de expresión de 
NeuSucPSasa-II en diferentes cepas de E. coli: carril 1 marcadores de masa 
molecular; carril 2 captura con resina-Ni2+, carril 3 fracción soluble y carril 4 
fracción insoluble de E. coli Codon Plus; carril 5 captura con resina-Ni2+, carril 6 
fracción soluble y carril 7 fracción insoluble de E. coli Rosetta; carril 8 captura 
con resina-Ni2+, carril 9 fracción soluble y carril 10 fracción insoluble de E. coli 
SHuffle; carril 11 captura con resina-Ni2+, carril 12 fracción soluble y carril 13 
fracción insoluble de E. coli Tuner. 

Otra alternativa para mejorar la expresión de proteínas recombinantes de forma soluble es 

la co-expresión con chaperonas, las cuales se encargan de facilitar el plegamiento de proteínas 

que están siendo sintetizadas. Este sistema ha sido utilizado con éxito para la producción de 

enzimas recombinantes que presentaban problemas de solubilidad (160,388,391). De esta forma, 

se evaluó la solubilidad de la NeuSucPSasa-II cuando fue co-expresada con distintas chaperonas 

de E. coli. A tal efecto se utilizó un sistema de plásmidos que portan genes codificando diferentes 

chaperonas (Takara Bio Inc.). Se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) con la construcción 

[pET28b/NeuSucPSasa-II] y con los diferentes plásmidos pertenecientes al sistema. Para cada 

uno de ellos, se cultivaron las células co-transformadas en medio LB y se ensayaron diferentes 

condiciones de inducción (tiempos, temperatura y concentraciones de inductor), utilizando IPTG 

para inducir la proteína de interés y L-arabinosa como inductor de las proteínas chaperonas. 
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cuya masa molecular teórica es de 53,1 kDa, que se obtuvo con una etiqueta de His en el extremo 

C-terminal, añadida por el vector de expresión pET24a. Por otro lado, el dominio fosfatasa, 

NeuSucPasa, que codifica una proteína de 27,9 kDa, a la cual se le añadió una etiqueta de His en 

su extremo N-terminal, expresándolo en el vector pET28b. De esta manera, induciendo la 

expresión con 0,2 mM de IPTG y a 18 °C por 16 h, ambas proteínas se produjeron solubles y 

activas. 

Así, se pudieron purificar y caracterizar cinéticamente ambos dominios por separado, 

resultando ser significativamente activos cuando se expresan individualmente. Para el dominio 

NeuSucPSasa, se midió la actividad como se mencionó anteriormente, y en la Figura 27 se 

observan las respectivas curvas de sustratos. Se obtuvo una Vmax de 0,77 ± 0,03 U/mg para la 

ADP-Glc con un Km de 0,27 ± 0,04 mM, mientras que cuando la actividad se evaluó con UDP-Glc 

se obtuvo una Vmax de 0,22 ± 0,02 U/mg y un Km 1,8 veces más alto que para la ADP-Glc. Estos 

ensayos muestran que la enzima es capaz de utilizar tanto UDP-Glc como ADP-Glc, siendo la 

afinidad aparente por la ADP-Glc mayor con respecto a la UDP-Glc (Tabla 13). Esta 

inespecificidad por el sustrato dador de residuos glucosilo (NDP-Glc) ya fue descripta para las 

SucPSasas de cianobacterias, a diferencia de las de plantas que utilizan preferencialmente 

UDP-Glc en la síntesis de Suc (211,214�216). Para el sustrato Fru-6P, se observa un patrón 

similar cuando se utilizan ambos dadores de residuos glucosilo, destacando que con ADP-Glc se 

alcanza una Vmax 2,6 veces mayor que con UDP-Glc (Tabla 13), mientras que el Km fue similar 

cuando se evaluó tanto con ADP-Glc (0,16 mM) como con UDP-Glc (0,13 mM). A partir de estos 

datos se determinó la eficiencia catalítica medida como Vmax/S0,5 que es análogo a calcularlo como 

kcat/Km (o también Vmax/Km) en cinéticas hiperbólicas (Tabla 13). Así, la SucPSasa de N. europaea 

presenta mayor eficiencia catalítica (6,5 veces mayor) para la utilización de ADP-Glc respecto a 

la de UDP-Glc. 
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Figura 27: Caracterización cinética del dominio SucPSasa de N. europaea. Curvas de saturación 
de sustrato realizadas con UDP-Glc y Fru-6P (A y B) y con ADP-Glc y Fru-6P (C y D). 

Por otro lado, debido a que diversas fosfatasas resultan ser inespecíficas, se evaluó la 

capacidad fosfohidrolasa del dominio NeuSucPasa en presencia de Fru-6P, Fru-1,6-P2, Glc-6P, 

Man-6P, PEP, 3-PGA, ribulosa-5P, Glc-1P, glucosamina-6P y Man-1P; los mismos se ensayaron 

en una concentración de 2 mM. Sin embargo, de todos los sustratos ensayados, la Suc-6P resultó 

ser el que produjo la mayor velocidad de reacción (Figura 28). 
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de incubar las células con diferentes concentraciones de NaCl. A su vez, la cantidad de 

NeuSucPSasa-II se mantiene prácticamente invariable en relación a la concentración de NaCl 

suministrada. Esto sugiere que la enzima bajo estudio no se encuentra afectada por la 

concentración de sal en el medio, cuando la bacteria crece en condiciones heterótrofas. 

 
Figura 30: Inmunodetección del dominio NeuSucPasa. Los carriles se definen como: 
1- NeuSucPasa recombinante; 2- extractos crudos de células cultivadas en medio con 
Fru 2% (p/v), control; carriles 3-6: células cosechadas después de 1, 3, 6 y 24 h de la 
adición de NaCl 2% (p/v); carriles 7-10: células cosechadas después de 1, 3, 6 y 24 h 
de la adición de NaCl 5% (p/v); carriles 11-14: células cosechadas después de 1, 3, 6 
y 24 h de la adición de NaCl 10% (p/v). 

