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Resumen

RESUMEN

A finales del siglo XX, Luis F. Leloir y sus colaboradores descubrieron los NDP-azicares,
siendo los derivados que contienen Glc (NDP-GIc) los cuantitativamente mds importantes. En
diversas células, estos derivados son los dadores glucosidicos que permiten la sintesis de
o-1,4-glucanos y distintos disacdridos, como la trehalosa (Tre) y la sacarosa (Suc). La biosintesis
de glucanos es una estrategia empleada por numerosos organismos para almacenar reservas
intracelulares de energia y carbono. Los animales, los hongos, las eubacterias y las
arqueobacterias acumulan glucégeno, mientras que las plantas sintetizan almidén.

La ADP-Glc pirofosforilasa (ADP-Glc PPasa, EC 2.7.7.27) es una enzima crucial en la
sintesis de glucégeno y almidén en bacterias y plantas, respectivamente. Esta enzima utiliza
Glc-1P y ATP para producir ADP-Glc, el cual actia como dador de residuos glucosilos en la
sintesis de glucdgeno y almidoén. La actividad de la ADP-Glc PPasa es modulada alostéricamente
por diversos metabolitos que reflejan los niveles de energia dentro de la célula, lo que hace que
la reaccién catalizada por esta enzima sea el punto de regulacién en la biosintesis de poliglucanos
de reserva. Las ADP-Glc PPasas de bacterias heterotréficas son activadas por intermediarios
glucoliticos tales como Glc-6P, Fru-6P, Fru-1,6-P, o Pyr. A su vez, estas enzimas son inhibidas
por AMP, ADP y/o Pi. Por otro lado, la ADP-Glc PPasa proveniente de organismos que realizan
fotosintesis oxigénica es regulada principalmente por 3-PGA (activador) y por Pi (inhibidor).

La segunda reaccidon en la via de sintesis de un a-1,4-glucano de reserva comprende la
transferencia del residuo glucosilo desde el NDP-Glc a una cadena de a-1,4-(Glc), para alargar el
polimero en una unidad por el extremo no reductor. Esta reaccion es catalizada por una enzima
del tipo a-1,4-glucano glucosiltransferasa (EC 2.4.1.-), denominada glucégeno sintasa (GSasa).
En el caso de un polisacérido de reserva ramificado, como el glucégeno, que posee ramificaciones
a-1,6, se requiere una enzima ramificante para catalizar la reaccién especifica y producir el
a-1,4-a-1,6-glucano ramificado. La GSasa de hongos y mamiferos (EC 2.4.1.11) utiliza
preferentemente UDP-Glc como sustrato y pertenece a la familia GT3. A su vez, la GSasa de
bacterias y vegetales (EC 2.4.1.21, también conocida como almiddn sintasa) utiliza ADP-Glc y
se agrupa dentro de la familia GTS. Desde una perspectiva evolutiva se presenta un escenario
donde la caracterizacion de NDP-Glc PPasas y de GSasas de diferentes organismos es de utilidad
para realizar comparaciones y andlisis que permitan establecer relaciones de estructura proteica a
funcién y regulacion. Es asi que en este trabajo de Tesis se planted profundizar la caracterizacién
y el andlisis de estructura a funcién de este tipo de enzimas. Para esto, se seleccionaron
especificamente algunas de ellas provenientes de organismos que ocupan posiciones evolutivas
distintivas. Concretamente, los estudios se realizaron sobre la enzima ADP-Glc PPasa de bacterias
pertenecientes a un grupo de cianobacterias no fotosintéticas, denominadas Melainabacteria, y

de una cianobacteria fotosintética, Anabaena PCC 7120. Ademas, se estudio la enzima GSasa de
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otro microorganismo, Bradyrhizobium japonicum, el cual fue seleccionado por tener duplicados
los genes que codifican para dicha enzima.

Histéricamente, en el filo de las cianobacterias sé6lo se incluian miembros capaces de realizar
fotosintesis oxigénica. Esto cambié con el descubrimiento de Melainabacteria, un grupo de
cianobacterias no fotosintéticas. Para llevar a cabo un estudio sobre las enzimas involucradas en
las rutas metabodlicas 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 asi 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 llevé a cabo la purificacion de las enzimas recombinantes correspondientes, obteniéndose
enzimas solubles, activas, con elevado grado de pureza y estables. Por primera vez, se determind
la estructura cuaternaria de una ADP-Glc PPasa proveniente de una cianobacteria no fotosintética,
la cual resulté 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 proteinas recombinantes purificadas de ambas especies de
Melainabacteria mostraron valores de Vi de 2,3 (vida libre) y 7,1 U/mg (intestinal), mientras
que la enzima de Anabaena present6 un valor de Vimax de 0,31 U/mg. A su vez, las enzimas
mostraron valores similares de Sos para el ATP (~0,3 mM), mientras que la ADP-Glc PPasa de
origen intestinal exhibié una afinidad 6 veces mayor hacia la Glc-1P en comparacién 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 ningln efecto sobre las enzimas de Melainabacteria. Ademas, se realizo
un andlisis filogenético de varias ADP-Glc PPasas provenientes de diferentes fuentes. A partir de
este andlisis, 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 proteinas de plantas. En este sentido, los resultados obtenidos en esta Tesis
constituyen el primer informe bioquimico sobre enzimas involucradas en las rutas metabdlicas de
cianobacterias no fotosintéticas, lo que contribuye en gran medida a una mejor comprensién de
la evolucién de la regulacion alostérica en la familia de las ADP-Glc PPasas. Ademads, estos
resultados aportan nuevos conocimientos sobre un tema candente relacionado con la posicion
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 relacién simbidtica 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 purificacion. Las
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proteinas purificadas se denominaron GSasa471 y GSasa482, segtn la cantidad de aminoécidos
que presentan en su secuencia. La caracterizacién de ambas enzimas demostré que son capaces
de catalizar la elongacion del a-1,4-glucano, con una Vi 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 especificas por el dador glucosidico ADP-Glc. En cuanto a la especificidad por el sustrato
aceptor de estas GSasas, encontramos que distintos tipos de glucégeno actiian como sustrato para
ambas enzimas. Particularmente, el glucégeno de ostra, que posee una estructura heterogénea y
una mayor proporcién de ramificaciones cortas. Se determiné que la Vi para la GSasa471 con
este sustrato (1,2 U/mg) fue 3 veces mayor que la actividad determinada con glucégeno de higado
de conejo, por lo cual la GSasa471 resulta mas eficiente cuando utiliza glucanos con cadenas
cortas. Sucede lo contrario con la enzima GSasa482, la cual presenta una eficiencia catalitica
4 veces mayor cuando el sustrato es glucégeno de higado 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. Ademds, se ha descubierto una ruta alternativa de sintesis de glucégeno en
algunas bacterias, llamada GIgE, 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 proteinas de la via GIgE. Al evaluar la actividad de
formacién 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 informacién sobre la
duplicacién de genes en organismos procariotas y cémo esto se relaciona con la produccién de
glucégeno, la principal molécula de almacenamiento de carbohidratos. Ademds, los resultados
presentados en esta Tesis demuestran que en B. japonicum la sintesis del glucdgeno se lleva a
cabo a través de dos GSasas, capaces de elongar el 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
GSasas procariotas que elongan a-1,4-glucanos de manera concurrente.

La Suc es uno de los productos principales de la fotosintesis que se acumula principalmente
en organismos fototréficos como plantas, algas unicelulares y cianobacterias. En dichos
organismos, la biosintesis 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 metilotréficas pueden acumular Suc en respuesta al aumento de la salinidad en los
medios de crecimiento. En nuestro laboratorio detectamos que Nitrosomonas europaea, un
organismo quimiolitoautétrofo, conserva genes relacionados con el metabolismo del glucégeno y

de la Suc. Debido a la escasa informacion acerca de las enzimas que catalizan la sintesis de este
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disacérido en procariotas no fotosintéticos, se realiz6 el andlisis de la enzima SucPSasa de tipo 11
de N. europaea (NeuSucPSasa-II). Esta enzima presenta dos dominios cataliticos: 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 enzimatica en su forma completa, pero si 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 especifico por el
disacdrido fosforilado Suc-6P. Ademads, se llevé a cabo un andlisis del crecimiento de N. europaea
en condiciones de cultivo autotréficas y heterotréficas, observando un aumento significativo de
biomasa en condiciones mixotrdficas, es decir, en presencia de CO, y de 2% de Fru. A su vez, se
logré aumentar el porcentaje de células crecidas en condiciones quimiolitoautétrofas con el
desarrollo de un dispositivo mediante el cual se suministra un constante burbujeo de aire a las
células en crecimiento. Cuando se realiz6 el andlisis de las enzimas asociadas a la sintesis de Suc
en extractos proteicos de N. europaea se observé que, en condiciones heterotroficas, la proteina
NeuSucPSasa-II se expresa en su forma completa de ~80 kDa, mayormente inactiva. Por el
contrario, en condiciones quimiolitoautotréficas, se pudo detectar el dominio NeuSucPasa
individual, lo cual estaria indicando que la enzima NeuSucPSasa-Il podria regularse
post-traduccionalmente por un mecanismo de protedlisis, dando lugar a ambos dominios activos.
A raiz de esto, mediante andlisis informatico, se indagd sobre la posible protedlisis y se detectd
una peptidasa putativa perteneciente a la familia S8 que cortaria la proteina 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 proteina completa recombinante
NeuSucPSasa-II. Los resultados obtenidos mostraron que la enzima recombinante se escinde con
extractos provenientes de condiciones quimiolitoautétrofas; mientras que con los extractos de
condiciones heterétrofas no se observd protedlisis, 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 hipdtesis donde la sintesis de Suc via
NeuSucPSasa-II se encuentra regulada por protedlisis, un mecanismo de regulacién eficaz frente
a cambios ambientales bruscos. Los resultados sientan las bases para profundizar sobre este
mecanismo en el metabolismo de la Suc en organismos quimiolitoautotréficos.

Desde una perspectiva global, los conocimientos generados en este trabajo de Tesis, a partir
de la caracterizacion in vitro de diferentes enzimas, nos acercan a un entendimiento de la particion
del carbono y la sintesis de compuestos de reserva en organismos procariotas ubicados en
posiciones evolutivas distintivas. Asimismo, se presenta la puesta a punto y la generacién de
nuevas herramientas para el crecimiento, la manipulaciéon y el estudio de la bacteria
quimiolitoautétrofa N. europaea. En conjunto, el conocimiento desarrollado sobre N. europaea

serd relevante para profundizar acerca de la particion de la Glc producida por quimiosintesis en
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este organismo autétrofo. A su vez, una mejor comprension de la sintesis de oligo y polisacaridos
por organismos quimiolitoautotréficos permitiria, en una posterior instancia, plantear el uso de
los mismos como biorrefinerias para convertir compuestos inorgdnicos en biomateriales de interés

biotecnolégico.
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ABSTRACT

NDP-sugars were discovered about 70 years ago by Luis F. Leloir and coworkers. The
derivatives containing Glc (NDP-Glc) are quantitatively the most important, being in several cells
the glucosyl donors for the synthesis of a-1,4-glucans and disaccharides such as trehalose (Tre)
and sucrose (Suc). The biosynthesis of glucans is a strategy used by many organisms to store
intracellular energy and carbon reserves. Animals, fungi, eubacteria, and archaea accumulate
glycogen, while plants synthesize starch.

ADP-Glc pyrophosphorylase (ADP-Glc PPase, EC 2.7.7.27) plays a fundamental role in
glycogen and starch biosynthesis in bacteria and plants, respectively. The enzyme uses Glc-1P
and ATP as substrates to produce ADP-Glc, the glucosyl donor for glycogen and starch synthesis.
The activity of ADP-Glc PPase is allosterically modulated by metabolites indicating the
intracellular energy level. Therefore, the ADP-Glc PPase reaction is the main regulatory step in
the glycogen and starch biosynthetic processes. Several enzymes from heterotrophic bacteria are
activated by glycolytic intermediates such as Glc-6P, Fru-6P, Fru-1,6-P», and/or Pyr, while they
are inhibited by AMP, ADP, and/or Pi. On the other hand, ADP-Glc PPases from organisms
performing oxygenic photosynthesis are (mainly) regulated by 3-PGA (activator) and Pi
(inhibitor).

The second reaction in the a-1,4-glucan synthetic pathway involves the transfer of the
glucosyl residue from NDP-Glc to an a-1,4-(Glc), chain to extend the polymer in one unit. This
reaction is catalyzed by an a-1,4-glucan glucosyltransferase (EC 2.4.1.-) called glycogen synthase
(GSase). The enzyme from fungi and mammals (EC 2.4.1.11) uses UDP-Glc as substrate and
belongs to the GT3 family, whereas the GSase from bacteria and plants (EC 2.4.1.21, also known
as starch synthase) uses ADP-Glc and belongs to the GTS family. The evolutionary scenario
shows that characterization of NDP-Glc pyrophosphorylases and GSases from different
organisms would be useful to conduct comparative analyses to establish relationships between
protein structure, function, and regulation. In this Thesis, we aimed to characterize enzymes from
organisms located at particular evolutionary positions. Specifically, studies were performed on
the ADP-Glc PPase from bacteria belonging to a group of non-photosynthetic cyanobacteria
called Melainabacteria and from a photosynthetic cyanobacterium, Anabaena PCC 7120. In
addition, two GSases from B. japonicum were studied because we detected a duplication of the
genes encoding these enzymes.

Historically, the group of cyanobacteria only included representatives capable to performing
oxygenic photosynthesis. This changed recently with the discovery of Melainabacteria, a group
of non-photosynthetic cyanobacteria. We explored their genomes and identified several genes
related to carbohydrate metabolism. Thus, the genes encoding ADP-Glc PPase from intestinal

and free-living Melainabacteria were cloned, as well as the gene coding for ADP-Glc PPase from

16



Abstract

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 Sos 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
elongation of a preformed a-1,4-glucan, with a Ve 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 GIgE pathway. Since we found a gene encoding the maltosyl-transferase
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GIgE 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-11). 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-Il 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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1. INTRODUCCION
1.1. PROMISCUIDAD, EVOLUCION Y ADAPTABILIDAD

Dentro de una célula, una multitud de reacciones quimicas ocurren en forma simultdnea
siguiendo ciertas pautas que las organizan en procesos coherentes, funcionando de manera
secuencial para producir uno o varios productos especificos. El metabolismo puede definirse
como la suma de todas las transformaciones quimicas que ocurren en una célula u organismo, lo
cual estd dado en forma rigurosamente regulada por una serie de reacciones, catalizadas por las
enzimas que componen las vias metabdlicas (1). Practicamente todas las reacciones quimicas en
una célula ocurren a una velocidad significativa sélo por la presencia de enzimas, biocatalizadores
que, como todos los demds catalizadores, aceleran la velocidad de una reaccién quimica sin
consumirse en el proceso. Como resultado, las reacciones catalizadas por enzimas suelen ocurrir
10'? veces mds rdpido que las reacciones no catalizadas (1). Estos catalizadores celulares son
proteinas, excepto por algiin caso particular. En general, se asume que cada enzima cataliza una
reaccion especifica y cada reaccion en una célula es catalizada por una enzima diferente. Por lo
tanto, cada célula requiere miles de enzimas diferentes. La multiplicidad de enzimas, su
especificidad, capacidad de discriminar entre reactivos, y su susceptibilidad a la regulacién dan a
las células la capacidad de reducir las barreras de activacion de forma selectiva. Esta selectividad
es crucial para la regulacién eficaz de los procesos celulares. La caracteristica fundamental de las
enzimas es que no modifican el AG de la reaccion, pero si aceleran su velocidad en forma
altamente especifica y regulable (1). Por lo anterior, resulta comprensible que las enzimas
participen en la mayoria de los procesos celulares y que la catdlisis sea sustantiva en las
definiciones operativas de la vida.

Como se menciond, se sabe que gran parte de las enzimas son especificas y catalizan
reacciones individuales a alta velocidad. Sin embargo, en los Ultimos afios, el andlisis de la
promiscuidad de las enzimas ha tomado mayor peso. La promiscuidad enzimética se define como
la capacidad de las enzimas para catalizar sustratos alternativos (promiscuidad de sustratos) o
catalizar reacciones aparte de su actividad enzimatica relevante nativa (promiscuidad catalitica)
(2). La investigacion sobre la posibilidad de que las enzimas catalicen diferentes reacciones ha
dado lugar a ideas de importancia tanto desde el punto de vista evolutivo como asi también en un
aspecto industrial. A pesar de su eficiencia, especificidad y robustez las enzimas exhiben una
notable capacidad de adaptacion evolutiva. De esta manera, resulta importante la comprension de
la promiscuidad ya que, desde una perspectiva tedrica, permite un mejor entendimiento de la
bioquimica de los sistemas vivos, debido a que la nocién de la capacidad de utilizar sustratos
alternativos se correlaciona con la del reconocimiento molecular (3). Estas actividades
promiscuas generalmente suelen tener una baja eficiencia catalitica y se consideran poco ttiles en

el metabolismo (4). Sin embargo, estas reacciones secundarias se vuelven esenciales bajo
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perturbaciones ambientales o genéticas, en las que sirven como precursores para el desarrollo de
nuevas actividades enzimaticas (5).

Entonces surge el interrogante, ;de donde proviene la flexibilidad y plasticidad de las rutas
metabdlicas y las nuevas actividades enzimaticas? Estudios previos se han centrado en el nivel de
las vias o enzimas y la variabilidad de las enzimas en su quimica de reaccién (6-8). Sin embargo,
también se debe considerar la variabilidad del sustrato y del producto. Muchos aspectos de los
sistemas biolégicos son comprensibles en el marco de la evolucién estructural o de las actividades
enzimdticas. Comprender como surgen nuevas vias metabolicas durante la adaptacion a los
cambios ambientales sigue siendo un tema central en la biologia evolutiva. La hipétesis
predominante es que las enzimas a menudo exhiben actividades promiscuas, y la evolucién
explota estas actividades débiles preexistentes para generar novedades metabdlicas (9—13). La
promiscuidad de las enzimas se ha relacionado de manera prominente con eventos de mutacién
temprana, donde las mutaciones que mejoran las actividades secundarias pueden dar como
resultado mejoras fenotipicas significativas y nuevas capacidades (10).

El andlisis sistemético de los datos gendmicos ha revelado la influencia de mdltiples factores
en la evolucién de las proteinas (14), debido a la seleccidon de la funcién, la estructura y el
plegamiento de las mismas, como asi también a efectos producidos por la propia estructura del
genoma, lo que determina las tasas de mutacidn y recombinacion (15). El interés emergente en la
promiscuidad enzimadtica se deriva de los descubrimientos sobre el papel central que desempeia
la promiscuidad en la evolucién de las enzimas y, por lo tanto, es una propiedad util para la
ingenierfa metabdlica y de proteinas (2). Las actividades promiscuas no contribuyen a la aptitud
del organismo, a menos que los cambios ambientales o gendémicos, como mutaciones o
amplificacién de genes, creen una nueva ventaja selectiva para la actividad y una oportunidad
para reclutar la actividad en una nueva via metabdlica como funcién bioldgica (2).

A medida que evolucionan las especies, la tasa de sustitucién de aminodcidos en las proteinas
varia considerablemente entre las diferentes familias de proteinas (16). Esta variabilidad es comtn
atodas las especies vivas y refleja diferentes intensidades y tipos de presiones selectivas ejercidas
sobre la sintesis, localizaciéon y funcién de proteinas (17). Los anélisis de la evolucién de las
proteinas proporcionan una herramienta tinica para investigar temas como la evolucién de la
especiacion, la senescencia y el estilo de vida social (18,19); a su vez, facilitan la identificacion
de sitios funcionalmente importantes, por ejemplo para ser utilizados en el diseflo de proteinas
(20), péptidos que estan involucrados en enfermedades genéticas humanas (21), dianas
farmacoldgicas (22) o proteinas que interactian entre si para descubrir la especificidad de la
interaccion (23).

Ycas (24) y Jensen (9) propusieron que el metabolismo tal cual como se lo conoce
actualmente evoluciono a partir de la duplicacién de genes que codificaban enzimas primordiales

de amplia especificidad (promiscuas), permitiendo asi que la seleccién natural optimice
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independientemente la especificidad, la eficiencia y la regulacién de cada enzima (25). A partir
de esto, varios estudios han profundizado el concepto mediante la caracterizacién de actividades
promiscuas, la determinacién de la base estructural y quimica de la promiscuidad, y el uso de
enzimas promiscuas en la ingenieria de proteinas para examinar los mecanismos de evolucién de
las enzimas (26—31). Cuatro modelos sobre la evolucién de enzimas se derivaron a partir de estas
ideas (2). A su vez, se incorpord la transferencia horizontal de genes en estos modelos con el fin
de explicar la evolucién de la diversidad metabdlica en los procariotas, donde esta transferencia
constituye una fuerza evolutiva significativa (2). Estos cuatro modelos pretenden explicar la
evolucién de las nuevas funciones enzimaticas: neofuncionalizacién; subfuncionalizacién por
duplicacidén, degeneracién y complementacién; subfuncionalizacién a través de la especializacion
o escape del conflicto adaptativo; e innovacién-amplificacidon-divergencia (2). Para comprender
completamente la evolucién de las enzimas, también se debe describir la capacidad de las redes
metabodlicas para integrar estas nuevas actividades. Dentro de las redes metabdlicas, algunos
metabolitos son compartidos por miltiples vias, otros compuestos son subproductos de reacciones
promiscuas y no se utilizan, algunas reacciones no estan catalizadas, o enzimas promiscuas y de
amplia especificidad pueden unir vias separadas. D'Ari y Casadesis crearon el término
“underground metabolism” para referirse a la utilizacion de metabolitos endégenos por parte de
las enzimas promiscuas. Asi, las reacciones secundarias podrian contribuir a la evolucién de las
vias metabdlicas al reemplazar antiguas rutas por otras alternativas, o al integrar subproductos no
utilizados de enzimas promiscuas en las redes metabdlicas (2,4). El reclutamiento de enzimas de
amplia especificidad o promiscuas de diferentes vias metabdlicas para reconfigurar o expandir las
redes metabdlicas se ha descrito como ensamblaje en mosaico (32-34).

La aparicién y evolucién de las rutas metabdlicas representan pasos cruciales en la evolucion
molecular y celular. De hecho, el agotamiento del suministro prebiético de aminodcidos y otros
compuestos que pueden haber estado presentes en el entorno ancestral, ejercié una presion
selectiva significativa a favor de las células heterdtrofas que se volvieron capaces de sintetizar
estas moléculas. Asi, la aparicién de rutas metabdlicas permitié que los organismos primitivos
fueran cada vez menos dependientes de compuestos orgdnicos exdgenos. El anélisis comparativo
de los genes y genomas de organismos pertenecientes a arqueas, bacterias y eucariotas sugiere
que diferentes fuerzas y mecanismos moleculares podrian haber impulsado la aparicién de nuevas
capacidades metabdlicas durante la evolucion (35).

En este trabajo de Tesis, se intenta obtener una comprensiéon mds amplia de la actividad de
las enzimas estudiadas, las cuales fueron seleccionadas dado que ocupan posiciones evolutivas
distintivas. Se busca explorar y comparar la relacion entre las enzimas, seglin su origen, y con las
propiedades de las proteinas equivalentes que se encuentran en otros organismos. Estos estudios
sobre las relaciones de estructura a funcién de las proteinas y las relaciones regulatorias intentan

comprender cambios evolutivos operados en las rutas de sintesis de carbohidratos de reserva en
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organismos procariotas. Los carbohidratos no catalizan reacciones quimicas complejas como lo
hacen las proteinas, ni se replican como lo hacen los dcidos nucleicos. Sin embargo, el glucégeno,
un hidrato de carbono de reserva, es una macromolécula con una funcién especifica que se
produce con gran precision y se construye a partir de un gran nimero de copias de un sélo tipo

(36).

1.2. HIDRATOS DE CARBONO

1.2.1. Conceptos generales

Los hidratos de carbono, carbohidratos, glicidos o sacaridos (del griego: sakcharon, azicar)
son las moléculas bioldgicas mds abundantes de la Tierra, compuestas por d&tomos de carbono,
hidrégeno y oxigeno (37). Cada aiio la fotosintesis convierte mas de 100 mil millones de toneladas
métricas de CO, y H>O en celulosa, almidén y otros carbohidratos. Algunos hidratos de carbono,
como la Suc y el almidén, son los principales componentes en la dieta humana, y la oxidacién de
éstos es la principal via de obtencion de energia en la mayoria de las células no fotosintéticas (1).

Quimicamente, los carbohidratos son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas, o sustancias
que producen tales compuestos por hidrélisis. Estos se pueden presentar como distintos
estereoisdmeros, susceptibles de combinarse entre si y/o con otros tipos de grupos funcionales,
originando una gran variedad de compuestos. Muchos (pero no todos) de los carbohidratos tienen
la férmula empirica (CH,O),; algunos también contienen nitrogeno, fésforo o azufre (1). Esta
riqueza combinatoria radica tanto en la diversidad de los monosacéridos como en los multiples
enlaces posibles que los mismos pueden formar entre si (37). Debido a esta amplia combinacién,
los polisacaridos tienden a ser mucho mas heterogéneos, tanto en tamafio como en composicion,
que otras moléculas bioldgicas (36).

Los carbohidratos, segin su complejidad, se dividen en tres categorias principales:
monosacdridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacéridos, o azticares simples, consisten
en una sola unidad de polihidroxi-aldehido o -cetona. A su vez, estos pueden clasificarse segtin
el nimero de &4tomos de carbono en triosas, tetrosas, pentosas, hexosas o heptosas. El
monosacarido més abundante en la naturaleza es el azicar de seis carbonos, la D-glucosa (D-Glc)
(1). Por otro lado, los oligosacdridos, consisten en cadenas cortas de unidades de monosacéridos
(entre 3 y 9) unidos por enlaces caracteristicos denominados enlaces glicosidicos, cuando un
grupo hidroxilo de un monosacarido reacciona con el carbono anomérico del otro, o ambos
carbonos anoméricos reaccionan entre si. Entre ellos, los mds abundantes son los disacéridos,
compuestos por dos unidades de monosacaridos unidos por un enlace o-glicosidico. El disacarido
mads abundante es la Suc, la principal forma en que se transportan los carbohidratos en plantas. El
nombre sistematico de la Suc, a-D-glucopiranosil-1,2-B-D-fructofurandsido, indica que los

carbonos anoméricos de cada azicar, C; de la Glc y C; de la Fru, participan en el enlace
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glicosidico y, por lo tanto, la Suc no es un azicar reductor (38). Por su parte, los polisacdridos
contienen 20 o mas unidades de monosacaridos; incluso, algunos tienen cientos o miles de
unidades. Algunos de ellos, como la celulosa, contienen cadenas lineales; otros, como el
glucogeno, estan ramificados. Tanto la celulosa como el glucégeno consisten en unidades
recurrentes de D-Glc, pero difieren en el tipo de enlace glucosidico y, en consecuencia, tienen
propiedades y funciones bioldgicas sustancialmente diferentes (1).

Los monosacéridos son aldehidos o cetonas con dos o mas grupos hidroxilo, constituidos por
3 a 7 carbonos. Dentro de los mds importantes figuran la Glc y la Fru. A menudo, son sus
derivados fosforilados los que intervienen en los pasos de sintesis y metabolismo. La fosforilacion
es la que mantiene dentro de la célula a un monosacdrido y lo activa para posteriores
transformaciones quimicas mediadas por enzimas, haciendo mds eficientes los procesos en los
que intervienen estos azicares-P. La Glc-1P, la Glc-6P y el 3-PGA son ejemplos de
monosacaridos esenciales en el metabolismo celular (1,39). Cuando los monosacaridos no son
necesarios para la célula en forma inmediata son convertidos en otros compuestos, frecuentemente
en polisacéridos (37).

La mayoria de los carbohidratos que se encuentran en la naturaleza se presentan como
polisacéridos, polimeros de alta masa molecular. Estos polisacdridos difieren entre si por las
unidades de monosacéridos que los componen, el largo de sus cadenas, el tipo de enlaces que los
unen y también por el grado de ramificacién. Segin la homogeneidad del monosacarido
constituyente, se los puede clasificar en homo o heteropolisacdridos (38). Se los denomina
homopolisacdridos cuando se componen de un sélo tipo de residuos; mientras que cuando las
unidades que lo componen son de mds de un tipo se los denomina heteropolisacdridos. Los
homopolisacaridos de D-Glc, denominados glucanos, son los polisacaridos mds abundantes en la
naturaleza, siendo el glucégeno, el almidén y la celulosa los cuantitativamente mas importantes.
A pesar de estar constituidos por las mismas unidades monosacdridas, los distintos enlaces
glucosidicos que presentan determinan diferencias estructurales biolégicamente importantes. El
glucogeno y el almidon, con enlaces tipo a-glucosidicos, adquieren una estructura tridimensional
en forma de hélice. Esta conformacién es muy util para la funcién de almacenaje de carbono y
energia que estos desempefian. En cambio, los enlaces del tipo B-glucosidicos de la celulosa
permiten formar cadenas lineales paralelas que interaccionan entre si a través de puentes de
hidrégeno. La celulosa es el principal componente estructural de las paredes celulares de las
plantas y representa mas de la mitad del carbono en la biosfera (se estima que cada afio se
sintetizan y degradan ~10" kg de celulosa). Las plantas tienen paredes celulares rigidas que
pueden soportar diferencias de presién osmética entre los espacios extracelular e intracelular (38).

Los polisacaridos de almacenamiento de carbono y energia mas importantes son el almidén,
en las células vegetales, y el gluc6geno, en bacterias, levaduras y células animales. En éstos los

residuos de D-Glc estan conectados a través de enlaces glucosidicos a-1,4 y a-1,6. Ambos
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polisacéridos se encuentran intracelularmente como granulos. Ademads, las moléculas de almidén
y glucégeno estan muy bien hidratadas, ya que contienen muchos grupos hidroxilos expuestos,
disponibles para formar puentes de hidrogeno con el agua (1). Si bien tanto el glucégeno como el
almidéon son quimicamente idénticos, las principales diferencias en sus propiedades
fisicoquimicas estan relacionadas con la organizacién molecular de las cadenas de glucano dentro
de las moléculas (40). El almidén contiene dos tipos de polimeros de Glc, la amilosa y la
amilopectina. La amilosa consta de cadenas largas no ramificadas de residuos de D-Glc,
conectados por enlaces a-1,4. La amilopectina posee también un alto peso molecular pero, a
diferencia de la amilosa, estd muy ramificada (1). En el almiddn los puntos de ramificacién se
agrupan, en contraste con el glucégeno, lo que da como resultado cadenas de glucano lineales
mads largas que pueden formar dobles hélices y por ende el agua es excluida. La organizacion de
las dobles hélices dentro de la amilopectina da como resultado principalmente a dos alomorfos
cristalinos (tipos A 'y B) (41,42). Como consecuencia general, el glucégeno y el almidén difieren
en su solubilidad en agua. El glucégeno es principalmente soluble en agua; por el contrario, el
almidén consta de amilopectina semi cristalina, ramificada e insoluble en agua, y de amilosa casi
lineal, la cual probablemente se intercala dentro de las regiones amorfas de la amilopectina

(43,44).

1.2.2. Activacion de la glucosa

La Glc, libre o combinada, es el compuesto orgdnico mds abundante de la naturaleza y es la
fuente primaria de energia de las células mediante su oxidacion catabdlica en las vias glucoliticas
(1), tanto en condiciones anaerébicas, como aerdbicas. Las rutas glucoliticas, como la via de
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP o glucdlisis clésica) o la via de Entner-Doudoroff (ED), forman
parte de las rutas metabdlicas consideradas centrales, junto con el camino oxidativo de las
pentosas-P y el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (TCA). Las vias metabdlicas centrales son
responsables de la produccién de energia bioldgica (ATP) y de los precursores metabdlicos, que
sirven como esqueletos carbonados para la biosintesis de componentes esenciales de todas las
células vivas (37). Esta serie de reacciones y sus variantes, se dan en todas las ramas del arbol
filogenético que agrupa a los organismos vivos. Curiosamente, la glucdlisis es una via
estructuralmente simple, que funciona independientemente del suministro de oxigeno, por lo cual
se ajusta al entorno de los primeros organismos de la Tierra (39). La via EMP fue la primera via
metabdlica en ser completamente dilucidada y su estudio contribuyé al desarrollo experimental y
conceptual de la bioquimica moderna (39). Dicha ruta metabdlica se encuentra en casi todos los
organismos y tiene la caracteristica de poder funcionar en forma inversa y producir hexosas-P a
partir de compuestos energéticos y de bajo peso molecular (ATP), en un proceso llamado
gluconeogénesis. Es decir, son los mismos pasos enzimaticos de la via glucolitica que funcionan

en el sentido inverso, excepto por ciertos puntos de control que requieren enzimas accesorias (45).
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Como se menciond anteriormente, debido a su amplia distribucioén en diferentes organismos, se
piensa que el origen de esta via es anterior a la divergencia de los diferentes dominios de la vida
(46). Incluso, algunos estudios sugieren que el papel original de la via glucolitica en bacterias
ancestrales era la gluconeogénesis, debido a que en las mismas la principal forma de degradacion
de azicares ocurre por la via de ED (46).

Los organismos autdtrofos, como las plantas, sintetizan Glc a partir de compuestos
inorganicos como el agua y el CO» durante la fotosintesis. En cambio, los organismos heterétrofos
no pueden realizar este proceso, por lo que deben incorporar la Glc (u otros compuestos
organicos) a partir de otros seres vivos. La Glc se puede sintetizar a partir de otros azicares, 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 sintesis. Aunque las reacciones de la gluconeogénesis son las mismas en todos los
organismos, su regulaciéon y el contexto metabdlico no sélo difieren entre los distintos
organismos, sino también entre los diferentes tejidos (1,39).

Ademas de su papel fundamental en la via glucolitica para la obtencién de energia a través de
su oxidacién, la Glc también participa en otros procesos celulares claves: es el componente
principal de polimeros estructuralmente importantes (como la celulosa) y de polimeros de
almacenamiento de energia (como el almidén y el glucégeno) (1). También es clave para la
sintesis de componentes de la pared celular que participan en las interacciones célula-célula y en
el metabolismo de las glicoproteinas (39). Por lo tanto, la utilizacién de la Glc es una actividad
metabdlica central en los diferentes organismos, y la particién del azicar hacia distintos destinos
intracelulares determina la produccién de compuestos con diferentes funciones celulares. En este
proceso, la Glc-1P desempefia un papel esencial, siendo un metabolito presente en bajas
concentraciones  intracelulares. = Ademds, actda como  sustrato  para  diversas
nucledsido-difosfo-Glc pirofosforilasas (NDP-Glc PPasas), las cuales pueden canalizar el azicar
hacia distintas rutas metabdlicas. En bacterias hay dos enzimas principales que, en este sentido,
utilizan la Glc-1P: la UDP-Glc pirofosforilasa (UDP-GIc PPasa) y la ADP-Glc pirofosforilasa
(ADP-Glc PPasa). De esta forma, el metabolito es incorporado a la produccién de glucégeno, via
ADP-Glc, o a la produccidn de oligo- y polisacaridos estructurales, via UDP-Glc (39).

Aunque los intermediarios en la glucélisis y la gluconeogénesis son los azicares-P, muchas
reacciones que convierten o polimerizan las hexosas involucran un tipo diferente de grupo
activador: el nucledsido-difosfato al que se une el azicar (NDP-azicar). Los NDP-aziicares
funcionan como dadores de azicares activados y son los principales precursores de la sintesis de
glicanos, ya que poseen enlaces de alta energia con un alto potencial de transferencia de grupo,
que se utiliza para formar un enlace glicosidico (47). Los NDP-azicares son los dadores de
fracciones de carbohidratos en la sintesis de diversas moléculas, incluidos oligo- y polisacaridos,

metabolitos secundarios glicosilados (como antibidticos), glicoproteinas y glicolipidos (47,48).
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En bacterias, se han identificado alrededor de 70 NDP-azticares diferentes. Se ha informado que
la UDP-Glc es producida por casi todos los organismos (49), pero la ADP-Glc se limita a
bacterias, algas verdes y plantas (50,51). Ambos estdn construidos a partir de Glc-1P por las
NDP-Glc PPasas correspondientes, dependiendo de la disponibilidad de carbono en la célula. Por
lo tanto, la cantidad relativa de hexosa-P que sea dirigida a una ruta de NDP-azicar particular
dependerd de los requisitos celulares. Las sefiales reguladoras y la fluctuaciéon en las
concentraciones relativas de hexosas-P activan el flujo hacia la ADP-Glc PPasa, UDP-Glc PPasa
u otras NDP-azicar PPasas (52). Luis F. Leloir y sus colegas fueron los primeros en aislar y
caracterizar la UDP-Glc a principios de la década de 1950. Posteriormente, se aislaron diversos
NDP-azicares de bacterias, levaduras y plantas; y a su vez, se identificaron algunas de las enzimas
involucradas en su sintesis (47,53). El descubrimiento de los NDP-azicares por Leloir resolvié el
desafiante problema de dilucidar las rutas metabdlicas para la sintesis de oligo- y polisacaridos
en diferentes organismos (51). El trabajo pionero de Leloir en células de mamiferos demostré de
manera concluyente que el catabolismo y el anabolismo del glucégeno implican reacciones

distintas (51), lo cual le vali6 el Premio Nobel en Quimica del afio 1970 (53,54).

1.2.3. Las moléculas de UDP-Glc y ADP-Glc

La molécula de UDP-Glc se usa cominmente en todos los organismos como precursor para
la interconversion entre diferentes azicares, asi como para las reacciones de transferencia de
grupos glucosilos durante la formacion de oligo- y polisacaridos, y glicoconjugados (55). Es por
esto que este compuesto tiene un papel fundamental en el metabolismo de los carbohidratos y en
la fisiologia celular (56). En eucariotas, la UDP-Glc es un sustrato para diferentes
glicosiltransferasas y actia como dador glucosilo en la sintesis de polisacdridos de reserva como
el glucégeno, en animales y levaduras, y de polisacaridos estructurales como la celulosa, en
plantas y algunas bacterias. A su vez, también es utilizada para la sintesis de glicanos en
glicolipidos y glicoproteinas, y de los disacdridos Tre y Suc (57-59). También posee un rol
importante en la interconversion de Gal a Glc a través de la via de Leloir (60-62), en la regulacion
de la fuerza osmética en el citoplasma y en la formacién de flagelos (58,63,64). En bacterias, la
UDP-Glc participa en la biosintesis de lipopolisacaridos, polisacdridos estructurales y capsulares,
y oligosacdridos derivados de membrana (52,59,65,66). Ademas, otros NDP-aziicares, como la
UDP-xilosa, el UDP-glucuronato y la UDP-Gal derivan de la UDP-Glc (67). En procariotas,
algunos de estos azicares activados se utilizan para construir la cdpsula bacteriana, compuesta
por polisacdridos, que a menudo representa factores importantes para la virulencia (59).

Originalmente, se inform6 que la incorporacion de Gle al a-poliglucano para la sintesis de
almidén a partir de extractos de plantas utilizaba UDP-Glc como sustrato (53,68), pero estudios
posteriores sobre la especificidad de NDP-azicares demostraron que la ADP-Glc es un mejor

sustrato para la biosintesis que ocurre en plantas vasculares (69). Luego, se identificé por primera
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vez una enzima involucrada en la sintesis de ADP-Glc, la ADP-Glc PPasa (70), consistente con
el posterior aislamiento del metabolito a partir de extractos de maiz (71). Hoy en dia, se conoce
que para la sintesis de almidén en organismos fotosintéticos (algas verdes y plantas vasculares) y
de glucégeno en bacterias (incluidas las cianobacterias), se utiliza como dador del grupo glucosilo

ala ADP-Glc (50,51,72).

1.3. GLUCOGENO: SU ESTRUCTURA Y FUNCION

El glucégeno, un polimero ramificado de Glc, actia como una molécula osméticamente
compatible para almacenar reservas del monosacarido en las células durante periodos de
abundancia nutricional, para su posterior utilizacién cuando sea necesario (73). Dicho
polisacdrido estd presente en una amplia gama de organismos, desde bacterias y arqueas hasta
diferentes eucariotas heterétrofos, incluyendo al ser humano (73,74). Por su parte, las plantas
sintetizan polimeros de reserva de Glc en forma de almidén, como se mencioné anteriormente.
De esta manera, la polimerizacién de la Glc puede considerarse como un mecanismo universal
para el almacenamiento de carbono y energia en la naturaleza. Esta idea se encuentra reforzada
por la conservacién de la estructura del glucégeno, que se mantiene desde bacterias hasta
mamiferos, pasando incluso por las levaduras. Desde el descubrimiento del glucégeno por parte
de Claude Bernard en el siglo XIX, quedo claro que se trataba de un metabolito para almacenar
Glc y, por lo tanto, debia consistir principalmente en moléculas de Glc unidas entre si. Sin
embargo, la estructura de la Glc permite muchas formas diferentes de unir moléculas para formar
polimeros (36). A su vez, el glucdgeno tiene una estructura optimizada para su funcién metabodlica
ya que resulta accesible tanto para la incorporacidon de moléculas de Glc, como para la liberacién
de las que se encuentran almacenadas, en fases de sintesis y degradacion, respectivamente (75).
Esta relacion estructura-funcién practicamente dptima ha llevado a definir al gluc6geno como la
“molécula perfecta” (36).