Las funciones osmoprotectoras y termoprotectoras de la Suc han sido demostradas 

previamente en diferentes especies de cianobacterias, incluidas aquellas que habitan en nichos de 

agua dulce (239,393). En base a estos resultados, pensamos en evaluar las cantidades de azúcares 

solubles en N. europaea crecidas en Fru. Primero, se realizó una extracción de los azúcares 

solubles con metanol/cloroformo como se detalla en la sección de Materiales y Métodos, a partir 

de células crecidas en medio de cultivo suplementado con Fru 2% (p/v) y tratadas con 

NaCl 2% (p/v). En el sobrenadante se obtienen los azúcares a cuantificar. La medida se realizó 

siguiendo el método de Stitt (394), según lo descripto en Materiales y Métodos. Como se observa 

en la Figura 31, el contenido de Suc en las células crecidas en condiciones heterotróficas alcanzó 

un valor de 37 nmoles/g de células (en peso fresco), mientas que la misma no fue detectada cuando 

las células se crecieron en presencia de NaCl. Por otro lado, los niveles de Glc y Fru fueron de 28 

y 22 nmoles/g de células (en peso fresco), respectivamente, mientras que cuando a las células se 

les adicionó NaCl los valores de Glc y Fru fueron de 2.249 y 100 nmoles/g de células (en peso 

fresco), respectivamente (Figura 31). 
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de pliegues de Rossmann, con una gran hendidura de unión al sustrato entre los dominios. 

Además, esta enzima pertenece a la familia GT-B de glicosiltransferasas de retención de la 

configuración del enlace glicosídico, y su estructura reveló detalles sobre los sitios de unión al 

sustrato y el mecanismo de reacción, que es independiente de iones metálicos (246). En cuanto a 

la SucPasa de Synechocystis sp PCC 6803, se determinó que la misma cuenta con dos dominios 

desiguales unidos por una región de bisagra flexible, lo que permite que la proteína adopte 

conformaciones abiertas y cerradas. El sitio activo, que contiene un sitio de unión para el cofactor 

Mg2+, está ubicado en el dominio más grande, frente a la hendidura entre los dominios. El más 

pequeño de los dos dominios contiene un bolsillo de unión a la Glc, que determina en gran medida 

la especificidad del sustrato Suc-6P. Gracias a la estructura cristalina de la SucPasa de 

Synechocystis sp PCC 6803, se revelaron detalles del mecanismo catalítico. La reacción procede 

mediante la transferencia del grupo fosfato de la Suc-6P al residuo de Asp en el sitio activo, con 

la liberación de Suc y la formación de un intermediario fosfoacilo covalente, que está coordinado 

por el ion Mg2+. En el segundo paso de la reacción, el fosfoacilo se hidroliza para liberar Pi y 

regenerar el sitio aceptor del Asp (234). 

También, recientemente se caracterizó una SucPSasa de tipo II de un metilotrofo obligado 

aeróbico, M. flagellatus KT. Esta enzima bifuncional es dependiente de Mg2+ y resultó ser un 

homotetrámero de ~340 kDa, activado por Fru-1,6-P2 y ATP, e inhibida por Glc-6P, Fru-1P, AMP 

y Pi. A su vez, se demostró que en M. flagellatus la síntesis de Suc se asocia con la respuesta a 

estrés salino y a altas temperaturas (231). En base a estos resultados, se realizó una comparación 

entre el modelo obtenido para la NeuSucPSasa-II y el modelo de la SucPSasa de M. flagellatus, 

obtenido también por AlphaFold2 (Figura 35C). Dicha enzima posee un 66,67% de identidad con 

NeuSucPSasa-II. En cuanto al linker que une ambos dominios en este organismo tiene una 

longitud similar al de la enzima de N. europaea, de 13 aminoácidos. 
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N. europaea, junto con otros microorganismos, participa en la conversión y circulación de 

material inorgánico en la Tierra (409). La bacteria fija el CO2 mediante un ciclo de CBB similar 

al que se encuentra en las plantas, pero utilizando la energía obtenida a través de la oxidación del 

nitrógeno inorgánico en lugar de la luz solar para el proceso de síntesis (411). En algas verdes y 

plantas, donde el ciclo de CBB se conoce detalladamente, la fijación de CO2 por la Rubisco 

produce 3-PGA que luego se convierte en Ga3P dentro del cloroplasto. Esta última conversión 

implica dos pasos: en el primero, el 3-PGA es fosforilado por una fosfoglicerato quinasa 

(EC 2.7.2.3) a 1,3-bisfosfoglicerato (1,3-bis-PGA), que luego se reduce en una segunda reacción, 

catalizada por la Ga3P deshidrogenasa dependiente de NADH (EC 1.2.1.12) para producir Ga3P. 

A continuación, la triosa-P se reparte entre las vías metabólicas que tienen lugar en diferentes 

compartimentos celulares (412). El análisis del genoma de N. europaea secuenciado en 2003 

(384) aporta información sobre su posible escenario metabólico. En cuanto al ciclo de CBB, se 

encontraron genes que codifican para casi todas las enzimas, excepto para la 

sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (EC 3.1.3.37) y para la Ga3P deshidrogenasa dependiente de 

NADPH (EC 1.2.1.13) (384). Chain y sus colegas (384) sugirieron que estas enzimas son 

reemplazadas por la Fru-1,6-bisfosfatasa (EC 3.1.3.11) y la Ga3P deshidrogenasa dependiente de 

NADH, que se emplean en la gluconeogénesis y la glucólisis, respectivamente (384). Esto se debe 

a que, en organismos como N. europaea, donde la fijación de CO2 y la gluconeogénesis ocurren 

de manera continua, tener dos genes separados no ofrece una ventaja evidente, y una sola enzima 

cumple eficazmente ambas funciones. La regulación enzimática sigue siendo importante para 

garantizar el flujo adecuado de estos procesos metabólicos. Una razón que respalda la versatilidad 

de estas enzimas en las funciones celulares en las que participan radica en el hecho de que, a 

diferencia de los organismos eucariotas fotosintéticos, todas las rutas metabólicas tienen lugar en 

el citoplasma, sin compartimentos separados. 