Debido a los enlaces 1 —4 y 1—6 presente en el glucégeno, se puede apreciar que el carbono 1
se utiliza en cada enlace. Por ende, dentro de la estructura del glucégeno hay un gran nimero de
arreglos lineales de varias unidades de Glc conectadas por enlaces a-1—4, que se dividen en dos
tipos, llamados cadenas A y cadenas B. Estas tltimas son ramificadas y sus ramas son producidas
por enlaces a-1—6, cada uno de los cuales forma el comienzo de una cadena A; mientras que las
de tipo A no estan ramificadas (Figura 1) (36). De acuerdo con el modelo actualmente aceptado,
las ramas de las cadenas B se distribuyen uniformemente, con dos ramas por cadena B, lo que
genera mas cadenas A que B. La particula se considera esférica y estd organizada en 12 niveles
concéntricos, con cada cadena A ubicada en el nivel mas externo. Este patrén de ramificacion
permite el crecimiento esférico de la particula, que conduce a una estructura progresivamente méas
empaquetada hacia la periferia. La adicién de un nivel 13 en la particula de glucégeno no dejaria

el espacio necesario para que las enzimas procesen el polisacdrido (36,76,77). Por lo tanto, el
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tamaiio y la densidad de la particula del mismo son autolimitados. Entonces, una particula de
glucégeno de tamafio completo contiene ~55.000 unidades de Glc distribuidas en 12 niveles,
alcanzando un didmetro de ~44 nm con una masa molecular estimada de ~10” Da. La estructura
que se genera es una molécula esférica de tamafio reducido altamente soluble en agua
(36,73,75,76,78).

El glucégeno aislado de fuentes bioldgicas existe como una poblacién de moléculas de
diferentes tamafios. En la mayoria de las bacterias, la longitud promedio de las cadenas es de 8 a
12 unidades de Glc y se ha estimado que el tamafio molecular del poliglucano es de
aproximadamente 10”7 a 10® Da. Aunque hay algunas excepciones, como el caso del género
Bacillus, donde se encontr6 que la longitud promedio de la cadena del glucano es de 21 residuos
de Glc, lo que indica que tiene propiedades intermedias entre la amilopectina y el glucégeno de
higado de conejo (79). En organismos eucariotas, el polimero tiene una longitud de 12 a 14

residuos (73,80).

enlace a-(1—6)

o
extremos CH OH CH OH CH OH
no reducmres
ulrcmo
> reductor

enlace a-(l—>4)

Figura 1: Estructura del glucégeno. (A) Esquema de la macromolécula de glucégeno, donde se
observan los tipos de cadena de unidades de Glc: A y B; (B) Molécula donde se muestran los enlaces
a-(1—4) y a-(1—6)-glucosidicos.

La estructura del polisacarido tuvo que ser optimizada muy temprano en la historia de los
organismos y de la evoluciéon de las vias metabdlicas ya que, mientras el poliglucano es
practicamente igual en todos los organismos, las enzimas involucradas en su metabolismo, tanto
en la sintesis como en la degradacién, experimentaron modificaciones evolutivas, mostrando
marcadas diferencias en los aspectos cinéticos, regulatorios y estructurales. Esto implica que la
estructura funcional Optima del polimero se conserva independientemente del contexto
metabdlico diferente de cada célula (81). Muchos organismos acumulan carbono y reservas de
energia para hacerle frente a condiciones temporarias de inanicion presentes en el ambiente. Las
ventajas en el uso de polisacaridos como compuestos de reserva son sus propiedades fisicas y su
masa molecular elevada, las cuales minimizan el efecto de la acumulacién sobre la presion

osmotica intracelular (50).
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1.3.1. Elrol del glucogeno en bacterias

Se ha descripto la presencia de glucégeno en numerosas especies bacterianas, incluyendo
Gram-negativas, Gram-positivas, arqueobacterias y bacterias fotosintéticas, como una poblacién
de particulas citoplasmadticas intracelulares discretas, en su mayoria esféricas, de tamafos
variables de 20 a 50 nm (73,82—-84). En general, el polisacdrido se acumula cuando existe un
exceso de carbono en el medio, es decir, cuando el crecimiento se ve limitado por falta de algin
otro nutriente distinto del carbono. La concentracién de este poliglucano dentro de la célula
depende del contenido de nutrientes en el medio, asi como de la fase de crecimiento en que se
encuentre el organismo (85). Aunque en mamiferos el glucégeno funciona como una molécula de
almacenamiento que permite el suministro y regulacion de los niveles de Glc en la sangre y en el
tejido muscular para proporcionar ATP a través de la glucdlisis (1), el rol preciso del polisacarido
en bacterias no estd completamente esclarecido. Experimentos bioquimicos en diferentes
microorganismos han demostrado que la acumulacién y degradacién del glucégeno tiene un papel
clave en la biologia de los procariotas. Esta funcién tiene implicancias en la supervivencia frente
a condiciones de reduccién de la fuente de carbono y energia; ademads, proporcionaria ventajas de
adaptacién bajo ciertos tipos de estrés o participaria en procesos de diferenciacion celular
(50,80,85). Se ha establecido la importancia del polisacdrido en situaciones fisioldgicas
especificas de diversos microorganismos. Por ejemplo, en varios patégenos importantes como
E. coli (86), Salmonella enteritidis (87), Mycobacterium tuberculosis (88) y Vibrio cholerae (89),
la acumulacién de glucégeno estd asociada con la colonizacién y/o la patogenicidad (90). Por otra
parte, varios estudios respaldan el rol del glucégeno en las interacciones huésped-patégeno (91).
Sin embargo, la funcién principal del mismo en las bacterias es almacenar energia, lo cual ha sido
demostrado ya que promueve la supervivencia ambiental bacteriana en condiciones de inanicién
(92). A su vez, la acumulacién de glucégeno también facilita la viabilidad bacteriana en
condiciones de estrés abidtico, como baja temperatura, desecacién y presion osmética (93-95).
Un estudio sobre V. cholerae demostrd que la acumulacion de glucégeno intracelular facilita la
persistencia en el medio y la transmision de V. cholerae entre el medio acudtico y los huéspedes.
Mientras tanto, este patégeno rico en glucégeno es mds virulento que sus especies deficientes en
el mismo (89). Por lo tanto, el glucégeno como reserva energética también puede contribuir a la
evolucidn de la virulencia bacteriana. En Streptococcus mutans, la acumulacion del polisacérido,
conocido como IPS (de las siglas en inglés “internal polysaccharide™), cumple la funcioén de
factor de virulencia, ya que la capacidad de producir caries depende directamente de la
acumulacion del mismo (96,97).

Los granulos de glucégeno se acumulan en la mayoria de las bacterias principalmente durante
la fase estacionaria, cuando hay un exceso de fuente de carbono y en condiciones ambientales de

crecimiento lento o nulo (74,98,99). Sin embargo, en M. tuberculosis y Mycobacterium
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smegmatis, la acumulacién del mismo fue atribuida al crecimiento en medios con nitrégeno
limitante durante la fase post-exponencial, sugiriendo que el polisacarido podria ser relevante para
la viabilidad de las micobacterias luego de periodos de hipobiosis (100-102). A su vez, en
M. tuberculosis la produccién de glucdgeno es un requisito fisiolégico esencial del bacilo
tuberculoso (88). Por otro lado, otras especies bacterianas incapaces de sintetizar glucégeno
debido a la falta de enzimas biosintéticas clave pueden propagarse, lo que sugiere que el
polisacdrido no es necesario para el crecimiento en estas bacterias (103,104). Sin embargo, se
observé una tasa de supervivencia mds prolongada en células que acumulan polisacdridos en
comparacion con mutantes sin glucégeno (89,92,105). Estos resultados sugieren que, en ausencia
de una fuente de carbono, el glucégeno se puede utilizar para mantener la integridad celular,
proporcionando la energia que necesitan las bacterias para su mantenimiento (106). En bacterias
como Bacillus subtilis y Streptomyces coelicolor, la sintesis de glucégeno se ha asociado con la

esporulacidn y el suministro de los recursos necesarios para impulsar la diferenciacién (107-109).

1.3.2. Enzimas involucradas en la sintesis de glucégeno

El metabolismo del glucégeno ha sido estudiado en una variedad de bacterias y se ha
demostrado que constituye una red sofisticada de interacciones y regulacion que involucra
distintos genes y vias (74). La ruta metabdlica para la sintesis de este poliglucano se establecid
tras el descubrimiento de los NDP-azicares por Luis F. Leloir en la década de 1950 (53). Como
se menciond mas arriba, la investigacion realizada por Leloir y sus colegas determiné que la
sintesis y degradacion del glucégeno se produce a través de dos vias distintas, donde su formacién
requiere la sintesis de una unidad de Glc “activada”, que se trata de UDP-Glc en células de
mamiferos, hongos y organismos heterotréficos eucariotas, y de ADP-Glc en bacterias y
eucariotas fotosintéticos (50,51,110).

Entre los genes involucrados en el metabolismo del glucégeno se encuentran glgC, que
codifica la ADP-Glc PPasa (EC 2.7.7.27); glgA, responsable de codificar la gluc6geno sintasa
(GSasa, EC 2.4.1.21); glgB, que codifica para la enzima ramificante del glucégeno (GlgB,
EC 2.4.1.18,); glgP, el cual codifica para la glucégeno fosforilasa (GlgP, EC 2.4.1.1); y glgX, que
codifica una enzima desramificante del glucégeno (GlgX, EC 3.2.1.33) (111). En particular, la
ADP-Glc PPasa, la GSasa y la GlgB son responsables de la biosintesis del glucégeno, mientras
que la GIgP y la GlgX contribuyen a la degradacién del mismo (99).

La via cldsica de sintesis de glucdgeno bacteriano (conocida como GIgCA), se produce
mediante la utilizacién del dador glucosidico ADP-Glc para elongar la cadena glucosidica a-1,4

en un Unico residuo glucosidico, y consta de una secuencia de tres reacciones (50,110):

i ATP + a-D-Glc-1P — ADP-Glc + PPi
ii. ADP-Glc + (a-1,4-glucano), < (a-1,4-glucano)n.i + ADP
iii. (a-1,4-glucano)iinea <> (0-1,4-glucano)q.1,6 ramificado
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La primera reaccion es catalizada por la ADP-Glc PPasa. En una segunda reaccién se produce
la transferencia del residuo de Glc activado a un polimero de a-1,4 preformado, para alargar el
polimero en una unidad por el extremo no reductor, reaccion que es llevada a cabo por la GSasa.
En un dltimo paso, la enzima ramificante GlgB es responsable de la formacién de las uniones
a-1,6 glucosidicas. En procariotas, algas verdes y plantas, la via biosintética es modulada en la
etapa de formacion del dador glucosidico, es decir, en la reaccién catalizada por la
ADP-GIc PPasa. La reaccion de esta tltima se lleva a cabo en presencia de Mg** y es reversible
in vitro. Sin embargo, in vivo resulta practicamente irreversible debido tanto a la utilizacién del
NDP-aztcar en la sintesis del poliglucano como por la hidrélisis del PPi por la pirofosfatasa
inorgdnica (50,51,82,99,110). De esta forma, se observa un enclave evolutivo importante respecto
al camino especifico por el cual la Glc-1P es derivada hacia la biosintesis de oligo- y polisacédridos
estructurales o los a-1,4-glucanos de reserva.

Recientemente, se ha establecido una nueva ruta de sintesis de glucégeno a partir de Tre, en
donde el primer paso consta de la conversion de Tre a maltosa por la enzima trehalosa sintasa
(TreS, EC5.4.99.16), 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
a-1,4-glucano:maltosa-1P maltosiltransferasa (GIgE, EC 2.4.99.16) que transfiere un residuo
maltosilo a un glucano en crecimiento (112). El dltimo paso de esta ruta es catalizado por la
enzima ramificante, GlgB, la cual es compartida con la via cldsica (GIgCA) de sintesis del
polisacérido (116,117).

Aln maés recientemente, se ha reportado la actividad de la enzima micobacteriana GIgM
(EC 2.4.1.342), la cual cataliza la sintesis de Mal-1P. En esta reaccion, la Glc-1P es el aceptor de
un residuo glucosidico aportado por la ADP-Glc (112). Ademas, la enzima ha sido cristalizada,
sentando las bases para un mejor entendimiento de su relacidén estructura a funcién (118).
Anteriormente, a GIgM se la referenciaba como GIgA debido a encontrarse en el operén glg de
estas actinobacterias y poseer un alto grado de identidad, segin las predicciones, con glucégeno
sintasas “candnicas” caracterizadas. GlgM es miembro de la familia GT4 y no GTS5, como lo son
las GSasas bacterianas caracterizadas hasta el momento (118). Incluso, las “GlgA” de
M. tuberculosis 'y S. coelicolor habian sido caracterizadas en nuestro grupo respecto a su
capacidad de elongar glucégeno (119,120), aunque la actividad con el glucano como aceptor es
entre dos a tres érdenes de magnitud menor respecto a la transferencia de Glc a partir de ADP-Glc
a Glc-1P (121). Consecuentemente, se especula que la sintesis de gluc6geno en bacterias capaces
de producir Mal-1P se daria a partir de la actividad de GIgE en lugar de utilizar la ruta clasica
GIgAC (116,117). De todas formas, hay que destacar el solapamiento del producto de las
actividades de MalK y GlgM para la sintesis de Mal-1P y que, al momento de esta presentacion,
se desconocen mecanismos regulatorios que operen entre MalK, GlgM y GIgE. Un anilisis

in silico muestra que los genes pertenecientes a las rutas alternativas de la sintesis de gluc6geno
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(TreS-GIgE y/o GlgM-GIgE) se encontrarian también en bacterias Gram-negativas, incluyendo
numerosas a-proteobacterias (como Rhizobium, Rhodobacter, Agrobacterium), B-proteobacterias
(Burkholderia, Bordetella) y algunas especies de y- y Oo-proteobacterias (113). Dada la
relativamente reciente descripcion de esta via, es poco lo que se conoce respecto a la regulacion
de las enzimas que forman parte de la misma y la interconexion con otras ramas del metabolismo.
GlgE ha sido propuesta como blanco para drogas antituberculosas, ya que su inhibicién produce
una acumulacién letal de Mal-1P (122). Recientemente, GIgE se ha caracterizado
bioquimicamente en Chlamydia (123), mientras que, en andlisis transcriptdmicos, se ha observado
que GIgE se sobreexpresa en Xanthomonas campestris infectando plantas como respuesta a
glucosinolatos, aumentando la produccién de exo-polisacdridos (124).

El metabolismo del glucégeno se completa con las enzimas responsables de la degradacion
del poliglucano. La GIgP libera Glc-1P a partir de los extremos no reductores de las cadenas del
glucdgeno en presencia de Pi, aunque no puede romper las ramificaciones a-1,6, lo que se conoce
como “dextrina limite”. El otro paso catalitico responsable de la degradacion del polimero se da
por la enzima desramificante GlgX, de la clase de las isoamilasas, la cual es especifica por las
cadenas del polisacarido previamente degradadas por la GlgP. En bacterias, la GlgX transfiere
cuatro residuos de Glc de la ramificacion a una cadena lineal a-1,4 para que la GlgP pueda

continuar funcionando (99).

1.3.3. Caracteristicas generales de las NDP-aziicar PPasas

La biosintesis de los glicdsidos suele comenzar con un derivado quimico de la condensacién
de la Glc-1P (u otro azdcar-1P) y un nucleésido fosfato (a partir de su respectivo nucledsido
trifosfato, NTP). Esta reaccion, que suele depender de metales divalentes, estd catalizada por una
NDP-aziicar PPasa y procede con la pérdida simultinea de PPi (125). Se han resuelto las
estructuras tridimensionales de muchas de estas enzimas, incluidas timidililtransferasas
(EC 2.7.7.24, (126-128)); uridililtransferasas (UDP-Glc PPasas, EC 2.7.7.9, (64,129,130));
UDP-N-acetil-glucosamina pirofosforilasas (UDP-GIcNAc PPasas, EC 2.7.7.23, (131-133));
citidililtransferasas (CDP-Glc PPasas, EC 2.7.7.33, (134,135)); guanililtransferasa (EC 2.7.7.22,
(136)) y ADP-Glc PPasas (137-140).

Aln con una gran diversidad a nivel de estructura primaria (miembros de la familia con
identidad de secuencia relativamente baja) y cuaternaria (se han descripto conformaciones mono-,
di-, tetra-, hexa- y octaméricas), las nucleotidiltransferasas comparten caracteristicas estructurales
comunes, ya que poseen un dominio catalitico N-terminal conservado y exhiben un plegamiento
del tipo GT-A, el cual consiste en una estructura de tipo Rossmann (125). En cambio, el dominio
C-terminal presenta variaciones significativas. En algunas enzimas, este dominio C-terminal tiene
una segunda actividad enzimatica ademas de la actividad de nucleotidiltransferasa (141,142). A

su vez, el dominio C-terminal también puede regular la actividad de la PPasa al mediar la
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oligomerizacién enzimatica (143) y/o al unirse a reguladores alostéricos (137,144). Por lo general,
el sitio activo se encuentra en una hendidura profunda formada por una ldmina  central y dos
hélices o (51,125). Dentro de este sitio activo, se encuentran residuos conservados entre las
enzimas de la familia que interactian de manera similar con sus respectivos sustratos (56,135—
137). En general, utilizan como cofactor esencial un metal divalente, Mg?*, el cual es requerido
para llevar a cabo la catdlisis. Se ha postulado que el catién juega un papel en la estabilizacion
del estado de transicidn/orientacion y activacién del grupo PPi saliente durante la reaccion

(128,145).

1.3.4. Regulacion, estructura y propiedades de la ADP-Glc PPasa

La ADP-Glc PPasa cataliza la sintesis del ADP-Glc, constituyendo el primer paso y el
limitante de la velocidad de las vias de sintesis de gluc6geno en bacterias y de almidén en plantas.
La enzima estd sujeta a la regulacidn alostérica por intermediarios claves del camino principal de
asimilacién y distribuciéon del carbono en el respectivo organismo (50,51,99,110). Asi, por
ejemplo, la ADP-Glc PPasa de E. coli se activa principalmente por el metabolito clave de la via
de EMP, la Fru-1,6-P,. A su vez, la Fru-6P y el Pyr son los principales activadores de la enzima
de Agrobacterium tumefaciens, en donde la principal via glucolitica es la de ED (Tabla 1) (146—
150). De manera similar, las ADP-Glc PPasas de organismos que realizan fotosintesis oxigénica,
como cianobacterias, algas verdes y plantas vasculares, tienen al 3-PGA y al Pi como principales
activador e inhibidor, respectivamente (51,110,151-153). Globalmente, el andlisis racional de las
propiedades regulatorias de la ADP-Glc PPasa, sumado al hecho de que el ATP es uno de sus
sustratos, indica que la sintesis de polisacdridos de reserva en bacterias y plantas es maxima
cuando hay un exceso de carbono y/o energia en la célula, y viceversa. Este contexto estd de
acuerdo con los mecanismos generales de regulacion del metabolismo celular, de forma que una
ruta metabdlica estd regulada en su etapa inicial especifica, generalmente irreversible (1,50).
Teniendo en cuenta la especificidad para los activadores e inhibidores, se han propuesto nueve

clases diferentes para agrupar a las ADP-Glc PPasas (Tabla 1) (50,110).
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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

Utilizacién ADP-Glc PPasa
Organismo principal del Clase Regulador alostérico Estructura
carbono Activador Inhibidor cuaternaria
Procariotas: acumulan glucégeno
E. coli B I Fru-1.6-P, AMP Homotetramero
Salmonella entérica (04)
Aeromonas fornicans Via de EMP Fru-1,6-P»,
M. smegmatis (glucdlisis) I Fru-6P AMP, ADP
Serratia marcescens
Enterobacter hafniae m ) AMP
A. tumefaciens 4
Rhodobacter capsulata Via de ED v Pyr, Fru-6P  AMP, ADP Homo(tztr)amem
4
Rhodobacter gelatinosa o . ,
Rhodobacter sphaeroides Glucolisis y via v Pyr, Fru-6P, AMP, Pi Homotetramero
de ED Fru-1,6-P» (04)
Rhodocyclus purpureus
Rhodospipillum rubrum Ciclos de TCA y VI Pyr
Rhodospirillum tenue TCA reductivo y
B. subtilis Ciclo de TCA Heterotetrdmero
Geobacillus durante la VII - - (0a32)
stearothermophilus esporulacién 02
Cianobacterias
Synechococcus PCC6301 Fijan CO a Homotetrdmero
Synechocystis PCC6803 través del ciclo de VIII 3-PGA Pi (o)
Anabaena PCC7120 Calvin ¢
Eucariotas: acumulan almidén
Algas verdes
h .
ghéo:eza fuslca ri Fijan CO2 a Heterotetrdmero
orese nesars través del ciclode VI 3-PGA Pi
Chlamydomonas . (02B2)
. . Calvin
reinhardtii
Plantas vasculares
Tejidos fotosintéticos
. . . Fijan CO; a .,
Hojas e espinaca. g0, ey ctode VI 3PGA p Hametine
PSS, ’ Calvin P2
Tejidos no fotosintéticos
Tubéreulo de papa VIII 3-PGA Pi Heterotetrmero
Metabolizan la . (02P2)
Suc importada de g N‘?gunot
. .. irectamente, . .
Enl;i(zjspermla de maiz, ] los .te‘]l,d.OS X 3-PGA y Fru6.P FPl, ?]gf; Heterotetramero
cebada y trigo otosintéticos revierten ru-1,6-P» (a2p2)
inhibicién

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

glucdlisis clédsica (a través de la via EMP) y que poseen ADP-GIlc PPasas reguladas por

metabolitos intermediarios de esta via de oxidacion de Glc. En la clase I se encuentran las enzimas

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

ADP-Glc PPasas activadas por Fru-1,6-P, y Fru-6P, e inhibidas por AMP y ADP estan agrupadas
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en la clase II. La clase III representa una variante, ya que las enzimas agrupadas aqui son
insensibles a los activadores y s6lo las inhibe el AMP. Otro caso son los organismos que utilizan
principalmente la via 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 glucdlisis clasica
como la via ED (clase V) tienen tres activadores principales (Fru-1,6-P», Fru-6P y Pyr) (50). La
clase VI incluye ADP-Glc PPasas de bacterias anaerobias, capaces de crecer en condiciones
heterotrdficas en la oscuridad o ser autétrofas en la luz realizando fotosintesis andxica. Estos
microorganismos no pueden metabolizar Glc, pero utilizan Pyr y los intermediarios del TCA
como fuentes de carbono y equivalentes de reduccién. Por lo tanto, las enzimas son
especificamente activadas por Pyr (Tabla 1).

El grupo de ADP-Glc PPasas de cianobacterias, procariotas que llevan a cabo la fotosintesis
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 activacién por hexosas-P (Fru-1,6-P,, Glc-6P y Fru-6P) (154-156). Tanto el
3-PGA como el Pi juegan un papel central en la asimilacién de carbono y energia en los
organismos que realizan fotosintesis oxigénica, dado que el 3-PGA es el primer producto de la
fijacién de CO» por el ciclo de Calvin-Benson, mientras que el Pi es el sustrato para la sintesis de
ATP por fotofosforilacién (50,51,110). Se ha evidenciado que la actividad enzimética vegetal esta
finamente modulada por la relacién entre 3-PGA y Pi. Los estudios cinéticos realizados con
ADP-GIc PPasas de cianobacterias en condiciones de crowding molecular (imitando el entorno
intracelular) sefialaron que la interaccién entre los efectores alostéricos conduce a un
comportamiento ultrasensible, es decir, pequefios cambios en el rango del estimulo inducen una
respuesta amplificada. Con estas caracterfsticas, se han identificado cuatro patrones regulatorios
distintos por parte de los efectores alostéricos sobre estas enzimas de clase VII (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 maiz, cebada y
trigo; las mismas son insensibles al 3-PGA (en ausencia de otros efectores) e inhibidas por Pi,
ADP y Fru-1,6-P,. Tal inhibicién puede ser revertida por el 3-PGA y la Fru-6P (Tabla 1) (50,110).

En cuanto a las propiedades de regulacién alostérica, la Tabla 1 muestra una notoria
excepcion, dada por la ADP-Glc PPasa de G. stearothermophilus que, al ser caracterizada, se
encontr6 que la misma es insensible a efectores alostéricos (157). En nuestro grupo de trabajo, se
avanzd en la caracterizacion de ADP-Glc PPasas heteroméricas pertenecientes a otros grupos
dentro de los Firmicutes. Se estudi6 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 estd 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 regulacién
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 caracterizé la
ADP-Glc PPasa de Ruminococcus albus, bacteria perteneciente al grupo de los Clostridiales, el
tercer gran grupo de los Firmicutes (158). Se demostr6 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 menciond 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 via
glucolitica de EMP (158). A su vez, la regulacién de esta enzima depende de la conformacién
estructural adoptada, destacando el rol modulatorio central de GIgD en la actividad y regulacién
de esta enzima heteromérica (158). Estas enzimas se han agrupado en el grupo VII de la
clasificacion presentada (Tabla 1) (50,110).

Al momento de la clasificaciéon 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
excepcion 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 encontr6 que diferentes glicanos son decisivos para la diferenciacion celular y para
proporcionar los esqueletos de carbono necesarios para la sintesis de antibidticos. Se ha
establecido que el metabolismo de la Tre y el glucdégeno tienen una interaccién compleja con la
diferenciacién y que las hexosas-P son metabolitos criticos para el metabolismo secundario en
S. coelicolor (120,159). En nuestro grupo, se identificaron propiedades especificas con respecto
a la regulacién de la via cldsica de sintesis de glucégeno en bacterias Gram-positivas
(96,119,120,160). Caracteristicamente, la Glc-6P es el principal activador de las ADP-Glc PPasas
de actinobacterias, mientas que el NADPH es un inhibidor critico de esta enzima (119,120,160).
Ademads, se demostré 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 oxidacién de la Glc-6P se produce principalmente a través de la
via EMP vy la via oxidativa de las pentosas-P, dejando disponible para la célula ATP o NADPH,
asi como intermediarios ttiles para la biosintesis de metabolitos secundarios (162—164). Por lo
tanto, una observacion de la activacién de la ADP-Glc PPasa por los efectores antes mencionados,
concuerda con el hecho de que la sintesis de glucégeno se mantiene cuando los niveles altos de
intermediarios respaldan el funcionamiento de las vias oxidativas, proporcionando ATP y
NADPH para el anabolismo. Por su parte, la inhibicién observada en la enzima de S. coelicolor

por NADPH podria interpretarse como un mecanismo para dirigir los esqueletos de carbono
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principalmente para sintetizar antibidticos, en lugar de acumular glucégeno, cuando el poder
reductor esta disponible (120). Estas propiedades regulatorias, distintivas respecto a las demads
ADP-Glc PPasas, no se encuentran agrupadas en una clase particular de la Tabla 1.

Ademds, la Tabla 1 detalla la relacion 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 homoélogas en secuencia de aminodcidos a otras enzimas procaridticas. La
proteina GlgC de G. stearothermophilus tiene una longitud de 387 aminodcidos, 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 proteina GlgD del mismo organismo (de 343 aminoécidos, con una masa
molecular predicha de 38,9 kDa) tiene un menor grado de identidad (20-30%) (157). La expresion
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 proteina GlgC/GlgD tiene una mayor afinidad por el sustrato y una Viax
dos veces mayor que la de GlgC sola (157). De igual manera, con la enzima de R. albus se observé
que la GlgD es un mondémero inactivo cuando se expresa solo, pero aumenta la eficiencia
catalitica del heterotetrimero (GlgC/GlgD) en comparacién con el homotetramero (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 heterotetrdmeros de Firmicutes.
Recientemente, estudios de transcriptomica en S. mutans revelaron cambios en los niveles de
GlgD segin la fuente de carbono proporcionada en el medio de cultivo (170). Esto sugiere que
puede haber una expresion diferencial de la subunidad GlgD, que condiciona la formacién del
heterotetrdmero GlgC/GlgD, el cual exhibe diferentes propiedades cinéticas y regulatorias en
comparacién al homotetrdmero GlgC, conduciendo asi a una plasticidad cinética-regulatoria de
la ADP-Glc PPasa de Firmicutes. Asimismo, se evidencié que la regulacion alostérica parece ser
una regla y no una excepcion para la ADP-Glc PPasa de Firmicutes, presentando asi 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
homotetramero (como es el caso de la enzima de la mayoria de las bacterias); mientras que, en
algas verdes y plantas la enzima estd compuesta por dos subunidades, o y B, que en conjunto
forman una estructura heterotetramérica a»P,. Se ha descripto que la subunidad denominada

pequefia (oo S de small, 50-54 kDa) posee actividad catalitica, mientras que la llamada subunidad
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grande ( o L de large, 54-60 kDa) modula la actividad de la subunidad a (51,110). Diferentes
mecanismos fueron identificados en cuanto a la modulacién de la actividad de las
ADP-Glc PPasas provenientes de organismos fotosintéticos, incluyendo moléculas pequefias
como reguladores alostéricos y modificaciones quimicas post-traduccionales (110,171). La
subunidad B, que se encuentra en los eucariotas fotosintéticos, altera la sensibilidad de la
subunidad o hacia los efectores alostéricos, posiblemente a través de interacciones
proteina-proteina. Esto tendria relevancia fisiologica, ya que de esta manera, la expresion de
diferentes subunidades B en diversos tejidos podria conferir propiedades alostéricas especificas a
la enzima, adecuadas a las necesidades de la sintesis de almidén (172—174). En estudios recientes
de nuestro grupo de trabajo, se produjeron y caracterizaron enzimas hibridas obtenidas a partir de
una combinacidn entre las subunidades oy p de ADP-Glc PPasas de endosperma de trigo y de
tubérculo de papa. A partir de estos ensayos, se demostroé que la subunidad grande o B juega un
papel clave en conferirle propiedades regulatorias a las enzimas vegetales (175). A la vez, el
andlisis de las secuencias de ADP-Glc PPasas de diferentes fuentes revel6 que la subunidad
pequeiia estd 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,
hasta que se determind la estructura cristalina de un homotetramero (04) de tubérculo de papa
(137). Luego de la resolucién de esta estructura también se resolvieron otras estructuras
bacterianas de fuentes heterétrofas, como A. tumefaciens (138) y E. coli (139). A partir de esto,
se evidenciaron dos dominios: el N-terminal, que es catalitico y se asemeja a un pliegue de
Rossmann de unién a dinucleétidos; y el C-terminal, el cual estd involucrado en la regulacién
alostérica cooperativa y la oligomerizacién (37,137,178,179). Recientemente, se ha obtenido la
estructura cristalina de la enzima de A. fumefaciens con el activador alostérico Pyr unido (140).
A lo largo de todos estos afios de investigacion sobre ADP-Glc PPasas de diferentes fuentes, se
han identificado los amino4cidos involucrados en la catélisis y regulacién de la enzima. Estudios
realizados utilizando diferentes enfoques experimentales, como modificacién quimica,
mutagénesis aleatoria y sitio dirigida, han demostrado la existencia de una interaccién entre
ambos dominios (146,180-183).

Del andlisis de los datos experimentales, sumado a modelos estructurales de la enzima, surge
la idea de que las ADP-Glc PPasas y otras NDP-aziicar PPasas derivan de un ancestro comun,
siendo que todas exhiben el mismo plegamiento en su dominio catalitico (126,131,176). La
diferencia principal es que las ADP-Glc PPasas son enzimas alostéricas y las subunidades son de
mayor tamafio, ya que el extremo C-terminal se ha extendido entre 120 y 150 aminodcidos, y el
N-terminal unos 10 a 40 residuos. Probablemente, la adquisicién del fragmento C-terminal le
confiere el cardcter de enzima alostérica o mejora cierta regulaciéon 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-GIc PPasa bacteriana, puede adquirir esta propiedad con la simple fusién 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 adaptacién a los diferentes entornos metabdlicos, lo cual produjo la diferenciacién en las
diversas clases de enzimas (50,110).

El origen de la ADP-Glc PPasa en eucariotas puede estar relacionado con el proceso
endosimbidtico entre procariotas, que dio lugar a la formacién de plastidos y la posterior
transferencia del gen al nicleo (184,185). De acuerdo con esta hipdtesis, las enzimas de
cianobacterias exhiben una mayor similitud con las subunidades pequeiias de plantas que con las
de otras bacterias heterétrofas. En los eucariotas, la subunidad B surgié mas tarde en la evolucidn,
probablemente a través de la duplicacidn de genes, luego de lo cual estos genes dieron lugar de
manera divergente a muchas variantes especializadas (110,174). Esto permiti6 obtener diferentes
polipéptidos: una subunidad catalitica y una regulatoria. Aunque ambas parecen provenir del
mismo ancestro, dada la similitud de las regiones conservadas, la mayor similitud entre las
subunidades o sugiere que estas han tenido restricciones evolutivas mds fuertes que las
subunidades B. Ademas, las subunidades o muestran una mayor similitud con la enzima
cianobacteriana que con las subunidades P, las cuales tienen considerables diferencias de
secuencia entre ellas. Esto tltimo probablemente refleja los diferentes requisitos en la modulacién
de la respuesta de la subunidad a, es decir, a la activacion e inhibicion alostérica representada por
las diferentes necesidades de tejidos y especies (110,172,174,186). Una etapa posterior en la
evolucion de las subunidades a y p de ADP-Glc PPasas de plantas involucraria la adquisicion de
mecanismos de regulacién post-traduccional (51,110,171,187-189).

Estudios previos (96,146,149,150,190) han demostrado la importancia de caracterizar la
regulacién de las ADP-Glc PPasas mediante el andlisis del efecto concomitante de diferentes
efectores. Estos resultados sugieren que la relacion entre estos efectores ejerce una fina regulacién
en la actividad enzimética, lo cual se aproxima mejor a las diferentes condiciones metabdlicas en
las que se produce la sintesis de glucégeno. Estos trabajos mostraron la existencia de una
interacciéon 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 heterotetrimero no fue afectado por la Fru-1,6-P», pero cuando se midi6 su actividad en
presencia de concentraciones sub-saturantes del inhibidor PEP el mismo fue sensible a la
activacion por Fru-1,6-P2 (96). Por otro lado, se sabe que la Fru-1,6-P; 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 mejord cuando se analiz6 en presencia
de Fru-1,6-P> (149). Ademds, se sabe que el AMP es el principal inhibidor de la ADP-Glc PPasa
de E. coli, actuando principalmente en una interaccidon cruzada con el activador Fru-1,6-P,

(180,191,192). Se logré demostrar que cuando el Pyr estaba presente, la enzima es menos sensible
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a la inhibicién por AMP, disminuyendo 3 veces la afinidad aparente por el AMP (149).
Recientemente, se analizé el efecto combinado de los activadores de la enzima de A. tumefaciens,
el Pyry la Fru-6P (150). Los resultados obtenidos respaldan un modelo en el que existe una unién
sinérgica de estos dos activadores a dos sitios distintos, y que cada activador conduce a diferentes
formas activas de la enzima (150). Ademds, mediante mutagénesis se obtuvieron variantes
enzimadticas sensibles a la activacién por Pyr, pero en las que la sefal alostérica de Fru-6P estaba
interrumpida, lo cual indicé que el mecanismo de activacién de cada efector no era el mismo
(150). Conjuntamente, estos resultados demuestran que es fundamental expandir el andlisis sobre
la capacidad de evolucién de la regulacion de las ADP-Glc PPasas, ya que estas interacciones
sinérgicas entre efectores alostéricos pueden representar una caracteristica importante en otras

enzimas alostéricas.

1.3.5. Las glucégeno sintasas

Las glicosiltransferasas (GTs; EC 2.4.x.y) son una gran familia de enzimas involucradas en
la biosintesis de oligosacdridos, polisacaridos y glicoconjugados. Particularmente abundantes son
las GTs que transfieren un residuo de azicar desde el dador nucleotidico activado a moléculas
aceptoras especificas, mediante la formacién de enlaces glucosidicos. Estas enzimas estdn
presentes tanto en procariotas como en eucariotas y, en general, muestran una sutil especificidad
para los sustratos dadores y aceptores de glucosilo. La funcién catalitica GSasa (almidén sintasa,
SSasa, en plantas) se agrupa en dos familias de GTs segtn la base de datos on-line CAZy
(Carbohydrate-Active enZYmes database), GT3 y GT5, que tienen menos del 15% de identidad
(73,193,194). En la familia GT3 se encuentran agrupadas principalmente GSasas de hongos y
mamiferos, que utilizan preferentemente UDP-Glc como dador de glucosilo (EC 2.4.1.11) y
poseen una masa molecular de ~80 kDa. Por su parte, las GTs de tipo GT5 contienen secuencias
correspondientes a las GSasas (SSasas) de fuentes bacterianas y vegetales (EC 2.4.1.21), las
cuales utilizan exclusivamente ADP-Glc como dador de glucosilo y son més pequeiias (~50 kDa)
(99,195,196). Otra diferencia que presentan ambos grupos es que las primeras son activadas
alostéricamente por Glc-6P e inhibidas por fosforilacién; mientras que las Gltimas no poseen esta
propiedad (38,197).

Sélo se han identificado dos pliegues estructurales, GT-A y GT-B, para enzimas dependientes
de NDP-azucares, los cuales corresponden a variantes de dominios con plegamiento de Rossmann
(198-200). Las GSasas y SSasas son miembros de la superfamilia GT-B de las GTs, que consta
de dos dominios de tipo Rossmann f/o/B separados por una gran hendidura que contiene el sitio
activo. Cada dominio de “union de nucleotidos™ o “pliegue de Rossmann” contiene dos conjuntos
de unidades B-a-B-a-f, que juntas forman una hoja paralela unica rodeada de a-hélices (200). Se
requiere una orientacion relativa adecuada de los dos dominios N- y C-terminal para una precisa

geometria del sitio activo y competencia catalitica, como se demostré en varios miembros
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bacterianos de GT-B (201-204). En general, se acepta que en las enzimas GT-B los dadores de
NDP-aziicares se unen principalmente al dominio C-terminal de la proteina, mientras que el
dominio N-terminal estd involucrado en el reconocimiento del sustrato aceptor. Debido a que los
sustratos aceptores muestran una marcada diversidad de estructuras quimicas en comparacién con
los dadores de NDP-aztcares, la region 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 observacion evolutiva interesante es que la proteina GlgP, responsable
de degradar el glucégeno liberando moléculas de Glc-1P, también pertenece a la familia con
plegamientos GT-B, lo que sugiere una relacion 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 sélo a nivel de secuencia primaria, sino también en su
especificidad por los dadores de NDP-azicar que utilizan y en su regulacién (73,74). Como se
indic6 previamente, las GSasas de animales y hongos son activadas por Glc-6P e inhibidas por la
fosforilacion reversible de distintos residuos de Ser y Thr. Por el contrario, las GSasas bacterianas
no presentan ningun tipo de regulacion (99).

Tal como se menciond 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-azicar se une principalmente
aun bolsillo en el lado C-terminal de la hendidura (203,204). Curiosamente, cuatro oligosacaridos
se unen al dominio N-terminal, uno en la hendidura y tres en la superficie del dominio. Los
oligosacdridos unidos a la superficie muestran menos interaccién con la enzima y exhiben una
organizacion estructural similar a una hélice. A pesar del hecho de que los oligosacéridos se unen
sOlo al dominio N-terminal de la GSasa, esto sugiere fuertemente que el glucégeno in vivo se une
a un lado de la enzima para asegurar el movimiento entre dominios, que es esencial para la sintesis
eficiente y continua de la cadena del a-glucano (208).

Durante mucho tiempo, se pensé que la polimerizacién del glucégeno estaba catalizada
unicamente por GSasas que utilizan NDP-Glc como dador de residuos glucosilos. Sin embargo,
como se menciond con anterioridad, se ha identificado otra polimerasa bacteriana, GIgE, 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 GIgE presentan un homélogo 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 enzimdtica no informada anteriormente se denomindé 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 proteina GlgM consta de 2 dominios, cada uno
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con una arquitectura o/} que se asemeja a un pliegue de Rossmann, y que la misma comparte un

pliegue GT-B con las GSasas bacterianas (118).

14. EL METABOLISMO DE LA SACAROSA

La Suc es uno de los principales productos de la fotosintesis en las plantas y desempefia un
papel central en el metabolismo de carbohidratos, ya que constituye la forma mas comin de
carbohidrato transportado desde los 6rganos que realizan fotosintesis hacia los sumideros. La Suc
se transporta hacia el resto de la planta en desarrollo, donde se cataboliza para proporcionar
carbono y energia, tanto para el crecimiento como para la sintesis de compuestos de reserva, como
almidon, aceites o fructanos (209-211). Como uno de los solutos mas abundantes en las células
vegetales, la Suc es un factor importante en la regulaciéon osmética. Cuando se exponen al estrés
por frio, sequia o sal, las plantas a menudo acumulan altos niveles de Suc para mantener el
equilibrio osmético y ayudar a estabilizar sus proteinas y membranas. La Suc también es una
molécula de sefalizaciéon importante que actia a nivel transcripcional, traduccional y
post-traduccional para regular muchos procesos metabdlicos y de desarrollo, incluida la induccién
de la floracidn, la ramificacién de brotes, la diferenciacién vascular, el desarrollo de semillas y la
sintesis de productos de almacenamiento (212,213).

Se ha demostrado que las enzimas requeridas para la sintesis de Suc también se encuentran
en cianobacterias (214-216). Estos hallazgos establecieron un marco evolutivo en el cual la Suc
jugaria un rol critico en el metabolismo del carbono en especies fijadoras de nitrégeno en células
diferenciadas llamadas heterocistos (217). Por otro lado, también se ha sugerido que en
cianobacterias unicelulares, la Suc estd fisiolégicamente relacionada con la tolerancia al estrés
salino (218-220), debido a que el disacarido puede actuar como un soluto compatible. Con la
dilucidacién de distintos genomas, se encontraron las secuencias que codifican las enzimas
responsables de la sintesis de Suc en bacterias no fotosintéticas, a pesar de que el papel del
disacdrido atn no estd completamente establecido en estos organismos (221). Sin embargo, la via
biosintética de la Suc en las angiospermas esta bien establecida y se conocen los mecanismos
reguladores que controlan el flujo a través de esta via, al menos en algunas especies modelos

como espinaca (Spinacia oleracea), maiz (Zea mays) y Arabidopsis thaliana (221).