Como se mencionó anteriormente, N. europaea es un organismo autótrofo, por lo que el 

carbono requerido para su crecimiento proviene de la asimilación de carbono inorgánico. Aunque 

se ha demostrado que es más bien un autótrofo facultativo (377,378), cuando el organismo se 

cultivó con una fuente de carbono inorgánico (CO2), su tasa de crecimiento es mayor que la de 

una fuente de carbono orgánico (378,413). Sin embargo, el desarrollo del organismo en 

condiciones mixotróficas tiene beneficios a través de la asimilación del carbono y reduce el costo 

energético de fijar el carbono inorgánico. No obstante, vale la pena explorar el impacto ecológico 

de estos compuestos orgánicos en el entorno que se desarrolla N. europaea. Por otro lado, el NH4
+ 

es siempre esencial como fuente de nitrógeno y de energía en condiciones aeróbicas. Sin embargo, 

se ha observado que en condiciones anaeróbicas, donde se detiene la producción de energía a 

través de la oxidación del NH4
+, las células pueden obtener energía a partir de la oxidación de Pyr 

y la reducción de NO2
� en un proceso contrario a la nitrificación, pero el NH4

+ aún es esencial, 

posiblemente como fuente de nitrógeno (414). 
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Una característica interesante del genoma de N. europaea es la preponderancia de secuencias 

de inserción. Lo más probable es que el tamaño del genoma esté disminuyendo y que las 

secuencias de inserción puedan estar ayudando, en una marcha evolutiva hacia un genoma más 

compacto. Se ha postulado que N. europaea continúa su reducción hacia un genoma más 

compacto, como otras bacterias catabólicamente limitadas (384). En este contexto, la 

preservación de los genes relacionados con el metabolismo del glucógeno y de la Suc puede 

ofrecer algún beneficio a su estilo de vida. Es lógico especular que el glucógeno puede actuar 

como un compuesto de almacenamiento de carbono, más que de energía. Hay poca evidencia 

sobre el rol de la Suc en procariotas no fotosintéticos. En los pocos casos que se han estudiado la 

misma se sintetiza en respuesta a estrés salino o térmico, manteniendo el equilibrio osmótico y 

estabilizando la estructura y/o la función de membranas y proteínas (231,243,248,249,252,415). 

Sin embargo, la Suc también se podría utilizar como reserva de carbono temporal, lo que 

permitiría que las células sobrevivan a condiciones ambientales adversas y luego se metabolice 

cuando las condiciones mejoren, para permitir que las células crezcan y se dividan rápidamente 

(233). Los ORFs de las enzimas SucPSasa y SucSasa en N. europaea están adyacentes entre sí en 

la misma hebra y separados por sólo 70 pb. La importancia de este supuesto operón 

SucPSasa-SucSasa en este organismo no está clara, ya que resulta contradictorio que las enzimas 

para la síntesis y degradación de Suc se transcriban juntas. En este trabajo de Tesis hemos 

obtenido resultados que explicarían la razón por la cual se transcribirían juntas, entendiendo la 

posibilidad de un mecanismo de regulación post-transcripcional mediante un proceso de clivaje 

proteolítico. 

Es probable que en N. europaea el carbono utilizado para sintetizar tanto glucógeno como 

Suc provenga de la asimilación de CO2 por el ciclo de CBB, y no de una fuente orgánica externa. 

Este carbono puede entrar en muchas vías metabólicas por cualquiera de los intermediarios de 

este ciclo, principalmente a partir de 3-PGA. Luego, este compuesto puede entrar en la glucólisis 

(ruta de Embden-Meyerhof-Parnas), convertirse en Pyr y entrar al ciclo de Krebs. En N. europaea 

este ciclo se considera inactivo y en su lugar s�✁✂✄ ☎✆✄ ✝✞�✁✁✄✟☎✁✄✠ ✟� ✡✁�☛☞✌ ✍✁✎✏�✑�✆✟✎ ✒✎☞

esqueletos de carbono necesarios para la síntesis de aminoácidos, lípidos y otros compuestos 

orgánicos (379,416,417). 

Por otro lado, el 3-PGA puede, a través de la gluconeogénesis, generar Glc-1P, la cual puede 

ser activada a UDP-Glc o ADP-Glc por acción de las enzimas UDP-Glc PPasa o ADP-Glc PPasa, 

respectivamente. Esta partición de la Glc-1P suele permitir el establecimiento de rutas 

metabólicas específicas, y no superpuestas, como ocurre, por ejemplo, en cianobacterias, donde 

la UDP-Glc sirve para la síntesis de Suc, mientras que la ADP-Glc es utilizada principalmente 

para la síntesis de glucógeno (418). 

Como ya se mencionó, el ciclo de CBB es una vía operativa importante para la absorción 

autótrofa de CO2 inorgánico. Tanto el primer producto de la fijación del carbono, el 3-PGA, como 
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así también la Fru-6P, son intermediarios clave que vinculan el ciclo con otras vías metabólicas. 

Por lo tanto, el flujo de carbono asimilado puede dirigirse hacia (i) la glucólisis y la producción 

de energía (ATP), (ii) las vías de cetoácidos y aminoácidos relacionados con el metabolismo del 

nitrógeno, y (iii) el almacenamiento de polisacáridos, principalmente glucógeno. En este 

contexto, las propiedades reguladoras identificadas para la ADP-Glc PPasa de N. europaea 

respaldan que la regulación de la síntesis de glucógeno está coordinada con la disponibilidad de 

carbono y energía en las bacterias (289). Por un lado, la síntesis de ADP-Glc en N. europaea 

estaría íntimamente asociada con un alto contenido energético, ya que la enzima utiliza ATP como 

sustrato y, además, porque es sensible al AMP, que es el principal inhibidor alostérico. A su vez, 

la activación de la ADP-Glc PPasa por Pyr, PEP y OAA respalda la síntesis de glucógeno cuando 

el carbono está en exceso relativo, ya que los niveles elevados de estos metabolitos superan las 

demandas de muchas vías metabólicas. De hecho, la regulación de Pyr, PEP y OAA es importante 

porque son parte del enclave metabólico central para la distribución de carbono y energía (289). 

En este trabajo de Tesis pudimos demostrar que la enzima NeuSucPSasa-II no posee actividad 

como tal, pero cuando sus dominios se producen por separado son activos. El dominio 

NeuSucPSasa puede utilizar los sustratos ADP-Glc y UDP-Glc como dadores glucosilos con 

similar eficiencia catalítica (Tabla 13). El dominio NeuSucPasa mostró ser activo y específico por 

el disacárido fosforilado Suc-6P. En base a estos resultados in vitro, parece posible que la Suc se 

sintetice a partir de ADP-Glc y UDP-Glc a través de la NeuSucPSasa-II. Si bien se especula que 

la síntesis de Suc ocurre principalmente a partir de UDP-Glc, se observó in vitro que la SucSasa 

resulta más eficiente para transferir Glc desde ADP-Glc que desde UDP-Glc, contrariamente a lo 

que sucede en eucariotas, los cuales utilizan preferencialmente UDP-Glc. Similar especificidad 

se observó en el sentido inverso, como operaría fisiológicamente en otros organismos, mostrando 

preferencia en el uso de ADP en la degradación de la Suc. Esto permite predecir que los 

organismos procariotas tienen un escenario metabólico diferente al de las plantas. La preferencia 

de nucleótidos en estas enzimas determina dónde se dirige el resto de la Glc después de que se 

degrada la Suc (228). Es importante señalar que, en las plantas, la ADP-Glc se encuentra 

exclusivamente en los plástidos, mientras que la UDP-Glc se localiza en el citoplasma. Esta 

distribución tiene un papel fundamental en la especificidad de ciertas enzimas, como la 

ADP-Glc PPasa que opera en el cloroplasto y la SucPSasa que se encuentra en el citosol (419). A 

partir de estos resultados, podría postularse que en N. europaea la Suc se puede acumular a partir 

de UDP-Glc como de ADP-Glc, gracias a la vía irreversible de la NeuSucPSasa-II, y su 

degradación podría llevarse a cabo a través de la reacción reversible catalizada por la SucSasa, 

dando ADP-Glc. A su vez, esto sugiere que el metabolismo de la Suc podría estar ligado a la 

síntesis de glucógeno, ya que la ADP-Glc es el dador glucosilo para la síntesis del polisacárido. 

Es razonable entonces que exista un mecanismo finamente regulado que permita dirigir los 

dadores glucosilos hacia una u otra vía. Existen diferentes mecanismos de regulación metabólica; 
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entre ellas, la de tipo alostérico, que produce respuestas inmediatas frente a los cambios 

metabólicos (420). En plantas y bacterias, la síntesis de glucanos de reserva está regulada 

alostéricamente por activación/inhibición de la ADP-Glc PPasa; a diferencia de la regulación que 

ocurre en mamíferos y hongos, donde se da a nivel de la glucógeno sintasa. En todos los casos, 

independientemente del papel que cumpla el glucógeno, se sintetizará siempre que haya energía 

y carbono disponibles para ese fin. Los metabolitos que regulan alostéricamente las 

ADP-Glc PPasas varían según la fuente y dependen del metabolismo energético de asimilación 

de carbono (50,51,110). 

Otro mecanismo de regulación de la actividad enzimática lo constituyen las modificaciones 

post-traduccionales (420). Entre ellas, se encuentra la proteólisis controlada mediada por 

proteasas específicas. Estas son enzimas que tienen un significado único en los procesos celulares 

y fisiológicos, y son sintetizadas por todos los organismos. Las mismas catalizan la hidrólisis de 

enlaces peptídicos en los polipéptidos. Una variedad de funciones y procesos biológicos dependen 

de su actividad. Independientemente de la complejidad del organismo, las peptidasas son 

esenciales en cada etapa de la vida de cada célula individual, ya que todas las moléculas de 

proteínas producidas deben procesarse proteolíticamente y eventualmente reciclarse. La 

proteólisis específica a menudo da como resultado la activación o inactivación de proteínas; en 

cambio, la proteólisis inespecífica resulta en la degradación de proteínas y, por lo tanto, estas 

enzimas son potencialmente peligrosas para las células y pueden alterar su entorno (421). Las 

endoproteasas de Ser (EC 3.4.21) tienen un centro de Ser activo que participa en el proceso 

catalítico. Varias proteasas aisladas de organismos halófilos pertenecen a las proteasas de Ser. 

Las mismas constan de tres aminoácidos en su sitio activo: Asp, His y Ser, organizados según una 

tríada catalítica (422). En el desarrollo de esta Tesis, se demostró que la enzima NeuSucPSasa-II 

es relativamente inactiva en su forma completa, mientras que los dos dominios que la componen 

presentaron una actividad considerable cuando se obtuvieron de manera individual (Tabla 13). A 

su vez, se observó que la NeuSucPSasa-II se encuentra en su forma completa y de baja actividad 

en células que fueron crecidas en condiciones mixotróficas (Figura 29). Por el contrario, en 

condiciones quimiolitoautotróficas, la proteína se identificó con cada uno de sus dominios 

individuales (Figura 32), sugiriendo que la síntesis de Suc se da en condiciones normales de 

quimiolitoautotrofía. A partir de estos resultados, se analizó la posibilidad de una escisión 

proteolítica, identificando un sitio de corte potencial por una proteasa de Ser de la familia S8 

(Figura 33). La búsqueda in silico de posibles genes que codifiquen esta enzima en N. europaea 

reveló un gen que codificaría para la NeuS8pept. Aunque se realizaron varios intentos para 

amplificarlo a partir del ADN genómico de N. europaea, no se logró obtener el fragmento 

completo del gen, lo que resultó en la incapacidad de llevar a cabo la expresión recombinante de 

la proteína. Sin embargo, se realizaron ensayos in vivo evaluando la proteólisis de 

NeuSucPSasa-II, utilizando extractos crudos de células crecidas en ambas condiciones y la 
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proteína completa recombinante. En extractos de células crecidas en condiciones 

quimiolitoautotróficas, se observó la desaparición de la banda correspondiente a la 

NeuSucPSasa-II (~80 kDa); mientras que en extractos de células crecidas con Fru 2% (p/v), la 

enzima permanece en su forma completa (Figura 34). A su vez, estos resultados se condicen con 

las medidas de actividad realizadas sobre los extractos crudos de N. europaea, mostrando una 

actividad para la SucPSasa de 0,31 U/mg en condiciones quimiolitoautotróficas, similar al valor 

obtenido in vitro; por el contrario, en condiciones heterótrofas (Fru 2% p/v) el valor de actividad 

fue de 0,026 U/mg. 

A partir del modelo estructural que se obtuvo para la NeuSucPSasa-II mediante AlphaFold2 

(Figura 35), se puede concluir que la estructura de esta proteína se asemeja a las estructuras ya 

cristalizadas de las proteínas SucPSasa de H. orenii y a la SucPasa de Synechocystis sp. 

PCC 6803. Dichas proteínas no pertenecen al grupo de las SucPSasas de tipo II, las cuales son 

proteínas compuestas por ambos dominios, glicosiltransferasa y fosfohidrolasa, como 

NeuSucPSasa-II. Sin embargo, según los resultados obtenidos, la proteína de N. europaea en su 

forma completa no presentaría actividad enzimática y, cuando la misma es escindida, sí se pudo 

caracterizar cinéticamente. En la determinación de los parámetros cinéticos, se encontraron 

valores de S0,5 con un orden de magnitud menor para ADP-Glc y UDP-Glc, comparados a los 

determinados para la SucPSasa-II de M. flagellatus (Km 1,3 y 1,2 mM para UDP-Glc y Fru-6P, 

respectivamente). La enzima de M. flagellatus resultó ser bifuncional, como Suc fosfato 

sintasa/fosfatasa, y ambas actividades enzimáticas dependen fuertemente de Mg2+, con una 

concentración iónica óptima de 17,5 mM (231). En cuanto a la actividad del dominio fosfatasa, 

los valores de Vmax y Km para la Suc-6P se encuentran en el mismo orden que los determinados 

para la enzima de M. flagellatus (Tabla 13) (231). 