1.4.1. Enzimas involucradas en el metabolismo de la Suc

Las dos enzimas de la via comprometida con la biosintesis de Suc son: (i) la Suc 6-fosfato
sintasa (SucPSasa o SPS; EC 2.4.1.14), que cataliza la sintesis de Suc 6-fosfato (Suc-6P) a partir
de un NDP-Glc, generalmente UDP-Glc, y Fru-6P; y (ii) la Suc 6-fosfato fosfatasa (SucPasa o
SPP; EC 3.1.3.24), que hidroliza el grupo fosfato de la Suc-6P para liberar Suc y Pi. Ambas
enzimas son probablemente de origen bacteriano y fueron heredadas por las plantas del ancestro

cianobacteriano de los cloroplastos (221). La reaccidn irreversible que cataliza la SucPasa ejerce
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una influencia critica en el sentido de la reaccién de la SucPSasa. De esta manera, mediante la
accion combinada de ambas enzimas, la célula aseguraria la sintesis de Suc cuando las
concentraciones de los sustratos NDP-Glc y Fru-6P son bajas, como asi también cuando el
producto Suc se encuentra en altas concentraciones. Alternativamente, la sintesis del disacarido
puede ocurrir en una reaccion 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 reaccion suele estar relacionada con la ruta
de degradacion de la Suc (209,222). Ademads, como la SucSasa no se encuentra modulada por
metabolitos o asociada a otras reacciones, esta reaccién dependeria 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 <> Suc-6P + NDP  [SucPSasa, EC 2.4.1.14]
ii. Suc-6P + H,O — Suc + Pi [SucPasa, EC 3.1.3.24]
iii. NDP-Glc¢ + Fru <> Suc + NDP [SucSasa, EC 2.4.1.13]

Se sugirid que existirfa una estrecha correlaciéon de secuencias entre los dominios
glicosiltransferasa de la SucPSasa y la SucSasa, lo que indicaria un origen evolutivo comin entre
ambas (229). Ademads, se postuld que, evolutivamente, el primer aceptor de glucosilo debi6 haber
sido la Fru-6P en lugar de la Fru, debido a su abundancia en el metabolismo intermediario y al
hecho de que la hidrdlisis del sustrato intermedio, la Suc-6P, conduciria a una via de sintesis
esencialmente irreversible (229,230). Mas adelante, con el transcurso de la evolucidn, se habria
adquirido la funcién SucSasa. Ambas sintasas pertenecen a la subfamilia GT4 de la superfamilia
de las GTs. Estas enzimas tienen un mecanismo de reaccién que mantiene la conformacién
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 sintesis de Suc, dependiendo
de la disposicién 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 inicamente el dominio glicosiltransferasa (Figura 2). Este
tipo de proteinas 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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Figura 2: Arquitectura de los dominios que componen las SucPSasas y las
SucPasas de bacterias y plantas. Dominio glicosiltransferasa (azul), dominio
fosfohidrolasa (verde), dominio similar a fosfohidrolasa no catalitico (verde
claro), extensiéon N-terminal (negro), regién de conexion altamente variable entre
los dominios glicosiltransferasa y fosfohidrolasa (amarillo), extensién C-terminal
que posiblemente participa en la dimerizacion (celeste). Adaptado de Lunn 2016
(211).

Por otro lado, las SucPSasas de tipo II son enzimas de mayor tamafio (~80 kDa) ya que
contienen un dominio fosfohidrolasa C-terminal de 260-270 aminodcidos, adyacente al dominio
glicosiltransferasa (Figura 2). Este dominio fosfohidrolasa presenta una elevada identidad de
secuencia con las SucPasas bacterianas y contiene varios de los residuos del sitio activo
conservados, sugiriendo que estas proteinas de tipo II son enzimas bifuncionales con ambas
actividades, SucPSasa y SucPasa (221). Para respaldar ain mds esta hipétesis, las especies que
presentan una SucPSasa de tipo II, no cuentan con una SucPasa codificada individualmente en su
genoma. Entre las especies que poseen una SucPSasa de tipo II se encuentran varias
cianobacterias (como Thermosynechococcus elongatus, Synechococcus elongatus PCC 6301,
Prochlorococcus marinus), metilotrofos obligados como Methylobacillus flagellatus 'y
Methylovorus glucosatrophus, algunas proteobacterias litoautotréficas como Acidithiobacillus
ferrooxidans, Nitrosomonas europaea y Nitrosospira multiformis, y el planctomycete
Rhodopirellula baltica; cuyos genomas carecen de genes spp (SucPasa) (221,231). Las SucPSasas
de tipo III poseen similar longitud aminoacidica que las de tipo II, pero carecen de los residuos
cataliticamente importantes en el dominio SucPasa C-terminal (Figura 2) (232-234). Esto es
consistente con lo demostrado para la enzima SucPSasa de Synechocystis sp. PCC 6803, la cual
carece de actividad SucPasa (214), y se observo la presencia de una SucPasa separada en esta
especie (232). Las SucPasas de Synechocystis sp. PCC 6803 y Anabaena sp. PCC 7120 tienen

una masa molecular de 26-28 kDa y las enzimas nativas son monoméricas (232,233,235). Las
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actividades de ambas enzimas dependen estrictamente de la presencia de un catiéon de metal
divalente, prefiriéndose Mg**. A su vez, son altamente especificos para Suc-6P, mostrando poca
o ninguna actividad hidrolitica con otros azticares fosforilados.

Se han encontrado muchas isoformas de SucPSasa como de SucPasa en plantas (236,237), y
parecen ser mds grandes que sus homologas en organismos procariotas. Las SucPSasas vegetales
son mds grandes hacia el extremo N-terminal como hacia el C-terminal. Se ha demostrado que el
extremo N-terminal contiene residuos involucrados en la regulacién por fosforilacién (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 presentaria
actividad enzimdtica por la falta de los residuos involucrados en la catdlisis (Figura 2) (210).
A partir de andlisis filogenéticos de estas SucPSasas vegetales, se agruparon en cuatro familias
distintas, que se denominaron A, B, Cy D (221,236,238). En las familias A, B y C hay al menos
tres sitios involucrados en la regulacién por luz-oscuridad, unién a proteinas 14-3-3 y activacion
por estrés osmatico, respectivamente (223). La familia D contiene dos subfamilias distintas de
genes, aunque codifican isoformas similares de SucPSasas que tienen varias caracteristicas
distintivas. Estas isoformas inusuales son mds pequeifias (108-109 kDa, tipo V) que las proteinas
de las familias A, B o C (114-119 kDa, tipo IV), ya que carecen de una regién conectora de
~85 aminodcidos, 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 (activacién o
inhibicién por fosforilacién), como alostéricamente (activada por Glc-6P e inhibida por Pi)
(211,221,222). Excepto por el sitio Ser***, que estd ausente en las SucPSasas de la familia B en
las eudicotiledéneas, los tres sitios de fosforilacion estdn presentes en casi todas las demds
proteinas 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 fosforilacién, Ser** y Ser***

, y algunos de los residuos
criticos para el reconocimiento de la proteina quinasa también faltan en el motivo del sitio de
fosforilacion Ser'® (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 estan presentes, ni son activadas por Glc-6P o inhibidas por Pi). Pareciera que la sintesis de
Suc en organismos procariotas se encuentra controlada principalmente a nivel de la transcripcién
de genes y por disponibilidad de sustratos (221).

Con respecto a las SucPasas de plantas, son mas grandes hacia el extremo C-terminal, en
comparacion con sus homélogas procariotas (Figura 2). Estas dltimas son monoméricas y tienen
una longitud de unos 260 aminoacidos (232,233,235). Por su parte, las SucPasas vegetales

presentan un excedente de ~160 aminodcidos, que podria participar en la dimerizacién o aumentar

la eficiencia catalitica (210,211).
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1.4.2. Sintesis de Suc en bacterias

Ademds de las plantas verdes y algunos eucariotas fotosintéticos unicelulares, como
Euglena gracilis, se sabe que ciertos grupos de bacterias sintetizan Suc. Se ha encontrado Suc en
especies de cianobacterias marinas y de agua dulce (239,240), incluidas las unicelulares (cepas
pertenecientes a Synechocystis y Synechococcus) y las filamentosas (cepas de los géneros Nostoc
y Anabaena). La Suc también estd presente en especies de y-proteobacterias metanotroficas,
halo/élcali tolerantes (Methylobacter alcaliphilus 20Z. y Methylocaldum szegediense O12) (241—
243). Ademds, los genes para la sintesis de Suc se pueden identificar en varias especies
pertenecientes a los grupos Firmicutes y Planctomycetes (243). El genoma del planctomiceto
marino R. baltica tiene un marco de lectura abierto (ORF) que codifica una proteina con una
identidad del 42% (60% de similitud) con la SucPSasa de la cianobacteria Synechocystis sp.
PCC 6803 (244). Por varias razones, se supone que esta SucPSasa de R. baltica es una enzima
bifuncional, con actividades SucPSasa y SucPasa. También se ha encontrado un ORF que codifica
otra proteina similar a la SucPSasa en la bacteria H. orenii. Aunque la secuencia de esta tltima
mostrd sélo una similitud moderada con la de Synechocystis sp. PCC 6803, se ha informado que
la misma tiene actividad SucPSasa (245,246).

A partir de andlisis de secuencias gendOmicas, se identificaron genes sps putativos en
B-proteobacteria (N. europaea y M. flagellatus), y-proteobacteria (A. ferrooxidans) (247) y
d/e-proteobacteria (Desulfuromonas acetoxidanos). La presencia de genes relacionados con la
sintesis de Suc en otros grupos bacterianos parece ser mucho menos comun, y se sugieren varias
razones para esta distribucion desigual. Una posible explicacion es que la mayoria de los linajes
bacterianos han perdido grandes cantidades de enzimas involucradas a la ruta de sintesis de la Suc
(221). Alternativamente, la transferencia horizontal y esporddica de genes desde las
cianobacterias o las proteobacterias podria explicar casos aislados de la presencia de genes que
codifican enzimas responsables de la sintesis de Suc en otros grupos bacterianos. Las
cianobacterias comparten el mismo tipo de hdbitat que R. baltica y H. orenii, por lo que
seguramente pudo existir la oportunidad para que estas dos especies adquieran el gen sps por
transferencia horizontal de genes en algin momento del pasado. Presumiblemente, tal
transferencia de genes también ha ocurrido muchas veces en otros tipos de bacterias, pero a menos
que la capacidad de sintetizar Suc confiera alguna ventaja competitiva en un hébitat particular, no
habria presion de seleccion para su retencion (221).

Varias especies de cianobacterias acudticas utilizan la Suc como soluto compatible para
ayudar a equilibrar su potencial hidrico intracelular con el del ambiente externo (239,248,249), y
es probable que especies no cianobacterianas también empleen la Suc como soluto compatible.
Algunas cianobacterias utilizan otros compuestos, como Tre o glucosilglicerol, en lugar de la Suc

o ademas de ella (240,250). Las cianobacterias que habitan en entornos secos o cdlidos utilizan
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estos compuestos para protegerse de los efectos de la desecacién y las altas temperaturas (221).
Se demostr6 que la expresion de la SucPSasa de Synechocystis sp. PCC 6803 en E. coli induce la
acumulacién de Suc en esta especie, que normalmente no la sintetiza; ademds, este proceso
incrementd la tolerancia a la desecacion alrededor de 10.000 veces, demostrando la efectividad
de la Suc como agente protector in vivo (251).

En un principio se asocié la acumulacion de la Suc con la salinidad (252). Estudios posteriores
han demostrado otras funciones fisiolgicas de este disacirido. En cepas formadoras de
heterocistos, la Suc tiene un rol clave como intermediario en el flujo de carbono reducido en los
filamentos (217,253), en la acumulacién de glucégeno (217,254) y en el crecimiento diazotréfico
(255). También, en la cepa Synechocystis sp. PCC 6803, se propuso que la Suc participa en la
activacion de cascadas de sefalizacion como parte de una respuesta general a cambios en la

salinidad (256).

1.5. ORGANISMOS PROCARIOTAS OCUPANDO POSICIONES
EVOLUTIVAS CLAVES

Como se menciond anteriormente, aunque el mecanismo de elongaciéon de la cadena del
a-1,4-glucano mediante el uso de NDP-Glc es comtn a todas las células, existen diferencias
importantes entre los distintos organismos respecto a que el dador de residuos glucosilos sea la
UDP-Glc (en heterdtrofos eucariotas) o la ADP-Glc (en bacterias y eucariotas fotosintéticos)
(50,51,110). Ademas, el paso regulatorio de la sintesis de polisacaridos de reserva en heterdtrofos
eucariotas ocurre a nivel de la GSasa; en cambio, en procariotas, algas verdes y plantas, la via
biosintética es modulada principalmente en la etapa de produccién de la ADP-Glc. Se observa,
por lo tanto, un importante enclave evolutivo en cuanto al camino especifico por el cual la Glc-1P
es derivada hacia la biosintesis de oligo- y polisacaridos estructurales o los a-1,4-glucanos de
reserva.

Las enzimas involucradas especificamente en la produccién de NDP-Glc y en la transferencia
de residuos glucosilos a polisacdridos, presentan importantes diferencias estructurales y
funcionales segtn los diferentes tipos de células. Por tanto, la ADP-Glc PPasa es una proteina que
se encuentra en procariotas (incluidas las cianobacterias), algas verdes y células fotosintéticas y
heterétrofas de plantas vasculares, pero que estd ausente en organismos eucariotas heterétrofos.
Por su parte, si bien la UDP-Glc PPasa es una proteina ubicua, presente en todas las formas
celulares, existen importantes diferencias estructurales entre la proteina de origen procariota y la
de eucariota, lo cual es claro por el hecho que no son proteinas homdlogas (58,64,257). Lo mismo
sucede con las a-1,4-glicosiltransferasas, ya que se pueden distinguir dos formas que se agrupan
en las respectivas familias GT3 y GTS5 (194). A partir del escenario conocido sobre el

metabolismo de carbohidratos comparado entre distintos organismos procariotas, algunos casos
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especiales son de gran interés, ya sea por falta de informacidén especifica o porque se ubican en
posiciones claves del arbol filogenético.

El escenario evolutivo muestra que la caracterizaciéon de enzimas implicadas en el
metabolismo de hidratos de carbono de diferentes organismos es util para el analisis comparativo
y, de esta manera, poder establecer relaciones entre estructura, funcién y regulacién de las
respectivas proteinas. Estos estudios permiten identificar dominios proteicos implicados en las
similitudes y diferencias funcionales y estructurales de las enzimas. Es asi 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 caracterizaciéon bioquimica de las enzimas involucradas en el metabolismo
de carbohidratos.

Las proteinas seleccionadas se caracterizaron segin sus propiedades cinéticas y reguladoras.
En base a esto, se explord en detalle si existen distintos niveles de especificidad/promiscuidad por
el uso de sustratos, asi como si hay diferencias respecto a los efectores alostéricos que modulan
la actividad enzimdtica, realizando una comparacién con enzimas de otros organismos
caracterizadas con anterioridad. De esta manera, los resultados obtenidos durante el desarrollo de
esta Tesis aportan una mayor comprension de las propiedades cinéticas, regulatorias y
estructurales de las enzimas en estudio, de las caracteristicas evolutivas de la sintesis de
carbohidratos en células procariotas, asi como nuevos conocimientos sobre posibles
caracteristicas bioquimicas operativas en los organismos estudiados que ayudan a explicar la

versatilidad metabdlica de cada microorganismo.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GENERALES

El presente trabajo de Tesis se centra en el estudio de NDP-azicar PPasas y de
glucosiltransferasas de ciertas bacterias para su caracterizacién funcional-estructural. Las enzimas
(y su origen bioldégico) son seleccionadas a partir de que hemos identificado la ocurrencia de més
de un gen que codifica para respectivas isoformas proteicas en el mismo organismo, o que el
andlisis comparativo de secuencias de aminodcidos de las enzimas indica que ocupan posiciones
evolutivas intermedias. De esta forma, se pretende mejorar nuestra comprensién sobre los
cambios evolutivos operados en las rutas de sintesis de carbohidratos de reserva en organismos

procariotas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. La ocurrencia de la ADP-Glc PPasa en cianobacterias no fotosintéticas

- Estudiar las propiedades cinéticas, regulatorias y estructurales de la ADP-Glc PPasa de
cianobacterias, particularmente debido al reciente descubrimiento de cianobacterias no
fotosintéticas y su posiciéon en un enclave evolutivo critico, como es el caso del grupo
Melainabacteria.

- Hemos identificado en bases de datos que estos organismos poseen genes glgC putativos
que codificarian para las correspondientes ADP-Glc PPasas. A partir de esto, realizar el clonado
molecular por medio de la sintesis de novo de estos genes, producir las respectivas enzimas en
forma recombinante con alto grado de pureza y caracterizarlas en sus propiedades cinéticas,
regulatorias y estructurales.

- Realizar un estudio comparativo con la enzima de organismos fotosintéticos y alcanzar
una mejor comprension de los cambios evolutivos experimentados por la ADP-Glc PPasa como

enzima que cataliza el paso regulatorio de la sintesis de polisacédridos de reserva en bacterias.

2.2.2. Estudio de isoformas de GSasa en bacterias: el caso de B. japonicum

- Realizar el clonado molecular por medio de la sintesis de novo de los dos genes
codificantes para las GSasas de B. japonicum (genes blI2778 y blr6459), para poder obtener en
forma recombinante las enzimas y luego realizar su caracterizacion cinética.

- Analizar de manera comparativa las propiedades de estas proteinas entre si y en relacién
a lo que ocurre en Actinobacteria y otros procariotas.

- Analizar distintos sustratos a modo de indagar sobre la especificidad de uso de

NDP-azicares y/o de glucanos (lineales o ramificados) que puedan producir distintos productos.

50



Objetivos

2.2.3. Metabolismo de la Suc en N. europaea: anilisis de las enzimas responsables

de la sintesis del disacarido

- Estudiar la ruta de sintesis de la Suc en N. europaea mediante la caracterizacién de la
SucPSasa de tipo II, tanto en su version completa (posiblemente una enzima bifuncional) como
en el andlisis de los dominios SucPSasa y SucPasa de manera individual.

- Realizar el clonado molecular de la enzima SucPSasa de tipo II mediante la sintesis
de novo, asi como subclonar por separado los dominios SucPSasa y SucPasa. Para luego poder
purificar las respectivas enzimas y realizar su caracterizacion cinética y estructural.

- Abordar el crecimiento de la cepa N. europaea y estudiar su relacién con la acumulacion
de Suc y glucégeno.

- Analizar condiciones de estrés y evaluar cambios en los niveles de Suc.

- Estudiar mediante inmunodetecciéon el comportamiento de distintas proteinas
relacionadas al metabolismo de carbohidratos en general y de la Suc en particular.

- Explorar la existencia de mecanismos de modificacién post-traduccional en las enzimas

que participan en la sintesis de la Suc.
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3. CAPITULO 1: “La ocurrencia de la ADP-Glc PPasa en

cianobacterias no fotosintéticas”

3.1. INTRODUCCION

El amplio filo de las cianobacterias incluye bacterias Gram-negativas que viven en una
variedad de entornos con amplias variaciones de temperatura y humedad (258). Estos
microorganismos transformaron la atmésfera terrestre a partir de realizar la fotosintesis oxigénica,
permitiendo la evolucién de organismos vivos mds complejos (259). La diversidad de las
cianobacterias fotosintéticas se ha determinado morfoldgica y genéticamente a través de extensos
estudios realizados durante varias décadas (260-262). Las cianobacterias son ubicuas y habitan
en un amplio espectro de habitats de agua dulce, marinos y terrestres, incluidos entornos extremos,
por ejemplo, aguas termales, costras desérticas y zonas polares. A su vez, desempeiian un papel
fundamental en los ciclos biogeoquimicos del carbono y el nitrégeno (263). Con el desarrollo de
la metagendémica, se han descubierto muchos tipos de organismos presentes en diversos
ecosistemas, incluidas bacterias no fotosintéticas estrechamente relacionadas con las
cianobacterias (264-267). Recientemente, se reportd el descubrimiento de Melainabacteria, un
grupo clasificado como cianobacterias no fotosintéticas, las cuales se encuentran en ambientes
aféticos (sedimentos y acuiferos de lagos, asi como en intestinos de humanos y animales)
(265,266,268,269). Esto ha permitido mejorar nuestra comprensién sobre la amplitud y
complejidad de las cianobacterias, un paso clave para entender el origen de la fotosintesis
oxigénica (270) y la clasificacién de las cianobacterias (266,271). También ha planteado nuevas
preguntas respecto a la relevancia ecoldgica de las cianobacterias no fotosintéticas en ambientes
aféticos. Primeramente, se pensé que constituian un filo hermano de Cianobacteria (265); sin
embargo, un andlisis gendmico posterior confirmé la posicién de Melainabacteria como un clado
hermano de las cianobacterias fotosintéticas y como parte del mismo filo (266). A partir de esta
evidencia gendmica, se ha propuesto una reclasificacién para el filo Cianobacteria, con los
siguientes linajes: Oxyphotobacteria (todas las cianobacterias capaces de realizar fotosintesis
oxigénica) y Melainabacteria (266). Después de divergir de Melainabacteria, las
Oxyphotobacteria desarrollaron la capacidad de realizar la fotosintesis oxigénica, hace alrededor
de 2.400 millones de afios, segin las estimaciones del reloj molecular y datos geoldgicos
(259,270,272).

Hasta la fecha, s6lo se han secuenciado unos pocos genomas de Melainabacteria (270). Por
lo tanto, las funciones bioldgicas, las caracteristicas metabdlicas y la posicion ecoldgica de estos
microorganismos son poco conocidas. Se han identificado especies de Melainabacteria en

diferentes entornos, incluidos aguas subterrdneas (265), biopeliculas de algas y aguas de lagos
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(270,273), sedimentos marinos y areas lacustres (274) y en heces de animales y humanos (266),
como asi también en intestinos (274). Los datos genémicos respaldan la ausencia de toda la
magquinaria fotosintética en Melainabacteria, 1o que es consistente con la hipétesis de que su
divergencia gener6 la incorporacién de los fotosistemas en Oxyphotobacteria (266,270).

El descubrimiento de las cianobacterias no fotosintéticas de la clase Melainabacteria despert6
el interés por estudiar tanto la evolucion como la fisiologia y la relevancia ecoldgica de estos
organismos. En consecuencia, la caracterizacion de las enzimas que intervienen en los principales
segmentos metabdlicos (como lo es la sintesis de glucégeno) es esencial para complementar los
criterios bioquimicos que contribuyen a clasificar y comprender el comportamiento metabdlico
de este nuevo grupo de bacterias. En este contexto, nos planteamos analizar bioquimicamente las
propiedades de la ADP-Glc PPasa de dos organismos pertenecientes a Melainabacteria, una de
origen intestinal y otra de vida libre, como asi 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 sitda al trabajo realizado en esta Tesis
en una posicioén 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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3.2. OBJETIVOS

Analizar las propiedades cinéticas, regulatorias y estructurales de las ADP-Glc PPasas de una
Melainabacteria intestinal y otra de vida libre, cianobacterias no fotosintéticas, particularmente
debido al reciente descubrimiento de las mismas y su posicién en un enclave evolutivo critico.
Ademds, realizar una comparacién con la enzima de Anabaena PCC 7120, una cianobacteria
fotosintética. De esta manera, poder obtener informacién y realizar un anélisis comparativo que
permita alcanzar una mejor comprension de los cambios evolutivos experimentados por la enzima
ADP-Glc PPasa, la cual cataliza el paso regulatorio de la sintesis de polisacaridos de reserva en

bacterias. Para esto se contemplan los siguientes pasos:

- Realizar un andlisis filogenético de las ADP-Glc PPasas mencionadas anteriormente,
basado en las secuencias de proteinas homélogas para comprender la relacion evolutiva entre
las enzimas a estudiar en esta Tesis y otras de diferentes organismos.

- Realizar el clonado molecular de los genes glgC putativos que codificarian para las
correspondientes ADP-Glc PPasas de Melainabacteria intestinal y de vida libre.

- Realizar el clonado del gen glgC que codifica para la enzima de Anabaena PCC 7120,
para poder producir la respectiva enzima en forma recombinante con alto grado de pureza en
E. coli.

- Determinar la estructura cuaternaria de las ADP-Glc PPasas provenientes de
Melainabacteria.

- Determinar y analizar las propiedades cinéticas de los productos proteicos de los genes
anteriormente mencionados. Determinar los parametros cinéticos de las proteinas en estudio
para asi establecer las relaciones de estructura a funcidn.

- Analizar la sensibilidad de estas enzimas a diferentes efectores alostéricos y correlacionar
los datos cinéticos obtenidos con los datos determinados para otras ADP-Glc PPasas.

- Realizar un estudio comparativo con la enzima de organismos fotosintéticos y alcanzar
una mejor comprension de los cambios evolutivos experimentados por la ADP-Glc PPasa.

- Determinar sus estructuras tridimensionales para poder compararlas con estructuras de
ADP-Glc PPasas ya determinadas. A partir de esto, analizar la conservacién de dominios o

motivos estructurales a lo largo de la evolucién.
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3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Reactivos quimicos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de la méxima calidad disponible, de grado “pro-analisis™
o similar. Los materiales y reactivos quimicos empleados en esta Tesis se obtuvieron
comercialmente de las siguientes compaiiias:
e Componentes de medios bacteriologicos: Britania, Cicarelli.
e  Reactivos de biologia molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen, Stratagene,
Pierce, New England BioLabs, Productos Bio-Légicos (PBL).
e  Materiales utilizados en la purificacion de proteinas y otros reactivos relacionados a
proteinas: GE Healthcare, Qiagen.
e Filtros y columnas de desalado: Sartorius, Millipore.
e  Reactivos quimicos: Sigma-Aldrich, Merck, Perkin Elmer, Amersham Bioscience.

e Genes y oligonucledtidos sintéticos: Bio Basic Inc, Macrogen.

3.3.2. Cepas bacterianas

Para el clonado de los diferentes genes y la expresion recombinante de las proteinas
caracterizadas en este Capitulo, se emplearon las cepas de E. coli que se disponen en nuestro
grupo de trabajo, descriptas a continuacion.

E. coli Top10 F’: F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK A~ rpsL (Str®) endA1 nupG. Esta cepa fue empleada durante las etapas
de biologia molecular para generar las construcciones de expresion.

E. coli BL21 (DE3): F ompT hsdSg (187, mg~) gal dcm (DE3). Esta cepa fue empleada para

la expresion recombinante de las enzimas caracterizadas en este trabajo.

3.3.3. Medios de cultivo y antibiéticos

Lysogeny broth (LB): extracto de levadura 5 g/1, tripteina 10 g/l y NaCl 5 g/l, pH 7.

LB-agar: medio LB suplementado con agar-agar 1,6% (p/v).

YT2X: extracto de levadura 10 g/l, tripteina 16 g/l y NaCl 5 g/1.

Los cultivos de E. coli se realizaron con el agregado de antibiéticos como marcadores de
seleccion [100 pg/ml de ampicilina, 50 pg/ml de kanamicina, 30 pg/ml de cloranfenicol o
100 pg/ml de espectinomicinal, segtin el caso de la cepa transformada que se esté utilizando. En
los cultivos destinados a la expresion de proteinas recombinantes, se utilizd el inductor
correspondiente en concentraciones adecuadas para cada caso. La temperatura empleada para el

crecimiento de E. coli fue de 37 °C.
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3.3.4. Plasmidos

Durante el desarrollo de este Capitulo se emplearon distintos plasmidos de expresion para la
obtencidn de las proteinas recombinantes con diferentes estrategias de expresion. Los mismos se
detallan a continuacidn:

PET28 (b+) y (c+): vector de expresion para sistemas bacterianos de E. coli. La expresion de
la proteina de interés es inducida mediante la sintesis de la T; RNA polimerasa, cuyo gen esta
presente en la célula huésped bajo el control del promotor lac. El vector es inducible con IPTG
(un andlogo de la lactosa) y permite incorporar una etiqueta de poli-histidinas (His-fag) en el
extremo N-terminal de la proteina, para facilitar la posterior purificaciéon de la misma. Este
plasmido confiere a la célula resistencia al antibidtico kanamicina.

PET24 (a+): vector de expresion para sistemas bacterianos de E. coli. Se obtiene la proteina
con el agregado de His-tag en el extremo C-terminal de la proteina. El vector es inducible con

IPTG y le confiere a la célula resistencia al antibiético kanamicina.

3.3.5. Obtencion de genes sintéticos

Los genes codificantes para las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria intestinal y de vida libre,
y para la ADP-Glc PPasa de Anabaena PCC 7120 caracterizadas en este Capitulo se obtuvieron
por sintesis de novo (Bio Basic, Canadd). Los codones fueron optimizados para su expresion en
E. coli, con la adicién de los sitios de restriccion Ndel y Sacl en los extremos 5° y 3°,

respectivamente, y se insertaron en el vector pET28c.

3.3.6. Digestion con enzimas de restriccion

Para realizar el subclonado de los genes, los mismos se liberaron a partir del vector de clonado
con las enzimas de restriccién que permitieran su incorporacién de manera adecuada en el vector
de expresion seleccionado, previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. Ademads,
el andlisis de restriccion es ttil para confirmar la presencia del gen de interés en el vector en
estudio. Las reacciones de digestion contenian 1-2 ug de ADN plasmidico, el buffer de reaccion
correspondiente que provee el fabricante y de 10 a 20 U de la enzima de restriccién (Promega o
Fermentas); se incubaron durante 3 h a 37 °C. Las digestiones se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa y, en el caso de utilizarse para subclonado, el inserto liberado se

purifico a partir del gel.

3.3.7. Precipitacion de ADN

La precipitaciéon de ADN se utiliza para eliminar todos los componentes no deseados de la
mezcla de reaccidn luego de, por ejemplo, una digestién con enzimas de restriccion. En este caso

se utilizé como paso intermedio de la digestion sucesiva con distintas enzimas de restriccion, o
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en la purificacién final de los vectores de expresion digeridos con el objeto de subclonar los genes
de interés. Para precipitar una solucidon de ADN se le agregaron 0,1 volimenes de acetato de sodio
3 M, pH 4,8 y 2 volimenes de etanol (pro-andlisis). La mezcla se incub6 a 4 °C durante toda la
noche. Posteriormente, se centrifugé a 18.000 xg a 4 °C durante 15 min, se eliminé el
sobrenadante, el precipitado de ADN se lav6 con etanol 70% (v/v) y se dejaron evaporar los restos
de etanol 15 min a 25 °C. Por ultimo, se resuspendié el ADN en H,O ultrapura esterilizada por

calor.

3.3.8. Electroforesis en geles de agarosa

Los fragmentos de ADN se separaron electroforéticamente en geles de agarosa al 1% (p/v)
en buffer TAE 1X (Tris 40 mM, pH 8; 4cido acético 40 mM; EDTA 1 mM) con la adicién de Gel
Green 1X (Biotium) en una concentracion final de 0,3 pug/ml. Las muestras se acondicionaron
antes de su corrida con glicerol 3% (v/v) y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v). Se utilizé el sistema
Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad) para la corrida propiamente dicha y la visualizacién de los
fragmentos de ADN se realizd a través del transiluminador UltraSlim Led illuminator
(MaestroGen). La identificacion de los productos se llevé a cabo por comparacion con marcadores

de masa molecular adecuados (100 pb, 400 pb; Ladder PB-L Productos Bio-Légicos).

3.3.9. Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Para purificar fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa, la banda de interés se escindié
del gel y se purificé con las herramientas comerciales Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) y EasyPure® Quick Gel Extraction Kit (TransGen Biotech), siguiendo los protocolos

especificados por cada fabricante.

3.3.10. Ligaciéon de fragmentos de ADN

Las ligaciones se realizaron utilizando la enzima T4 ADN ligasa (PBL), siguiendo las
indicaciones del proveedor. En el caso de las reacciones que implicaron la ligacién de los
diferentes genes a los vectores de expresion seleccionados, se empled una mezcla inserto:vector
en una relacién molar 5:1, la que fue previamente calentada 5 min a 65 °C, luego se agregaron
2 U de ligasa en el buffer provisto por el fabricante, en un volumen final de 20 pl. Las ligaciones
se incubaron toda la noche a 16 °C y luego se utilizaron para transformar células competentes de

E. coli.

3.3.11. Transformacién de células de E. coli competentes

Para permitir la incorporacién de ADN plasmidico exdgeno, las células de E. coli se hicieron
competentes utilizando el método de CaCl,. Los pasos seguidos se indican a continuacion. Las

bacterias se cultivaron hasta saturaciéon en medio LB durante toda la noche a 37 °C. Luego se
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realizé una dilucién 1/100 en medio LB fresco y se incubd en las mismas condiciones hasta
alcanzar una DO a 600 nm de ~0,4, de manera de obtener un cultivo en fase exponencial de
crecimiento. Se tomaron alicuotas de 1 ml en tubos plasticos de 1,5 ml y se separaron las células
por centrifugacién a 5.000 xg durante 5 min a temperatura ambiente. Luego, se resuspendieron en
500 pl de solucion ST1 (MOPS-NaOH 50 mM, KCI1 10 mM, pH 7). Se centrifugaron nuevamente
en las mismas condiciones que el paso anterior y se resuspendieron en 500 pl de solucién ST2
(MOPS-NaOH 50 mM, KCI 10 mM, CaCl, 100 mM, pH 6,5). Se incubaron 15 min en hielo y se
separaron las células mediante una nueva centrifugacion. Finalmente, se resuspendieron en 100 pl
de ST2. A estas células competentes se les adicionaron 2 ul de ADN plasmidico (o 5 ul de la
reaccion de ligacién). La mezcla se incubd en hielo durante 1 h y luego se realizé el tratamiento
térmico por 45 s a 42 °C. Las células fueron enfriadas en hielo durante 2 min, diluidas en 1 ml de
medio LB e incubadas 1 h a 37 °C. Por ultimo, las células se centrifugaron 5 min a 5.000 xg y se
resuspendieron en 100 pl de medio LB remanente, para posteriormente sembrarlas en placas de
Petri conteniendo medio LB-agar suplementado con el/los antibidticos correspondientes, segtin
la construccién plasmidica con la que se haya transformado. Las placas se incubaron toda la noche

a 37 °C y se seleccionaron clones para continuar con el andlisis.

3.3.12. Minipreparacion de ADN plasmidico

Para la extraccién de ADN plasmidico a partir de células de E. coli transformadas, los clones
de interés se repicaron en 4 ml de medio LB liquido suplementado con el antibidtico
correspondiente y se cultivaron a 37 °C durante toda la noche. Las células se cosecharon por
centrifugacién a 3.000 xg durante 10 min y se extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit
comercial EasyPure® Plasmid MiniPrep Kit (TransGen Biotech), siguiendo las especificaciones
indicadas. La calidad y cantidad del ADN plasmidico se corroboré por electroforesis en gel de

agarosa al 1% (p/v). El plasmido recuperado se almacené a -20 °C hasta su utilizacion.

3.3.13. Secuenciacion de ADN

Los pldsmidos que contenian los genes de interés se enviaron a secuenciar para corroborar
que la secuencia del gen sea la correcta. Para esto, una alicuota de una minipreparaciéon de ADN
plasmidico, con una concentracion aproximada de 100 ng/ul, se envid a la empresa Macrogen Inc
(Setl, Corea del Sur) para ser secuenciada de forma automatizada utilizando oligonucleétidos

especificos que hibridan en una regién del pldsmido cercana al sitio de insercién del gen.

3.3.14. Creacion de un banco de células

Con el objetivo de normalizar las condiciones de cultivos y expresion de los distintos clones,

se construy6 un banco central de células para cada cepa de expresion. Las reservas de células se
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prepararon a partir del cultivo de una tnica colonia de cada clon de expresién y se almacenaron

a -80 °C en medio LB suplementado con glicerol 25% (v/v).

3.3.15. Optimizacién de condiciones de expresién

Un vial tomado del banco de células de expresion, conteniendo células transformadas con la
construccién plasmidica que porta el gen de interés, se cultiv en 5 ml de medio suplementado
con el antibidtico correspondiente, durante toda la noche a 37 °C y en agitacién. Este cultivo se
diluy6 1/100 con medio fresco suplementado con antibidtico y se incubd a 37 °C, con agitacion a
200 rpm, hasta alcanzar una DO entre 0,5 y 0,6. Alcanzada la DO necesaria, se indujo la expresion
de la proteina mediante el agregado del inductor (IPTG). La temperatura, el tiempo y la
concentracion del agente inductor se ajustaron de modo de optimizar la expresion de la proteina

recombinante.

3.3.16. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Una vez optimizadas las condiciones de expresion para cada proteina en particular, se llevé a
cabo su produccion a mayor escala. Para ello, a partir de un vial de células de E. coli BL21 (DE3)
transformadas con las respectivas construcciones plasmidicas que portan los genes de interés, se
realizé el cultivo del clon productor durante toda la noche a 37 °C, en agitacion y suplementado
con el antibidtico correspondiente. Luego, este cultivo se utiliz para inocular 1 L de medio de
cultivo YT2X con el antibidtico adecuado. El medio de cultivo inoculado se incubé a 37 °C con
agitacion a 200 rpm, hasta que alcanzé una DO a 600 nm de ~0,6. En este momento se indujo la
expresion de la proteina de interés mediante el agregado del inductor IPTG 0,1 mM. Las células
se cultivaron durante 16 h a 18 °C y 200 rpm. Para cosechar las células, se centrifug6 el cultivo a
4 °C durante 10 min a 5.000 xg, se descart6 el sobrenadante y se conservaron a -20 °C hasta su
uso.

Las células se resuspendieron en una cantidad adecuada de buffer H [Tris-HCI 25 mM pH 8,
NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, glicerol 5% (v/v)] y se enfriaron en un baiio de hielo. Luego, se
rompieron por ultrasonido con un procesador de alta intensidad VibraCell™ VCX 130 (Sonics).
Para la disrupcién de E. coli, se aplicaron pulsos de 4 s cada 2 s, durante una sesién de 10 min de
tiempo efectivo. El lisado celular resultante se centrifugé a 30.000 xg durante 20 min a 4 °C, hasta

obtener un sobrenadante limpio de particulas en suspension.

3.3.17. Cromatografia de afinidad por metal inmovilizado

La cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC) fue utilizada para la
purificacién de proteinas recombinantes que contienen una etiqueta de poli-His en el extremo N-
o C-terminal. La purificacion se realizé utilizando un método automatizado empleando el equipo

AKTA Explorer 100 (GE Healthcare). La fraccién soluble obtenida luego del proceso de
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disrupcién se sembré en una columna comercial de 1 ml con la resina quelante cargada con Ni%*
(His-Trap HP, GE Healthcare), previamente equilibrada con buffer H. La elucién de la proteina
retenida se llevé a cabo mediante un gradiente lineal de imidazol en un rango de 10-300 mM,
contenido en el buffer 1 [Tris-HCI 25 mM pH 8, NaCl 300 mM, imidazol 300 mM, glicerol
5% (v/v)]. Se recolectaron alicuotas de todas las fracciones, las cuales fueron evaluadas por
actividad enzimdtica y SDS-PAGE. Las fracciones que contenian actividad enzimdtica y la
proteina con mayor grado de pureza, se reunieron y concentraron utilizando un dispositivo de
ultrafiltracion (Millipore, limite de corte 5-30 kDa) a 4 °C. Para el caso de las ADP-Glc PPasas
de Melainabacteria y Anabaena caracterizadas en este Capitulo, se les realizé un cambio de buffer
para su conservaciéon [HEPES-NaOH 50 mM pH 8, Suc 10% (p/v), DTT 0,2 mM, EDTA 1 mM].
Por dltimo, se suplementaron con glicerol 10% (v/v) para ser almacenadas a -80 °C hasta su
posterior andlisis. En estas condiciones, las enzimas permanecieron activas por al menos

12 meses.

3.3.18. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para verificar la eficiencia de la expresion y analizar los perfiles electroforéticos de las
proteinas recombinantes caracterizadas, se utilizé la electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), siguiendo la técnica descripta por Laemmli (275).
Se utilizaron como soportes geles discontinuos con diferentes concentraciones de acrilamida. La
concentracién del gel de apilamiento fue de 4%, mientras que la concentracién del gel de
separacion fue variada entre 10 y 12%, segtin la masa molecular de las proteinas a analizar. Las
muestras fueron desnaturalizadas antes de su siembra mediante la adiciéon de buffer de siembra
SDS-PAGE 4X con agente reductor [SDS 8% (p/v), p-ME 20%, en Tris-HCI 250 mM pH 6,7,
glicerol 40% (v/v), Azul de Bromofenol 0,2% (p/v)], seguido de un calentamiento a 100 °C
durante 5 min. Como marcadores de masa molecular se emplearon: Suc sintasa (97,0 kDa),
BSA (66,0 kDa - Sigma), manitol deshidrogenasa (40,0 kDa), RFP (29,0 kDa), B-lactoglobulina
(18,4 kDa - Sigma) y lisozima (14,4 kDa - Sigma). La Suc sintasa, la manitol deshidrogenasa y
RFP son producidas en forma recombinante en nuestro grupo de trabajo. Una vez sembradas las
muestras, la corrida electroforética se realiz6 aplicando una corriente de intensidad constante de
25 mA por cada gel durante 1 h en buffer de corrida [Tris-HCI 0,3% (p/v) pH 8.3, glicina
1,44% (p/v), SDS 0,1% (p/v)], empleando un equipo Mini Protean III (Bio-Rad). Finalizada la
corrida electroforética, las proteinas en el gel se visualizaron mediante la tincién con Coomassie®
Brilliant Blue R-250 en una solucién de metanol 50% (v/v) y dcido acético 10% (v/v).
Posteriormente, se procedi6 a la decoloracién en una solucién de metanol 5% (v/v) y dcido acético

7% (VIV).
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3.3.19. Cambio de medios y concentracién de proteinas

Para cambiar el medio de las soluciones proteicas y/o para concentrar las proteinas, se
emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltracion Amicon (Millipore) con un limite de corte
apropiado para cada proteina (de 5 a 30 kDa) y se procedié segin las indicaciones del fabricante.
La ultrafiltracién es un proceso convectivo que utiliza una combinacién de centrifugacién y
filtracién mediante membranas semipermeables para separar macromoléculas del solvente segin
su tamafio molecular. Es particularmente propicia para la concentraciéon de macromoléculas y el

cambio de solventes. La centrifugacién de los tubos se realiz6 a 3.000 xg a 4 °C.

3.3.20. Cuantificacion de proteinas

Para determinar la concentracion total de proteinas en las muestras, se emple6 el método de
Bradford (276), utilizando una solucién de BSA (Sigma) como patrén. Las lecturas de
absorbancia se realizaron a 595 nm en un espectrofotémetro de microplacas UV/visible Multiskan

GO (Thermo Fisher Scientific).

3.3.21. Cromatografia de filtracion por geles: Determinacion de la masa
molecular

Para determinar la masa molecular (MM) al estado nativo de las proteinas bajo estudio, se
utilizé6 una columna Superdex 200 10/300 (GE Healthcare) conectada a un equipo AKTA
Explorer 100 (GE Healthcare). Las cromatografias se realizaron a 0,5 ml/min en buffer G
[HEPES-NaOH 50 mM pH 8§, NaCl 100 mM, EDTA 0,1 mM]. La columna se calibré utilizando
las siguientes proteinas: ribonucleasa (13,7 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa), ovoalbtiimina
(44 kDa), conalbimina (75 kDa), aldolasa (158 kDa), ferritina (440 kDa) y tiroglobulina
(669 kDa), contenidas en el kit comercial Gel Filtration Calibration Kit - High Molecular Weight
(GE Healthcare). El volumen muerto o Vo de la columna se determiné empleando una solucién
de Azul de Dextrano (Promega). La curva de calibrado se realiz6 graficando el K,y en funcién del
log de la MM de los marcadores comerciales. El K,y se obtiene a partir de la siguiente ecuacién:
Kw=(Ve— Vo) I (Vc— Vo); donde V. es el volumen de elusién de la proteina de interés, Vo es el
volumen muerto y V. es el volumen de la columna. A partir de esta curva fueron determinadas las

masas moleculares de las enzimas en estudio.

3.3.22. Ensayos de actividad enzimatica

Todas las actividades enzimadticas de las enzimas estudiadas se expresaron en U/mg. Una
unidad de actividad enzimdtica (U) es definida como la cantidad de enzima necesaria para
producir/consumir 1 umol de producto/sustrato en 1 min, bajo las condiciones especificadas para

cada ensayo.
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3.3.22.1. Determinacion de la actividad de la ADP-Glc PPasa: Método
colorimétrico

La actividad de las ADP-Glc PPasas estudiadas en este Capitulo se evalué en sentido de la
sintesis de ADP-Glc mediante el método colorimétrico de alta sensibilidad desarrollado por
nuestro grupo de trabajo (277). El mismo se basa en la cuantificacion de Pi liberado durante la
hidrolisis especifica de uno de los productos de la actividad de la enzima, el PPi. Especificamente,
durante la sintesis de ADP-Glc a partir de ATP y el azdcar-1P (por ejemplo, Glc-1P) se libera
PPi, el cual es hidrolizado a Pi por una pirofosfatasa inorgédnica. El Pi es luego cuantificado
mediante la formacion de un complejo de fosfomolibdato-Verde de Malaquita, el cual presenta
un color verde y es detectado a 630 nm. El medio de reaccidn estdndar contenia: MOPS-NaOH
50 mM pH 8, MgCl, 10 mM, ATP 1,5 mM, Glc-1P 1,5 mM, BSA 0,2 mg/ml, 0,5 U/ml de
pirofosfatasa inorgédnica de levadura (EC 3.6.1.1, producida en forma recombinante en nuestro
laboratorio) y una dilucién adecuada de la enzima. El ensayo se inici6 con el agregado del
correspondiente monosacarido-1P y se llevo a cabo durante el tiempo necesario para obtener una
seflal adecuada, generalmente 10 min, sin alcanzar un consumo de sustratos mayor al 5%. Las
reacciones se incubaron a 37 °C en un volumen final de 50 pl y se detuvieron con la adicion de
375 ul del reactivo de color (el cual se prepara en medio acido), seguido del agregado de 50 pl de
citrato de sodio 34% (p/v). Una alicuota de 250 pul de esta mezcla se dispensd en placas
multipocillos y se determind la absorbancia a 630 nm en un lector de ELISA Multiskan GO
(Thermo Fisher Scientific). Paralelamente a la determinacidn, se establecié una curva de calibrado
con testigos de PPi y se obtuvo el factor de conversién de absorbancia a nanomoles. El reactivo
de color se prepar6 mezclando 3 volimenes de Verde de Malaquita (Sigma) al 0,022% (p/v) y
1 volumen de molibdato de amonio 4,2% (p/v) en HCI 5 N. Luego de homogenizar durante 30 min

y filtrar, a 5 ml de la solucion obtenida se le adicionaron 100 pl de Tween 20 al 2% (v/v).

3.3.22.2. Determinacion de la actividad de la ADP-Glc PPasa: Método cinético
con enzimas acopladas

La actividad de las ADP-Glc PPasas con el efector Pi se determind en la direccién de la
sintesis de ADP-Glc. Para estas medidas, se utilizé un método cinético acoplado a la piruvato
quinasa de miusculo de conejo (PK, reaccion III, Sigma) y la lactato deshidrogenasa de
Lactobacillus (LDH, reaccién IV, Sigma) (278). Este procedimiento sigue la generacién de NDP

midiendo la desaparicién de NADH, segtn las siguientes reacciones:

I- Glc-1P + NTP <« NDP-Glc + PPi
II- NDP-Glc + (a-1,4-glucano), — (o-1,4-glucano),. + NDP

62



Capitulo 1

Acople enzimatico
III- NDP + PEP — NTP + Pyr Piruvato quinasa
V- Pyr + NADH < Lactato + NAD*  Lactato deshidrogenasa

La mezcla de ensayo estdndar contenia MOPS-NaOH 50 mM pH 8, MgCl, 10 mM,
PEP 0,3 mM, NDP-Glc 1 mM, NADH 0,3 mM, BSA 0,2 mg/ml, PK 0,1 U/ul (EC 2.7.1.40), LDH
0,02 U/l (EC 1.1.1.27) y enzima en una dilucion adecuada. La reaccion se inici6 por el agregado
de Glc-1P 2 mM. Para evaluar la actividad de las ADP-Glc PPasas, se agregd a la mezcla de
reaccién ATP 2 mM, glucégeno de higado de conejo 1 mg/ml y 0,8 U/ul de glucogeno sintasa de
E. coli. En todas las experiencias en las que se haya seguido la oxidacién/reduccion de
NADH/NAD* a 340 nm, se emple6 el coeficiente de extincién molar de 6,22 mM™! ¢cm™! para
determinar la variaciéon de la forma reducida de la coenzima en el medio. A menos que se
especifique lo contrario, los ensayos fueron realizados durante 10 min a 37 °C, en un volumen
final de 50 pl utilizando un lector de microplacas UV/visible Multiskan GO (Thermo Fisher

Scientific).
3.3.22.3. Determinacién de los parametros cinéticos

Los datos de actividad enzimadtica se graficaron en funcién de la concentracién de sustrato o
efector utilizando el programa Origin 8.1 (OriginLab). Los pardmetros cinéticos Vmax y So.5 (siendo
este ultimo la concentracion de sustrato ([S]) que produce el 50% de la velocidad méaxima, Viax)
fueron determinados mediante ensayos en los que se varid la concentraciéon de uno de los
sustratos, manteniendo los otros a concentraciones fijas. Por otro lado, para determinar las
constantes cinéticas, Aos € o5 (la concentracidn de efector que produce el 50% de la maxima
activacion o inhibicién, respectivamente), se ensayaron distintas concentraciones de efectores en
condiciones saturantes para los sustratos.

Para calcular estas constantes cinéticas, los datos experimentales se ajustaron a la ecuacién
de Hill modificada: v = Vinax [ST™ / (Sos™ + [S]™); donde ny es el coeficiente de Hill (279). En el
caso de que una enzima presente un comportamiento hiperbdlico (nu igual a 1), la ecuacién de
Hill modificada se convierte en la ecuacién de velocidad descripta por Briggs-Haldane, conocida
como de Michaelis-Menten, en la cual el Sos es equivalente a la K. Los valores de kca se
calcularon utilizando la Vi expresada en U/mg y considerando la masa molecular tedrica de
cada una de las enzimas. Los valores de las constantes cinéticas son el resultado de al menos dos
determinaciones, con una variacién menor al 10%. Los valores de las mismas se expresan * su
error estdndar, calculado por el programa informdtico a partir del ajuste de los datos

experimentales a la ecuacién utilizada.
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3.3.23. Tratamiento informatico

3.3.23.1. Analisis de secuencias
Los andlisis de secuencias requirieron el uso de bases de datos on line como:
* NCBI (Blast, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
* CAZy (http://www.cazy.org/ (194)).
* Brenda-Enzyme (http://www.brenda-enzymes.org/).
* KEGG (http://www.genome.jp/kegg/).

El disefio de los oligonucledtidos para amplificar por PCR los genes y los alineamientos de
secuencias de proteinas y ADN, para corroborar el resultado de las secuenciaciones y las

diferencias entre secuencias, identidad y similitud se realizaron con el programa Vector NTI 10.0.

3.3.23.2. Construccion del arbol filogenético

El andlisis filogenético se realiz6 siguiendo los pasos:
1. Se obtuvieron las secuencias de interés (formato FASTA) a partir de la base de datos NCBI.
2. Se alinearon las secuencias de interés utilizando el programa Bio-Edit.
3. El alineamiento fue refinado manualmente.
4. Con estos resultados, se procedié a la construccion del arbol filogenético utilizando la
aplicacién PhyML del programa SeaView 5 (https://doua.prabi.fr/software/seaview/ (280)).

5. La figura se armé utilizando el programa FigTree 1.3 (http:/tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.3.23.3. Modelado molecular

Se construyeron los modelos 3D de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria 'y de Anabaena
PCC 7120 utilizando el algoritmo desarrollado por Google, AlphaFold2 (281). Este algoritmo
estima la estructura terciaria de proteinas utilizando informacién evolutiva. AlphaFold es un
sistema de inteligencia artificial desarrollado por DeepMind que realiza predicciones de tltima
generacion de estructuras de proteinas a partir de sus secuencias de aminodcidos. Esto ha
posibilitado la construccion de buenos modelos estructurales sin la necesidad de plantillas
estructurales. La confiabilidad de los respectivos modelos fue evaluada utilizando el programa

Verify3D (https://www.doe-mbi.ucla.edu/verify3d/ (282)).
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34. RESULTADOS

3.4.1. Anailisis filogenético

Uno de los objetivos de mayor relevancia en esta Tesis consistié en realizar un anélisis
exhaustivo de las caracteristicas cinéticas, regulatorias y estructurales de la ADP-Glc PPasa
presente en cianobacterias. Este enfoque cobra especial significado ante el descubrimiento
reciente de cianobacterias no fotosintéticas, las cuales ocupan una posicién de suma importancia
en un contexto evolutivo crucial, como es el caso de Melainabacteria. A partir de esto, hemos
identificado a través de exhaustivos andlisis en bases de datos la presencia de genes g/gC putativos
en estos microorganismos. El andlisis se inici6 con la realizacién de un arbol filogenético de las
respectivas GlgCs.

Las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria poseen un 66,18% de identidad entre ellas; ~35%
con AnaGlgC; ~43% con la GIgC de A. tumefaciens; y ~44% con la de S. coelicolor. Con el
objetivo de obtener mds informacién sobre la relacién evolutiva entre las ADP-Glc PPasas de
Melainabacteria y las enzimas de otros grupos taxondmicos, extendimos la comparacién de
secuencias de aminodcidos de GlgCs, construyendo el arbol filogenético presentado en la
Figura 3. Llamativamente, el andlisis filogenético muestra que las secuencias de Melainabacteria
forman un grupo separado, distante de las secuencias de bacterias que realizan fotosintesis
oxigénica (Figura 3). De hecho, las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria se ubican mds cerca de
las proteinas de bacterias heterdtrofas, particularmente Actinobacteria, que de las de
cianobacterias fotosintéticas.

Como se observa en la Figura 3, existe una notable separacion entre las GlgCs de organismos
fotosintéticos y de aquellos que no realizan fotosintesis. Particularmente, AnaGlgC se encuentra
agrupada en forma definida en el grupo de cianobacterias fotosintéticas. Cercano a este clado, se
encuentran las ADP-Glc PPasas de algas verdes, musgos y plantas, con las cuales comparten las
mismas propiedades regulatorias, en cuanto a efectores alostéricos. La ADP-Glc PPasa de
cianobacterias fotosintéticas difiere en su estructura cuaternaria de la enzima de algas verdes y
plantas superiores (110). La enzima cianobacteriana es un homotetrdmero (como es el caso de la
enzima de bacterias no pertenecientes a Firmicutes); mientras que, la enzima de plantas estd
compuesta por dos subunidades pequefias (S; 50-54 kDa) y dos grandes (L; 54-60 kDa),
conformando un heterotetrdmero S>L, (51). Las GlgCs de cianobacterias no fotosintéticas, como
Melainabacteria, se agrupan en un clado totalmente separado del de las ADP-Glc PPasas de
organismos fotosintéticos, como se muestra en el arbol filogenético de la Figura 3. Las enzimas
correspondientes a cianobacterias no fotosintéticas estdn cercanamente relacionadas con las
ADP-Glc PPasas del grupo Actinobacteria y de ciertos miembros de Proteobacteria. Por su parte,

la mayoria de las GlgCs de Proteobacteria incluidas en el drbol constituyen un clado que diverge
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de Actinobacteria y de las cianobacterias no fotosintéticas; ademds, se observa que estan
separadas de las enzimas de organismos fotosintéticos (Figura 3).

En resumen, el andlisis filogenético ha permitido discernir vinculos evolutivos entre las
ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y las de otros grupos bacterianos. Este andlisis no sélo aclara
la posicién de estas enzimas en el rbol, sino que también abre lineas interesantes de investigacion
para comprender las bases evolutivas y funcionales de estas enzimas cruciales en la sintesis de

glucégeno.
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Figura 3: Arbol filogenético de ADP-Glc PPasas de diferentes organismos. Se colectaron las secuencias
polipeptidicas de GlgCs y con las mismas se realiz6 la construccién del arbol como se indica en Materiales y
Métodos. Los diferentes colores representan las distintas taxonomias como se indica. La Tabla Suplementaria S1
detalla los nimeros y nombres de las secuencias de proteinas.
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3.4.2. Identificacion de genes glgC

La realizacién del andlisis filogenético permitié obtener informacién relevante sobre las
relaciones evolutivas entre las enzimas ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y otros grupos
taxonémicos. Los genes glgC responsables de codificar las putativas ADP-Glc PPasas en una
Melainabacteria intestinal (inMelglgC) y otra de vida libre (flMelglgC) fueron identificados a
partir de datos previamente publicados por otros autores (265,267). Con la finalidad de llevar a
cabo un andlisis comparativo exhaustivo, también se incluyé en nuestros estudios el gen que
codifica para la ADP-Glc PPasa de Anabaena PCC 7120, una enzima que ya ha sido estudiada
(152). Los genes inMelglgC (AOR37842.1, 1.236 pb), fiMelglgC (OGI00355.1, 1.233 pb) y
AnaglgC (BAB76344.1, 1.290 pb) se obtuvieron mediante sintesis de novo (Bio Basic Inc). Los
mismos fueron disefiados con los codones de uso frecuente en E. coli y flanqueados con los sitios
para las enzimas de restriccion Ndel y Sacl. Los genes se sintetizaron y se insertaron en el vector
de expresion pET28b(+), obteniendo los plasmidos [pET28b/inMelglgC], [pET28b/fIMelglgC] y
[pET28b/AnaglgC]. La estrategia de clonado les confiere una etiqueta de His en el extremo
N-terminal a las proteinas recombinantes obtenidas. Luego se procedi6 a la trasformacion de
células competentes de E. coli BL21 (DE3) con cada una de las construcciones para la produccién
de las respectivas ADP-Glc PPasas. Asimismo, se realiz6 la expresion en ausencia de la etiqueta
de His, utilizando el vector pET24a, a modo de corroborar que la misma no afecta el
comportamiento cinético de esta enzima. Para esto, los 3 genes se sub-clonaron en el vector
pET24a, utilizando los mismos sitios de restriccion Ndel y Sacl, quedando asi
[pET24a/inMelglgC], [pET24a/fIMelglgC] y [pET24a/AnaglgC]. De esta manera, se produjeron

las diferentes enzimas en presencia y ausencia del His-zag.

3.4.3. Obtenciéon de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y de Anabaena en
forma recombinante

Para la obtencion de las diferentes ADP-Glc PPasas se partié de 1 L de cultivo de E. coli
BL21 (DE3) conteniendo la construccién correspondiente. Cada cultivo se crecié en el medio
YT2X, a 37 °C hasta una DO ~0,6 y se indujo con 0,1 mM de IPTG durante 16 h a 18 °C.
Posteriormente, las células se cosecharon por centrifugacién durante 10 min a 5.000 xg y 4 °C,
luego se resuspendieron en buffer H (para las que poseen His-tag) o en buffer A (para las que no
poseen His-fag) en una proporcion de 3-4 ml por gramo de células. La disrupcion celular se realiz6
por ultrasonido, seguido de dos centrifugaciones (30.000 xg) para separar detritos celulares de la
fraccién sobrenadante, la cual se utilizé para realizar las purificaciones de las proteinas
recombinantes, como se detalla en el apartado de Materiales y Métodos de este Capitulo.

La sobreexpresion de las diferentes ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y Anabaena
PCC 7120 se realiz6 produciendo proteinas sin modificar o fusionadas a una etiqueta de His. El

hecho de que la enzima posea el tag de His facilita su purificacién mediante IMAC; sin embargo,
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existen casos en los que esta etiqueta puede afectar los valores cinéticos de la enzima en cuestion.
Por esto se decidi6 ensayar las diferentes enzimas con y sin el agregado de la etiqueta. Para las
proteinas en ausencia de His-fag, se procedié a su purificacion mediante cromatografia de
intercambio idénico, utilizando una columna de 10 ml con resina DEAE-Sepharose fast flow,
previamente equilibrada en buffer A. Las fracciones recolectadas fueron analizadas mediante
determinacion de actividad enzimdtica y SDS-PAGE. Las fracciones mas activas y puras se
reunieron, se concentré mediante ultrafiltracién, se suplementé con glicerol 10% (v/v) y
seguidamente la muestra se almacen6 a -80 °C para su posterior andlisis.

Por su parte, las enzimas expresadas con un His-fag N-terminal se purificaron mediante
cromatografia IMAC, para lo cual se utilizé una columna HisTrap de 1 ml (GE Healthcare),
conteniendo Ni** como metal, previamente equilibrada con buffer H. La elusién de la muestra se
realiz6 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 purificacidn en estas condiciones y almacenada
como se describe result6 ser inestable (pérdida del 50% de actividad en las 48 h posteriores a su
purificacién), se analizaron alternativas para su almacenamiento. En la Tabla 2 se describen las
diferentes condiciones en las que se almacend la enzima posteriormente a su purificacion. Para
ello, la proteina purificada se fraccion6 inmediatamente en las condiciones detalladas a

continuacion (Tabla 2).

69



Capitulo 1

Tabla 2: Ensayo de diferentes condiciones en las que se analizé la estabilidad de la enzima inMelGlgC.

Actividad Actividad Actividad

Muestra de Actividad (U/mg) Almacenamiento 48 h 72h 1 semana
partida después  después  después

(Umg) (Umg)  (Umg)

Fraccion 7

Fraccion 8

POOZ. de Fraccién 9 1,061
partida
Fraccién 10
Fraccién 11
4°C 2,789 2,714 2,538
-80 °C 2,780 2,369 1,978
Buffer A
4 °C + glicerol 10% (v/v) 2,933 2,567 2,420
-80 °C + glicerol 10% (v/v) 2,671 2,535 2,381
4°C 3,113 2,826 2,606
Tris-HCI -80 °C 2,702 2,703 2,484
D%OTIS};/IHBV[ 4°C + glicerol 10% (v/v) 2,876 2,645 2,592
-80 °C + glicerol 10% (v/v) 2,805 2,808 2,269
4°C 2,421 2,157 2,103
Buffer S
-80 °C 3,564 3,919 3,200
Buffer 1 80 °C 1,490 1217 1,193

Los buffers que se analizaron fueron: buffer A [MOPS-NaOH 50 mM pH 8, MgCl, 5 mM,
EDTA 0,1 mM, Suc 5% (p/v)]; Tris-HC1 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 elusién). Ademads,
se analizaron distintas temperaturas, con y sin el agregado de glicerol. Luego de 48 h, 72 h 'y una
semana de almacenada en una condicién dada, se realizaron medidas de actividad para cada
fraccion, determinando asi la capacidad de cada una de las condiciones ensayadas de conservar
la actividad ADP-Glc PPasa. De esta manera, se determiné que inMelGlgC permanece estable en
el buffer S. A partir de este resultado, y para tener las tres GIlgCs cianobacterianas en la misma
condicidn, las enzimas inMelGlgC, flMelGlgC y AnaGlgC en una nueva purificacién se dializaron
para mantenerlas en buffer S, guarddndose a -80 °C. En estas condiciones, las ADP-Glc PPasas

purificadas resultaron ser estables al menos por 12 meses.
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Asi, se logré obtener las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y de Anabaena PCC 7120
solubles, activas, estables y con un elevado grado de pureza (Figura 4A). Estas son las
caracteristicas minimas que se buscan al momento de producir enzimas para su caracterizacion

cinética, regulatoria y estructural.
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Figura 4: Purificacion y analisis estructural de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria
intestinal y de vida libre, y de Anabaena PCC 7120 obtenidas en forma recombinante.
(A) SDS-PAGE de las enzimas expresadas en E. coli BL21 (DE3) y purificadas
mediante IMAC; (1) inMelGlgC, (2) fiMelGIgC y (3) AnaGIgC. (B) Determinacién de
la masa molecular de las proteinas de Melainabacteria purificadas mediante

cromatografia de exclusion molecular Superdex 200 siguiendo lo detallado en
Materiales y Métodos.

3.4.4. Determinacion de la estructura cuaternaria de las ADP-Glc PPasas de
Melainabacteria

Con el fin de caracterizar las estructuras cuaternarias de las ADP-Glc PPasas de
Melainabacteria, se efectué una cromatografia de exclusion molecular con cada una de las
enzimas purificadas. Ambas GlgCs eluyeron de la columna en un volumen correspondiente a
masas moleculares entre 180 y 190 kDa (Figura 4B). Teniendo en cuenta que la masa molecular
tedrica de estas proteinas es de ~45 kDa y los resultados obtenidos por SDS-PAGE (Figura 4A),

se puede afirmar que ambas enzimas poseen una estructura del tipo homotetramérica. Por su parte,
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la enzima GlgC de Anabaena también presenta una estructura homotetramérica, de acuerdo a
resultados previos obtenidos con la enzima purificada de fuente (152). Estos resultados
concuerdan con la informacién publicada para las distintas ADP-Glc PPasas caracterizadas hasta
el momento (50,110).

Comparando con los casos de ADP-Glc PPasas de procariotas analizadas hasta el momento,
podemos decir que las GlgCs de Melainabacteria se comportan de manera similar a lo que ocurre
para sus andlogas en donde la enzima es codificada por un dnico gen glgC, dando lugar a la
conformacion homotetramérica o4, como en E. coli (82,283), A. tumefaciens (284),
R. sphaeroides (285), S. coelicolor (120), M. tuberculosis (119) y R. jostii (160); a diferencia de
lo que ocurre con la enzima procedente de Firmicutes, que es heterotetramérica (96,157,158).
Ademds, resultados previos muestran que la ADP-Glc PPasa de cianobacterias fotosintéticas
posee una estructura homotetramérica, como se observa para la mayoria de las enzimas
bacterianas (50), aunque presenta propiedades reguladoras similares a las enzimas de plantas
vasculares (152). De esta manera, los resultados presentan una diferencia sustancial entre las
ADP-GIc PPasas de cianobacterias y plantas en cuanto a su estructura cuaternaria. Las
caracteristicas intermedias hacen que la enzima de las cianobacterias sea de interés para

determinar su estructura y compararla con la proteina de otras fuentes.

3.4.5. Caracterizacion cinética de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y
Anabaena

Como se mencioné anteriormente, los genes inMelglgC, fiMelglgC y AnaglgC se expresaron
independientemente utilizando el sistema pET para obtener las respectivas proteinas
recombinantes con y sin His-fag (Figura 4A), dependiendo la estrategia seleccionada (ver
Materiales y Métodos). En ensayos preliminares, se determiné que las diferentes ADP-Glc PPasas
de Melainabacteria y Anabaena PCC 7120 se comportaron cinéticamente de manera similar en
presencia o ausencia de la etiqueta de His (no mostrado). A partir de esto, decidimos continuar
trabajando con las enzimas obtenidas con el His-fag N-terminal, dado que permite obtener las
enzimas mas rapidamente, evitando la posibilidad de pérdida de actividad y/o desnaturalizacion.
Las enzimas purificadas mostraron valores de actividad especifica de 7,1 (inMelGlgC), 2,3
(flMelGlgC) y 0,31 (AnaGlgC) U/mg.

Con el objetivo de realizar una caracterizacion detallada del comportamiento cinético de las
dos ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y de la de Anabaena PCC 7120, para analizarlas
comparativamente, se determinaron sus pardmetros cinéticos en el sentido de sintesis de
ADP-Glc. Se realizaron las curvas de saturacion correspondientes para los sustratos Glc-1P y
ATP de las enzimas de Melainabacteria (Figura 5), a partir de las cuales se calcularon los

respectivos pardmetros cinéticos, presentados en la Tabla 3.
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Figura 5: Caracterizacion cinética de la ADP-Glc PPasa de Melainabacteria intestinal (A 'y B) y de
vida libre (C y D). Curvas de saturacion de sustrato realizadas en sentido de sintesis de ADP-Glc.

Para ambas enzimas los resultados mostraron una desviacion del comportamiento hiperbdlico

(na mayor a 1), con afinidades similares hacia ATP en ambos casos (Tabla 3). Sin embargo,

inMelGlgC mostré un Sos 6 veces menor para la Glc-1P que fIMelGlgC (Tabla 3). A su vez, el

andlisis comparativo indica que AnaGlgC exhibe una afinidad aparente por Glc-1P un orden de

magnitud mayor que flMelGlgC (Tabla 3).

Tabla 3: Parametros cinéticos de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y Anabaena.

inMelGlgC fiMelGlgC AnaGlgC
Parametro
Glc-1P ATP Glc-1P ATP Glc-1P ATP
So.5 (mM) 0,32+0,03 025+£0,01 |2,1+£02 034+0,05 |0,08+0,02 0,40 £ 0,04
NH 1,3 1,8 1,6 1,4 0,7 1,2
Vimax (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

En general, las enzimas de Melainabacteria presentaron actividades especificas un orden de

magnitud superior a la de Anabaena PCC 7120. Sin embargo, esta tltima mostré una mayor

afinidad aparente hacia la Glc-1P (Tabla 3). Cabe destacar que la eficiencia catalitica de las
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ADP-Glc PPasas de Melainabacteria fue similar a la observada para las enzimas homdlogas

provenientes de distintas bacterias heterétrofas (50,110,286).

3.4.6. Caracterizacion regulatoria de inMelGIlgC, fiMelGlgC y AnaGlgC

Como se describid en la introduccion, la ADP-Glc PPasa es una enzima alostérica que cataliza
el paso regulatorio en la via cldsica de sintesis de glucégeno en bacterias. Esto se sustenta por el
hecho de que todas las ADP-Glc PPasas caracterizadas hasta el momento (con la tinica excepcion
de la procedente de G. stearothermophilus (157)) son enzimas alostéricas, reguladas por
metabolitos claves de la principal via de utilizacién del carbono en el respectivo organismo
(50,85,110,283). Los ejemplos tipicos y mas estudiados son los de la enzima de E. coli, que se
activa principalmente por el metabolito critico de la ruta de Embden-Meyerhof, la Fru-1,6-P»; y
el de la enzima de A. tumefaciens, activada por Fru-6P y Pyr, relacionados a la via de
Entner-Doudoroff como principal ruta glucolitica (146,149,150,287,288). De manera similar, las
ADP-Glc PPasas de organismos que realizan fotosintesis oxigénica (cianobacterias, algas verdes
y plantas vasculares) tienen al 3-PGA y al Pi como principal activador e inhibidor,
respectivamente (110,151-153).

Por lo detallado arriba, en este trabajo de Tesis exploramos el efecto de diferentes moléculas,
conocidas por activar o inhibir las ADP-Glc PPasas de distintos organismos
(50,110,119,120,150,158,160,289), sobre la actividad de las enzimas de Melainabacteria. Asi, se
ensayaron los siguientes metabolitos a una concentracién de 2,5 mM: 3-PGA, Fru-1,6-P,, Pyr,
PEP, Glc-6P, Man-6P, Fru-6P, UDP, ADP, AMP y Pi. Para cada enzima, las medidas se realizaron
utilizando dos condiciones diferentes: sub-saturantes, empleando concentraciones de Glc-1P y
ATP cercanas al So 5 correspondiente (barras color gris oscuro, Figura 6), o saturantes, cuando las
concentraciones de los sustratos fueron 3 a 5 veces mayores al respectivo valor de Sos (barras
color gris claro, Figura 6). Como se detalla en la Figura 6, este abordaje nos permiti6 identificar
metabolitos que afectaron la actividad tanto de inMelGlgC como de fIMelGlgC. De esta manera,
encontramos que Glc-6P, Fru-6P y Man-6P son activadores de las ADP-Glc PPasas de
Melainabacteria, mientras que el ADP y el Pi resultaron inhibidores (Figura 6). Cabe destacar
que la actividad de las enzimas de Melainabacteria no cambi6 significativamente en presencia de
3-PGA (Figura 6), el cual es el principal activador de ADP-Glc PPasas de organismos
fotosintéticos oxigénicos (50,110,152), incluidas las de fuentes cianobacterianas caracterizadas

hasta el momento (155,190,290).
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Figura 6: Efecto de diferentes metabolitos sobre la actividad de ADP-Glc PPasas
de cianobacterias no fotosintéticas: (A) inMelGIgC y (B) flMelGlgC. Las
actividades relativas se refieren a la relacion entre la actividad respectiva en
presenciay ausencia de cada efector. El valor de 1 corresponde a la respectiva Viax
(ver Tabla 3). La concentracién de metabolitos fue de 2,5 mM en todos los casos.
Los ensayos se llevaron a cabo con dos conjuntos de concentraciones de Glc-1Py
ATP: sub-saturacién (barras de color gris oscuro) o saturacién (barras de color gris
claro).

Luego, realizamos un analisis detallado de la cinética de activacién de las diferentes
ADP-GIc PPasas estudiadas en esta Tesis. Como se muestra en la Figura 7A, la Glc-6P aument6
la actividad de inMelGlgC y flMelGlgC unas 54 y 12 veces, respectivamente, con valores de Ao s
similares, alrededor de 0,3 mM (Tabla 4). En cambio, la activacién de AnaGlgC por Glc-6P
alcanz6 un maximo de 5 veces, y la afinidad relativa hacia la hexosa-P fue 4 veces menor que la
de las enzimas de Melainabacteria (Tabla 4). Curiosamente, el 3-PGA no tiene efecto sobre la
actividad de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria (hasta 5 mM, Figura 7B). Por el contrario,
la enzima de Anabaena PCC 7120 se activo unas 29 veces en presencia de 3-PGA (con un Ags de

0,19 mM), lo que concuerda con trabajos anteriores (152).
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Figura 7: Activacion de las ADP-Glc PPasas cianobacterianas por Glc-6P
(A) y 3-PGA (B). inMelGlgC (circulos rellenos), flIMelGlgC (cuadrados
rellenos), AnaGlgC (tridngulos rellenos). El valor de 1 corresponde a
actividades de 7,1, 2,3 y 0,25 U/mg para inMelGlgC, fIMelGlgC vy
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 proteina-proteina especificas
(293,294). En medios de reaccion con crowding, la agregacion de proteinas se promueve a través
de la exclusién del solvente y el consiguiente aumento local en la concentracién de proteinas. 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 accion 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 andlisis 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 pardmetros 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 habia
demostrado que el PEP actda como activador de la ADP-Glc PPasa de Anabaena PCC 7120
(Tabla 4), aspecto que profundizamos en esta Tesis, determinando sus pardmetros de activacion.
Curiosamente, a concentraciones de PEP mayores a 2,5 mM se observa una inhibicién en la
actividad de la enzima. Respecto a las enzimas de Melainabacteria, mostraron una baja
sensibilidad a la activacion por PEP y no avanzamos en mayores estudios cinéticos de este

metabolito.

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

inMelGlgC fiMelGlgC AnaGlgC
Efector
Aos (mM) Activacion Aps (mM) Activacion Aps (mM) Activacion

Glc-6P 0,37 £0,01 54 0,35 +0,03 12 1,4+0,2 54
Fru-6P 0,44 £ 0,05 40 1,7+0,1 3,8 09+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 parametros se indican en la Tabla 5. Notoriamente, la inhibicién por Pi fue
mas pronunciada en AnaGlgC que en las enzimas de Melainabacteria (inMelGlgC y flMelGlgC),
ya que la concentracién de inhibidor a la cual se alcanz6 el 50% de la maxima inhibicién (/o 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 concentracién de 2 mM de Pi. En cambio, para la enzima
flMelGlgC es necesaria una concentracién mayor de Pi (10 mM) para generar la misma inhibicién
(Figura 8A-C). Por otro lado, la inhibicién producida por el ADP presentdé un comportamiento
sigmoideo sobre las enzimas en estudio. Esta inhibicion fue practicamente total para la enzima
inMelGlgC, con un /o5 de 2,3 mM (Figura 8D). Lo mismo sucede para la flMe/GlgC, pero con un
Ios de 1,44 mM (Figura 8E). En cambio, cuando se analiz6 este inhibidor para la enzima AnaGlgC
el los 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 més débil que el de Pi y el ADP (Tabla 5).
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Tabla S: Pardmetros cinéticos para inhibidores de ADP-Glc PPasas de cianobacterias.

inMelGlgC fiMelGlgC AnaGlgC
Efector Jos (mM) Io.5 (con 0.4 mM Ios (M) Io.s (con 0.4 mM Ios (M) Io.5 (con 02 mM
de Gle-6P) de Gle-6P) 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+09 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 54+0,5 n.d. 79 +09 n.d. n.d.

n.d.: no determinado

Trabajos realizados previamente mostraron la existencia de una interaccion entre activadores
e inhibidores de la ADP-Glc PPasa de procariotas (96,146,149,158,160,190). En vista de esto, se
analizé 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 Aos. 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 evalué en
presencia de 0,2 mM de 3-PGA. Estas concentraciones fueron elegidas en base a los respectivos
valores de Ao s (ver Tabla 4). Como se observa en la Figura 8A y 8D, no hay cambios significativos
en cuanto a la inhibicién del Pi y del ADP para inMelGlgC en presencia del activador Glc-6P. En
cuanto a la inhibicién por Pi de flMelGIgC, se obtuvo un /o s mayor con respecto a la enzima de
origen intestinal, pero cuando se le agreg6 Glc-6P se observ una disminucion de casi 3 veces en
el I, haciendo a la enzima maés sensible al inhibidor (Tabla 5, Figura 8B). Lo contario sucede
parael ADP sobre la actividad de la enzima flMelGlgC, cuando se le agrega Glc-6P el I s aumenta
de 1,44 a 2,7 mM (Tabla 5, Figura 8E).

También se sumo al estudio el andlisis de la inhibicién del Pi en la enzima de Anabaena
PCC 7120, lo cual ya habia 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 Ips de 0,09 mM (Tabla 5). El mismo enfoque fue utilizado para analizar la
accion inhibitoria del Pi y el ADP en la enzima de Anabaena. Sin embargo, en este caso, en lugar
de Glc-6P, se utiliz6 3-PGA a una concentracion de 0,2 mM (valor cercano a su valor de Ags).
Los resultados obtenidos (Tabla 5, Figura 8C) muestran que hay una reduccién en la afinidad
relativa (Io5 0,2 mM) y en la inhibicién méxima causada por el Pi (40% de actividad remanente).
En cuanto al ADP, a concentraciones sub-saturantes de 3-PGA, no se observan cambios
significativos, s6lo un ligero aumento del efecto inhibidor del ADP. Esto result6 en actividades
remanentes del 60% y 50%, en ausencia y presencia de 3-PGA, respectivamente. Ademds, las

curvas de saturacién exhiben un patrén sigmoideo (Tabla 5, Figura 8F).
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Figura 8: Sensibilidad a inhibidores de las ADP-Glc PPasas cianobacterianas. Respuesta de inMelGlgC, de fiMelGlgC y de AnaGlgC a diferentes concentraciones de Pi
(A, By C, respectivamente) y de ADP (D, E y F, respectivamente). Los cuadrados, circulos y tridngulos blancos corresponden al agregado del efector Glc-6P, para el
caso de Melainabacteria, y de 3-PGA para Anabaena. Los valores de actividad relativa fueron calculados como el cociente entre la actividad determinada en presencia
del inhibidor en relacién a la actividad enzimética ensayada en ausencia de efector.
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Los resultados hasta aqui mostrados en cuanto a la regulacién alostérica indican que se ha
caracterizado un nuevo tipo de ADP-Glc PPasa (perteneciente a cianobacterias no fotosintéticas),
con propiedades regulatorias distintivas respecto a las de cianobacterias anteriormente estudiadas
(50,99,110). Las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria no fueron activadas por 3-PGA, aspecto
que constituye la principal diferencia regulatoria entre las enzimas homdlogas de cianobacterias.
Dado que Melainabacteria ocupa una posicion filogenética previa a las cianobacterias
fotosintéticas (como Anabaena PCC 7120), los resultados obtenidos durante este trabajo de Tesis
apoyan dicha idea y sugieren una adaptacién evolutiva de la ADP-Glc PPasa de organismos
fotosintéticos al escenario metabdlico dado con la aparicion de la fotosintesis oxigénica luego de

su divergencia de Melainabacteria (270,295).

3.4.7. Cinéticas de los sustratos en presencia de los efectores

Para analizar con mayor profundidad el efecto sobre las ADP-Glc PPasas de cianobacterias
de los metabolitos reguladores descritos arriba, se estudiaron los cambios producidos por los
efectores sobre la cinética de saturacion de los sustratos. Para esto, determinamos los pardmetros
cinéticos de las GlgCs en presencia de concentraciones saturantes de cada uno de los efectores,
para luego determinar la eficiencia catalitica medida como Vmax/Sos, que es analogo a calcularlo
como Vmax/Km (0 también kca/ Kim) €n cinéticas hiperbdlicas, con el objetivo de hacer un andlisis
comparativo (146,296).

Como se muestra en la Tabla 6, los efectores alostéricos modifican los valores de Vi y/0 So s
en diferentes magnitudes. Particularmente, la Glc-6P no alterd significativamente las afinidades
aparentes de las enzimas hacia el ATP. En cambio, la Glc-6P aumenté 1,6 y 3,8 veces las
afinidades aparentes de la Glc-1P para inMelGlgC y flMelGlgC, respectivamente; por el contrario,
la Gle-6P disminuyd6 ~10 veces la afinidad aparente de la Glc-1P en el caso de AnaGlgC (Tabla 6).
La Fru-6P aumenté 3,5 y 2,3 veces la afinidad por la Glc-1P de las enzimas inMelGlgC y
flMelGlgC, respectivamente. Mientras que, para la enzima AnaGlgC, el efector Fru-6P disminuyé
3,8 veces la afinidad hacia la Glc-1P, sin alterar significativamente la afinidad aparente hacia el

ATP (Tabla 6).
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Tabla 6: Pardmetros cinéticos de las ADP-Glc PPasas de cianobacterias en presencia y en ausencia de los activadores alostéricos.

inMelGlgC fiMelGlgC AnaGlgC
Glc-1P ATP Glc-1P ATP Glc-1P ATP

Sin efector

So,s (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

So.s (mM) 0,20 £ 0,02 0,18 £0,01 0,55 £0,02 0,5+0,1 09+04 0,55 £0,08

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

Vinax (U/mg) 366 = 10 444 + 8 12,4 £0,2 14,7+£0,8 1,6 £0,2 1,30 £ 0,09
Fru-6P

So.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

Capitulo 1



Capitulo 1

En resumen, la Glc-6P y la Fru-6P aumentan la eficiencia catalitica de inMelGlgC y
flMelGlgC para ambos sustratos. La eficiencia catalitica 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 catalitica 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 AnaGIgC no se ve un aumento significativo en la eficiencia
catalitica, ya que esta aumenta s6lo unas 3 veces para el sustrato ATP cuando esta presente el
activador Glc-6P (Figura 9).

En conclusion, este estudio profundizé en el andlisis de los efectos de los metabolitos
reguladores en las ADP-Glc PPasas de cianobacterias. A través de los cambios en la cinética de
saturacion de los sustratos bajo la influencia de los efectores alostéricos se revelé un panorama
complejo de interacciones. Los efectores, como la Glc-6P y la Fru-6P, demostraron tener un
impacto significativo en los pardmetros cinéticos de las enzimas inMelGlgC, fIMelGlgC y
AnaGlgC (Tabla 6). Particularmente, se evidencié que la Glc-6P y la Fru-6P ejercen influencias
divergentes en diferentes contextos enzimdticos, 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 regulacidn enzimatica 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 mas
profundo de los mecanismos de regulacion en estas enzimas claves en la biosintesis de glucégeno,

allanando el camino para futuras investigaciones.
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Figura 9: Eficiencia catalitica relativa de las GIgCs cianobacterianas, en
ausencia (barras negras) o en presencia de 1,5 mM Glc-6P (barras con
diagonal derecha) y 1,5 mM Fru-6P (barras grises). La eficiencia catalitica
relativa se establecié como el cociente entre la eficiencia catalitica obtenida
para cada condicién con respecto a la eficiencia catalitica en ausencia de
efector.

3.4.8. Anadlisis de las estructuras proteicas in silico

Para construir un modelo 3D de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y de Anabaena se
utiliz6 el algoritmo desarrollado por Google, AlphaFold2 (281,297), el primer método
computacional que puede predecir estructuras de proteinas con precision atémica incluso en casos
en los que no se conoce una estructura similar.