La aparición de las enzimas que sintetizan Suc y enzimas que la degradan en el mismo operón, 

plantea cuestiones metabólicas sobre la función de estas enzimas en organismos no fotosintéticos. 

Se demostró que la producción de Suc y la escisión de la misma en N. europaea están 

determinadas por un único operón. Esta red metabólica incluye dos etapas. De manera similar a 

las plantas superiores y a las cianobacterias, N. europaea convierte la Fru-6P y la ADP-Glc (o 

UDP-Glc) en Suc, con la participación de los dominios que componen a la NeuSucPSasa-II. En 

la siguiente etapa, se degradaría la Suc, dando ADP-Glc y Fru libre, mediante la acción de la 

SucSasa. En nuestro laboratorio, se realizó previamente con detalle la caracterización cinética de 

esta enzima (228). En este estudio, la enzima mostró tener una actividad enzimática, en el sentido 

de degradación de la Suc, significativa con el sustrato ADP, y mucho menor cuando se analizaron 

los sustratos UDP, CDP, dTDP y GDP. Luego, la Fru libre se puede convertir nuevamente en 

Fru-6P a través de la FruK (NE1212) dependiente de ATP. Por lo tanto, esta red metabólica 

✍✁✎☛✄☛✒���✆✁� ✁�✍✁�☞�✆✁✄ ☎✆ ✝✂✄✂✒✎ ✟� ☎☎✂✠✆ ✝☎✆✁✎ ✂✎✆ ✒✎☞ ✁�☞☎✒✁✄✟✎☞ ✎☛✁�✆✄✟✎☞ �✆ �☞✁✄ ✞�☞✄☞✌ ☞�

puede concluir que la síntesis o degradación de la Suc, vía NeuSucPSasa-II y NeuSucSasa, sería 
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preferencial para especies químicas derivadas de adenina que de uridina, a diferencia de lo que 

ocurre principalmente en plantas. Esta especificidad tendría implicaciones para la partición del 

carbono entre la Suc y el glucógeno, ya que implicaría una asignación importante de la ADP-Glc 

en el metabolismo de carbohidratos en N. europaea. 

Se ha demostrado que un suministro de ADP-Glc para la biosíntesis de glucógeno también 

podría atribuirse a la escisión de la Suc por medio de la SucSasa (217,254). La clara preferencia 

por ADP, observada por las enzimas de especies no fotosintéticas, podría indicar una función 

similar en la regulación del flujo de carbono entre la Suc y el glucógeno. También se observaron 

diferencias en la preferencia de nucleótidos para las SucPSasas. De hecho, las SucPSasas de 

plantas son altamente específicas para UDP-Glc, mientras que las bacterianas pueden usar otros 

NDP-Glc como sustratos (215,423). Con la resolución de la estructura de la SucPSasa de H. orenii 

se sugirieron tres residuos de unión de nucleótidos conservados en plantas, pero muy variables 

entre bacterias (246), los cuales podrían ser responsables de los diferentes modos de unión en las 

SucPSasas de plantas y de bacterias. 

El ciclo del metabolismo de la Suc, resultante de las enzimas mencionadas anteriormente, 

podría ser un mecanismo ingenioso para ajustar el suministro de Suc y nucleótidos-azúcar, 

dependiendo de la demanda de la célula bajo ciertas condiciones ambientales. De hecho, se ha 

propuesto previamente que los ciclos de Suc en las plantas, caracterizados por procesos 

permanentes de formación y degradación, podrían permitir que los organismos puedan responder 

con un alto grado de sensibilidad a los factores que influyen en la acumulación de azucares, el 

potencial osmótico, la respiración y la señalización del azúcar (217,424). 

La síntesis de glucógeno a través de Suc como intermediario requiere dos moléculas de NTP 

para unir el residuo de glucosilo al cebador de glucógeno. Esta ruta es menos eficiente 

energéticamente en comparación con la ruta de la ADP-Glc PPasa/GSasa (vía clásica GlgCA), 

que requiere sólo una molécula de NTP para la elongación del glucógeno. El genoma de 

N. europaea posee y expresa los genes necesarios para esta última vía (384,425). La acumulación 

intracelular de Suc en N. europaea podría ser una respuesta a estrés salino. Se describió que este 

microorganismo es tolerante a salinidad, hasta 400 mM de NaCl (425). Sería razonable entonces 

pensar que la función principal de la ruta bajo estudio es la biosíntesis de novo de Suc. Esta 

sugerencia está respaldada, ya que se observaron varias diferencias en células crecidas con bajo 

nivel de NaCl versus células crecidas a altos niveles de salinidad, en enzimas cruciales asociadas 

con la producción de osmolitos en N. europaea (425). La modificación principal que se observó 

estaba relacionada con dos enzimas, asociadas con la producción de Suc, uno de los osmolitos 

más comúnmente descritos (426). Codificadas por el mismo operón, se piensa que estas enzimas 

proporcionan una producción oportuna de Suc en respuesta a las condiciones ambientales. En 

última instancia, el análisis de los datos proteómicos en relación con los osmolitos, confirmó que 

N. europaea modifica varias enzimas involucradas en la producción de osmolitos y 
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probablemente utiliza estas moléculas en respuesta a altas concentraciones de sal (425). Tal 

respuesta, aunque beneficiosa para la fisiología celular en general, es un proceso que demanda 

nutrientes y energía. En trabajos previos, se ha reportado que la producción de osmolitos puede 

sumar potencialmente hasta el 30-40% del carbono total y el 60% de las demandas totales de 

nitrógeno, lo que resulta en un aumento de 2-3 veces en el costo energético para las bacterias 

(427). Las respuestas metabólicas específicas observadas en N. europaea, sugieren un papel del 

metabolismo del carbono en la generación de poder reductor, posiblemente para satisfacer las 

demandas de energía de los mecanismos de respuesta al estrés inducidos por la alta salinidad 

(425). 

Como se mencionó anteriormente, en la naturaleza se presentan dos vías posibles para la 

síntesis de Suc. Se encuentra la vía convencional que funciona en plantas y cianobacterias in vivo, 

y posiblemente en la naturaleza en general, mediante la acción combinada de la SucPSasa y la 

SucPasa, para generar Suc a partir de Fru-6P y NDP-Glc. Por otra parte, existen evidencias in vitro 

de la síntesis de Suc a partir de NDP-Glc y Fru catalizada por la SucSasa. Sin embargo, a pesar 

de su nomenclatura, in vivo esta enzima parece funcionar en la dirección opuesta, es decir, 

escindiendo Suc. Tanto la SucPSasa como la SucSasa tienen un dominio glicosiltransferasa 

funcional, presumiblemente con un origen evolutivo común (229). Se postuló que la biosíntesis 

de Suc pudo haber sido coordinada por una enzima del tipo SucPSasa, ya que así lo sugieren los 

análisis filogenéticos de las secuencias, y además porque el primer aceptor glucosilo habría sido 

la Fru-6P en lugar de la Fru, debido a su abundancia en el metabolismo intermedio (229). A su 

vez, la hidrólisis del intermediario de esta vía, la Suc-6P, conduciría irreversiblemente a la síntesis 

de Suc. A lo largo de la evolución, la aparición de la función SucSasa ahorraría energía al escindir 

la Suc, en comparación con las enzimas del tipo invertasas. La reacción de la SucSasa, cuando se 

acopla a la pirofosforólisis de NDP-Glc a través de una NDP-Glc PPasa, consume sólo una 

molécula de PPi en la conversión de la Suc en hexosas-fosfato; mientras que la ruta catabólica de 

Suc generalmente requiere 2 moléculas de ATP. Esta vía de ahorro energético es relativamente 

pequeña cuando la Suc se respira a través de la glucólisis y el ciclo de Krebs, pero puede ser 

significativa en condiciones de oxígeno limitado, donde el ciclo de Krebs no está completamente 

operativo (221). También es interesante mencionar que la oxidación del amonio como mecanismo 

de obtención de energía es dependiente de oxígeno y, en condiciones anaeróbicas, se inician otros 

procesos metabólicos, como la reducción de NO2
� utilizando Pyr como dador de electrones, como 

estrategia para obtener energía. Además de esto, en muchas cianobacterias, la inducción de la 

SucSasa se da en condiciones de hipoxia, lo que aumenta la importancia económica de esta vía 

de degradación de Suc (230). 

En este trabajo de Tesis, se puso en evidencia ciertas particularidades del metabolismo de la 

Suc en N. europaea, un organismo quimiolitoautótrofo que obtiene energía por la oxidación del 

NH4
+ en condiciones aeróbicas. Basándonos en todos los resultados presentados, los mismos nos 
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ayudan a reforzar la hipótesis de que el metabolismo de la Suc en N. europaea podría estar 

regulado por proteólisis, una respuesta rápida frente a los cambios ambientales, según las 

necesidades metabólicas de esta bacteria. Aún queda trabajo por realizar para llegar a un 

conocimiento integrador del metabolismo de Suc en N. europaea, aunque esta Tesis ha generado 

un avance significativo hacia tal entendimiento. El papel exacto de los genes de 

biosíntesis/utilización de la Suc en clados microbianos cuya caracterización es deficiente tiene 

que continuar siendo estudiado. Teniendo en cuenta que estos filos bacterianos se aislaron de una 

variedad de ecosistemas marinos, de agua dulce y terrestres, en el futuro podría desarrollarse una 

imagen más compleja de la Suc como intermediario de las redes metabólicas microbianas.
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- A partir de esta caracterización cinética, regulatoria y estructural, junto al análisis de datos 

genómicos de Melainabacteria, proponemos la hipótesis de un metabolismo activo de síntesis y 

degradación del glucógeno. 

- Los hallazgos de este trabajo de Tesis constituyen el primer informe bioquímico sobre 

enzimas involucradas en las rutas metabólicas de Melainabacteria, lo que contribuye 

significativamente al tema actual acerca de la separación entre las cianobacterias fotosintéticas y 

no fotosintéticas. 

Para el caso de B. japonicum: 

- Los resultados obtenidos nos permiten tener un acercamiento sobre la regulación, el uso 

de diferentes sustratos y las características cinéticas distintivas de dos isoformas de GSasa 

presentes en B. japonicum. 

- �✄☞ ✟✎☞ ✁☎✄☞✄☞ ✂✄✁✄✒✄✂✄✁✎✆ ✒✄ �✒✎✆✄✄✂✄☎✆ ✟� ☎✆ ✆-1,4-glucano lineal empleando 

específicamente ADP-Glc. Una de ellas (GSasa482) presentó una actividad específica dos 

órdenes de magnitud mayor que la otra (GSasa471). Se confirmó que ambas GSasas no tienen 

capacidad para sintetizar Mal-1P, una cualidad típica de las GSasas GT4. 

- A partir de estos hallazgos y de análisis genómicos, planteamos también la hipótesis que 

en B. japonicum se sintetiza activamente glucógeno a través de dos glicosiltransferasas con 

actividades aparentemente redundantes, aunque con distintas eficiencias catalíticas. 

- En función de las diferencias en la preferencia del tipo de glucano, podría suponerse que 

estas enzimas participan en la elongación de distintos tipos de glicanos. No se dispone de 

información sobre la(s) estructura(s) específica(s) del glucógeno presente(s) en el organismo. 

Para el caso de N. europaea: 

- El entendimiento del metabolismo de la Suc en este organismo se realizó con abordajes 

tanto in vitro como in vivo, estudiando comparativamente en distintas condiciones la presencia de 

enzimas, isoformas y cuantificando metabolitos. 

- Demostramos que la proteína completa NeuSucPSasa-II no presenta valores de actividad 

detectable en ninguna de las dos actividades cuyos dominios la constituyen (SucPSasa y SucPasa). 