A partir de esto, se llevaron a cabo andlisis exhaustivos de las estructuras tridimensionales de
las enzimas GlgCs en estudio, con el objetivo de comprender sus similitudes y diferencias a nivel
molecular. El monémero de la ADP-Glc PPasa de Melainabacteria comprende un dominio
catalitico N-terminal y un dominio C-terminal de laminas B. El plegamiento del dominio catalitico
es similar a otras pirofosforilasas de fuentes heterétrofas cuyas estructuras han sido dilucidadas
(138-140). Los modelos fueron validados mediante el programa Verify3D, a partir del cual
obtuvimos que un 98,05% para inMelGIgC y un 99,51% para fIMelGlgC de los residuos tienen
valores de score mayores a 0,2. Los modelos de las tres enzimas en estudio fueron comparados
mediante la superposicion de sus estructuras (Figura 10). En primer lugar, se procedié a comparar
las estructuras de las enzimas inMelGIgC y fIMelGlgC. Esta superposicion revelé una elevada
similitud entre las estructuras, con un valor de RMSD de 0,596 A. Posteriormente, se realizo una
comparacion entre las estructuras de inMelGIgC y AnaGlgC, asi como de fIMelGlgC y AnaGlgC.
En este andlisis, los valores de RMSD obtenidos fueron de 0,827 A y 0,839 A, respectivamente

(Figura 10). Aunque ligeramente mayor que la comparacion entre las dos enzimas pertenecientes
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a Melainabacteria, estos valores indican un nivel apreciable de semejanza estructural entre las
GlgCs de cianobacterias fotosintéticas y de las recién descubiertas cianobacterias no
fotosintéticas. La presencia de areas conservadas en ambas enzimas podria sugerir una base
molecular subyacente para funciones compartidas o interacciones similares en contextos
biolégicos especificos.

Estudios en la enzima de E. coli demostraron que haciendo mutagénesis dirigida al residuo
Tyr!!* se produce una disminucién en la afinidad por ATP. La mutacién de este sitio también
disminuy6 la afinidad por Glc-1P y el activador Fru-1,6-P> (298). Por otro lado, estudios de
modificacién quimica mostraron que los activadores alostéricos protegieron la unién a Lys® y el
sustrato ADP-Glc protegi6 la unién a Lys'® (299). La mutagénesis dirigida de la Lys** mostr6
que este residuo es importante para la interaccién del activador Fru-1,6-P> con la enzima (300).
A su vez, la mutagénesis dirigida de la Lys'® de la enzima de E. coli produjo un aumento en la
K para la Glc-1P (166). Las constantes cinéticas para ATP, Mg?* y Fru-1,6-P; fueron similares
a las de la enzima de tipo salvaje, lo que sugiere que esta Lys'® estd especificamente involucrada
en la unioén de Glc-1P (166).

Dado que el piridoxal 5-fosfato (PLP) puede considerarse un andlogo estructural de la
Fru-1,6-P, y del 3-PGA (activadores de las ADP-Glc PPasas de E. coli, Anabaena y de hoja de
espinaca), se utilizé para encontrar residuos de lisina localizados en los posibles sitios activadores
(301). En la enzima de hoja de espinaca, el PLP se uni6 a la Lys*¥, cerca del extremo C-terminal
de la subunidad pequeiia, y también a otros tres residuos de Lys en la subunidad grande. La unién
a estos sitios fue impedida por el efector alostérico 3-PGA, lo que indic6 que estin directamente
involucrados en la unién de este activador (302,303). Se obtuvieron resultados similares con la
ADP-Glc PPasa de Anabaena PCC 7120. En este caso, los residuos modificados se identificaron
como Lys*", que es homéloga a Lys*® y Lys*! en las subunidades pequefias de las enzimas de
espinaca y tubérculo de papa, respectivamente, y la Lys**? que es andloga a Lys*™ de la subunidad
pequeiia de tubérculo de papa. La identificacidn de estos residuos como sitios de unidn a efectores
se confirmé mediante mutagénesis dirigida al sitio de la ADP-Glc PPasa de Anabaena PCC 7120
(304,305). Por otro lado, estudios sobre la enzima AnaGlgC indicaron que la Arg®** juega un
papel en la inhibicidén por Pi (306).

En base a lo detallado mds arriba, realizamos un alineamiento de estructuras para precisar
cudles residuos estarian implicados en la unién a sustratos y efectores, en las enzimas estudiadas
en esta Tesis. Basados en el alineamiento de la secuencia aminoacidica (Figura 11), hemos
identificado que aquellos aminoécidos postulados como involucrados en la catélisis (Tyr'',
Asp'¥? y Lys!® en E. coli, resaltados en rojo) se encuentran conservados en inMelGlgC (Tyr®%,

Asp'?®y Lys'”), flMelGlgC (Tyr*, Asp'?® y Lys!”™) y AnaGlgC (Phe”’, Asp'® y Lys!™).
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Figura 10: Superposicion de los modelos tridimensionales obtenidos para el monémero de inMelGlgC (naranja), de flMelGlgC (violeta)
y de AnaGlgC (verde), obtenidos por AlphaFold?2.
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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 unién a los efectores en este organismo
(304-306). Estos residuos son: Arg?**, responsable de la unién del inhibidor Pi; Lys®*? y Lys*,
involucrados en la unidon del activador 3-PGA (numeracidon de Anabaena, resaltados en verde;
Figura 11). Cabe mencionar que, en relacion a la unién del 3-PGA, estos residuos estan presentes
tanto en inMelGlgC como en flMelGlgC. Los mismos se corresponden con los aminoécidos Lys®”
y Lys*” en inMelGlgC, y con los aminoacidos Lys*’? y Lys*® en fIMelGlgC (Figura 11).

Analizando la estructura obtenida mediante AlphaFold2 para la ADP-Glc PPasa de Anabaena
se puede apreciar que el mondémero de AnaGlgC estd compuesto por un dominio catalitico
N-terminal y un dominio C-terminal de hélice  (Figura 10). El dominio catalitico estd compuesto
por una hoja B de siete hebras en su mayoria paralelas cubierta por hélices o, presentando un
pliegue que concuerda con el pliegue de Rossmann de unién a dinucleétidos (307). El dominio
catalitico se une con el dominio de hélice B C-terminal a través de una hélice a que abarca los
residuos 262-273. El dominio C-terminal adopta un pliegue de hélice B levdgira con una insercion
de una hélice a (Figura 10). Sin embargo, en el dominio C-terminal de las ADP-Glc PPasas de
Melainabacteria no se observa esta insercion de la hélice a (Figura 10). Este tipo de pliegue del
dominio de hélice B se ha encontrado en las estructuras de varias proteinas (308-311), pero la
orientacion y la longitud del dominio de la hélice  es completamente diferente. Funcionalmente,
los otros dominios de hélice B pertenecen a acetiltransferasas, succiniltransferasas o a un
dispositivo de perforacién de membrana. Sin embargo, en las ADP-Glc PPasas, el dominio de
hélice B participa en la regulacion alostérica, interactia con el N-terminal dentro de cada
mondmero y contribuye a la estructura de oligomerizacién (137).

En el alineamiento realizado con ADP-Glc PPasas de diferentes fuentes (Figura 11), se
observa que los residuos Lys*? y Lys*"® de AnaGlgC (responsables de la unién 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 mads tarde esta regulacién por
3-PGA, permitiéndoles adaptarse al metabolismo que opera en dichos organismos. Hasta ahora,
se desconoce si los sitios reguladores estdn ubicados en los mismos dominios en la estructura de
la proteina, 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
inespecifica para los reguladores alostéricos, lo que indica una cierta flexibilidad para incorporar

cambios evolutivos y asi poder adaptarse a un metabolismo determinado.
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Figura 11: Alineamiento de secuencias para las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y Anabaena
con las enzimas de E. coli, A. tumefaciens, S. mutans, R. albus, S. coelicolor, subunidad S de
Solanum tuberosum, A. thaliana y Glycine max. Se resaltaron en rojo los residuos que estan
relacionados a la catdlisis, y en verde los que estdn relacionados a la regulacién alostérica. En
amarillo se resaltan las zonas de insercién que se da en las ADP-Glc PPasas de plantas y Anabaena.
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En la Figura 11 se resaltan en color amarillo las zonas de insercién presentes en las
ADP-Glc PPasas de plantas y Anabaena. Como se puede observar, en las enzimas provenientes
de bacterias heterotrdficas y de cianobacterias no fotosintéticas, estas regiones no se encuentran.
Estas divergencias, tanto a nivel estructural como cinético, plantean cuestiones bioldgicas y
evolutivas adicionales. La marcada disparidad en la clasificacién taxonémica de Melainabacteria
y la posicioén filogenética de sus ADP-Glc PPasas también generan interrogantes a responder en

futuros trabajos de investigacion.
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3.5. DISCUSION

Inicialmente, el filo de cianobacterias sélo incluia microorganismos que realizaban
fotosintesis oxigénica (266,312). Tal escenario fue cuestionado recientemente después de
descubrir el género Melainabacteria, un grupo bacteriano estrechamente relacionado con las
cianobacterias a nivel filogenético pero incapaz de realizar fotosintesis (265,266). Esto se debe a
que los genomas de Melainabacteria carecen por completo de genes relacionados a la fotosintesis
(fotosistemas I y II, membranas tilacoides, succinato deshidrogenasa y complejo del
citocromo bef), lo que indica que ninguna de ellas tiene capacidad para realizar fotosintesis
oxigénica o anoxigénica (265). Asimismo, se evidencia la ausencia de genes que codifican
proteinas transportadoras de electrones solubles (por ejemplo, plastocianina o ferredoxina
fotosintética), asi como aquellas asociadas a membranas (por ejemplo, citocromos, quinonas,
complejos Fe-S o flavina) (265). El andlisis de datos obtenidos por metagendémica, disponibles en
bases de datos, nos permitié encontrar genes de Melainabacteria relacionados con el metabolismo
de los carbohidratos, particularmente la sintesis de glucégeno (Tabla 7). Basandonos en esta
premisa, consideramos que el andlisis de las propiedades cinéticas y regulatorias de las enzimas
metabdlicas criticas contribuiria a la discusién bioquimica y evolutiva en relacién con la
categorizacién de las cianobacterias fotosintéticas y su grupo cercano, Melainabacteria.

La regulacién de la sintesis de glucégeno en bacterias se da a nivel de la produccién de
ADP-Glc, reaccién catalizada por la ADP-Glc PPasa (50,51,110), lo cual constituye una
diferencia sustancial respecto a lo que ocurre en organismos eucariotas, donde la sintesis de
glucégeno se da a partir de UDP-Glc y los mecanismos regulatorios se manifiestan en la
elongacién del polisacdrido (73). Las ADP-Glc PPasas son enzimas alostéricas reguladas por
metabolitos involucrados en las principales vias metabdlicas de cada organismo (50,110). Un
claro ejemplo son las cianobacterias fotosintéticas, que asimilan CO; durante la fotosintesis
oxigénica y su ADP-Glc PPasa es activada por el primer producto directo de la fijacion del
carbono (3-PGA). Por el contrario, los intermediarios glucoliticos controlan la enzima de los
microorganismos heterétrofos (por ejemplo, Fru-1,6-P> y Pyr en la enzima de E. coli (146,148—
150,287)). En consecuencia, la comprension de las propiedades cinéticas y regulatorias de la
ADP-Glc PPasa de Melainabacteria es una herramienta relevante para inferir las rutas
metabdlicas primarias, atin por conocer, que tienen lugar en estos organismos.

Los antecedentes arriba detallados muestran una clara diferencia entre las ADP-Glc PPasas
de organismos fotosintéticos y no fotosintéticos, cuyas propiedades cinéticas y regulatorias
difieren significativamente, lo que nos llevé a hacernos una pregunta: ;Qué ocurre con la enzima
del grupo de cianobacterias no fotosintéticas recientemente descubierto? Para responder a este

interrogante, en el presente trabajo de Tesis se ha avanzado en la caracterizacién funcional y
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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 caracterizacién metabdlica.

Realizamos un andlisis filogenético para obtener mas informacion sobre la relacién evolutiva
entre las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y las enzimas de otros grupos taxondmicos.
Nuestro andlisis filogenético reveld que las enzimas correspondientes de Melainabacteria se
agrupan mas cerca de aquellas que provienen de bacterias heterdtrofas 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 tinica excepcién es la enzima de Firmicutes, un heterotetramero
compuesto por dos tipos de subunidades, GlgC y GlgD (50,96,158). En los datos metagenémicos
de Melainabacteria identificamos un tinico gen glgC'y, después de la expresién recombinante de
las dos enzimas inMelGlgC y flMelGlgC, demostramos que ambas proteinas son homotetrameros
(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 mayoria
de las fuentes bacterianas, excepto Firmicutes (96)).

Globalmente, podemos afirmar que las enzimas de Melainabacteria exhibieron actividades
especificas un orden de magnitud superior a la de Anabaena PCC 7120. No obstante, esta dltima
mostré una afinidad aparentemente mayor hacia la Glc-1P (Tabla 3). Cabe destacar que la
eficiencia catalitica de las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria fue similar a la observada para
las enzimas de bacterias heterétrofas (50,110,286). Inesperadamente, evidenciamos que las
ADP-Glc PPasas de Melainabacteria carecen de activacion 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 heterétrofas (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 arbol filogenético (Figura 3).
Asimismo, si analizamos particularmente la activacién por Glc-6P de inMelGlgC (Figura 7),
resulta ser la mds 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 metagendmicos disponibles, también analizamos la existencia en
Melainabacteria de otros genes relacionados con el metabolismo del glucégeno en bacterias.
Como se muestra en la Tabla 7, encontramos que estos organismos contienen genes glgA y glgB,
que codifican para putativas glucégeno sintasa (GlgA, EC 2.4.1.21) y enzima ramificante de
glucogeno (GlgB, EC 2.4.1.18). Curiosamente, la hipotética GlgA de Melainabacteria muestra
una mayor identidad con las dos enzimas homoélogas de Synechocystis PCC 6803, GlgA, (37%)
y GlgA» (33%; esta tltima probablemente relacionada con la elongacién del glucano en algunas
cianobacterias (313)) que con la de E. coli (~29%) o M. tuberculosis (~21%; recientemente

nombrada como GlgM (118)). Ademas, las GlgAs de Melainabacteria y Anabaena PCC 7120
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comparten un 36% de identidad entre si. Por otro lado, la GlgA de Anabaena tiene una identidad
del 73% y del 30% con las proteinas GlgA; y GlgA, de Synechocystis, respectivamente. En cuanto
a la enzima ramificante, encontramos una secuencia de proteina en Melainabacteria con un 39%
de identidad con la enzima homodloga de Thermus thermophilus, que es la unica 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 homoéloga de Clostridium, y un 30 y un 40% de
identidad con las GlgB GHS57 de Bacillus halodurans y Thermococcus kodakarensis,
respectivamente. Por otro lado, cuando se utilizé como templado la GlgB de Anabaena PCC 7120
(perteneciente a la familia GH13 en CAZy, como la mayoria de las GlgB ya caracterizadas (315)),
no se encontraron coincidencias significativas en la base de datos genémicos de Melainabacteria.
Recientemente, se sugirié 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 cldsica y completa para
la sintesis de glucégeno, sumado a las propiedades cinéticas y regulatorias de las ADP-Glc PPasas
caracterizadas en este trabajo de Tesis, se puede sugerir que el glucano actuaria como una
molécula para el almacenamiento de carbono y energia en Melainabacteria (99), posiblemente

con algunas particularidades estructurales atin por dilucidar (317).

Tabla 7: Proteinas detectadas después de realizar BLAST contra el genoma de Melainabacteria, en
comparacién con Anabaena PCC 7120.

Gen Melainabacteria Melainabacteria Anabaena
Intestinal de vida libre PCC 7120
glgC ID: AOR37842.1 ID: OGI00355.1 ID: BAB76344.1
_ . ID: BAB73578.1
glgA ID: AOR37764.1 ID: OGI01396.1 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

. ID: OGI01701.1
glgE; ID: AOR39243.1 ID: OGI04937 1 No encontrado

) ID: OGI01701.1
glgE> ID: AOR39243.1 ID: OGI04937 1 No encontrado

sus No encontrado No encontrado ID: BAB76684.1

ID: BAB75069.1

sps No encontrado No encontrado ID: BAB72334.1
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La hipdtesis del glucégeno como molécula de reserva de carbono y energia en
Melainabacteria se ve sustentada por la presencia del gen que codifica la maltosiltransferasa
(GIgE, EC 2.4.99.16), una enzima que alarga una cadena de a-1,4-glucano lineal en dos unidades
de Glc (112). Esta ultima se caracterizé unicamente a partir de fuentes actinobacterianas; la
enzima de Streptomyces fue cristalizada (318) y la de M. tuberculosis se propuso como target
para un firmaco antibacteriano (122). La presencia de genes correspondientes a dos vias del
glucogeno se postulé después de un andlisis in silico (113). Esto fue demostrado en
M. tuberculosis (88,319), y mas recientemente, se caracterizd bioquimicamente en Chlamydia
(123). Sumado a esto, se establecié que la enzima GIgA micobacteriana cataliza la sintesis de
Mal-1P, el sustrato especifico para la elongacién del glucégeno por GIgE (121). Los sustratos
para la sintesis de Mal-1P por parte de 1a GlgA micobacteriana (ahora GlgM) son Glc-1P (aceptor)
y ADP-Glc (dador glucosidico), ambos intimamente ligados a la actividad de la ADP-Glc PPasa,
reforzando asf el papel protagénico de esta dltima en el metabolismo del glucégeno bacteriano.
Tomados los resultados de este Capitulo de Tesis en conjunto, la caracterizaciéon bioquimica de
las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y el andlisis de los genes que coexisten en su genoma
permiten postular que el manejo del carbono en estas bacterias es similar al de otros
microorganismos heterétrofos, particularmente Actinobacteria. Por otro lado, no encontramos
genes relacionados con la sintesis de Suc en Melainabacteria [por ejemplo, Suc-6P sintasa
(EC2.4.1.14) y Suc sintasa (EC 2.4.1.13)], como ocurre en Anabaena (Tabla 7). En relacién a
esto, planteamos la hipétesis de que esta podria ser una diferencia critica 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 seran Utiles para explicar el
mecanismo molecular subyacente a la activacién de ADP-Glc PPasa por Glc-6P. Més atin, dado
que la Glc-6P es el efector comun entre las enzimas de organismos fotosintéticos y algunos
heterétrofos (Figura 6 y Tabla 4), aclarar este mecanismo alostérico serd 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
metabdlico clave en los organismos que utilizan ADP-GIc para la sintesis de polisacaridos como
almacenamiento de carbono y energia. Es probable que un ancestro comin de la enzima haya
evolucionado a otras formas que tienen diferentes propiedades regulatorias y, a su vez, que se
adaptan a diversos entornos metabélicos, como ha ocurrido en varias clases de ADP-Glc PPasas
(50). En general, nuestros resultados nos permiten enfatizar la importancia de comprender el
vinculo entre la sintesis de compuestos de almacenamiento, como el glucégeno, con metabolitos

que indican el estado del carbono y la disponibilidad energética de la célula, mediante el estudio
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de las caracteristicas cinéticas, regulatorias y estructurales de enzimas metabdlicas criticas. En
este sentido, los resultados obtenidos en esta Tesis constituyen el primer informe bioquimico
sobre las enzimas involucradas en las rutas metabdlicas de Melainabacteria, 1o que contribuye en
gran medida con nuevos conocimientos al tema candente relacionado con la separacién

filogenética de las cianobacterias fotosintéticas y no fotosintéticas.
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4. CAPITULO 2: “Estudio de isoformas de GSasa en bacterias: el caso

de B. japonicum”

4.1. INTRODUCCION

Las bacterias de vida libre pertenecientes a la clase Rhizobiaceae suelen estar asociadas
simbidticamente a las plantas de la familia de las leguminosas (320). Estas bacterias se
caracterizan por su capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico en nitrégeno orgdnico. El
establecimiento de una simbiosis efectiva de fijacion de nitrégeno entre la leguminosa y los
rizobios es un proceso complejo e implica eventos de reconocimiento y sefializacion discretos
(321). Por lo general, los rizobios se adhieren al pelo de la raiz, penetran a través de la epidermis,
se dividen dentro del hilo de infeccién derivado de la planta y luego invaden las células corticales.
Por otro lado, en respuesta a la infeccidn bacteriana, las células corticales de la planta forman un
nuevo 6rgano, el nédulo, en el que residen las bacterias diferenciadas (321).

Generalmente, los microorganismos que cumplen un rol critico en el ciclo del nitrégeno son
las bacterias mds abundantes en el suelo. Entre estos organismos se incluyen los géneros
Bradyrhizobium, Sphingomonas, Flavobacterium, Pontibacter y Nitrosovibrio (322). Los
procesos de fijacion de nitrégeno y oxidacién de amoniaco llevados a cabo por estos organismos
juegan un papel importante en el mantenimiento de la fertilidad del suelo. Entre estos,
Bradyrhizobium fue encontrado en niveles superiores al 0,5% en 27 de las 52 microbiotas
comparadas, sugiriendo que ningtn otro organismo es mds ubicuo que Bradyrhizobium (322).
Numerosos estudios confirman la prevalencia de Bradyrhizobium en el suelo (323-327).
Basandose en su prevalencia y en las funciones ecoldgicas claves que realizan, se propuso el uso
de organismos del género Bradyrhizobium para estudiar la eco-toxicidad de contaminantes para
los microorganismos del suelo (322). Ademads de suelos agricolas, estos organismos también se
detectaron en suelos forestales, incluidas especies no simbidticas (325,327). B. japonicum
USDA 110 (actualmente renombrado como B. diazoefficiens) es una bacteria Gram-negativa del
suelo, que infecta y establece una simbiosis fijadora de nitrégeno con la planta de soja, una
legumbre tropical y uno de los cultivos leguminosos mds importantes en el &mbito agropecuario
(328). Esta bacteria se ha utilizado ampliamente en aplicaciones medioambientales y su genoma
de 9 Mb se encuentra secuenciado completamente (329).

La exploracién de diversos genomas procariotas ha revelado que en un nimero considerable
de bacterias hay mds de un gen gigA, el cual se encarga de codificar una glicosiltransferasa
putativa del tipo GSasa. Un caso particular se observa en el phylum Actinobacteria, en organismos
tales como M. tuberculosis, S. coelicolor y R. jostii, los cuales poseen dos genes distintos que

codifican para GSasas. Cada uno de estos genes se encuentra ubicado en operones separados y se
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relacionan estrechamente con el metabolismo de los polisacaridos. A excepcidn de un tnico caso
reportado en cianobacterias (313), no se encuentran informes de GSasas duplicadas en la
bibliografia. Para el caso especifico de M. tuberculosis, se encontraron GSasas duplicadas,
aunque, hasta el momento, el andlisis cinético sélo se ha realizado para una de ellas. Este analisis
condujo a la identificacion de una actividad enzimética hasta entonces desconocida, denominada
maltosa-1P sintasa (121).

La duplicaciéon de genes es un evento en el que un gen da lugar a dos genes que son
funcionalmente indistinguibles entre si. Los genes duplicados permanecen en el mismo genoma
y, por lo tanto, son pardlogos (330). A menudo, los genes duplicados pueden presentar una
redundancia funcional y llevar a cabo la misma funcién bioquimica en las células (331). La
duplicacién 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
expresion (331). Este tipo de duplicaciones probablemente han ocurrido en un periodo de tiempo
relativamente reciente o estdn bajo una baja presion selectiva (331). Por lo tanto, la duplicacién y
especializacién de genes son la base de la evolucién del metabolismo y la aparicion de nuevas
propiedades biocataliticas (332,333). De hecho, la duplicacién génica y la promiscuidad de
proteinas son cruciales para proporcionar una fuente de diversidad e innovacién metabdlica 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 caracterizacién cinética
de estos dos genes que codifican para supuestas GSasas de B. japonicum. Posteriormente, se
propuso conducir un andlisis comparativo de las propiedades de dichas proteinas entre si y en
relacién con lo que sucede en Actinobacteria y otros procariotas, debido a que son relativamente

escasos los estudios sobre la caracterizacion de dos isoformas de GSasas bacterianas.
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4.2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este Capitulo es comprender en profundidad la formacién de
polisacéridos de reserva a través del estudio de dos glicosiltransferasas del tipo GSasa presentes
en B. japonicum. Para alcanzar este objetivo, se han delineado una serie de pasos especificos, los

cuales incluyen:

- Realizar el clonado molecular por medio de la sintesis de novo de los dos genes
codificantes para las GSasas de B. japonicum: genes blI2778 y blr6459.

- Realizar la expresion recombinante de ambas GSasas pertenecientes a B. japonicum,
utilizando células de E. coli como sistema de expresion. Una vez expresadas, proceder a la
purificacion de estas enzimas, a fin de caracterizarlas cinéticamente.

- Llevar a cabo el andlisis cinético detallado de las GSasas obtenidas. Determinar su
actividad especifica, como asi también la afinidad por los sustratos. Asi poder realizar una
comparacion de estas enzimas entre si y en relacién a lo que ocurre en otros procariotas.
Obtencién de parametros cinéticos.

- Ensayar la utilizacién de distintos sustratos por estas isoformas de GSasas, de modo de
indagar sobre la especificidad de uso de NDP-azicares y/o de glucanos (lineales o
ramificados) que puedan producir distintos productos.

- Identificar y recopilar secuencias de GSasas homdlogas de diversas especies bacterianas,
incluidos Actinobacteria y otros procariotas. Construir un drbol filogenético para determinar
las relaciones evolutivas entre las GSasas de B. japonicum y las de otros organismos.

- Predecir la estructura tridimensional de las GSasas de B. japonicum a partir de sus
secuencias de aminodcidos. Compararlas con enzimas de estructura conocida para obtener

informacién sobre la posible arquitectura de su sitio activo y regiones funcionales.
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43. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Cepas bacterianas

Para el clonado de los genes y la expresion recombinante de las GSasas de B. japonicum se
emplearon, ademds de las cepas de E. coli descriptas en el Capitulo 1, las que se describen a
continuacion:

E. coli Tuner (DE3): F ompT hsdS (r m") gal dem lacY1 (DE3). Esta cepa se utilizé como
alternativa a E. coli BL21 (DE3). La cepa Tuner, derivada de BL21 con delecién lacZY, permite
niveles ajustables de expresion proteica en todas las células de un cultivo. La mutacién en la
permeasa lac (lacY) facilita la entrada uniforme de IPTG en todas las células de la poblacion,
generando un nivel de induccién homogéneo dependiente de la concentracién. La expresion a
niveles mds bajos puede mejorar la solubilidad y la actividad de proteinas de dificil obtencion.

E. coli BL21 (DE3) B834: es una cepa deficiente en proteasas y auxodtrofa para metionina.
Posee una copia cromosomal del gen de la T7 ARN polimerasa bajo el control del promotor lac.
Esta cepa es adecuada para la produccién de proteinas a partir de genes clonados en vectores pET
mediante la induccién con IPTG.

E. coli BL.21 Codon plus-RP (DE3): es una cepa derivada de células de BL21 (DE3) que
mejora la expresion de proteinas mediante el suministro de copias adicionales de tRNAs
especificos que son raros en E. coli: el gen argU, que reconoce los codones de arginina AGA y
AGG, y el gen proL, que reconoce el coddn de prolina CCC. Estos codones aparecen
frecuentemente en genomas ricos en GC. Los genes a expresar se encuentran bajo el control del
promotor T7 inducible con IPTG. La cepa es resistente a cloranfenicol.

E. coli Rosetta (DE3): al igual que la cepa de E. coli Codon plus, es derivada de la cepa
E. coli BL21 (DE3), destinada a aumentar la expresion de proteinas eucariotas que contienen
codones raramente usados en E. coli. Esta cepa suministra los genes de tRNA para AGG/AGA
(Arg), AUA (Ile), CUA (Leu), CCC (Pro) y GGA (Gly) en un plasmido compatible (ColE1)
resistente a cloranfenicol.

E. coli SoluBL21 (DE3): F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) es una cepa derivada de
células de BL21 (DE3) mejorada para la expresion de proteinas téxicas y proteinas de mamiferos
en forma soluble. Los genes a expresar se encuentran bajo el control del promotor T7 inducible

con IPTG.

4.3.2. Medios de cultivo y antibiéticos

Para el cultivo de células de E. coli se emplearon los medios de cultivo y antibidticos

descriptos en el Capitulo 1.
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4.3.3. Plasmidos

Durante el desarrollo de este Capitulo se utiliz6 el vector de expresion pET28c (detallado en
el Capitulo 1) y los siguientes pldsmidos de clonado:

pUCS57: vector de clonado para sistemas bacterianos de E. coli derivado del plasmido pUC19.
Este pldsmido confiere a la célula resistencia al antibidtico ampicilina.

pGEM-T Easy: vector de clonado abierto que contiene una timina (T) en el extremo 3, la
cual es compatible con los fragmentos de ADN amplificados por PCR con Tag ADN polimerasa
que poseen extremos con adenina (A) en 3°. Este vector ofrece la posibilidad de verificar la
presencia del inserto deseado por digestion con EcoRI o Notl, ya que posee dos sitios de
restriccién para estas enzimas a ambos lados del sitio de multiple clonado. Por otra parte, los
promotores T7 y SP¢ se encuentran flanqueando el sitio de multiple clonado, los cuales
proporcionan la secuencia donde hibridan los oligonucleétidos utilizados como cebadores durante

el proceso de secuenciacion.

4.3.4. Obtencion de genes sintéticos

Los genes codificantes para las GSasas (GlgA471 y GlgA482) de B. japonicum caracterizadas
en este Capitulo se obtuvieron por sintesis de novo (Bio Basic, Canadd). Los codones fueron
optimizados para su expresion en E. coli, con la adicion de los sitios de restriccion Ndel y Sacl

en los extremos 5’ y 3°, respectivamente, y se insertaron en el vector pUCS7.

El resto de las técnicas: electroforesis en gel de agarosa, preparacion de ADN plasmidico,
digestion con enzimas de restriccion, ligacidn, preparacion y transformacion de células
competentes de E. coli, se realizaron siguiendo los protocolos descriptos en Materiales y Métodos

del Capitulo 1.

4.3.5. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Optimizadas las condiciones de expresion para cada proteina en particular, se llevd a cabo su
produccion a mayor escala. Para la enzima GSasa482, a partir de un vial de células de E. coli
BL21 (DE3) transformadas con la respectiva construccién plasmidica que porta el gen de interés,
se realiz6 el cultivo del clon productor durante toda la noche a 37 °C, en agitacion y suplementado
con el antibidtico correspondiente. Luego, este cultivo se utilizé para inocular 1 L. de medio de
cultivo YT2X con el antibiético adecuado. El medio de cultivo inoculado se incubé a 37 °C con
agitacién a 200 rpm, hasta que alcanz6 una DO a 600 nm de ~0,6. En este momento se indujo la
expresion de la proteina de interés mediante el agregado del inductor IPTG 0,1 mM. Las células
se cultivaron durante 16 h a 18 °C y 200 rpm. Para cosechar las células, se centrifug6 el cultivo a
4 °C durante 10 min a 5.000 xg, se descart6 el sobrenadante y se conservaron a -20 °C hasta su

uso. Por otro lado, la enzima GSasa471 se logré obtener de manera soluble utilizando la cepa de
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expresion E. coli Solu-BL21 con las mismas condiciones de induccién mencionadas para la
GSasa482.

Las células se resuspendieron en una cantidad adecuada de buffer H [Tris-HCI 25 mM, pH 8,
NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, glicerol 5% (v/v)] y se enfriaron en un bafio de hielo. Luego se
rompieron por ultrasonido con un procesador de alta intensidad VibraCell™ VCX 130 (Sonics).
Para la disrupcién de E. coli se utilizaron pulsos de 4 s, cada 2 s, durante una sesién de 10 min de
tiempo efectivo. El lisado celular resultante se centrifugé a 30.000 xg durante 20 min a 4 °C hasta

obtener un sobrenadante limpio de particulas en suspension.

4.3.6. Cromatografia de afinidad por metal inmovilizado

Valiéndose de la etiqueta de His proporcionada por el vector pET28c, se realizé la
purificacién de las enzimas mediante IMAC, siguiendo lo detallado en el Capitulo 1. En el caso
de las GSasas de B. japonicum, se dializé contra un buffer conteniendo etanolamina 20 mM, pH 8
y glicerol 20% (v/v). De esta manera, las enzimas fueron estables por al menos 6 meses, cuando

se almacenaron a -80 °C en las condiciones especificadas.

4.3.7. Métodos bioquimicos generales

La electroforesis en gel de poliacrilamida, la cuantificaciéon de proteinas, el desalado y
concentracion de las mismas se realizé siguiendo los protocolos establecidos y descriptos en el
Capitulo 1. Asimismo, la determinaciéon de la estructura cuaternaria de las GSasas de
B. japonicum se realizé mediante cromatografia de filtracién por gel, comparando con patrones
de masa molecular conocidos, acorde a lo detallado en los Materiales y Métodos del Capitulo 1

de la presente Tesis.

4.3.8. Ensayos de actividad enzimatica

Todas las actividades enzimdticas de las enzimas estudiadas en este Capitulo se expresaron
en U/mg. Una unidad de actividad enzimdtica (U) es definida como la cantidad de enzima capaz
de convertir 1 umol de sustrato (o de generar 1 umol de producto) en 1 min, en las condiciones

experimentales especificadas en cada caso.

4.3.8.1. Determinacion de la actividad de la GSasa: Método cinético con
enzimas acopladas

La actividad de las GSasas caracterizadas en este Capitulo se determiné en la direccion de la
sintesis de glucégeno. Para estas medidas se utiliz6 el método cinético acoplado a las enzimas PK
y LDH descripto en el Capitulo anterior.

La mezcla de reaccién contenia MOPS-NaOH 50 mM pH 8, MgCl, 10 mM, PEP 0,3 mM,
NDP-Glc 1 mM, NADH 0,3 mM, BSA 0,2 mg/ml, PK 0,02 U/ul (EC 2.7.1.40), LDH 0,02 U/ul
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(EC 1.1.1.27) y enzima en una dilucién adecuada. La reaccién se inicid por el agregado de
glucégeno de higado de conejo 2 mg/ml (Tipo IX, Sigma).
Los pardmetros cinéticos se calcularon realizando los ajustes correspondientes, siguiendo lo

anteriormente descripto en la metodologia del Capitulo 1.

4.3.9. Tratamiento informatico

Para el andlisis de las diferentes secuencias se utilizaron las bases de datos on line detalladas
en el Capitulo 1. Para la construccion del arbol filogenético mostrado en este Capitulo se siguieron
los pasos detallados en el Capitulo 1 de esta Tesis. Se construyeron los modelos 3D de las GSasas

de B. japonicum utilizando el algoritmo AlphaFold?2.

100



Capitulo 2

44. RESULTADOS

4.4.1. Identificacion de genes gigA

La individualizaciéon de dos genes putativos glgA (blI2778 y blr6459) en B. japonicum
USDA 110 resulté particularmente intrigante. La identificacion precisa de estos genes se llevo a
cabo  mediante un  minucioso  andlisis del genoma de B. japonicum

(http://www.microbesonline.org/cgi-bin/genomelnfo.cgi?tax1d=224911; (329)). Este hallazgo de

gran relevancia aporta una nueva perspectiva a la comprensién de la distribucién y la funcién de
las GSasas en procariotas. La presencia de estos genes en B. japonicum, un organismo con
caracteristicas particulares debido a su simbiosis con plantas leguminosas, plantea importantes
cuestiones sobre la evolucion y la adaptacion de las GSasas en diferentes linajes bacterianos. La
l6gica funcional y evolutiva de esta redundancia genética no ha sido determinada, aunque se
especula que la presencia de diferentes a-1,4-glucanos en determinadas actinobacterias puede
estar relacionada con glicosiltransferasas con variantes cinéticas, especificidad de sustratos y

mecanismos de accién (335).

4.4.2. Clonado y expresion recombinante de las putativas GSasas

Los genes bli2778 (1.416 pb) y blr6459 (1.449 pb) se obtuvieron mediante sintesis de novo
(Bio Basic Inc). Los mismos fueron optimizados para la expresién recombinante en células de
E. coli y con sitios flanqueantes para las enzimas de restriccion Ndel y Sacl en los extremos 5’ y
3°, respectivamente.

Una vez que se obtuvieron los genes sintetizados de novo codificantes para las respectivas
GSasas de B. japonicum, se utilizaron las enzimas Ndel y Sacl para el subclonado de los mismos
en el vector de expresion pET28c. Este vector permite obtener altos niveles de expresion de las
enzimas en forma recombinante, fusionadas a una etiqueta de His en el extremo N-terminal, lo
cual facilita su posterior purificacién mediante cromatografia IMAC.

Las respectivas proteinas se denominaron GSasad71 (blI12778) y GSasa482 (blr6459), en base
a la cantidad de aminodcidos que presentan en su secuencia. Con las construcciones
[pET28c/GSasa471] y [pET28c/GSasa482], se procedid a la transformacion de células
competentes de E. coli BL21 (DE3) que permiten la produccién recombinante de la enzima. Las
células transformantes se crecieron en medios LB e YT2X, y se utilizaron en primer lugar para
realizar ensayos de expresion a pequefia escala en buisqueda de condiciones 6ptimas de expresion.
La enzima GSasa482 se obtuvo de manera soluble en el medio de cultivo YT2X. La induccién
con 0,1 mM de IPTG a 18 °C durante 16 h result6 exitosa para la obtencion de la respectiva
proteina. En cuanto a la GSasa471, no se observd expresion soluble cuando se utiliz6 dicha cepa,
incluso cuando se analizaron diferentes condiciones de cultivos (tiempo y temperatura de

induccidn, asi como la concentracién de IPTG). Por lo tanto, se evalud su expresion en otras cepas
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de expresion, tales como E. coli BL21 Codon plus, Tuner, Rosetta, B834 y Solu-BL21. Con esta
ultima cepa se logrd obtener la proteina recombinante de manera soluble, utilizando las mismas
condiciones de induccién mencionadas para la GSasa482. A continuacion, se procedi6 al escalado
en las mismas condiciones ensayadas, seguido de purificaciéon por cromatografia IMAC-Ni**.
Para cada enzima recombinante, se realizé un pool de las fracciones activas eluidas de la columna
(Figura 12A), el cual se dializ6 contra un buffer conteniendo etanolamina 20 mM pH 8 y
20% (v/v) de glicerol. De esta manera, ambas enzimas fueron estables por al menos 6 meses

cuando se almacenaron a -80 °C en las condiciones especificadas.

4.4.3. Caracterizacion estructural de las GSasas recombinantes

Ambas GSasas de B. japonicum obtenidas de forma recombinante y purificadas corrieron con
una masa molecular de ~50 kDa en un SDS-PAGE (Figura 12A), coincidente con sus masas
moleculares tedricas (51,2 kDa para GSasa471 y 51,8 kDa para GSasa482). Para determinar sus
estructuras cuaternarias, se realizd una cromatografia de exclusiéon molecular (Superdex 200
10/300, GE Healthcare), en la que se observé que la GSasa471 eluy6 en un tnico pico, cuyo
volumen de elusion se corresponde con una masa molecular de ~45,2 kDa, mientras que para la
GSasa482, la masa molecular determinada mediante cromatografia de exclusién molecular fue de
~49,7 kDa (Figura 12B). Teniendo en cuenta las masas moleculares tedricas de los monémeros,
se pudo determinar que ambas GSasas de B. japonicum presentan una estructura monomérica.
Esto resulta coincidente con lo informado para la GSasa de E. coli, que se ha cristalizado y es
monomérica (204). A su vez, concuerda con los reportes previos para la almidén sintasa I
(SSasa I) de endospermo de trigo (Triticum aestivum) (336), la SSasa I de arroz (Oryza sativa)
(337), y la SSasa I de cebada (Hordeum vulgare) (338), las cuales presentaron una estructura
cuaternaria monomérica; todas ellas pertenecientes a la familia GT5 de glicosiltransferasas
categorizadas en la base de datos CAZy (339). La GSasa de A. tumefaciens también se ha

cristalizado, sin embargo la misma se encuentra formando un dimero (203).
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Figura 12: Andlisis de las GSasas de B. japonicum mediante
SDS-PAGE y cromatografia de exclusiéon molecular. (A) SDS-PAGE
al 10%; calle 1, GSasa471 purificada por IMAC; calle 2, GSasa482
purificada por IMAC. (B) Curva de calibrado para la determinacién de
la masa molecular por cromatografia de exclusién molecular. Gréfico
de K, versus Log (Masa Molecular). (0) Proteinas patrones de masa
molecular: RN (ribonucleasa, 13,7 kDa), CA (anhidrasa carbodnica,
29 kDa), OA (ovoalbimina, 44 kDa), CoA (conalbimina, 75 kDa), AL
(aldolasa, 158 kDa); (m) GSasa471 y GSasa482.

4.4.4. Caracterizacion cinética de las GSasas recombinantes

Las GSasas catalizan la extension de cadenas lineales preformadas de a-1,4-glucanos en una
unidad de Glc, utilizando ADP-Glc como sustrato y liberando el ADP correspondiente. Por lo
tanto, para caracterizar cinéticamente las dos GSasas de B. japonicum, se utilizé6 un método
continuo para seguir la elongacion del a-1,4-glucano, en el que se combind la liberacién del ADP
acoplada enzimdticamente con la desaparicion de NADH, el cual se puede cuantificar a 340 nm
como se describi6 anteriormente (278). Los pardmetros cinéticos (Km, Vmax y 711) presentados en
la Tabla 8 fueron determinados a partir de las respectivas curvas de saturacion para ADP-Glc y

glucogeno (mostradas en la Figura 13).
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Tabla 8: Parametros cinéticos para ambas GSasas de B. japonicum. El valor de K, se expresa en mg/ml
y mM para glucégeno y ADP-Glc, respectivamente. La eficiencia catalitica posee unidades de s'.(kg/l)!
para glucogeno y de s”'.M™! para ADP-Glc.

v K Ef. Cat.
. max m -1 -1 -1
Enzima Sustrato (U/mg) (mg/ml) (mM) ket (1) [s (lkg/ll) 1
(stM)
Glucégeno 0,09 £ 0,03 3,4x10°
GSasad71 0,41 +£0,02 0,31
ADP-Glc 0,16 +0,02 1,9x 10°
Glucégeno 0,060 = 0,007 731,6 x 10°
GSasa482 53,1 +0,6 43,9
ADP-Glc 0,158 £ 0,005 277,8 x 103

Como muestran estos resultados, ambas enzimas pueden catalizar la reaccién de elongacion
de un a-1,4-glucano utilizando como dador glucosidico a la ADP-Glc, lo que sugiere que podrian
participar en la via clasica GlgCA para la sintesis de gluc6geno en bacterias. La actividad obtenida
para la GSasa482 fue 10 veces menor a la actividad reportada para la enzima homoéloga 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 Kn para el glucégeno y la ADP-Glc se
encuentran en el mismo orden de magnitud para ambas enzimas, y las mismas presentan una
cinética hiperbélica (Figura 13). Estos valores de K, son de un orden de magnitud menor para el
glucégeno 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 ala vez 8 veces mayor a la reportada para la enzima de E. coli (340). Aun asi, al comparar
las eficiencias cataliticas de ambas GSasas de B. japonicum, se observa que es de dos 6rdenes de

magnitud mayor para la GSasa482 con ambos sustratos (Tabla 8).
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Figura 13: Curvas de saturacién de sustratos para la GSasa471 (A y B) y para la GSasa482 (C y D) de
B. japonicum.