Mientras que, los dominios obtenidos de manera individual resultan en enzimas activas y 

específicas para la síntesis de Suc. Los resultados de esta Tesis complementan la caracterización 

de otras enzimas del metabolismo de la Suc en N. europaea que el grupo de trabajo viene 

realizando. En conjunto, la caracterización de estas enzimas lleva a proponer una estrecha relación 

entre los metabolismos de glucógeno y Suc, basada en la utilización de metabolitos/precursores 

comunes. 
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42 ADP-Glc PPasa  Nostoc sp. PCC 7120 NP_488685.1 

43 ADP-Glc PPasa  Synechocystis sp. PCC 6803 NP_443010.1 

44 ADP-Glc PPasa  Synechococcus elongatus PCC 6301 YP_171631.1 

45 ADP-Glc PPasa  Anabaena variabilis ATCC 29413 YP_322537.1 

46 ADP-Glc PPasa  Synechococcus sp. PCC 7002 YP_001733367.1 

47 ADP-Glc PPasa  Cyanothece sp. PCC 7822 YP_003887306.1 

48 ADP-Glc PPasa  Nostoc azollae YP_003722981.1 

49 ADP-Glc PPasa  Arthrospira maxima CS-328 ZP_03275613.1 

50 ADP-Glc PPasa  Micromonas pusilla CCMP1545 XP_003056043.1 

51 ADP-Glc PPasa  Micromonas pusilla CCMP1545 XP_003054985.1 

52 ADP-Glc PPasa  Micromonas sp. RCC299 XP_002507549.1 

53 ADP-Glc PPasa  Micromonas sp. RCC299 XP_002503615.1 

54 ADP-Glc PPasa (large) Chlamydomonas reinhardtii XP_001693447.1 

55 ADP-Glc PPasa (small) Chlamydomonas reinhardtii XP_001691854.1 

56 ADP-Glc PPasa  Ostreococcus tauri XP_003084430.1 

57 ADP-Glc PPasa  Ostreococcus tauri XP_003080399.1 

58 ADP-Glc PPasa  Volvox carteri f. nagariensis XP_002956068.1 

59 ADP-Glc PPasa  Volvox carteri f. nagariensis XP_002951950.1 

60 ADP-Glc PPasa  Ostreococcus lucimarinus CCE9901 XP_001422382.1 

61 ADP-Glc PPasa  Ostreococcus lucimarinus CCE9901 XP_001418959.1 

62 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002994500.1 

63 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002989290.1 

64 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002982912.1 

65 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002981933.1 

66 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002980858.1 

67 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002975788.1 

68 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002973739.1 

69 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002970384.1 

70 ADP-Glc PPasa  Selaginella moellendorffii XP_002968152.1 

71 ADP-Glc PPasa  Shinella zoogloeoides WP_119256651.1 

72 ADP-Glc PPasa  Paracoccus thiocyanatus WP_115756538.1 

73 ADP-Glc PPasa  Rhizobiales bacterium WP_115156201.1 

74 ADP-Glc PPasa  Mesorhizobium oceanicum WP_114579936.1 

75 ADP-Glc PPasa  Rhodoplanes elegans WP_111356150.1 

76 ADP-Glc PPasa  Azospirillum sp. TSO5 WP_109150954.1 

77 ADP-Glc PPasa  Martelella mediterranea WP_106310289.1 

78 ADP-Glc PPasa  Rhizobium mesoamericanum WP_028746729.1 

79 ADP-Glc PPasa  Bradyrhizobium japonicum WP_014493115.1 

80 ADP-Glc PPasa  Rhizobiales bacterium WP_113529535.1 

81 ADP-Glc PPasa  Sulfuritortus calidifontis WP_126462236.1 

82 ADP-Glc PPasa  Nitrosomonas marina WP_090633633.1 

83 ADP-Glc PPasa  Nitrosomonas oligotropha WP_090317903.1 

84 ADP-Glc PPasa  Xylophilus ampelinus WP_110464968.1 

85 ADP-Glc PPasa  Paraburkholderia rhynchosiae WP_102635427.1 

86 ADP-Glc PPasa  Caballeronia sordidicola WP_089164405.1 

87 ADP-Glc PPasa  Rhodoferax antarcticus WP_075585858.1 
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88 ADP-Glc PPasa  Nitrosospira multiformis WP_113067136.1 

89 ADP-Glc PPasa  Neisseria dumasiana WP_096777558.1 

90 ADP-Glc PPasa  Paraburkholderia bryophila WP_111935803.1 

91 ADP-Glc PPasa  Corallococcus sp. CA051B WP_120645735.1 

92 ADP-Glc PPasa  Desulfatiglans anilini WP_028321096.1 

93 ADP-Glc PPasa  Myxococcus stipitatus WP_015352759.1 

94 ADP-Glc PPasa  Myxococcus macrosporus WP_013935338.1 

95 ADP-Glc PPasa  Stigmatella aurantiaca WP_002610372.1 

96 ADP-Glc PPasa  Vulgatibacter incomptus WP_050724205.1 

97 ADP-Glc PPasa  Stigmatella aurantiaca WP_013376533.1 

98 ADP-Glc PPasa  Geobacter bemidjiensis WP_012529339.1 

99 ADP-Glc PPasa  Vibrio mediterranei WP_124941924.1 

100 ADP-Glc PPasa  Salmonella enterica WP_122029635.1 

101 ADP-Glc PPasa  Vibrio cholerae WP_119560420.1 

102 ADP-Glc PPasa  Haemophilus influenzae WP_118873727.1 

103 ADP-Glc PPasa  Haemophilus haemolyticus WP_118861127.1 

104 ADP-Glc PPasa  Aeromonas hydrophila WP_118836321.1 

105 ADP-Glc PPasa  Klebsiella pneumoniae WP_117373127.1 

106 ADP-Glc PPasa  Escherichia coli WP_115431588.1 

107 ADP-Glc PPasa  Yersinia pestis WP_016678934.1 

108 ADP-Glc PPasa  Rhodococcus fascians WP_032403021.1 

109 ADP-Glc PPasa  Rhodococcus jostii WP_073370619.1 

110 ADP-Glc PPasa  Streptomyces coelicolor A3(2) NP_625258.2 

111 ADP-Glc PPasa  Streptomyces scabiei WP_037698817.1 

112 ADP-Glc PPasa  Corynebacterium minutissimum WP_039674867.1 

113 ADP-Glc PPasa  Microbacterium testaceum WP_058598057.1 

114 ADP-Glc PPasa  Microbacterium oxydans WP_045280110.1 

115 ADP-Glc PPasa  Mycobacterium vulneris WP_085292363.1 

116 ADP-Glc PPasa  Mycobacterium shigaense WP_096441957.1 

117 ADP-Glc PPasa  Mycobacterium tuberculosis WP_057375489.1 

118 ADP-Glc PPasa  Micrococcus luteus WP_036383376.1 

119 ADP-Glc PPasa  Actinomyces ruminicola WP_092537108.1 

120 ADP-Glc PPasa  Actinomyces oris WP_060958022.1 

121 ADP-Glc PPasa  Kocuria palustris WP_058872255.1 

122 ADP-Glc PPasa  Melainabacteria bacterium RAI15060.1 

123 ADP-Glc PPasa  Melainabacteria bacterium RAI13416.1 

124 ADP-Glc PPasa  Melainabacteria bacterium RAI12533.1 

125 ADP-Glc PPasa  Gastranaerophilales bacterium HUM_20 WP_129697482.1 

126 ADP-Glc PPasa  Melainabacteria bacterium MEL.A1 WP_129696015.1 

127 ADP-Glc PPasa  Gastranaerophilales bacterium PWL74908.1 

128 ADP-Glc PPasa  Gastranaerophilales bacterium HUM_21 DAB23140.1 

129 ADP-Glc PPasa  Gastranaerophilales bacterium HUM_9 DAA96560.1 

130 ADP-Glc PPasa  Gastranaerophilales bacterium HUM_6 DAA93442.1 

131 ADP-Glc PPasa  Gastranaerophilales bacterium HUM_5 DAA90045.1 

132 ADP-Glc PPasa  Gastranaerophilales bacterium HUM_1 DAA82094.1 

133 ADP-Glc PPasa  Melainabacteria bacterium GWF2_37_15 OGI00355.1 
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Tabla Suplementaria S2: Información correspondiente a las secuencias utilizadas para la construcción del 
árbol filogenético presentado en la Figura 15. 

N° Enzima Organismo Código 

1 GlgA Bifidobacterium longum WP_117839538.1 

2 GlgM Mycobacterium tuberculosis WP_057372227.1 

3 GlgA Mycobacterium tuberculosis P9WMY9 

4 GlgA Mycobacteroides abscessus WP_052554574.1 

5 GlgA Streptomyces coelicolor A3(2) NP_625259.1 

6 GlgA Streptomyces hygroscopicus WP_078611866.1 

7 GlgA Streptomyces canus WP_062048891.1 

8 GlgA Clavibacter michiganensis WP_053774575.1 

9 GlgA Rhodococcus fascians WP_032403020.1 

10 GlgA Rhodococcus rhodochrous WP_059383062.1 

11 GlgA 1 Rhodococcus jostii ABG97751.1 

12 GlgA 2 Rhodococcus jostii ABG98234.1 

13 GlgA Kocuria rhizophila WP_029603115.1 

14 GlgA Corynebacterium glutamicum WP_003855006.1 

15 GlgM Mycolicibacterium smegmatis A0R2E2.1 

16 GlgA Streptococcus pneumoniae WP_134688005.1 

17 GlgA Streptococcus mutans UA159 Q8CWX0 

18 GlgA Bacillus cereus WP_098345708.1 

19 GlgA Bacillus thuringiensis WP_001991331.1 

20 GlgA Bacillus subtilis WP_137200973.1 

21 GlgA Streptococcus mitis WP_143952052.1 

22 GlgA Lactococcus lactis WP_134794588.1 

23 GlgA Clostridium perfringens WP_131441853.1 

24 GlgA Clostridioides difficile WP_009892827.1 

25 GlgA Lachnospiraceae bacterium WP_099450807.1 

26 GlgA Ruminococcus flavefaciens 007c WP_019680984.1 

27 GlgA Ruminococcus flavefaciens 007c EWM54456.1 

28 GlgA Ruminococcus albus ATCC 27210 WP_074959839.1 

29 GlgA Ruminococcus albus ATCC 27210 WP_074828078.1 

30 GlgA Escherichia coli WP_136810921.1 

31 GlgA Salmonella enterica WP_023183664.1 

32 GlgA Klebsiella pneumoniae WP_135713572.1 

33 GlgA Serratia marcescens WP_115436607.1 

34 GlgA Yersinia enterocolitica WP_050915673.1 

35 GlgA Pseudomonas aeruginosa WP_134598315.1 

36 GlgA Rhizobiales bacterium WP_115036299.1 

37 GlgA Pseudomonas viridiflava WP_122860962.1 

38 GlgA Pseudomonas fluorescens WP_134924452.1 

39 GlgA Rhizobium leguminosarum WP_131713425.1 

40 GlgA Haemophilus haemolyticus WP_134078366.1 

41 GlgA Nitrosomonas europaea Q82SP3.1 

42 GlgA 1 Agrobacterium tumefaciens WP_137087368.1 
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43 GlgA 2 Agrobacterium tumefaciens Q8UK38.2 

44 GlgA 471 Bradyrhizobium japonicum WP_038965823.1 

45 GlgA 482 Bradyrhizobium japonicum WP_011089199.1 

46 GlgA 1 Synechocystis sp. PCC 6803 P74521.1 

47 GlgA 2 Synechocystis sp. PCC 6803 P72623.1 

48 GlgA 1 Nostoc sp. PCC 7120  Q8YVU5.1 

49 GlgA 2 Nostoc sp. PCC 7120  Q8Z0Q9.1 

50 GlgA 1 Trichormus variabilis ATCC 29413 Q3M9U1.1 

51 GlgA 2 Trichormus variabilis ATCC 29413 Q3M3R4.1 

52 GlgA Prochlorococcus marinus WP_012007425.1 

53 GlgA Fischerella thermalis WP_102172200.1 

54 SSasa 1 Durio zibethinus XP_022738775.1 

55 SSasa 2 Durio zibethinus XP_022739289.1 

56 SSasa 2 Vigna radiata NP_001304209.1 

57 SSasa 1 Arachis hypogaea XP_025666504.1 

58 SSasa 2 Arachis hypogaea XP_025686051.1 

59 SSasa 3 Arachis hypogaea XP_025645888.1 

60 SSasa 4 Arachis hypogaea XP_025651158.1 

61 SSasa 1 Glycine max RZC18017.1 

62 SSasa 2 Glycine max RZC01460.1 

63 SSasa 2 Rosa chinensis XP_024181951.1 

64 SSasa 1 Arabidopsis thaliana Q9FNF2.1 

65 SSasa 2 Arabidopsis thaliana Q9MAC8.1 

66 SSasa 1 Prunus persica XP_007220640.1 

67 SSasa 1 Zea mays NP_001104880.2 

68 SSasa 2 Zea mays NP_001288582.1 

69 SSasa Zea mays XP_020400389.1 

70 SSasa Sorghum bicolor XP_021304395.1 

71 SSasa Ananas comosus XP_020112542.1 

72 SSasa Oryza sativa japonica XP_015614561.1 

73 SSasa Elaeis guineensis XP_029119652.1 

74 SSasa Brachypodium distachyon XP_014753091.1 

 