Se analiz6 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 observé que, a bajas concentraciones, los tres cationes
evaluados (Mg**, Mn** y Ca®") actdan como activadores de ambas enzimas de B. japonicum. No
obstante, es relevante destacar que el Mn** fue el dnico que ejercié un efecto inhibidor
significativo a mayores concentraciones, particularmente en la GSasa471, donde alcanzé una
inhibicién cercana al 100% a una concentracién de 10 mM (Figura 14A). Por otro lado, sobre la
enzima GSasa482 la presencia de este catién divalente a 10 mM inhibe en més 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 requiri6 la presencia
de 10 mM de Ca** para alcanzar su Vimax (Figura 14). Ademads de los resultados mencionados, cabe
destacar que, en este andlisis, se demostr6 que la adicién de 10 mM de Mg?* 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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Figura 14: Actividad de la GSasa471 (A) y de la GSasa482
(B) en funcién de la concentracién de Mg?* (circulos y
cuadrados blancos), Mn?* (circulos y cuadrados grises) y Ca?*
(circulos y cuadrados negros).

4.4.5. Actividad GSasa en presencia de sustratos alternativos

Se analiz6 la actividad GSasa con respecto a su especificidad por diferentes NDP-Glc. Se
encontré6 que ambas GSasas de B. japonicum utilizan estrictamente ADP-Glc como dador de
residuos glucosilos para el alargamiento de una molécula de glucégeno preformada. La UDP-Glc
produjo una actividad enzimatica no detectable, incluso a concentraciones tan altas como 10 mM.

Para evaluar la especificidad de las GSasas de B. japonicum por el sustrato aceptor (aglicon),
se determind la actividad in vitro de la GSasa471 y la GSasa482 en presencia de tres 1,4-glucanos
diferentes (glucégeno de ostra, maltosa o celobiosa), y los resultados se analizaron
comparativamente respecto al glucégeno de higado de conejo. Tanto la maltosa, disacarido de
Glc unidas por un enlace a-1,4, como la celobiosa, disacarido formado por dos Glc unidas por
enlace -1,4, no fueron empleadas para la reaccion de elongacion por ninguna de las dos GSasas
de B. japonicum. Por otra parte, el glucégeno de ostra actudé como sustrato de ambas enzimas. A
partir de esto, se realizaron las respectivas caracterizaciones cinéticas con glucégeno de ostra y

ADP-Glc para ambas enzimas, como se presenta en la Tabla 9.
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Tabla 9: Parametros cinéticos para ambas GSasas de B. japonicum. El valor de K., se expresa en mg/ml
y mM para glucégeno de ostra y ADP-Glc, respectivamente. La eficiencia catalitica posee unidades de
s'h.(kg/)"! para glucégeno de ostra y de s”'.M-! para ADP-Glc.

vV K Ef. Cat.
. max m -1 -1 -1
Enzima Sustrato (U/mg) (mg/ml) (mM) keat (s) [s (1kg/11) ]
(s M%)
Gé‘écc‘)’sgt‘r’;“’ 0,07 0,02 12,9 x 10°
GSasad71 1,2+0,2 0,904
ADP-Glc 0,4+0,1 226 x 10°
Glucégeno 3
0,031 + 0,009 480,9 x 10
de ostra
GSasa482 18+1 14,91
ADP-Glc 0,153 + 0,008 974 x 10°

Se ha descripto que el glucégeno de ostra posee una estructura heterogénea debido a la
presencia de cadenas a-1,4-glucano de diferentes longitudes, las cuales presentan un grado de
polimerizacion que varia de 2 a 35 (346). El aspecto distintivo del glucégeno de ostra es su
estructura altamente ramificada con cadenas exteriores mas cortas, en comparacién con el
glucoégeno de mamiferos. Por otra parte, el glucégeno de bacterias y de eucariotas estd compuesto
por ramificaciones idénticas conteniendo 12-14 unidades de Glc (347,348). Los resultados
presentados en la Tabla 9 muestran que, a diferencia de los datos obtenidos con glucégeno de
higado de conejo (Tabla 8), que fue utilizado inicialmente para realizar la caracterizacion cinética
de ambas enzimas, el valor de k.. obtenido para el glucégeno de ostra es 3 veces mayor que el
obtenido con glucégeno de higado de conejo para la enzima GSasa471. Sucede lo contrario para
la GSasa482, donde la k¢ €s 3 veces mayor cuando se utiliza glucégeno de higado de conejo
(Tablas 8 y 9). Si comparamos en términos de eficiencia catalitica (kca/Km), la GSasad71 es
4 veces mds eficiente con el sustrato de ramas mds cortas. Contrariamente a la GSasa471, la
enzima GSasa482 presentd una eficiencia catalitica 1,5 veces menor con glucégeno de ostra, y
3 veces menor para ADP-Glc cuando se utilizé glucégeno de ostra como sustrato aceptor

(Tabla 9).

4.4.6. Analisis filogenético de las GSasas de B. japonicum

Las enzimas encargadas de elongar glucégeno y/o almiddn se agrupan en las familias de
glicosiltransferasas GT3 y GT5, segtn la base de datos on-line CAZy (www.cazy.org; (194)). La
familia GT3 comprende principalmente secuencias de GSasas presentes en hongos y mamiferos
(EC 2.4.1.11). En lineas generales, estas enzimas utilizan preferentemente UDP-Glc como
sustrato y poseen un peso molecular de aproximadamente 80 kDa. Por otro lado, la familia GT5
agrupa secuencias correspondientes a GSasas y SSasas (EC 2.4.1.21) provenientes de bacterias y

plantas, respectivamente. Estas utilizan ADP-Glc como dador glucosidico y son de menor
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tamaiio, alrededor de 50 kDa. Las GSasas de mamiferos y hongos se distinguen del resto en que
estdn sujetas a regulacion mediante fosforilacién reversible y efectores alostéricos, siendo la
Glc-6P el principal efector (73,206,207). Por el contrario, las GSasas pertenecientes a la familia
GTS5 no estan reguladas, ya que en este caso el paso regulatorio se da en la formacién de ADP-Glc.
La distincion entre estas dos familias resalta la diversidad funcional y estructural de estas enzimas
cruciales en el metabolismo de carbohidratos. El analisis evolutivo revela que la caracterizacion
de las NDP-Glc PPasas como de GSasas de diferentes organismos es esencial para establecer
relaciones de estructura proteica a funcién y regulacién. A su vez, es importante destacar que la
caracterizaciéon cinética de GSasas bacterianas, en general, es un campo relativamente
inexplorado y existen limitadas investigaciones. Ademads, hasta la fecha, son practicamente nulos
los anélisis comparativos de isoformas de esta enzima en procariotas. Con el propdsito de ampliar
la comprensién de las funciones y propiedades de las GSasas de B. japonicum, se construy6 un
arbol filogenético a partir de un alineamiento de secuencias. Este andlisis involucra la
comparacién de las GSasas de B. japonicum con las de otros organismos. El 4rbol resultante se
dividié 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 sitian
filogenéticamente cerca de las cianobacterias. Especificamente, se observa que la GSasa471 se
agrupa junto con otras GSasas pertenecientes al género Pseudomonas, caracterizadas por tener
una unica GSasa en su genoma (Figura 15). Por otro lado, la GSasa482 muestra una relacién
estrecha con la GSasal y la GSasa2 de A. tumefaciens. Adicionalmente, se encuentra en
proximidad a la GSasal de Symechocystis sp., la GSasal 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 estin 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 tnico 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 mds extensas, comprende enzimas que no solamente emplean nucledtido-azicares
como dadores, sino también azticares-P simples y azicares-P lipidicos, 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 vision mds profunda de la relacion 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 evolucién y la funcién de estas enzimas en un

contexto biolégico mas amplio.
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Figura 15: Andlisis filogenético de GSasas. El 4rbol se construyé utilizando el método de
neighbor-joining con un bootstrap de 1.000 en el programa SeaView 5.0.5. Las secuencias se
codificaron con nuimeros 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, almidén sintasas de dicotiledéneas y monocotiledéneas. Las
especies se colorearon de la siguiente manera: Actinobacteria (rosa), cianobacterias (amarillo),
Firmicutes (celeste), Proteobacteria (naranja), plantas dicotiledéneas (verde oscuro) vy
monocotiledéneas (verde claro).
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4.4.7. Analisis de la actividad en funcion de la sintesis de Mal-1P

Durante la dltima década, se ha descripto una via alternativa para la sintesis de glucégeno en
actinobacterias (112,113). En esta via, la enzima a-1,4-glucano:maltosa-1-P maltosiltransferasa
(GIgE, EC 2.4.99.16) extiende el a-1,4-glucano en dos unidades de Glc utilizando Mal-1P como
dador de maltosilos; mientras que en la via cldsica GIgCA, la GSasa utiliza ADP-Glc como dador
de glucosilos para extender el polimero de a una unidad por vez. La enzima GIgE se ha propuesto
como blanco de los farmacos antituberculosos, debido a que su inhibicién produce una
acumulacién letal de Mal-1P en la bacteria M. tuberculosis (122). Esta Mal-1P es producida a
partir de maltosa por la maltoquinasa (MalK, EC 2.7.1.175), una enzima estudiada principalmente
en actinobacterias. Asimismo, se ha informado que la GSasa de M. tuberculosis, ademds de
catalizar la reaccién candnica de elongacién de glucégeno (119), produce la transferencia del
grupo glucosidico de la ADP-Glc a la Glc-1P, formando Mal-1P (121), que luego se dirige a la
sintesis de un glucano por la via GIgE. Estos hallazgos dan como resultado una convergencia
entre la actividad de la MalK y la actividad de esta GSasa sobre la sintesis de Mal-1P en
micobacterias. En nuestro grupo de trabajo, se analiz6 dicha actividad en GSasas de diferentes
fuentes que han sido ampliamente caracterizadas, mostrando que la GSasa de S. coelicolor y
ambas GSasas de R. jostii son capaces de catalizar la formacién de Mal-1P (335). Por el contrario,
las GSasas de E. coli, Giardia lamblia, N. europaea 'y Prevotella intermedia no presentaron esta
actividad. Estos resultados preliminares sugieren que esta caracteristica seria exclusiva de las
GSasas del tipo GT4, que suelen encontrarse mayoritariamente en actinobacterias (113).

Curiosamente, B. japonicum, un organismo Gram-negativo, no perteneciente al phylum
Actinobacteria, también posee los genes que codifican proteinas de la via alternativa para la
sintesis de glucégeno/poliglucanos (GIgE), en concordancia con la aparicién de dos GSasas (de
manera similar a lo que ocurre, por ejemplo, en R. jostii (335)). En base a estos antecedentes, se
analizé la reaccion de sintesis de Mal-1P, utilizando Glc-1P como sustrato, hasta una
concentracién de 10 mM, en las enzimas GSasa471 y GSasa482 (ambas GT5, como se describid
anteriormente). Ninguna de las enzimas fue capaz de utilizar Glc-1P para producir Mal-1P,
descartando esta actividad en las GSasas de B. japonicum. Estos resultados ratifican la hipétesis
que las GSasas del tipo GT4 son las unicas glucosiltransferasas capaces de sintetizar Mal-1P a
partir de ADP-Glc y Glec-1P, resaltando asi la singularidad funcional de estas proteinas. En
contraste, las GSasas derivadas de diversas proteobacterias no exhiben esta capacidad, lo que
subraya la distincién en las funciones enzimdticas entre estos dos grupos bacterianos. Este
panorama contribuye sustancialmente al entendimiento de las diferencias funcionales y evolutivas
de las GSasas en el contexto de la biosintesis de poliglucanos y ofrece una base para futuras

investigaciones en este campo.
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4.4.8. Anadlisis de las estructuras proteicas de las GSasas in silico

Dado que buscamos profundizar el entendimiento de la relacién estructura a funcién de las
enzimas estudiadas en este trabajo de Tesis, analizamos en detalle las estructuras de las GSasas
de B. japonicum construyendo los modelos tridimensionales para ambas GSasas. En la Figura 16
se muestran las estructuras de la GSasa471 (Figura 16A) y de la GSasa482 (Figura 16B) obtenidas
utilizando la herramienta on-line AlphaFold2 (281,297). Los modelos tridimensionales obtenidos
fueron validados segtin diversos criterios. Primero, se utilizé Verify3D, en el cual se obtuvo una
puntuacion de 99,58% para la GSasa471 y de 99,38% para la GSasa482 (282). Ademads, al analizar
los gréficos de Ramachandran, se observa que ninguno de los aminodcidos se encuentra en un
drea no adecuada en ambas enzimas (350). A partir de estos pardmetros, podemos asegurar que
los modelos resultantes son confiables.

La GSasade E. coli ha sido cristalizada y la misma presentd una estructura monomérica (204).
Las estructuras de las GSasas de B. japonicum exhiben dos pliegues de Rossmann tipicos de las
GT-B (198,205); los dominios N- y C-terminal de ambas son de tamafio similar y estdn
compuestos por un “sdndwich” de ldminas B paralelas entre hélices a (Figura 16). La cola
helicoidal a final (resaltada en rojo, Figura 16) cruza desde el dominio C-terminal para empacar
contra el dominio N-terminal en ambas GSasas. Estos resultados son consistentes con las

estructuras de otras GSasas cristalizadas e informadas anteriormente (203,204,206).
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Figura 16: Representacion de cinta de las GSasas de B. japonicum. (A) Modelo
obtenido para la GSasa471, las cadenas B se encuentran resaltadas en lila y las
hélices o en amarillo. (B) Modelo tridimensional obtenido para la GSasa482, las
cadenas [} se presentan en color rosado y las hélices o en verde.

Haciendo un andlisis 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 GSasa48?2 se asemejan a la estructura definida de la GSasa de E. coli (Figura 17). Al
realizar una superposicion de las GSasas de B. japonicum con la GSasa de E. coli cristalizada, se
calcul6 el valor de RMSD, el cual fue de 1,131 A para la GSasa471 (Figural7A) y de 1,047 A
para la GSasa482 (Figural7B). Ambas GSasas de B. japonicum presentan una identidad del
42,98% en sus secuencias aminoacidicas. 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: Andlisis comparativo de las GSasas de B. japonicum y la GSasa
cristalizada de E. coli. Superposicion de la GSasa471 y la GSasa482 con la GSasa
de E. coli y calculo 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 mads bajos) al rojo (valores RMSD mas altos).

Estudios previos realizados con la GSasa de E. coli demostraron que reemplazando los
aminodcidos Asp?!, Asn?¥¢ o Tyr*>® 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
encontré que la GSasa471 carece del Asp?' y en su lugar presenta una Ala*' (Figura 18A). Otra
diferencia encontrada en la enzima GSasa471 es que, en lugar de la Tyr* presente en la GSasa
de E. coli, posee una Phe*¢ (Figura 18A). Por el contrario, la GSasa482 de B. japonicum posee
los 3 aminodcidos claves para la unién de la ADP-Glc, Asp?*, Asn** y Tyr*>® (Figura 18B). Otros

estudios con la enzima de A. tumefaciens demostraron que el heterociclo de adenina se estabiliza
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mediante una interaccién con la Tyr** e interacciones adicionales de van der Waals con la Ser®®

y la Ser®® (203). Nuevamente, la enzima GSasa471 es la que presenta diferencias, dado que posee

300 361

una Ala’™ y una Ala’®' en lugar de las Ser anteriormente mencionadas, presentes en la GSasa de

302

A. tumefaciens (Figura 18A). En cambio, en la GSasa482 se encuentra una Ser*” y una Ala*®, en

28 y Ser’ de la enzima de A. tumefaciens, respectivamente (Figura 18B). Las

lugar de las Ser
diferencias halladas a nivel de las secuencias aminoacidicas podrian explicar los distintos
comportamientos cinéticos detallados para ambas enzimas de B. japonicum y, a su vez, sustentar
la menor actividad de la GSasa471 respecto a la GSasa482 (Tabla 8). Los resultados presentados
en esta Tesis constituyen el primer informe sobre el estudio de dos GSasas procariotas
concurrentes en un mismo organismo que elongan a-1,4-glucanos a partir de ADP-Glc. El estudio
comparativo de ambas proteinas desde la relacién entre la estructura y la funcién permite
profundizar el entendimiento de la historia evolutiva de esta familia de enzimas. Estudios
complementarios sobre la ocurrencia espacio-temporal de cada GSasa de B. japonicum permitirdn

un mejor entendimiento del rol fisiol6gico de la concurrencia de actividades redundantes en el

organismo.
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Figura 18: Sitio de unién de la ADP-Glc en la GSasa471 (A) y la GSasa482 (B) de
B. japonicum. Se destacan los residuos que estarian involucrados en la unién de la
ADP-Glc.
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4.5. DISCUSION

4.5.1. Andlisis de los genes involucrades en la sintesis y degradacion del
glucogeno

Un andlisis sistemdtico de varios proteomas de especies bacterianas confirmé que la mayoria
de ellos contienen el set completo de enzimas involucradas en la via cldsica del metabolismo del
glucégeno (Figura 19) (111,199). Esta via involucra 5 enzimas que operan conjuntamente para
promover la sintesis del glucégeno: Gle-1P adenililtransferasa (GlgC, EC 2.7.7.27), GSasa
(GlgA, EC 2.4.1.21), enzima ramificante (GlgB, EC 2.4.1.18); y la degradacién del mismo:
glucogeno fosforilasa (GlgP, EC 2.4.1.1) y enzima desramificante (GlgX, EC 3.2.1.68) (111).
Todas estas enzimas, pertenecientes a la via clasica del glucégeno, estan presentes en la bacteria
B. japonicum (Figura 19, Tabla 10). A su vez, se encontrd una segunda via, poco caracterizada a
nivel general en procariotas, para la sintesis de glucdgeno en M. tuberculosis (112,113). La misma
involucra a las enzimas trehalosa sintasa (TreS, EC 5.4.99.16), maltoquinasa (MalK1 o Pep2,
EC 2.7.1.175) y maltosiltransferasa (GIgE) (Figura 19) (111). En esta via metabdlica, la enzima
clave GlgE se encarga de alargar la cadena de a-1,4-glucano mediante la adicién de dos unidades
de Glc. Para esto, GIgE utiliza Mal-1P como dador maltosilo (112). En la via clésica, la enzima
GlgA extiende el polimero anadiendo una sola unidad de Glc a partir de ADP-Glc como dador
glucosidico (196). La Mal-1P se forma a partir de maltosa gracias a la accién de la MalK. En el
mismo sentido, se ha informado que la GIgA de micobacterias tiene la capacidad de catalizar la
sintesis de Mal-1P utilizando Glc-1P y ADP-Glc como sustratos (121). Al analizar el genoma de
B. japonicum, se encontré la presencia de un gen que codifica para la TreS y otro que codifica
una maltosiltransferasa GIgE putativa, pero no cuenta con un gen codificante para una MalK
(Figura 19, Tabla 10). Sin embargo, haciendo un anélisis sobre genomas pertenecientes a distintos
procariotas, se observé que los genes pep?2 (el cual codifica para una MalK) y glgE rara vez estdn
presentes en ausencia de los otros dos genes de la via GIgE (Figura 19) (113). De hecho, pep2 y
treS se encontraron fusionados con mas frecuencia que separados, lo que a menudo llevé a su
subanotacion como uno u otro (113). Al analizar el genoma de B. japonicum, encontramos que el
gen anotado como freS codificaria para una proteina de 1.096 aminodcidos, cuya longitud es
superior comparada a otras TreS de distintos organismos. Al hacer alineamientos con diferentes
proteinas, tanto TreS como Pep2/MalK, concluimos que en B. japonicum estas proteinas estarian
codificadas/anotadas en un mismo gen, el cual darfa lugar a ambas proteinas. Resta averiguar si
Bradyrhizobium posee una MalK y una GIgE funcionales. En cuanto a los resultados de esta Tesis,
se propone que la enzima responsable de la produccion de Mal-1P para la accion de GIgE seria la

MalK, dado que ambas GSasas no mostraron actividad Mal-1P sintasa.
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Figura 19: Ilustracion esquemadtica de las vias cldsica y no-cldsica del metabolismo del

glucégeno. Enzimas: 1, fosfotransferasa; 2, fosfoglucomutasa; 3, GlgC; 4, GlgA; 5, GlgB;
6, GlgP; 7, TreS; 8, MalK; 9, GlgE. (Adaptada de Wang et al 2019; (111)).

J

Tabla 10: Genes involucrados en la sintesis y degradacion del glucégeno en B. japonicum

Gen Proteina EC Longitud (pb) Familia
blr6458 ADP-GIc PPasa (GlgC) 2.7.7.27 1.263
blr6459 GSasa482 (GlgA) 2.4.1.21 1.449 GT5
bli2778 GSasad71 (GlgA) 2.4.1.21 1.416 GT5
4-a-glucanotransferasa
blr6765 (MalQ) 2.4.1.25 1.962 GH77
o-1,4-glucano:Mal-1-P
blr6766 maltosiltransferasa 2.4.99.16 1.947 GH13
(GIgE)
Trehalosa sintasa y
blr6767 Maltoquinasa S 2hllo 3.297 GH13
. 2.7.1.175
(fusionadas)
Enzima ramificante
blr6768 (GlgB) 24.1.18 2.166 GH13
Enzima desramificante
blr6769 3.2.1.68 2.079 GHI13
(GlgX)
e | MEISCEEIEReE g g 1752 GHI3
trehalohidrolasa
bir6771 el BEbElORS ) o i 2787 GH13
sintasa
bir8139 Slueogonmiesieulas 24.1.1 2.526 GT35
(GlgP)

Los a-glucanos estdn extendidos entre bacterias, levaduras, plantas, insectos y mamiferos vy,
en la mayoria de los casos, se cree que actian como reserva de carbono y energia (85). Sin dudas,

el a-glucano mejor estudiado en bacterias es el glucégeno, el cual se acumula en la mayoria de
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las bacterias en condiciones de crecimiento limitante de nitrégeno (85). Como se mencioné en la
introduccién, el glucégeno comprende cadenas de (12-14) Glc unidas por enlaces a-1,4 lineales
conectados por puntos de ramificacion con enlaces a-1,6 que dan lugar a una estructura
ramificada. En la ruta clasica del glucdgeno, los enlaces a-1,4 son sintetizados por la GSasa,
utilizando ADP-Glc como dador de aziicar, y las ramas unidas por enlaces a-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 via clasica (113). La via alternativa mediante
GIgE que se ha descripto recientemente (112,122) estd presente en aproximadamente la mitad de
las bacterias, en comparacién con la via cldsica (113). El andlisis bioinformatico sugiere que,
incluso cuando los organismos poseen la via cldsica y la ruta GIgE, sélo poseen una enzima GlgB,
lo que implica que la enzima ramificante se comparte entre ambas vias (113). Las enzimas GlgB
asociadas con estas vias son miembros de las glicosil hidrolasas pertenecientes a la familia 13,
subfamilia 9 segtin la base de datos CAZy (194,352). Curiosamente, en estos casos, el gen que
codifica para GlgB generalmente se encuentra en el mismo operén que el gen que codifica para
GlgE y no en el operén del gen que codifica para GlgA (116). Esto sucede en B. japonicum, donde
el inico gen codificante para GlgB se encuentra en el operdn de la via GIgE. Contrariamente, en
otras bacterias, todas las enzimas involucradas en la biosintesis y degradacién del glucégeno se
organizan en un tnico operén, como gigBXCAP en E. coli (353). Por otro lado, hasta el momento,
la via GIgE esté 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 via cldsica, como en
el caso de Bradyrhizobium.

Se ha demostrado que la inactivacién de la enzima GIgE provoca la muerte rdpida de
M. tuberculosis, a través de la acumulacién de Mal-1P, lo cual provoca un auto envenenamiento
(122). De hecho, tanto la proteina GIgE como GlIgB, han sido validadas genéticamente como
posibles dianas farmacolégicas para el tratamiento de la tuberculosis (122). Resta estudiar estas
enzimas en bacterias provenientes de otras ramas del arbol filogenético, en particular
B. japonicum, donde la duplicacion de dos GSasas confirmadas como candnicas de bacterias
(EC 2.4.1.21) coincide con la existencia de la via GIgE. Por otra parte, al realizar un andlisis del
contexto genémico de ambas GSasas de B. japonicum, observamos que el gen que codifica la
enzima GSasa482 estd ubicado adyacente al gen que codifica la ADP-Glc PPasa. Esto sugiere que
estos genes estan probablemente organizados en un operén destinado a la sintesis de glucégeno,
como se ha sefialado en investigaciones previas (98,354). Por otro lado, el gen que codifica la
GSasa471 se encuentra ubicado en otro lugar del genoma, acompafiado de genes a priori no
relacionados con la sintesis del glucano o el metabolismo general de carbohidratos. Esta

disposicion se correlaciona con el hecho de que la GSasa482 es la enzima con mayor eficiencia
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catalitica para la elongacién del glucano, dos 6rdenes de magnitud superior con respecto a la
eficiencia catalitica 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 patdgenas de plantas, como por ejemplo
Rhizobium leguminosarum (356), Sinorhizobium meliloti (357) y B. japonicum (358), donde se
ha vinculado la proteccién proporcionada por la Tre contra el estrés abidtico con una mayor
colonizacién de los nédulos de las raices de las plantas, posiblemente al conferir una mayor
resistencia al estrés osmoético (358). En trabajos previos, se sugirié que la via TreS seria la
responsable del catabolismo de la Tre en B. japonicum, produciendo maltosa. Ademads, se postul6
que la expresion de los genes otsA (el cual codifica para la trehalosa-6-P sintasa, EC 2.4.1.15) y
treS estd modulada por la concentracién intracelular de Tre (358). Aunque se podria 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 disacdrido como tnica fuente
de carbono extracelular (359). En conjunto con los resultados obtenidos en esta Tesis y datos
disponibles en bibliografia, la acumulacién de Tre influiria en la simbiosis de la bacteria con la
planta de soja, actuando como un soluto compatible para superar el estrés osmético inducido por
el huésped que se produce durante la nodulacién. Esta Tre acumulada podria ser utilizada por la
TreS para generar maltosa, la cual se convierte en Mal-1P y finalmente, por accién de la GIgE, es
incorporada a una cadena de a-glucano en crecimiento, elongando el mismo en dos unidades de
Glc (Figura 19).

De acuerdo a datos obtenidos de la bibliografia, se conoce que la Tre ayuda a
Pseudomonas spp. (y otras bacterias, como E. coli (65)) a resistir el estrés osmético debido a su
funcién como soluto compatible (360). Sin embargo, y contrariamente a informes anteriores, la
Tre no protege directamente a las células contra la desecacién. En cambio, esta funcién se atribuye
al polisacarido a-glucano. La presencia de Tre s6lo se correlaciona con la proteccién contra el
estrés por desecacion, cuando la célula conserva la capacidad de convertir la Tre en a-glucano a
través de la via GIgE. La pérdida de la capacidad de sintetizar a-glucano resulta en cepas sensibles
a la desecacion, 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, sugeririan una relacion directa con la sintesis
de glucégeno. Los genes de la via GIgE 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 podrian en realidad estar mediados por el a-glucano. La estrecha
relacién (a priori, genética) entre la sintesis de Tre y el a-glucano en B. japonicum, apunta a una
estrategia prometedora y plantea realizar estudios detallados de las vias GlgA y GIgE en esta

bacteria. Este trabajo de Tesis aporta datos relevantes sobre ambas GSasas presentes en este
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organismo, capaces de sintetizar a-glucano. Extender estos estudios hacia la enzima GIgE y
analizar los diferentes a-glucanos sintetizados, podria proporcionar conocimientos cruciales sobre
cémo optimizar la capacidad de B. japonicum para colonizar y beneficiar a una de las plantas con

mayor interés agronémico, como lo es la soja.

4.5.2. Evaluacién comparativa de las GIgAs de B. japonricum

La evolucién de las vias metabdlicas es una fuerza importante detrds de la seleccion natural.
En el centro de este proceso se encuentra la evolucion estructural de la maquinaria enzimética
responsable del metabolismo energético central. Especificamente, el metabolismo del glucégeno
permite a los organismos conservar el excedente de carbono y energia ambiental disponible,
utilizando polimeros de Glc especializados como compartimentos de almacenamiento que pueden
movilizarse para necesidades futuras. El origen de esta ventaja adaptativa se basa en la adquisicién
de un sistema enzimético para la biosintesis y degradacion del glucégeno, y un mecanismo para
equilibrar la velocidad de ensamblaje y descomposicién de este polisacarido, con el objetivo de
almacenar y recuperar la Glc segin la demanda energética de las células (196).

Las glicosiltransferasas son un grupo de enzimas que catalizan la transferencia de un
monosacérido desde un donante de glucosilo activado a un aceptor de oligosacaridos (362). En
general, esta familia de enzimas es altamente especifica para su dador y aceptor y, con pocas
excepciones, cada tipo de enlace glucosidico requiere una glicosiltransferasa tnica (362). Las
glicosiltransferasas se clasifican (hasta el momento) en 117 familias diferentes (base de datos
on-line CAZy; (194)) segiin las similitudes de la secuencia de aminodcidos. Las GSasas y las
SSasas se clasifican en dos grandes familias de proteinas: las GSasas de mamiferos y levaduras
pertenecen a la familia GT3, mientras que las GSasas bacterianas y de arqueas, y las SSasas de
plantas, se agrupan en la familia GT5 (199,203,204). Las GSasas de mamiferos y levaduras
consisten en un ensamblaje de protdmeros de ~80 kDa, formando un homotetramero. Las mismas
utilizan UDP-Glc como dador de azicares y estdn reguladas por fosforilacién y metabolitos,
principalmente por el efector Glc-6P (73,207,208). De esta manera, la regulacion de la via estd
dada directamente a nivel de la enzima que elonga el glucano. Por el contrario, las GSasas
bacterianas y las SSasas de plantas poseen una masa molecular de ~50 kDa y adoptan diferentes
grados de oligomerizacion (203,204,206). El glucégeno y el almidén son las principales
moléculas de almacenamiento de carbohidratos en la mayoria de los organismos vivos, desde
arqueas y bacterias hasta levaduras, animales y plantas (363,364). El paso regulador en ambas
rutas biosintéticas se da a nivel de la produccién del azicar-nucleétido, reaccién catalizada por la
ADP-GIc PPasa (50). Por su parte, las GSasas y las SSasas catalizan la elongaciéon de los
a-1,4-glucanos mediante la adicién de unidades de Glc desde el azicar-nucledtido hasta el
extremo no reductor de la cadena en crecimiento (73,364). Como se menciond anteriormente, las

GT bacterianas y vegetales pertenecen a la familia GTS (194,196). Este grupo de enzimas
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prefieren ADP-Glc como dador de azicar y parecen ser proteinas no reguladas. Sin embargo,
algunas de estas enzimas (es decir, las GSasas de arqueas o algunas isoformas de SSasas) podrian
usar UDP-Glc con una eficiencia similar o menor (206,365,366).

En general, se considera que la redundancia de genes catabdlicos es la base de la plasticidad
metabolica, la solidez funcional, la adaptacién 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 induccién. Por otro lado, se ha
informado que algunas duplicaciones son funcionalmente redundantes, ya que catalizan las
mismas reacciones metabdlicas y exhiben rangos de sustrato superpuestos (367,368). En
particular, la duplicacién y la especializacion de genes son la base de la evolucién del
metabolismo y la aparicién de propiedades cataliticas nuevas (333). De hecho, la duplicacién de
genes y la promiscuidad de proteinas son fundamentales para proporcionar a los procariotas una
fuente de innovacién y diversidad metabdlica (2,334). Por lo tanto, surgen preguntas sobre la
relevancia fisiolégica de las GSasas duplicadas en B. japonicum. Hasta el momento, este tema ha
sido escasamente abordado en relacién con el metabolismo del glucégeno bacteriano. Los
resultados de esta Tesis aportan una valiosa contribucién al campo de la redundancia genética en
el metabolismo del glucégeno bacteriano, a la vez que abren nuevas interrogantes. Al analizar
detalladamente estas enzimas, arrojamos luz sobre la posible especializacién y las diferencias
funcionales entre ellas. Esto no sélo amplia nuestra comprension de la redundancia de genes en
B. japonicum, sino que también proporciona informacion relevante sobre como estos organismos
posiblemente se adaptan y responden a diferentes condiciones ambientales y nutricionales. En
ultima instancia, nuestro trabajo tiene el potencial de impulsar futuras investigaciones basadas en
explorar como estas enzimas especificas contribuyen a la adaptacion y la versatilidad metabdlica
de B. japonicum.

De acuerdo al genoma de B. japonicum (329), un organismo Gram-negativo, existen dos
secuencias codificantes para putativas GSasas (blI2778 y blr6459). Las proteinas se denominaron
arbitrariamente GSasa471 (codificada por blI2778) y GSasa482 (blr6459), en funcién de sus
residuos de aminodcidos 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 reaccién de elongacion del
o-1,4-glucano, utilizando especificamente ADP-Glc como dador glucosidico (Tabla 8). La
enzima GSasa482 exhibi6 una actividad significativamente superior en comparacién con la
GSasad71, con valores de Vimax de 53,1 U/mg y 0,41 U/mg, respectivamente. Es importante
destacar que la GSasa482 demostro tener una eficiencia catalitica dos 6rdenes de magnitud mayor
que la de la enzima GSasa471, independientemente del sustrato utilizado (Tabla 8). En lo que
respecta a los valores de K, para el glucégeno 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 1a Viax
obtenida para la GSasa482 es 10 veces menor a la actividad reportada para la enzima homdloga
de E. coli (340). La Vnax para la GSasa471 se encuentra en el orden de la Vi, reportada para las
enzimas de actinobacterias (pertenecientes a la familia GT4) (119,120), aunque carece de la
actividad Mal-1P. En un andlisis bioinformadtico, se evidencié que la GSasa perteneciente a
bacterias Gram-positivas, que a su vez poseen el gen codificante para GIgE 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 generacion
de Mal-1P, informada para la GSasa (121). Curiosamente, B. japonicum, un organismo no
perteneciente al phylum Actinobacteria, también posee los genes que codifican proteinas de la via
alternativa para la sintesis de glucégeno/poliglucanos (GIgE), concomitantemente con dos GSasas
(Tabla 10). Con estos antecedentes, se estudié la sintesis de Mal-1P en las enzimas GSasa471 y
GSasa482, utilizando Glc-1P como sustrato hasta una concentraciéon 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 formacion de Mal-1P serfa una particularidad de las GSasas del tipo GT4, mayormente
caracterizadas en organismos del grupo Actinobacteria.

Para seguir con el andlisis de dichas proteinas se construy6 un arbol 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 proteinas GSasa471 y GSasa482 que se describen en esta Tesis tienen masas moleculares
tedricas de 51,2 kDa y 51,8 kDa, respectivamente, y comparten una identidad del 42,98%. En
comparacion con la GSasa micobacteriana, recientemente cristalizada y denominada como GlgM
(118,119,121), 1a GSasa471 presenta una identidad de 22,79%, mientras que la GSasa482 tiene
un 24,26% de identidad con GlgM. Ademas, 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 (GTS) 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 demostré 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 4rbol filogenético presentado en la Figura 15.
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Ademds, al emplear procedimientos analiticos de filtracion en gel, observamos que ambas GSasas
de B. japonicum eluyen como proteinas monoméricas (Figura 12B), en concordancia con lo que
se ha determinado previamente para la enzima de E. coli (204). Estos hallazgos resaltan atin mas
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 caracterizacién de estas enzimas provenientes de B. japonicum,
observamos que la enzima GSasa471 presenté mayores Vmax (~3 veces mayor) y eficiencia
catalitica (~4 veces mayor) cuando el glucégeno proviene de ostra (Tabla 9). Por el contrario,
para la enzima GSasa482 la actividad con este glucano fue menor que con glucégeno de higado
de conejo, con una eficiencia catalitica 1,5 veces menor. Estudios sobre la estructura del
glucégeno han demostrado que el glucano proveniente de ostras presenta una estructura muy
ramificada con cadenas exteriores mds cortas que las que se presentan en el glucégeno de
mamiferos (346,348). El aumento en la actividad de la GSasa471 indica que las ramas de glucano
mads cortas provocan una eficiencia mds alta, con lo cual se podria plantear que esta enzima es la
encargada de la iniciacion de elongacion del a-1,4-glucano. Mientras que la GSasa482, la cual
presenta una Vmax con 2 6rdenes de magnitud superior, es la encargada de realizar una mayor
elongacidn del glucano (Tabla 8). En levaduras y células de mamiferos, se ha establecido que otra
enzima, la glucogenina, participa en el inicio de la sintesis del glucégeno (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
duplicacién 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 produccién de la principal
molécula de almacenamiento, como el glucégeno. Este aspecto es particularmente relevante, ya
que sugiere que la duplicacién de genes en procariotas no necesariamente conduce a una
duplicacidén funcional exacta. En cambio, puede dar lugar a diferencias sutiles en las funciones de
las proteinas duplicadas, como se observa en las distintas eficiencias cataliticas de las enzimas
GSasa471 y GSasa482 en relacion con diferentes sustratos aceptores.

Basandonos en los resultados presentados en esta Tesis, podemos afirmar que en
B. japonicum, la sintesis de glucégeno puede llevarse a cabo a través de dos glicosiltransferasas,
las cuales tienen la capacidad de elongar el a-1,4-glucano mediante la adicién de una unidad de
Glc, utilizando ADP-GlIc como dador glucosidico. Pudiendo ser una de estas enzimas la encargada
de iniciar la sintesis del polisacarido, mientras que la otra puede elongar un a-1,4-glucano
preformado con una mayor eficiencia. A su vez, B. japonicum contiene un gen que codifica para
la enzima GIgE, la cual es capaz de extender el a-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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caracterizacion cinética de ambas GSasas, se puede concluir que la via GIgE capaz de alargar el
glucano en dos unidades, no esta conectada directamente con la via cldsica GIgCA de sintesis de
glucégeno en B. japonicum. Acorde con lo mencionado previamente, mediante un analisis
in silico, se observé una relacion entre las enzimas GSasas pertenecientes a la familia GT4 y la
via GIgE (113,121). Este hallazgo se correlaciona con la capacidad de las GSasas
actinobacterianas, agrupadas en GT4, para llevar a cabo la sintesis de Mal-1P. Sin embargo, es
importante destacar que, aunque estos resultados arrojan luz sobre la duplicacién de las GSasas
en B. japonicum, se necesitan investigaciones adicionales para comprender en detalle la
duplicacién de estas enzimas en particular, y no otras enzimas implicadas en la via biosintética
del glucégeno en esta bacteria fijadora de nitrégeno. Estudios posteriores podrian proporcionar
informacién més detallada sobre cémo evolucionaron estas adaptaciones y cémo contribuyen a la

versatilidad metabdlica de B. japonicum en su funcién como fijadora de nitrégeno.
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5. CAPITULO 3: “Metabolismo de la Suc en N. europaea: analisis de

las enzimas responsables de la sintesis del disacarido”

5.1. INTRODUCCION

Los organismos autétrofos crecen a partir de compuestos inorgénicos, el ejemplo més
conocido son las plantas verdes. Las bacterias quimiolitoautotrdficas, a diferencia de las plantas,
no utilizan la energia de la luz y tienen que adquirir toda la energia para los procesos vitales a
partir de la oxidaciéon de compuestos inorganicos (370). Organismos tales como bacterias que
utilizan compuestos Cj, las cuales crecen en metanol o metilamina, a veces se incluyen dentro de
las bacterias quimioautétrofas. Por otro lado, las bacterias que solamente pueden crecer a partir
de compuestos inorgdnicos y formar sus materiales celulares a partir de CO,, se denominan
bacterias quimiolitoautotréficas (370).

N. europaea es una bacteria que exhibe un comportamiento autétrofo, oxida amonio para
obtener energia, por lo que es un protagonista biogeoquimico importante en el ciclo del nitrégeno
(370). En este organismo, el amoniaco (NH3) es oxidado en una primera instancia por la amoniaco
monooxigenasa para producir hidroxilamina (NH>OH) (371), en esta reaccidn se requiere oxigeno
molecular. Luego, la hidroxilamina formada se oxida a 4cido nitroso por accién de la
hidroxilamina oxidorreductasa. En esta reaccién, el atomo de oxigeno del H,O se incorpora a la
hidroxilamina para producir 4cido nitroso (HNO>) (370). También, N. europaea es miembro de
las B-proteobacterias, un grupo de Eubacteria del cual se presume un ancestro fotosintético (372).
Por su parte, este organismo presenta un interés particular debido a su potencial biotecnoldgico,
relacionado a la biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos alifdticos clorados
(373-376).

Algunas bacterias quimiolitoautotréficas pueden crecer no sélo autotréficamente, sino
también heterotréficamente; a estas se las conoce como quimiolitoautotréficas facultativas (370).
Aunque N. europaea puede ser incluida dentro de dicho grupo, los rendimientos de asimilacién
de carbono inorganico siempre mostraron ser superiores respecto a la asimilacién heterotréfica
en condiciones Optimas de crecimiento (377,378). Sin embargo, se ha demostrado que en
condiciones mixotréficas, es decir, en presencia de CO; y algunos compuestos orgdnicos, los
rendimientos de asimilacidn y crecimiento aumentan (377).

El interés particular en cuanto a la caracterizacién del metabolismo de los carbohidratos radica
en que, al ser N. europaea un organismo quimiolitoautétrofo, constituye una variante respecto a
las bacterias heterétrofas y también a aquellas fotosintéticas, tanto anoxigénicas como oxigénicas,
en cuanto a la fijacién de carbono, aspecto esencial en el desarrollo de alternativas sustentables

para desarrollos circulares. Ademds, los genomas de al menos cuatro bacterias oxidantes de
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amoniaco (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 osmoético y, se ha sugerido, que ayuda a mantener el balance
osmoético y estabilizar la estructura y funcién de las membranas y proteinas (371,380,381).

La evidencia genémica indica que N. europaea podria tener la capacidad de sintetizar no
solamente glucégeno, que es una de las principales formas de almacenar carbono y/o energia en
numerosos organismos, sino también Suc, un compuesto que se presumia exclusivo de plantas y
cianobacterias. En base a lo anterior, y sumado a la escaza informacién sobre el metabolismo en
este tipo de organismos, resulta de interés indagar y profundizar sobre la particién de la Glc,
producida por quimiosintesis, en este organismo autétrofo. Por lo que, en este trabajo de Tesis se
plantea caracterizar la enzima SucPSasa de tipo II de N. europaea, tanto en su versién completa

como el estudio de los dominios SucPSasa y SucPasa individuales.

125



Capitulo 3

5.2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este Capitulo es profundizar en la comprension de la sintesis de Suc
en N. europaea, a través de la caracterizacién de la SucPSasa de tipo II, tanto en su versién
completa como en el estudio de los dominios SucPSasa y SucPasa individuales. Ademads, explorar
el crecimiento de la cepa N. europaea. Para lograr esto, se han establecido una serie de pasos

especificos, que incluyen:

- Realizar el clonado molecular por medio de la sintesis de novo de la enzima SucPSasa de
tipo Il de N. europaea y de los dominios SucPSasa y SucPasa por separado, para su posterior
expresion en células de E. coli.

- Purificar las proteinas recombinantes correspondientes con el fin de llevar a cabo su
caracterizacion cinética.

- Evaluar la funcionalidad de las enzimas y analizar las propiedades cinéticas de las
reacciones que catalizan. Determinar sus pardmetros cinéticos.

- Llevar a cabo el crecimiento de la cepa N. europaea en diferentes condiciones.

- Analizar diferentes condiciones de estrés con el propésito de inducir cambios en los
niveles de Suc.

- Analizar los niveles de transcriptos, proteinas, actividades enzimdticas y metabolitos en
diferentes condiciones de crecimiento.

- Investigar la posible existencia de mecanismos de modificacion post-traduccional en las
enzimas involucradas en la sintesis de Suc en N. europaea.

- Determinar la estructura tridimensional de la SucPSasa de tipo II de N. europaea,
mediante el andlisis de su secuencia aminoacidica y, posteriormente, contrastar la estructura
obtenida con las de enzimas que fueron cristalizadas, con el objetivo de adquirir informacién

acerca de la disposicion de su sitio activo, dominios y del linker que une ambos dominios.

126



Capitulo 3

53. MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Cepas bacterianas

Para el clonado del gen NE[213 y la expresion recombinante de las proteinas NeuSucPSasa,
NeuSucPasa y NeuSucPSasa-II utilizadas en este Capitulo de Tesis, se emplearon las cepas de
E. coli Top10 y BL21 (DE3), cuyas caracteristicas se detallaron en el Capitulo 1. Asimismo, se
utilizaron otras cepas de expresion, ademds de las que se describen en el Capitulo 2:

E. coli SHuffle T7: son células derivadas de la cepa de E. coli K12. Expresan
constitutivamente una copia cromosomal que codifica para la proteina disulfuro isomerasa, la cual
promueve la formacién de puentes disulfuro y la correcta formacion de las proteinas expresadas
en forma recombinante. La forma citoplasmética de esta proteina también actia como chaperona,
asistiendo al correcto plegamiento de las proteinas, aunque estas no requieran la formacién de
puentes disulfuro. Es una cepa apta para la expresion de genes que se encuentren bajo el control
del promotor T7.

Los ensayos de caracterizacion in vivo presentados en este Capitulo se realizaron utilizando

la cepa N. europaea 19718, la cual hemos adquirido en ATCC®.

5.3.2. Medios de cultivo y antibiéticos

Para el cultivo de células de E. coli se emplearon los medios de cultivo y antibidticos
descriptos en el Capitulo 1.

La cepade N. europaea fue crecida en el medio de cultivo descripto a continuacién, en donde
las células crecen en condiciones quimiolitoautétrofas. Alternativamente, se utilizé el mismo
medio de cultivo suplementado con Fru 2% (p/v). La temperatura utilizada para su crecimiento
fue de 28 °C. Para las curvas de crecimiento se determiné el valor de DO en tiempos establecidos
mediante absorbancia a 600 nm.

Medio de cultivo N. europaea:

S1:

(NH4)2SO4—33 g

KH,PO; — 0,41 g

MgSOs 1 M — 0,75 ml

CaCl, 1M —0,2 ml

FeSO4 30 mM — 0,33 ml (en solucién con EDTA 50 mM)

CuS0O4 50 mM — 0,01 ml

HO —cs.p. 1L

S2:

KH,PO4 — 27,22 g

NaH,PO;, —2,4 g
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Ajustar a pH 8 con NaOH 10 N
H>,O — c.s.p. 500 ml

S3:

Na;CO3 — 5% (p/v)

Se esterilizaron en autoclave las soluciones S1, S2 y S3 por separado. En el momento de

iniciar el cultivo, se mezclaron 900 ml de S1, 100 ml de S2 y 8 ml de S3.

5.3.3. Plasmidos

Durante el desarrollo de este Capitulo se utilizaron los vectores de expresion pET28c y
pET24a (detallados en el Capitulo 1). Ademds, se realizd la co-expresiéon de la enzima
NeuSucPSasa-1II con proteinas chaperonas.

Plasmidos de co-expresion con chaperonas: una estrategia frecuentemente utilizada para
mejorar la expresion soluble de proteinas, consiste en aumentar la disponibilidad de chaperonas
en el ambiente intracelular. A tal efecto, empleamos un sistema de plasmidos que portan genes
codificando distintas chaperonas de E. coli (Takara Bio Inc.). Con estos vectores se
co-transforman las células huésped que ya poseen la construccién plasmidica portando el gen de
interés, de modo de lograr la co-expresion de las chaperonas en combinacién con la proteina
buscada. Poseen un origen de replicacion derivado de pACYC y el gen de resistencia a
cloranfenicol. La expresién de las chaperonas se logra, dependiendo del plasmido, con

L-arabinosa o con tetraciclina.

5.3.4. Obtencion de genes sintéticos

El gen codificante para la NeuSucPSasa-II de N. europaea caracterizada en este Capitulo se
obtuvo por sintesis de novo (Bio Basic, Canadd). Los codones fueron optimizados para su
expresion en E. coli, con la adicidn de los sitios de restriccion Ndel y Sacl en los extremos 5y 3°,

respectivamente, y se insert6 en el vector pET28c.

5.3.5. Extraccion de ADN gendmico de N. europaea

Para la extraccién de ADN total de N. europaea se procedié de acuerdo a Sambrook y
colaboradores (382). Brevemente, las células de N. europaea se crecieron en 12,5 ml de medio de
cultivo suplementado con Fru 2% (p/v) por 4 dias a 28 °C. Luego, se centrifugd ese cultivo y se
lavé con buffer TE [Tris 100 mM pH 8, EDTA 1 mM]. El paquete celular resultante se
resuspendid en 567 pl del mismo buffer. Luego se afiadieron 10 pl de una solucion de lisozima
10 mg/ml y se incubd por 2 h a 37 °C. Seguidamente, se agregaron 30 pl de soluciéon de SDS
10% (p/v) y 3 ul de proteinasa K 20 mg/ml y se incubd por 1 h a 37 °C. Pasado este tiempo, se
afladieron 100 pl de una solucion de NaCl 5 M y 80 ul de la mezcla SDS 1% (p/v) con NaCl

0,7 M, incubando luego a 65 °C por 10 min. Las proteinas se eliminaron mediante el agregado de
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800 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y con agitacion suave por inversion. Las muestras
se centrifugaron a 13.000 xg por 10 min a 4 °C, se extrajo la fase acuosa y a partir de ella se
precipité el ADN con isopropanol frio (para favorecer la precipitacién se incub6 durante toda la
noche a -20 °C). Finalmente, se centrifugd a 13.000 xg por 15 min a 4 °C; el precipitado obtenido

se lavé con etanol 70% (v/v), se secd y se resuspendio en 150 ul de buffer TE. Cabe aclarar que

todas las soluciones utilizadas fueron previamente esterilizadas por calor en autoclave.

5.3.6. Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos utilizados en este Capitulo se detallan en la Tabla 11, donde se remarcan

las secuencias que determinan los sitios de las enzimas de restriccion indicadas (en negrita).

Tabla 11: Oligonucleétidos utilizados en este Capitulo. Las secuencias en negrita corresponden a los sitios

de restriccion de cada oligonucle6tido.

Oligonucleétido Secuencia Sitio de corte
Neu-S8pept-Fow 5'-GCTAGCATGGCAAATGCAAAAC-3 Nhel
Neu-S8pept-Rev 5-AAGCTTATTTCTTACCGTGACTG-3' Hindlll

5.3.7. Reaccién en cadena de la polimerasa

Para la amplificacién del gen de interés mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se utiliz6 el ADN gendmico y los oligonucleétidos especificos. La mezcla de reaccion se
realiz6 en un volumen final de 50 pl, con una composicion estandar indicada en la Tabla 12. En
cuanto a la ADN polimerasa, se utilizaron alternativamente 7ag ADN polimerasa (PBL) o Pfu
ADN polimerasa (PBL). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad), con un protocolo estdndar: 1 ciclo de 5 min, 95 °C; seguido de
30 ciclos de 1 min a 95 °C, 30 s a Ta (°C) y te a 72 °C; y finalmente un ciclo de 10 min a 72 °C.
Ta y te indican la temperatura de apareamiento y tiempo de elongacién, respectivamente. El

producto de PCR se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 12: Composicion de la mezcla de reaccién para la PCR.

Buffer Tag 10X Sul

MgCl; 50 mM 4 ul

dNTPs 10 mM c/u 1wl
Oligonucleétido Fow 100 pmol/ul 0,5 ul
Oligonucleétido Rev 100 pmol/pl 0,5 ul
Tagq (o Pfu) ADN polimerasa 10
ADN genémico 1pg

Agua desionizada c.s.p. 50 ul
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El resto de las técnicas: electroforesis en gel de agarosa, preparacién de ADN plasmidico,
digestion con enzimas de restriccion, precipitacion de ADN, ligacién, preparaciéon y
transformacién de células competentes de E. coli, se realizaron siguiendo los protocolos

descriptos en Materiales y Métodos del Capitulo 1.

5.3.8. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

En lineas generales la expresion de las enzimas NeuSucPSasa, NeuSucPasa y NeuSucPSasa-11
de N. europaea se llevaron a cabo siguiendo los protocolos descriptos en el Capitulo 1. Para la
expresion en células de E. coli BL21 (DE3) con las construcciones [pET24a/NeuSucPSasa] y
[PET28b/NeuSucPasa] se realizé la induccién con 0,2 mM de IPTG, a 18 °C por 16 h. Para la
obtencién de la enzima NeuSucPSasa-II mediante co-expresion con proteinas chaperonas se
realiz6 la induccién por el agregado de ambos inductores: IPTG 0,1 mM y L-arabinosa
0,05% (p/v), también a 18 °C por 16 h. Se analizaron medios de cultivos alternativos, como
YT2X, como asi también ensayos utilizando las diferentes cepas de E. coli en la biisqueda de
mejorar la solubilidad de la proteina recombinante NeuSucPSasa-II. Las bacterias se cosecharon
por centrifugacion a 5.000 xg durante 10 min y se descart6 el sobrenadante. Las células se lavaron
con buffer Tris-HCI 20 mM pH 8, para eliminar los restos de medio de cultivo y los paquetes
celulares se guardaron a -20 °C hasta su posterior uso. Seguidamente, valiéndose de la etiqueta de
His proporcionada por el vector pET28c, se realizé la purificacién de las enzimas mediante

IMAC, siguiendo lo detallado en el Capitulo 1.

5.3.9. Cromatografia de exclusion molecular

Para el caso de las enzimas de N. europaea, NeuSucPSasa y NeuSucPasa, se llevé a cabo un
paso adicional de purificacién mediante cromatografia de exclusion molecular. El pool obtenido
luego de la purificaciéon por IMAC se cargé en una columna Hiload 16/600 Superdex 200 pg
(GE Healthcare), previamente equilibrada con buffer G [HEPES-NaOH 50 mM, pH 8, NaCl 100
mM, EDTA 0,1 mM]. Nuevamente, las fracciones que contenian actividad enzimatica se
reunieron y concentraron. Las soluciones que contenian las proteinas purificadas se
suplementaron con glicerol 10% (v/v), se dividieron en alicuotas y se almacenaron a -80 °C hasta

Su uso.

5.3.10. Métodos bioquimicos generales

La electroforesis en gel de poliacrilamida, la cuantificacion de proteinas, el desalado y
concentracion de las mismas se realizé siguiendo los protocolos establecidos y descriptos en el

Capitulo 1.
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5.3.11. Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion

En este Capitulo se evidenci6 la presencia o niveles de expresion de las enzimas estudiadas.
Para ello una vez realizada la corrida electroforética de SDS-PAGE, se efectué la
electrotransferencia sobre una membrana de nitrocelulosa o PVDF (Sigma), durante 60 min a
180 mA en un equipo Mini Protean Il (Bio-Rad). La solucién empleada contenia Tris-HCI 25 mM
pH 8,3, glicina 192 mM y metanol 20% (v/v). Finalizada la electrotransferencia, la membrana de
nitrocelulosa transferida se bloqueé con una solucién de leche descremada al 5% (p/v) en buffer
TBS-Tween [Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tween 20 0,05% (v/v)], incubdndose 1 h a
25 °C. Luego, se lavé con solucion de TBS-Tween 10 min a 25 °C y se incub6 con una solucién
de TBS-leche descremada 1% (p/v) que contenia una dilucién adecuada del anticuerpo primario
durante 1 h a 25 °C o, eventualmente, toda la noche a 4 °C. Los anticuerpos contra las proteinas
de interés fueron preparados en el Centro de Experimentaciones Bioldgicas y Bioterio, Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral, Esperanza, Santa Fe, Argentina;
mediante la inmunizacién de conejos con soluciones de las proteinas purificadas, acorde a lo
descripto por Vaitukaitis (383).

Posteriormente, se lavo nuevamente la membrana con soluciéon de TBS-Tween 10 min a
25 °C, y se procedi6 a la incubacion de la membrana con una dilucién 1/10.000 en TBS-leche
1% (p/v) del anticuerpo secundario (anti-IgG totales de conejo, Sigma) conjugado a peroxidasa
de rabano picante (HRP) durante 1 h a 25 °C.

El revelado empleado fue del tipo quimioluminiscente, para lo cual, luego de la incubacién
con el anticuerpo secundario, se embebié la membrana con una solucién basada en luminol, el
cual es sustrato de la HRP (Agrisera ECL Bright). Una vez embebida con el sustrato, se expuso
la membrana a una placa radiografica en oscuridad, la cual capt6 la sefial luminica y nos permitié
obtener el revelado del western-blot.

Alternativamente, el revelado de la membrana se realiz6 por un método colorimétrico. Se
incubd la membrana a temperatura ambiente con 10 ml de una solucién de TBS 1X con la adicién

de 5 ug de DAB (Sigma) y 3 pl de H20: 100 volimenes, en oscuridad hasta aparicién de sefial.

5.3.12. Ensayos de actividad enzimatica

Todas las actividades enzimadticas de las enzimas estudiadas se expresaron en U/mg. Una
unidad de actividad enzimdtica (U) es definida como la cantidad de enzima necesaria para
producir/consumir 1 umol de producto/sustrato en 1 min, bajo las condiciones especificadas para
cada ensayo.

Para la determinacién de la actividad NeuSucPasa estudiada en el presente Capitulo, se utilizé
el método colorimétrico del Verde de Malaquita, siguiendo el protocolo detallado en el
Capitulo 1. Sin embargo, como la reaccion catalitica de la NeuSucPasa libera Pi, no fue necesario

agregar pirofosfatasa inorganica. El medio de reaccion contenia Bis-Tris-Propano 50 mM pH 6,5,
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MgCl, 10 mM, Suc-6P 1 mM y una dilucién adecuada de la enzima. Se utilizaron patrones de Pi
para convertir DOs3onm @ nanomoles.

La actividad de la NeuSucPSasa se determiné en sentido de la sintesis de Suc-6P, reaccion
que genera NDP. La determinacién de NDP se siguié de manera similar al método cinético
acoplado a las enzimas PK y LDH descripto en el Capitulo 1. El medio de reaccién contenia
MOPS-NaOH 50 mM pH 8, MgCl, 10 mM, PEP 0,3 mM, NADH 0,3 mM, BSA 0,2 mg/ml,
Fru-6P 2 mM, ADP-Glc (UDP-Glc) 10 mM, PK 0,02 U/ul, LDH 0,02 U/ul y enzima en una

dilucién adecuada.

La determinaciéon de los pardmetros cinéticos se realiz0 mediante los ajustes

correspondientes, acorde a lo descripto en la metodologia del Capitulo 1.

5.3.13. Cuantificacion de azicares solubles

La extracciéon de azicares solubles se realiz6 mediante una extraccién con
cloroformo/metanol a partir de las muestras de N. europaea. Primero se lavé el pellet celular con
HEPES 50 mM pH 8 y se guard6 a -20 °C hasta su procesamiento. Se prepard una solucién de
cloroformo/metanol 3:7, manteniéndola en hielo. Al pellet celular se le agregaron 175 pl de la
solucién cloroformo/metanol y se mezclé con un micro pilén para romper las células. Se
agregaron otros 175 ul de la misma solucion, se mezclé nuevamente y se llevé a -20 °C por 2 h.
Luego se agregaron 350 ul de agua ultrapura helada, se mezclé con vorfex y se centrifugd por
10 min a 15.000 rpm a 4 °C. Se recuperé la fase acuosa superior y se volvi a re-extraer la fase
inferior con 300 pl de agua ultrapura. Por dltimo, se centrifugd nuevamente y se combinaron las
fases acuosas. Las muestras se concentraron mediante el uso de un speed-vac para evaporar el
solvente hasta secado. Una vez obtenidas las muestras secas se disolvieron en 350 pl de agua
ultrapura y luego fueron utilizadas para medir azicares solubles.

Para las medidas de azicares solubles se dispensé el sobrenadante obtenido de cada muestra
en una microplaca que contenfa la mezcla de reaccion (HEPES-KOH 100 mM pH 7, MgCl,
3 mM, ATP 1 mM y NADP* 1 mM) y la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Glc6PDHasa),
y se midio la absorbancia a 340 nm. Una vez que la absorbancia se estabilizo, se adicionaron de
manera sucesiva las enzimas hexoquinasa, fosfoglucosa isomerasa e invertasa, esperando entre
cada una que la absorbancia a 340 nm sea constante. La diferencia entre las absorbancias de cada

intervalo constante nos permiti6 calcular el contenido de Glc, Fru y Suc, respectivamente.

5.3.14. Tratamiento informatico

Para el analisis de las diferentes secuencias se utilizaron las bases de datos on line detalladas
en el Capitulo 1. Para la construcciéon del modelo 3D de la NeuSucPSasa II de N. europaea se

utiliz6 el algoritmo AlphaFold2, detallado en el Capitulo 1.

132



Capitulo 3

54. RESULTADOS

5.4.1. N. europaea, cultivos y almacenamiento

Como se menciond en la introduccidn, N. europaea obtiene toda su energia y poder reductor
de la oxidacion del amoniaco (NH3) para su crecimiento, y puede obtener todo su carbono para
biomasa del CO,. El NH3 se oxida a nitrito (NO,") y el CO; es asimilado por la ribulosa bisfosfato
carboxilasa y el ciclo reductor de las pentosas fosfato (ciclo de Calvin). En un principio, debido
a que no se habia demostrado el crecimiento en otras fuentes de carbono o energia, N. europaea
fue clasificada como quimiolitoautétrofa obligada. La secuenciacién del genoma completo de
N. europaea (384) ha brindado la oportunidad de examinar la base genética sobre la incapacidad
de este organismo de crecer heterétrofamente. En general, aunque se encontraron genes para el
catabolismo de NH3, la asimilacién de nutrientes inorgédnicos y la biosintesis de constituyentes
organicos, los genes para el catabolismo de compuestos orgdnicos son limitados. Sin embargo,
los genes necesarios para el catabolismo de los carbohidratos a través de la via glucolitica hasta
el ciclo del 4cido tricarboxilico estdn presentes en el genoma, lo que sugiere que N. europaea
podria utilizar algunos carbohidratos para crecer. Un estudio de los genes de transportadores en
el genoma de N. europaea revel6 varios genes similares a los genes que codifican transportadores
de compuestos inorgdnicos e iones, y unos pocos genes que parecen codificar transportadores de
aminodacidos. Ademds, también se identificaron genes que codifican varios componentes de un
potencial sistema fosfotransferasa de azicar (PTS) dependiente de PEP, que tiene niveles altos de
similitud de secuencia con los transportadores de Fru o manosa. En un estudio, se demostré que
la Fru puede favorecer el crecimiento de este organismo, y se obtuvo la primera evidencia de
crecimiento quimiolitoorganotréfico de N. europaea (377). Las densidades Opticas y el contenido
proteico de los cultivos cultivados en Fru aumentaron hasta 2,5 veces durante las 80 h de
incubacién (377).

El almacenamiento a largo plazo de estas bacterias que oxidan NHj3 fue otra de las cuestiones
a resolver, ya que el no poder almacenarlas limita su disponibilidad publica y da como resultado
una pérdida de biodiversidad. En base a los resultados publicados (385), para poder preservar las
células de N. europaea a -80 °C se evaluaron distintas condiciones de almacenamiento. Para esto,
cultivos de células de N. europaea fueron criopreservados utilizando 5% de DMSO solo; 5% de
DMSO mas 1% de Tre; o 25% de glicerol como crioprotectores. Luego, estas células fueron
reactivadas en su medio de cultivo e incubadas a 28 °C. El almacenamiento a largo plazo pudo
lograrse utilizando DMSO al 5% y Tre al 1% como crioprotectores. En estas condiciones, se
observé una produccién de NO,™ exitosa y una recuperacion del crecimiento para los cultivos de
N. europaea. A partir de estos resultados, se comenzd a conservar las células a -80 °C en presencia

de DMSO 5% y Tre 1%.
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5.4.2. Curvas de crecimiento

Para el desarrollo de este trabajo de Tesis se utilizé la cepa de N. europaea 19718 (American
Type Culture Collection, ATCC) con la cual se realizé la optimizacion de los medios de cultivos
y condiciones de crecimiento acorde a las instalaciones presentes en nuestro laboratorio. En una
primera instancia, los cultivos madre de N. europaea se cultivaron en un medio de cultivo que
contenia (NH4)>SO4 para energia y CO, como fuente de carbono, en agitacién a 200 rpm y a
28 °C. La composicion del medio de cultivo se detalla en la seccion de Materiales y Métodos. El
crecimiento se controlé determinando la DO a 600 nm y siguiendo la cantidad de NO,~ generado,
ya que la manera més simple de monitorear el crecimiento de N. europaea es seguir la liberacién
de este compuesto en el medio de cultivo. El medio contiene amonio (NH4*) que es
estequiométricamente convertido a NO,~, por lo que se sigui6 la produccion de NO,™ utilizando
un espectrofotémetro, por monitoreo de la diferencia de DO entre 352 y 400 nm. Luego, la
concentraciéon de NO>  es determinada mediante un coeficiente de extincién molar de

0,0225 mM!, segin la siguiente ecuacion:

(DO352 — D0409)
0,0225

[NO;" | (mM) =

En la Figura 20 se puede ver una curva de crecimiento de N. europaea siguiendo la DO a
600 nm y la produccién de NO>~. Como se observa, la DO alcanzada es significativamente baja
(0,069), a pesar de ello se puede asegurar que las células estdn creciendo correctamente debido al

aumento en la concentraciéon de NO, ", que alcanza valores de ~20 mM.
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Figura 20: Curva de crecimiento de N. europaea en condiciones
quimiolitoautdtrofas; se siguid espectrofotométricamente la DO a 600 nm (en
azul) y la concentracién de NO2™ en el medio (en negro).
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Por otro lado, se determind la influencia de la concentracién de (NH4)>SO. sobre la
generacion de biomasa de N. europaea. El ensayo se realiz6 utilizando cantidades de 100 ml de
medio en erlenmeyers de 250 ml normales y con baffles (deflectores que favorecen la aireacion).
Todos los erlenmeyers fueron incubaron a 28 °C con agitacidn constante a 200 rpm. Se realizaron
tres tratamientos: en el primero, los erlenmeyers recibieron s6lo un incremento inicial de
(NH4)2S0O4 (5 mM); en el segundo tratamiento, los cultivos recibieron un segundo incremento de
(NH4)>SO4 después de 7 dias; y en el tercer tratamiento, recibieron 3 incrementos de (NH4)>SOs,
la cantidad inicial y cantidades adicionales a los 7 y 14 dias de incubacién. En el momento de la
inoculacion y en distintos intervalos durante las 3 semanas siguientes, los cultivos se analizaron
para determinar la DO a 600 nm y la concentraciéon de NO;". Como se puede observar en la
Figura 21, no hay un aumento significativo en la DO ni en la concentracién de NO»™ en los cultivos
que fueron crecidos en los erlenmeyers con deflectores en comparacion con los recipientes
normales (sin deflectores). A su vez, el agregado de (NH4),SOj4 adicional a la cantidad de partida
tampoco influy6 en la generacién de mayor cantidad de biomasa. Como se muestra en la

Figura 21, las células crecieron de manera similar en los 3 tratamientos.
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Figura 21: Curvas de crecimiento de N. europaea siguiendo la DO a 600 nm y la concentracion de
NO;" en erlenmeyers normales (A y C) y con deflectores (B y D), respectivamente. Tratamiento 1
en rojo, tratamiento 2 en azul y tratamiento 3 en verde; control en negro. Las flechas negras indican
los dias en los que se realizaron los suplementos, 7 y 14 dias (C y D).
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Por otro lado, siendo el CO; y el NH4* las fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente,
y debido a que la velocidad de crecimiento de N. europaea es baja en estas condiciones, se logrd
desarrollar un dispositivo para poder crecer las células en su medio de cultivo con un constante
burbujeo de aire. En base a los requerimientos de crecimiento necesarios de estas bacterias, se
incubaron en una estufa, en oscuridad, a una temperatura de 28 °C y con aireacidn continua por
medio de mangueras conectadas a una bomba de aire. Paralelamente, se crecieron células de
N. europaea en su medio de cultivo con agitacién a 200 rpm y a 28 °C, pero sin el burbujeo de
aire (Figura 22). En tal caso, se observé un aumento de la DO de los cultivos cuando se les
suministraba aire, en comparacién a cuando crecian sin el suplemento de aire. De este modo, se

pudo obtener biomasa de células crecidas en condiciones quimiolitoautétrofas.
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Figura 22: Crecimiento de N. europaea con suministro de aire
(cuadrados negros) y sin suministro de aire (circulos rojos),
siguiendo la DO a 600 nm.

Algunas bacterias quimiolitoautotréficas pueden crecer no sélo autotréficamente sino
también heterotréficamente; estas se conocen como quimiolitoautétrofas facultativas (370). Se ha
demostrado que en condiciones mixotréficas, es decir, en presencia de CO; y algunos compuestos
organicos, los rendimientos de asimilacion y crecimiento de N. europaea aumentan (377). Por lo
tanto, como la velocidad de crecimiento de las células era relativamente baja, se evalué aumentar
la biomasa mediante el agregado de Fru como fuente de carbono, analizando diferentes
concentraciones de la hexosa. En la Figura 23 se observa el crecimiento de los cultivos mediante
mediciones de DO a 600 nm en funcién del tiempo utilizando distintas concentraciones de Fru,
desde 0,1 a 15% (p/v). A partir de este ensayo, se determiné que la obtencién de la mayor cantidad
de biomasa se da a los 3-4 dias, cuando con 2% (p/v) de Fru en el medio de cultivo, como fue

detallado en la seccién de Materiales y Métodos.
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Figura 23: Curvas de crecimiento de N. europaea cultivadas en

condiciones heterotrdficas, en su medio de cultivo suplementado con
diferentes concentraciones de Fru, de 0,1 a 15% (p/v).

En las condiciones antes mencionadas, se realizaron las curvas de crecimiento
correspondientes que permitieron conocer los tiempos y fases del crecimiento de N. europaea en
cada caso. Para preparar indculos para experimentos de crecimiento, 10 ml de células crecidas en
Fru 2% (p/v) se recolectaron por centrifugacion y se lavaron tres veces con buffer (HEPES 50 mM
pH 8). Se prepararon erlenmeyers estériles, y luego se les afiadié 1 L. de medio de N. europaea,
mezclando las 3 soluciones que lo componen, como se describe en la seccién Materiales y
Métodos. Se inocul6 el litro de medio de cultivo con las células de N. europaea lavadas y se
cultivaron con aireacién constante a 28 °C por 7 dias. De esta manera, se logré obtener células
crecidas en condiciones quimiolitoautétrofas y heterotréficas (en medio suplementado con Fru),

tanto para la realizacion de los ensayos de western-blot como para la medida de azticares solubles.

5.4.3. Sintesis de sacarosa

En un primer momento, se habia establecido que la sintesis de Suc era una particularidad de
plantas y cianobacterias. Sin embargo, gracias a la informacién genética obtenida a partir de la
secuenciaciéon de genomas de diferentes bacterias, se demostré que también seria una
caracteristica de algunos procariotas no fotosintéticos. Secuencias putativas para Suc-6P sintasa
(SucPSasa) y/o Suc sintasa (SucSasa) se encuentran en algunas bacterias pertenecientes a las
divisiones taxondémicas de Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Chloroflexi,
Planctomycetes, Thermotogae, Chrysiogenetes, Deferribacteres, entre otros (218,221).

El interés particular por caracterizar el metabolismo de la Suc en N. europaea, se basa en que
es un organismo quimiolitoautétrofo, por lo que constituye una variante respecto a las bacterias
heterdtrofas y a las que realizan fotosintesis. Ademads, en su genoma se encontraron genes que

codifican enzimas involucradas en la sintesis y degradacion de la Suc, en particular, para la
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SucSasa y la SucPSasa. La SucSasa cataliza la sintesis de Suc a partir de UDP-Glc y Fru; esta
reaccion es reversible y, al menos en plantas, se encuentra més relacionada a la degradacion de la
Suc que a su sintesis (209,222). En principio, la SucSasa no se encontraria modulada por
metabolitos o asociada a otras reacciones; hasta el momento, no se ha demostrado que esta enzima
sea regulada en bacterias. La SucSasa de N. europaea ya fue caracterizada cinéticamente en
nuestro grupo de trabajo y, ademads, se logré obtener la estructura cristalina de la misma (228).
Otro de los genes encontrados en N. europaea es el que codifica una SucPSasa de tipo II. Este
tipo de proteinas son enzimas de ~80 kDa y, como se dijo anteriormente, poseen dos dominios
cataliticos: SucPSasa, propiamente dicho, y SucPasa, hacia el C-terminal. El dominio C-terminal
tiene una similitud significativa respecto a las SucPasas bacterianas, que incluye varios de los
residuos del sitio activo conservados. Por lo tanto, se ha sugerido que estas proteinas de tipo II
serian enzimas bifuncionales con ambas actividades. Entre los organismos que presentan una
SucPSasa de tipo II se encuentran muchas cianobacterias (Synechococcus elongatus PCC 6301,
Prochlorococcus marinus MIT 9319 y Thermosynechococcus elongatus BP-1) y algunas
proteobacterias como N. europaea, Acidithiobacillus ferooxidans y el planctomycete
Rhodopirellula bdltica.

Al realizar un andlisis de la secuencia gendmica de N. europaea encontramos que la misma
posee los genes necesarios para la sintesis y degradacién de Suc, por las vias convencionales
encontradas en plantas y cianobacterias, en un arreglo génico comin que involucra a las enzimas:
fructosa quinasa (NE1212), SucPSasa tipo Il (NE1213) y SucSasa (NE1214) (384). Por lo tanto,
cabe suponer que N. europaea seria capaz no sélo de sintetizar glucégeno (289), sino también

Suc.

5.4.4. Caracterizacion in vivo e in vitro de la SucPSasa de tipo II

Dado el contexto presentado, en este trabajo de Tesis nos propusimos entender el
funcionamiento y regulacién de la SucPSasa de tipo Il de N. europaea (NeuSucPSasa-II), supuesta
enzima bifuncional debido a los dos dominios que la componen: dominio sintasa (NeuSucPSasa)
y dominio fosfatasa (NeuSucPasa). Para llevar adelante este objetivo, se planted obtener esta
enzima en forma recombinante y caracterizarla en sus propiedades cinéticas, regulatorias y
estructurales. A partir de la secuencia disponible en la base de datos del NCBI (del inglés National
Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), bajo el cddigo

WP_011111801.1, se procedi6 al disefio de la sintesis de novo del gen NEI213 (2.142 pb) que

codifica la NeuSucPSasa-II, una proteina de 713 aminodcidos.

5.4.4.1. Clonado y expresion recombinante de la NeuSucPSasa-I1

El gen codificante para la NeuSucPSasa-II se obtuvo mediante sintesis de novo (Bio Basic

Inc.), de acuerdo a la informacién de la secuencia proteica. El gen se disefi¢ optimizado para la
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expresion recombinante en células de E. coli y con sitios flanqueantes para las enzimas de
restriccién Ndel y Sacl. El mismo fue obtenido en el vector de expresion pET28b(+), el cual
permite obtener la enzima recombinante fusionada a una etiqueta de His en el extremo N-terminal,
lo cual facilita su purificacion mediante IMAC.

Con la construccién [pET28b/NeuSucPSasa-11] se transformaron células competentes de
E. coli BL21 (DE3), las que permiten la produccion recombinante de la enzima de interés. Las
células transformadas se crecieron en medio LB y se utilizaron en primer lugar para realizar
ensayos de expresion a pequefia escala en biisqueda de condiciones 6ptimas de expresion. La
induccién se realiz6 con IPTG 0,5 mM, a una temperatura de 18 °C durante 16 h. Luego, las
células se colectaron por centrifugacion, se rompieron mediante ultrasonido, se separaron las
fracciones solubles e insolubles, las cuales se sembraron en un SDS-PAGE al 12%. Como
resultado de esto se observd una sobreexpresion de la enzima en la fraccién insoluble, formando

cuerpos de inclusion (Figura 24).
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Figura 24: Perfil electroforético (SDS-PAGE 12%) del
ensayo de expresion de NeuSucPSasa-II en la cepa de
E. coli BL21 (DE3): carril 1 marcadores de masa
molecular; carril 2 fraccién soluble y carril 3 fraccion
insoluble de E. coli BL21 (DE3); carril 4 fraccion soluble
y carril § fraccién insoluble de E. coli BL21 (DE3)
transformada con el plasmido pET28b/NeuSucPSasa-II.

En general, para favorecer la expresion de proteinas expresadas en forma heteréloga en
E. coli bajo el control del promotor T7 (como es el caso del pET28b), se prueba con disminuir la
concentracion del inductor, temperatura o tiempos de induccién, de forma que la sintesis de la
proteina se realice mds lentamente y se favorezca el correcto plegamiento. Conociendo esto, se
ensayaron diversas variantes en las condiciones de expresion, modificando los pardmetros antes
mencionados. Sin embargo, en todos los casos la proteina se obtuvo como cuerpos de inclusion.

Por otra parte, existen diferentes cepas de E. coli modificadas para ser utilizadas en casos
donde las proteinas recombinantes se obtienen de manera insoluble en cuerpos de inclusién (386).
Algunas de ellas poseen codones adicionales que favorecen la sintesis adecuada de la proteina de
interés; mientras que otras, como las cepas que expresan chaperonas, ayudan al correcto

plegamiento de las proteinas en sintesis. Estas ultimas colaboran con el plegamiento de los
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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 obtencion de la NeuSucPSasa-II en forma soluble y activa,
se realizaron ensayos de expresion en distintas cepas de E. coli con caracteristicas diferentes a las
de E. coli BL21 (DE3). Asi, se utilizaron las cepas de E. coli Codon Plus, SHuffle, Tuner y
Rosetta, descriptas en la seccion Materiales y Métodos, que poseen codones extras de poca
frecuencia en E. coli y han sido utilizadas para la expresion de proteinas heterdlogas, 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 logr6 obtener
la enzima de forma soluble, obteniendo nuevamente la formacién de cuerpos de inclusién, como

se muestra en el SDS-PAGE de la Figura 25.
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Figura 25: Perfil electroforético (SDS-PAGE 12%) de ensayos de expresion de
NeuSucPSasa-II en diferentes cepas de E. coli: carril 1 marcadores de masa
molecular; carril 2 captura con resina-Ni?*, carril 3 fraccién soluble y carril 4
fraccién insoluble de E. coli Codon Plus; carril 5 captura con resina-Ni?*, carril 6
fraccién soluble y carril 7 fraccion insoluble de E. coli Rosetta; carril 8 captura
con resina-Ni**, carril 9 fraccién soluble y carril 10 fraccién insoluble de E. coli
SHuffle; carril 11 captura con resina-Ni%*, carril 12 fraccion soluble y carril 13
fraccion insoluble de E. coli Tuner.

Otra alternativa para mejorar la expresion de proteinas recombinantes de forma soluble es
la co-expresion con chaperonas, las cuales se encargan de facilitar el plegamiento de proteinas
que estan siendo sintetizadas. Este sistema ha sido utilizado con éxito para la produccién de
enzimas recombinantes que presentaban problemas de solubilidad (160,388,391). De esta forma,
se evalud la solubilidad de la NeuSucPSasa-II cuando fue co-expresada con distintas chaperonas
de E. coli. A tal efecto se utiliz6 un sistema de plasmidos que portan genes codificando diferentes
chaperonas (Takara Bio Inc.). Se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) con la construccién
[PET28b/NeuSucPSasa-1I] y con los diferentes plasmidos pertenecientes al sistema. Para cada
uno de ellos, se cultivaron las células co-transformadas en medio LB y se ensayaron diferentes
condiciones de induccién (tiempos, temperatura y concentraciones de inductor), utilizando IPTG

para inducir la proteina de interés y L-arabinosa como inductor de las proteinas chaperonas.
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Finalmente, utilizando el sistema de co-expresion de chaperonas GroES/GroEL, pudimos obtener

la proteina NeuSucPSasa-II de manera soluble, como se muestra en la Figura 26.
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Figura 26: Perfil electroforético (SDS-PAGE 12%) de ensayos de expresion de
NeuSucPSasa-II mediante co-expresion con chaperonas: carril 1 marcadores de
masa molecular; carril 2 captura con resina-Ni>*, carril 3 fraccién soluble y
carril 4 fraccién insoluble de E. coli BL21 (DE3) chaperonas GroES/GroEL,
control; carril 5 captura con resina-Ni?*, carril 6 fraccién soluble y carril 7
fraccion insoluble de E. coli BL21/pET28-NeuSucPSasa-II co-expresadas con
chaperonas GroES/GroEL; carril 8 captura con resina-Ni?*, carril 9 fraccion
soluble y carril 10 fraccién insoluble de E. coli BL21 (DE3) chaperonas Tig,
control; carril 11 captura con resina-Ni**, carril 12 fraccion soluble y carril 13
fraccion insoluble de E. coli BL21/pET28-NeuSucPSasa-II co-expresadas con
chaperonas Tig. La flecha roja indica la sobre-expresion y solubilizacién de la
NeuSucPSasa-II.

Habiéndose encontrado una condicién que permite la obtencién de la NeuSucPSasa-1I de
forma soluble, se procedi6 al escalado del cultivo utilizando las condiciones de induccién: IPTG
0,1 mM, L-arabinosa 0,05% (p/v), a 18 °C por 16 h. Luego, la purificacién de la misma se realiz6

mediante IMAC. De esta manera, pudimos obtener la proteina NeuSucPSasa-II purificada.

5.4.4.2. Caracterizacion cinética de la NeuSucPSasa-II recombinante

Para realizar la caracterizacién cinética de la NeuSucPSasa-Il, se utilizaron UDP-Glc y
Fru-6P como sustratos. Para determinar la actividad del dominio sintasa se utiliz6 un método
continuo en el que la formacién de UDP estd acoplada enzimdticamente a la desaparicion de
NADH (descripto en el apartado de Materiales y Métodos). De este modo, se pudo detectar un
valor de actividad para el dominio sintasa de 0,065 U/mg, utilizando 10 mM de UDP-Glc y 2 mM
de Fru-6P como sustratos. La actividad del dominio fosfatasa fue medida con el método de
determinacion de Pi con Verde de Malaquita (como se describe en Materiales y Métodos). En este
caso, para el dominio fosfatasa se detectd un valor de actividad de 0,012 U/mg.

Al detectar valores de actividad relativamente bajos y debido a las dificultades encontradas
para obtener la proteina entera soluble, se decidi6 estudiar ambos dominios por separado. En
nuestro laboratorio ya contdbamos con las construcciones para expresar cada dominio

individualmente. Por un lado, el dominio sintasa, NeuSucPSasa, el cual codifica para una proteina
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cuya masa molecular tedrica es de 53,1 kDa, que se obtuvo con una etiqueta de His en el extremo
C-terminal, afiadida por el vector de expresiéon pET24a. Por otro lado, el dominio fosfatasa,
NeuSucPasa, que codifica una proteina de 27,9 kDa, a la cual se le afiadi6 una etiqueta de His en
su extremo N-terminal, expresindolo en el vector pET28b. De esta manera, induciendo la
expresion con 0,2 mM de IPTG y a 18 °C por 16 h, ambas proteinas se produjeron solubles y
activas.

Asi, se pudieron purificar y caracterizar cinéticamente ambos dominios por separado,
resultando ser significativamente activos cuando se expresan individualmente. Para el dominio
NeuSucPSasa, se midi6é la actividad como se mencioné anteriormente, y en la Figura 27 se
observan las respectivas curvas de sustratos. Se obtuvo una Vpa de 0,77 = 0,03 U/mg para la
ADP-GIc con un Ky, de 0,27 + 0,04 mM, mientras que cuando la actividad se evalué con UDP-Glc
se obtuvo una Vimax de 0,22 + 0,02 U/mg y un Ky, 1,8 veces mds 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-GIc en la sintesis de Suc (211,214-216). Para el sustrato Fru-6P, se observa un patrén
similar cuando se utilizan ambos dadores de residuos glucosilo, destacando que con ADP-Glc se
alcanza una Vimax 2,6 veces mayor que con UDP-Glc (Tabla 13), mientras que el K, fue similar
cuando se evalué tanto con ADP-Glc (0,16 mM) como con UDP-Glc (0,13 mM). A partir de estos
datos se determin la eficiencia catalitica medida como Viax/So5s que es andlogo a calcularlo como
kea/ Kim (0 también Via/Kim) en cinéticas hiperbdlicas (Tabla 13). Asi, la SucPSasa de N. europaea
presenta mayor eficiencia catalitica (6,5 veces mayor) para la utilizacién de ADP-GIc respecto a

la de UDP-Glc.
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Figura 27: Caracterizacién cinética del dominio SucPSasa de N. europaea. Curvas de saturacion
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 inespecificas, se evalud la
capacidad fosfohidrolasa del dominio NeuSucPasa en presencia de Fru-6P, Fru-1,6-P», Glc-6P,
Man-6P, PEP, 3-PGA, ribulosa-5P, Glc-1P, glucosamina-6P y Man-1P; los mismos se ensayaron
en una concentracién de 2 mM. Sin embargo, de todos los sustratos ensayados, la Suc-6P resultd

ser el que produjo la mayor velocidad de reaccion (Figura 28).
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Figura 28: Especificidad de sustratos de la SucPasa de N. europaea. Se
ensayaron diferentes compuestos a una concentracion final de 2 mM.
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Luego de verificar que se trata de una fosfatasa altamente especifica por Suc-6P, se realiz6

la caracterizacién cinética para el dominio NeuSucPasa con dicho sustrato, midiendo la actividad

enzimatica con el método del Verde de Malaquita (277). Este dominio también resulté activo, con

una Vmax de 28 £ 1 U/mg y un K, de 0,50 £ 0,02 mM. Ademds, se determind que el metal divalente

Mg?* es esencial para la catdlisis, con un Ky, de 3,2 £ 0,2 mM (Tabla 13).

Tabla 13: Para

metros cinéticos para los dominios SucPSasa y SucPasa de N. europaea.

NeuSucPSasa NeuSucPasa
Fru-6P ADP-Glc Fru-6P UDP-Glc Mg Suc-6P
Sustrato fijo

(2 mM) (10 mM) (2 mM) (10 mM) (10 mM) (1 mM)
Sustrato variable | ADP-Glc Fru-6P UDP-Glc Fru-6P Suc-6P Mg?
Viax (U/mg) 0,77+0,03 0,6+0,1 | 0,22+0,02 0,23 +£0,02 28 +1
Km (mM) 0,27 +0,04 0,16+0,04| 0,50+0,02 0,13+0,03|0,50+0,02 3,2+0,2
kea/ K (M1 s7) 2.523 3318 389 1.565 26.040
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Los resultados indican que ambas proteinas, cuando se obtienen como dominios
individuales, son activas enzimdticamente (Tabla 13). Sin embargo, cuando estdn conformando
el mismo péptido (proteina completa NeuSucPSasa-II) no presentan una actividad considerable.
Como se menciond en la introduccidn, de los organismos que presentan un gen codificante para
una proteina de fusidn, se distinguian aquellos que poseerian un dominio SucPasa con todos los
residuos importantes del sitio activo (SucPSasa de tipo II) y otros con carencias de algunos de
estos (SucPSasa de tipo III). En este caso, el dominio NeuSucPasa, mostré ser activo con valores
de eficiencia catalitica (kea/Km de 26.040 M s™) que sugieren su plausibilidad metabélica (392),

confirmando la hipdtesis de que la SucPSasa de N. europaea es de tipo IL.

5.4.4.3. Analisis de actividad de SucPSasa-II en extractos de N. europaea

Con el objetivo de comparar el metabolismo de la Suc en células de N. europaea crecidas
en condiciones quimiolitoautotrdficas y en condiciones heterétrofas, se evalud la actividad de la
SucPSasa de tipo II en extractos de esta bacteria crecida en diferentes condiciones. Para esto, se
partié de: (i) cultivos crecidos en condiciones quimiolitoautotréficas, a 28 °C por 7 dias; y
(i) cultivos crecidos con Fru 2% (p/v) (condiciones heterétrofas) a 28 °C por 3 dias. Se
cosecharon las respectivas células, se lavaron con buffer HEPES 50 mM pH 8, y las muestras
fueron guardadas a -80 °C hasta el momento de su procesamiento.

Las células se resuspendieron en buffer HEPES 50 mM pH 8 y su disrupcion se hizo por
sonicacién. Finalmente, la suspension resultante fue centrifugada para separar la fraccion soluble
de la insoluble. A partir de las fracciones solubles se realizaron medidas de actividad enzimatica,
acorde a lo detallado en Materiales y Métodos. Para estas medidas, se utiliz6 UDP-Glc 1 mM y
Fru-6P 1 mM, los cuales actian como sustratos de la reaccién catalizada por el dominio
NeuSucPSasa, y se midié la actividad utilizando el método del Verde de Malaquita (277),
detectando el Pi que se libera en la reaccién catalizada por el dominio NeuSucPasa. Como control
se utilizaron ambas enzimas expresadas de manera recombinante y purificadas individualmente,
NeuSucPSasa y NeuSucPasa. Las mismas fueron mezcladas en el medio de reaccién y se
determind la liberacion de Pi. A partir de los resultados obtenidos, se determiné para el control
con las enzimas recombinantes una actividad enzimdtica de 0,28 U/mg; para los extractos de
N. europaea crecidas en condiciones quimiolitoautotréficas se obtuvo un valor de 0,31 U/mg;
mientras que para las células que fueron crecidas en condiciones heterétrofas, es decir, en

presencia de Fru 2% (p/v), la actividad fue de 0,026 U/mg.

5.4.4.4. Rol fisiologico de la NeuSucPSasa-II en condiciones heterétrofas

En una primera instancia, se comenz6 a trabajar con células crecidas en medio de cultivo
suplementado con Fru 2% (p/v), ya que de esta manera se obtenia buena cantidad de biomasa

luego de 3 dias de crecimiento. A partir de esto, intentamos dilucidar qué sucede con la enzima
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NeuSucPSasa-II en células de N. europaea crecidas en condiciones heterétrofas, ya que es
incompleto el entendimiento de esta enzima y sus funciones en organismos bacterianos.

Se realizaron ensayos de inmunodeteccidn en extractos de células de N. europaea crecidas
en Fru, para lo cual se emplearon anticuerpos primarios policlonales generados en conejo contra
las proteinas recombinantes NeuSucPSasa y NeuSucPasa, purificadas individualmente. El
revelado se llevé a cabo empleando DAB (detallado en la seccién de Materiales y Métodos de
este Capitulo). La Figura 29 muestra que tanto el anticuerpo anti-NeuSucPSasa (Figura 29A)
como el anticuerpo anti-NeuSucPasa (Figura 29B) detectaron la proteina NeuSucPSasa-II en su
forma completa (de ~80 kDa). Como controles se sembraron los dominios NeuSucPSasa y
NeuSucPasa purificados individualmente (Figura 29A y 29B, respectivamente). Los resultados
presentados hasta el momento nos permiten afirmar que la proteina NeuSucPSasa-II se expresa
en su forma completa y menos activa en células de N. europaea crecidas en condiciones

heterétrofas.

A B

97 kDa — 97 kDa —
66 kDa — 66 kDa —
45 kDa — 45 kDa —
29 kDa — 29 kDa — &
18 kDa — 18 kDa —

Figura 29: Inmunodetecciéon de los dominios NeuSucPSasa y
NeuSucPasa, utilizando anticuerpos primarios obtenidos contra
NeuSucPSasa (A) y NeuSucPasa (B). Los carriles se definen como:
1- NeuSucPSasa recombinante; 2- NeuSucPasa recombinante;
3- extractos crudos de N. europaea crecidas con Fru 2% (p/v).

Dado que el rol putativo de la Suc en bacterias estaria relacionado con la tolerancia a estrés
salino (218,219,252), se realizaron ensayos de estrés con NaCl en N. europaea con el objetivo de
evaluar si en condiciones de estrés para la bacteria se producen los dominios individuales de la
proteina NeuSucPSasa-II, los cuales son activos. Las células fueron crecidas en medio de cultivo
suplementado con Fru 2% (p/v) a 28 °C y, luego de 24 h, se les adicionaron diferentes
concentraciones de NaCl [2, 5y 10% (p/v)]. Se cosecharon las células a diferentes tiempos post
adicion del NaCl (después de 1, 3, 6 y 24 h). Las respectivas muestras se procesaron y se realizé
un ensayo de inmunodeteccion utilizando el anticuerpo primario especifico anti-NeuSucPasa
(acorde a lo descripto en Materiales y Métodos). La Figura 30 muestra que la proteina

NeuSucPSasa-II se produce en su forma completa de ~80 kDa en los extractos obtenidos luego
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de incubar las células con diferentes concentraciones de NaCl. A su vez, la cantidad de
NeuSucPSasa-II se mantiene practicamente invariable en relacién a la concentracién de NaCl
suministrada. Esto sugiere que la enzima bajo estudio no se encuentra afectada por la

concentracion de sal en el medio, cuando la bacteria crece en condiciones heterdtrofas.

1 2 3 4 56 78 91011121314

97 kDa —
66 kDa —

45 kDa —

29 kDa —
18 kDa —

Figura 30: Inmunodeteccién 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 despuésde 1,3, 6y 24 hdela
adicién de NaCl 2% (p/v); carriles 7-10: células cosechadas después de 1, 3,6y 24 h
de la adicién de NaCl 5% (p/v); carriles 11-14: células cosechadas después de 1, 3, 6
y 24 h de la adicién 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 azicares
solubles en N. europaea crecidas en Fru. Primero, se realizé una extraccion de los azicares
solubles con metanol/cloroformo como se detalla en la seccién 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 azicares a cuantificar. La medida se realizé
siguiendo el método de Stitt (394), segin lo descripto en Materiales y Métodos. Como se observa
en la Figura 31, el contenido de Suc en las células crecidas en condiciones heterotréficas alcanzé
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 adicion6 NaCl los valores de Glc y Fru fueron de 2.249 y 100 nmoles/g de células (en peso

fresco), respectivamente (Figura 31).

147



Capitulo 3

2400_ 1 1 1 1 1 1 i
=
= 2300- .
£
< 22001 .
72
2
S 2100
2 1004
wn
S 80-
§ 60-
N 40- I
T
0-

Glce Fru Suc Gle Fru  Suc

Control + NaCl

Figura 31: Anailisis del contenido de azicares solubles (Glc, Fru y Suc)
en células de N. europaea crecidas bajo condiciones heterotréficas
(control) y con adicién de NaCl 2% (p/v).

Los resultados presentados sugieren que, bajo condiciones heterotréficas, las células de
N. europaea no estarian acumulando Suc como osmolito protector, ya que no se detectd su
presencia en las células cultivadas en presencia de NaCl 2% (p/v) (Figura 31). A su vez, esto se
condice con el resultado del ensayo de inmunodeteccion en células crecidas en presencia de
distintas concentraciones de NaCl (Figura 30), donde se observa la expresion de la proteina
completa NeuSucPSasa-II de baja actividad, lo que sugiere que las células no estdn sintetizando
Suc en cantidades detectables. En cambio, se observa un aumento considerable en la cantidad de
Glc, con lo cual se podria postular que las células crecidas en un medio suplementado con Fru y
NaCl estan utilizando sus reservas de carbono transiente (Figura 31). Esto les permitiria sobrevivir
en condiciones ambientales no favorables y, posteriormente, metabolizar la Glc para lograr un
crecimiento celular y una division rapida cuando las condiciones mejoren. Es importante destacar
que, aunque no podemos descartar que la biosintesis de Suc esté relacionada con el estrés salino,
ya que en este caso se analiz6 s6lo en condiciones heterétrofas, este no es el Unico factor que
podria desencadenar la sintesis de Suc. Otros factores, como la temperatura, también podrian

influir en la sintesis de Suc.

5.4.4.5. Analisis de la NeuSucPSasa-II en células crecidas en condiciones
quimiolitoautotréficas

Obtenida la biomasa de células crecidas en condiciones quimiolitoautétrofas, comenzamos
con el analisis de la NeuSucPSasa-II en células crecidas en dichas condiciones, de forma

comparativa con las condiciones heterotréficas, analizando la produccién in vivo de
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NeuSucPSasa-II en los respectivos extractos celulares. Se realizaron ensayos de inmunodeteccion
con las enzimas obtenidas de manera recombinante como control y con extractos crudos de
N. europaea crecidas en ambas condiciones, utilizando el anticuerpo generado contra el dominio
NeuSucPasa. En la Figura 32, se observa la deteccién del dominio NeuSucPasa en extractos
crudos de células cultivadas en condiciones quimiolitoautdtrofas. Mientras que, en extractos
crudos de células cultivadas en condiciones heterétrofas se detectd la proteina NeuSucPSasa-11

en su forma completa de ~80 kDa (Figura 32).

1 2 34 5

97 kDa — - -
-—
66 kDa — .
40 kDa — -
29 kDa —
‘ 4 - . -

Figura 32: Inmunodeteccion del dominio
NeuSucPasa, utilizando el anticuerpo primario
obtenido contra NeuSucPasa. Los carriles se definen
como: 1- NeuSucPSasa recombinante; 2-
NeuSucPasa recombinante; 3- NeuSucPSasa-II
recombinante; 4- extractos crudos de células
cultivadas en condiciones quimiolitoautétrofas; 5-
extractos crudos de células cultivadas con Fru
2% (p/v).

Los resultados nos permiten plantear la hipétesis que cuando las células de N. europaea
crecen en presencia de Fru, es decir, en condiciones heterdtrofas, la proteina NeuSucPSasa-II se
produce en su forma completa de ~80 kDa y de baja actividad, como ya se presentd en los ensayos
anteriores (Figura 29). Por otra parte, en células crecidas en condiciones quimiolitoautétrofas (en
presencia de CO, y NH4*), se detect6 el dominio fosfatasa (NeuSucPasa), el cual es activo cuando
se obtiene de manera individual, y no se detect6 la proteina completa de ~80 kDa (Figura 32). En
conjunto, los resultados sugieren que la enzima NeuSucPSasa-II, responsable putativa de la
sintesis de Suc en N. europaea, podria ser regulada mediante protedlisis, dando lugar a sus dos
dominios individuales y activos enzimdticamente, frente a determinadas condiciones de

crecimiento.
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5.4.5. Regulacion de la NeuSucPSasa-I1

La SucPSasa es altamente regulada en plantas, tanto a nivel transcripcional, post-traduccional
(activacién o inhibicién por fosforilacion, dependiendo del residuo fosforilado) y alostéricamente
(activada por Glc-6P e inhibida por Pi), siendo influenciada por factores ambientales como luz y
estrés osmotico (210). En cambio, hasta el momento no se han encontrado evidencias concretas
de que las SucPSasas procariotas sean reguladas, ya que no poseen los residuos blanco de las
fosforilaciones, ni fueron activadas por Glc-6P o inhibidas por Pi. Sin embargo, pareciera que la
sintesis de Suc estd muy bien controlada a nivel transcripcional en cianobacterias (395-398).

Asi como fue propuesto para la trehalosa-6P (399), la Suc-6P podria funcionar en la
sefializacion de procesos metabdlicos. Cuando a células de A. thaliana en cultivo se les eliminan
los azicares, la SucPSasa es escindida proteoliticamente al dejar de interaccionar con proteinas
14-3-3 (400). Sin embargo, esta protedlisis no afectaria a la actividad SucPSasa, pero si eliminaria
el dominio C-terminal (SucPasa* inactivo) y, por lo tanto, la capacidad de formar un complejo
“SucPSasa/SucPasa” activo. Esto permitiria un aumento de la concentracion de Suc-6P, la cual
actuaria como sefalizador de la condicion “privacion de azacar” (232).

Al ensayar la actividad de la enzima NeuSucPSasa-1I, se pudo comprobar que la misma es
practicamente inactiva. Por el contrario, cuando los dominios fueron obtenidos individualmente,
se demostré fehacientemente que ambos son activos y se producen en condiciones de
quimiolitoautotrofia (Tabla 13 y Figura 32). Ante estos resultados, decidimos analizar la posible
regulacion por protedlisis de la NeuSucPSasa-II. Para esto, se utiliz6 un servidor informatico
especializado que proporciona informaciéon sobre cortes de enzimas proteoliticas

(https://procleave.erc.monash.edu/Procleave crf). Inicialmente, se envid al servidor la secuencia

de la enzima NeuSucPSasa-II para su anélisis. Este servidor procesé la secuencia proporcionada
y generd un resultado detallado que incluia la identificacion de una peptidasa de tipo KPC2. La
misma se cataloga como una enzima perteneciente a la familia de peptidasas S8, también
conocidas como subtilisinas o familia de subtilasas, que es la segunda familia mds grande de serin
proteasas (401). Todas las proteasas de esta familia se caracterizan por poseer una triada catalitica
Asp/His/Ser y un centro catalitico de pliegues a/p, que contiene una hoja B paralela de siete hebras
(402). La serina peptidasa identificada posee el siguiente patron de corte: f/g/K/R|S/a, el cual
coincide con la secuencia h/a/G/R|S/p de la proteina bajo estudio y escindiria a la
NeuSucPSasa-II en la posicién 468, es decir, en el linker que une ambos dominios cataliticos,
dando lugar a las enzimas NeuSucPSasa y NeuSucPasa, las cuales son activas individualmente

(Figura 33).
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Figura 33: Secuencia aminoacidica de la NeuSucPSasa-II completa. Las flechas rojas sefialan el
supuesto sitio de corte de la serina peptidasa, dando lugar a los dominios individuales, NeuSucPSasa
y NeuSucPasa (resaltado en amarillo).

En base a esto, se realizé una bisqueda en el genoma de N. europaea, y se encontré un gen
que codifica para una serina peptidasa de la familia S8, la cual tiene conservados los residuos del
sitio activo Asp/His/Ser. Conociendo la secuencia del gen NEI574 (ID WP_011112138),
codificante para la serina peptidasa de N. europaea (NeuS8pept), se disefiaron oligonucleétidos
especificos para amplificar este gen mediante PCR, segtin lo descripto en la secciéon Materiales y
Meétodos de este Capitulo.

Partiendo de un cultivo de N. europaea crecido con Fru 2% (p/v), se realizé la extraccion del
ADN genémico, el cual se utiliz6 para realizar una PCR utilizando los oligonucleétidos
Neu-S8pept-Fow y Neu-S8pept-Rev (Tabla 11 de Materiales y Métodos). Sin embargo, hasta el
momento de la escritura de esta Tesis no ha sido posible obtener el fragmento completo de la
secuencia nucleotidica de la NeuS8pept (~2.200 pb), a pesar de haberse ensayado diversas
condiciones de amplificacién, como asi también distintas concentraciones de ADN genémico.
Por este motivo, para este trabajo de Tesis no pudo realizarse el clonado de la misma y su

correspondiente purificacion y caracterizacion cinética.
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5.4.5.1. Ensayos de proteélisis sobre NeuSucPSasa-I1

Al contar con extractos proteicos de la bacteria N. europaea, crecida en condiciones
quimiolitoautétrofas y heterétrofas, y debido a que no se pudo amplificar y obtener de manera
recombinante la proteasa NeuS8pept, se llevaron a cabo ensayos de protedlisis enzimdtica
utilizando los correspondientes extractos crudos como fuente de la peptidasa. Para esto, se utilizd
la enzima NeuSucPSasa-II obtenida de manera recombinante, como sustrato de la peptidasa.
Inicialmente, se crecieron cultivos de N. europaea en ambas condiciones de crecimiento a 28 °C.
Luego, se realiz6 la lisis por sonicacién de los respectivos cultivos, seguido de una centrifugacién
a 12.000 rpm y a 4 °C por 10 min. La reaccién de protedlisis se llevd a cabo incubando los
extractos crudos mds la proteina recombinante NeuSucPSasa-1I, en buffer HEPES pH 8§, a 25 °C
durante 1 h. Las muestras resultantes se analizaron mediante un ensayo de western-blot

(Figura 34).
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Figura 34: Inmunodeteccion del dominio NeuSucPasa. Los carriles
se definen como: 1y 2- NeuSucPSasa-II recombinante (to y ti); 3y 4-
extractos crudos de N. europaea crecidas en condiciones
quimiolitoautétrofas (to y t1); S 'y 6- extractos crudos de N. europaea
crecidas con Fru 2% (p/v) (to y t1); 7 a 10- extractos de células crecidas
con aireaciéon mas NeuSucPSasa-II recombinante aty (7y 8) y a t; (9
y 10); 11 a 14- extractos de células crecidas con Fru 2% (p/v) mas
NeuSucPSasa-II recombinante ato (11y 12) y at; (13 'y 14).

En la Figura 34, se observa que en los extractos de células crecidas en condiciones
quimiolitoautdtrofas, la banda correspondiente a la proteina completa NeuSucPSasa-1I desaparece
(indicado en la Figura 34 con flechas blancas); mientras que en los extractos de células crecidas
con Fru 2% (p/v), la banda de interés se continda observando. Estos resultados indican que la
protedlisis de la enzima completa sucederia cuando las células crecen en condiciones de
quimiolitoautotrofia. Esto, a su vez, se correlaciona con la baja actividad detectada en extractos
de células crecidas en condiciones heterotréficas y con los ensayos de western-blot sobre los

mismos, detectando siempre la enzima completa. Acorde con los resultados presentados
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previamente, cuando N. europaea crece en condiciones de quimiolitoautotrofia, se observo la
protedlisis de la enzima responsable de generar Suc, dando lugar a los dominios individuales

enzimdticamente activos (Figura 32).

5.4.6. Analisis de la estructura proteica de la NeuSucPSasa-II in silico

En biisqueda de respuestas para los interrogantes desencadenados a partir de los resultados
expuestos anteriormente, se procedié a la construccién de un modelo de la NeuSucPSasa-II. Para
construir dicho modelo 3D, se utiliz6 el algoritmo desarrollado por Google, AlphaFold2
(281,297). El mismo puede predecir estructuras de proteinas con precision atdmica, incluso en
casos en los que no se conoce una estructura similar. En la Figura 35A se muestra el modelo
obtenido para NeuSucPSasa-II. Dicho modelo fue analizado con el servidor Verify3D, a partir del
cual se obtuvo una puntuacién de 95,09%, denotando que ese porcentaje de los residuos tienen
valores de score mayores a 0,2 (282). Por otra parte, el griafico de Ramachandran del modelo
mostré que solo el 0,3% de los aminodcidos se encuentran en un drea no permitida (350). A partir
de los resultados obtenidos con los validadores, mostrando en conjunto una buena puntuacién en
cuanto a los valores estructurales, se puede afirmar que el modelo resultante es confiable.

En la Figura 35A se observa la estructura tridimensional de la NeuSucPSasa-II. En color
celeste se representa el dominio glicosiltransferasa, el cual consta de dos subdominios que forman
una hendidura de unién al sustrato profunda en la interfaz. La topologia de cada subdominio es
similar a un pliegue de Rossmann (Figura 35A). El subdominio A, compuesto principalmente por
los residuos N-terminales y que se encuentra cercano al dominio SucPasa, tiene un nicleo central
que consta de ocho hebras ff en su mayoria paralelas, flanqueadas por hélices a. El subdominio B
tiene una hoja P paralela central de cuatro hebras, flanqueada por nueve hélices a. Estos
subdominios, A y B, estdn conectados a través de los bucles Pro???-Thr?** y Tyr**'-Thr**?. A su
vez, este dltimo bucle se considera parte del nudo que cruza los dos subdominios y conecta dos
hélices o, una caracteristica comun de las enzimas que pertenecen a la superfamilia GT-B
(206,403,404). El linker que une el dominio glicosiltransferasa con el dominio fosfatasa, esta
representado en color verde claro (Figura 35A). El mismo tiene una longitud de 14 aminodcidos.
En cuanto al dominio fosfatasa, que se representa en color verde oscuro, también consta de dos

subdominios conectados por dos bucles que forman una bisagra (Figura 35A). El subdominio

472 634)
b

central (residuos Leu*’?-Arg>®! y Lys%-GIn'?) y el subdominio de la tapa (residuos Trp>*>-Ser
ambos contienen un (aff)-sandwich de tres capas.

Por otra parte, se realiz6 una comparacion entre el modelo obtenido para la NeuSucPSasa-II
y las estructuras cristalinas resueltas de la SucPSasa de H. orenii (246), la cual presenta un 33,96%
de identidad con el dominio NeuSucPSasa; y la SucPasa de Synechocystis sp. PCC 6803 (234),

que posee una identidad del 33,33% con el dominio NeuSucPasa (Figura 35B). La estructura

cristalina de la SucPSasa de la bacteria no fotosintética H. orenii presenta dos dominios distintos

153



Capitulo 3

de pliegues de Rossmann, con una gran hendidura de unién al sustrato entre los dominios.
Ademds, esta enzima pertenece a la familia GT-B de glicosiltransferasas de retencién de la
configuracion del enlace glicosidico, y su estructura reveld detalles sobre los sitios de unién al
sustrato y el mecanismo de reaccion, que es independiente de iones metélicos (246). En cuanto a
la SucPasa de Synechocystis sp PCC 6803, se determind que la misma cuenta con dos dominios
desiguales unidos por una regién de bisagra flexible, lo que permite que la proteina adopte
conformaciones abiertas y cerradas. El sitio activo, que contiene un sitio de unién para el cofactor
Mg?, esté ubicado en el dominio més grande, frente a la hendidura entre los dominios. El mds
pequeiio de los dos dominios contiene un bolsillo de unién 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 catalitico. La reaccién procede
mediante la transferencia del grupo fosfato de la Suc-6P al residuo de Asp en el sitio activo, con
la liberacién de Suc y la formacién de un intermediario fosfoacilo covalente, que estd coordinado
por el ion Mg?*. En el segundo paso de la reaccion, el fosfoacilo se hidroliza para liberar Pi y
regenerar el sitio aceptor del Asp (234).

También, recientemente se caracteriz6 una SucPSasa de tipo II de un metilotrofo obligado
aerébico, M. flagellatus KT. Esta enzima bifuncional es dependiente de Mg>* y result6 ser un
homotetrdmero de ~340 kDa, activado por Fru-1,6-P, y ATP, e inhibida por Glc-6P, Fru-1P, AMP
y Pi. A su vez, se demostré que en M. flagellatus la sintesis de Suc se asocia con la respuesta a
estrés salino y a altas temperaturas (231). En base a estos resultados, se realizé una comparacién
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 aminoécidos.
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Figura 35: Representacion de cinta de la NeuSucPSasa-II. (A) El dominio NeuSucPSasa
se muestra en color celeste y el dominio NeuSucPasa en color verde. Se resaltan los
residuos Arg*®’ y Ser*® donde ocurrirfa la escisién mediada por la peptidasa S8. (B)
Andlisis comparativo de las estructuras: SucPSasa de H. orenii (en naranja) y SucPasa de
Synechocystis sp. PCC 6803 (en lila) con la NeuSucPSasa-II. (C) Andlisis comparativo
de la estructura de la SucPSasa de tipo Il de M. flagellatus (en rosa el dominio SucPSasa
y en lila el dominio SucPasa) con la NeuSucPSasa-II.
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5.5. DISCUSION

La Suc es uno de los productos mas abundantes de la fotosintesis. Hasta hace relativamente
poco, se pensaba que la misma se producia exclusivamente en organismos fototréficos,
incluyendo plantas, algas unicelulares y cianobacterias (250,405). Las vias bioquimicas para el
metabolismo de la Suc se han investigado principalmente en plantas superiores y cianobacterias,
donde la biosintesis del disacdrido involucra la SucPSasa y la SucPasa (232,240,406). Sin
embargo, se conoce menos sobre las enzimas que catalizan la biosintesis y el posterior
metabolismo de la Suc en procariotas no-fototréficos.

En la cianobacteria Synechococcus sp. PCC 7002, se describié una via para la escision de la
Suc (396). Este organismo contiene el gen amsA, que codifica para una amilosacarasa (Ams,
EC 2.4.1.4), una enzima perteneciente a la familia 13 de glucésido hidrolasas capaz de catabolizar
la Suc. También se ha identificado el gen frkA, el cual codifica una fructoquinasa (Fruk,
EC 2.7.1.4), enzima que produce Fru-6P, uno de los sustratos utilizados en la sintesis de Suc.
Estas enzimas, presentes en un microorganismo fotosintético oxigénico, han sido caracterizadas
y se ha demostrado que su expresién aumenta en respuesta a un tratamiento con sal (396). En
concordancia con esto, se ha evidenciado recientemente que diversas bacterias metilotréficas,
aquellas que emplean metano, metanol o aminas metiladas, tienen la capacidad de acumular Suc,
ya sea como un metabolito primario o secundario (241,407,408). Por ejemplo, Methylomicrobium
alcaliphilum 207, un metanotrofo gammaproteobacteriano halotolerante, es capaz de sintetizar
Suc en respuesta a un aumento en la salinidad de los medios de crecimiento (241). En el genoma
de esta bacteria, se han identificado un conjunto de cuatro genes que codifican putativas
SucPSasa, SucPasa, FruK y Ams (243). Se ha demostrado que la mutacién de la SucPSasa abolié
la capacidad de esta bacteria de acumular Suc, lo que respalda el papel crucial de esta enzima en
el proceso de biosintesis del disacarido (408).

N. europaea es una bacteria que puede obtener toda su energia y capacidad reductora para el
crecimiento a partir de la oxidacion del NH3 a hidroxilamina en presencia de Oz (370,384,409).
En un ambiente en presencia de oxigeno, este microorganismo se comporta como un
quimiolitoautétrofo obligado, que acopla oxidaciones inorganicas primarias a las reacciones
biosintéticas celulares para la reduccién de CO; (410). Los estudios sobre la incorporacién de
['“C]CO; por células y extractos libres de células de N. europaea han concluido que el patrén de
fijacion de CO; en esta bacteria es similar al de las plantas verdes, como también ocurre en otros
organismos quimioautotréficos (411). En el ciclo de Calvin-Benson-Bassham (CBB), tipico de
los organismos fotosintéticos, el COz es fijado por la Rubisco y luego el ATP y el NAD(P)H,
producidos a partir de la captura de luz, se utilizan para reducir el 3-PGA a gliceraldehido-3P

(Ga3P). Este dltimo desempefia un papel fundamental en todo el metabolismo del carbono (412).
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N. europaea, junto con otros microorganismos, participa en la conversion y circulacién de
material inorgédnico en la Tierra (409). La bacteria fija el CO, mediante un ciclo de CBB similar
al que se encuentra en las plantas, pero utilizando la energia obtenida a través de la oxidacion del
nitrégeno inorgdnico en lugar de la luz solar para el proceso de sintesis (411). En algas verdes y
plantas, donde el ciclo de CBB se conoce detalladamente, la fijacién de CO, por la Rubisco
produce 3-PGA que luego se convierte en Ga3P dentro del cloroplasto. Esta dltima conversion
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 reaccion,
catalizada por la Ga3P deshidrogenasa dependiente de NADH (EC 1.2.1.12) para producir Ga3P.
A continuacién, la triosa-P se reparte entre las vias metabdlicas que tienen lugar en diferentes
compartimentos celulares (412). El andlisis del genoma de N. europaea secuenciado en 2003
(384) aporta informacién sobre su posible escenario metabdlico. 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 glucdlisis, respectivamente (384). Esto se debe
a que, en organismos como N. europaea, donde la fijacién de CO; 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 regulacion enzimadtica sigue siendo importante para
garantizar el flujo adecuado de estos procesos metabélicos. Una razén 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 metabdlicas tienen lugar en
el citoplasma, sin compartimentos separados.

Como se menciond anteriormente, N. europaea es un organismo autétrofo, por lo que el
carbono requerido para su crecimiento proviene de la asimilacién de carbono inorganico. Aunque
se ha demostrado que es mds bien un autétrofo facultativo (377,378), cuando el organismo se
cultivé con una fuente de carbono inorgédnico (CO), su tasa de crecimiento es mayor que la de
una fuente de carbono orgédnico (378,413). Sin embargo, el desarrollo del organismo en
condiciones mixotréficas tiene beneficios a través de la asimilacion del carbono y reduce el costo
energético de fijar el carbono inorgdnico. No obstante, vale la pena explorar el impacto ecolgico
de estos compuestos orgdnicos en el entorno que se desarrolla N. europaea. Por otro lado, el NH4*
es siempre esencial como fuente de nitrégeno y de energia en condiciones aerébicas. Sin embargo,
se ha observado que en condiciones anaerdbicas, donde se detiene la produccién de energia a
través de la oxidacion del NH4*, las células pueden obtener energia a partir de la oxidacion de Pyr
y la reduccién de NO>™ en un proceso contrario a la nitrificacidn, pero el NH4* atin es esencial,

posiblemente como fuente de nitrégeno (414).
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Una caracteristica interesante del genoma de N. europaea es la preponderancia de secuencias
de inserciéon. Lo mas probable es que el tamafo del genoma esté disminuyendo y que las
secuencias de insercién puedan estar ayudando, en una marcha evolutiva hacia un genoma mas
compacto. Se ha postulado que N. europaea continda su reducciéon hacia un genoma maés
compacto, como otras bacterias catabdlicamente limitadas (384). En este contexto, la
preservacion de los genes relacionados con el metabolismo del glucégeno y de la Suc puede
ofrecer algin beneficio a su estilo de vida. Es l6gico especular que el glucégeno puede actuar
como un compuesto de almacenamiento de carbono, mds que de energia. 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 osmético y
estabilizando la estructura y/o la funcién de membranas y proteinas (231,243,248,249,252,415).
Sin embargo, la Suc también se podria utilizar como reserva de carbono temporal, lo que
permitiria 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 rdpidamente
(233). Los ORFs de las enzimas SucPSasa y SucSasa en N. europaea estan adyacentes entre si en
la misma hebra y separados por sélo 70 pb. La importancia de este supuesto operén
SucPSasa-SucSasa en este organismo no estd clara, ya que resulta contradictorio que las enzimas
para la sintesis y degradacién de Suc se transcriban juntas. En este trabajo de Tesis hemos
obtenido resultados que explicarian la razén por la cual se transcribirian juntas, entendiendo la
posibilidad de un mecanismo de regulacién post-transcripcional mediante un proceso de clivaje
proteolitico.

Es probable que en N. europaea el carbono utilizado para sintetizar tanto glucégeno como
Suc provenga de la asimilacién de CO; por el ciclo de CBB, y no de una fuente orgénica externa.
Este carbono puede entrar en muchas vias metabdlicas por cualquiera de los intermediarios de
este ciclo, principalmente a partir de 3-PGA. Luego, este compuesto puede entrar en la glucolisis
(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 seria una “herradura” de Krebs, proveyendo los
esqueletos de carbono necesarios para la sintesis de aminoacidos, lipidos y otros compuestos
orgénicos (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 accién de las enzimas UDP-Glc PPasa o ADP-Glc PPasa,
respectivamente. Esta particion de la Glc-1P suele permitir el establecimiento de rutas
metabdlicas especificas, y no superpuestas, como ocurre, por ejemplo, en cianobacterias, donde
la UDP-Glc sirve para la sintesis de Suc, mientras que la ADP-Glc es utilizada principalmente
para la sintesis de glucégeno (418).

Como ya se menciond, el ciclo de CBB es una via operativa importante para la absorcién

autétrofa de CO; inorgénico. Tanto el primer producto de la fijacion del carbono, el 3-PGA, como
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asf también la Fru-6P, son intermediarios clave que vinculan el ciclo con otras vias metabdlicas.
Por lo tanto, el flujo de carbono asimilado puede dirigirse hacia (7) la glucdlisis y la produccién
de energia (ATP), (ii) las vias de cetodcidos y aminodcidos relacionados con el metabolismo del
nitrégeno, y (iii) el almacenamiento de polisacdridos, principalmente glucégeno. En este
contexto, las propiedades reguladoras identificadas para la ADP-Glc PPasa de N. europaea
respaldan que la regulacién de la sintesis de glucégeno estd coordinada con la disponibilidad de
carbono y energia en las bacterias (289). Por un lado, la sintesis de ADP-Glc en N. europaea
estaria intimamente asociada con un alto contenido energético, ya que la enzima utiliza ATP como
sustrato y, ademads, porque es sensible al AMP, que es el principal inhibidor alostérico. A su vez,
la activacién de la ADP-Glc PPasa por Pyr, PEP y OAA respalda la sintesis de gluc6geno cuando
el carbono estd en exceso relativo, ya que los niveles elevados de estos metabolitos superan las
demandas de muchas vias metabdlicas. De hecho, la regulacion de Pyr, PEP y OAA es importante
porque son parte del enclave metabdlico central para la distribucién de carbono y energia (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 catalitica (Tabla 13). El dominio NeuSucPasa mostrd ser activo y especifico por
el disacérido 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 sintesis de Suc ocurre principalmente a partir de UDP-Glc, se observé in vitro que la SucSasa
resulta mds 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 observo en el sentido inverso, como operaria fisiolgicamente en otros organismos, mostrando
preferencia en el uso de ADP en la degradacién de la Suc. Esto permite predecir que los
organismos procariotas tienen un escenario metabdlico diferente al de las plantas. La preferencia
de nucledtidos en estas enzimas determina dénde se dirige el resto de la Glc después de que se
degrada la Suc (228). Es importante sefialar que, en las plantas, la ADP-Glc se encuentra
exclusivamente en los pldstidos, mientras que la UDP-Glc se localiza en el citoplasma. Esta
distribucién 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, podria postularse que en N. europaea la Suc se puede acumular a partir
de UDP-Glc como de ADP-Glc, gracias a la via irreversible de la NeuSucPSasa-II, y su
degradacién podria llevarse a cabo a través de la reaccién reversible catalizada por la SucSasa,
dando ADP-GIc. A su vez, esto sugiere que el metabolismo de la Suc podria estar ligado a la
sintesis de glucégeno, ya que la ADP-GIc es el dador glucosilo para la sintesis del polisacarido.
Es razonable entonces que exista un mecanismo finamente regulado que permita dirigir los

dadores glucosilos hacia una u otra via. Existen diferentes mecanismos de regulacion metabdlica;
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entre ellas, la de tipo alostérico, que produce respuestas inmediatas frente a los cambios
metabodlicos (420). En plantas y bacterias, la sintesis de glucanos de reserva estd regulada
alostéricamente por activacién/inhibicién de la ADP-Glc PPasa; a diferencia de la regulacién que
ocurre en mamiferos y hongos, donde se da a nivel de la glucégeno sintasa. En todos los casos,
independientemente del papel que cumpla el glucégeno, se sintetizard siempre que haya energia
y carbono disponibles para ese fin. Los metabolitos que regulan alostéricamente las
ADP-GIc PPasas varian segtn la fuente y dependen del metabolismo energético de asimilacion
de carbono (50,51,110).

Otro mecanismo de regulacién de la actividad enzimadtica lo constituyen las modificaciones
post-traduccionales (420). Entre ellas, se encuentra la protedlisis controlada mediada por
proteasas especificas. Estas son enzimas que tienen un significado tinico en los procesos celulares
y fisioldgicos, y son sintetizadas por todos los organismos. Las mismas catalizan la hidrdlisis de
enlaces peptidicos en los polipéptidos. Una variedad de funciones y procesos bioldgicos 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
proteinas producidas deben procesarse proteoliticamente y eventualmente reciclarse. La
protedlisis especifica a menudo da como resultado la activacién o inactivacién de proteinas; en
cambio, la protedlisis inespecifica resulta en la degradacién de proteinas 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
catalitico. Varias proteasas aisladas de organismos haléfilos pertenecen a las proteasas de Ser.
Las mismas constan de tres aminodcidos en su sitio activo: Asp, His y Ser, organizados segin una
triada catalitica (422). En el desarrollo de esta Tesis, se demostré que la enzima NeuSucPSasa-I1
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 observé que la NeuSucPSasa-II se encuentra en su forma completa y de baja actividad
en células que fueron crecidas en condiciones mixotréficas (Figura 29). Por el contrario, en
condiciones quimiolitoautotrdficas, la proteina se identificé con cada uno de sus dominios
individuales (Figura 32), sugiriendo que la sintesis de Suc se da en condiciones normales de
quimiolitoautotrofia. A partir de estos resultados, se analizé la posibilidad de una escisién
proteolitica, identificando un sitio de corte potencial por una proteasa de Ser de la familia S8
(Figura 33). La busqueda in silico de posibles genes que codifiquen esta enzima en N. europaea
revelé un gen que codificaria para la NeuS8pept. Aunque se realizaron varios intentos para
amplificarlo a partir del ADN gendmico de N. europaea, no se logré obtener el fragmento
completo del gen, lo que result en la incapacidad de llevar a cabo la expresion recombinante de
la proteina. Sin embargo, se realizaron ensayos in vivo evaluando la protedlisis de

NeuSucPSasa-II, utilizando extractos crudos de células crecidas en ambas condiciones y la
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proteina completa recombinante. En extractos de células crecidas en condiciones
quimiolitoautotréficas, se observo la desaparicion 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 quimiolitoautotréficas, similar al valor
obtenido in vitro; por el contrario, en condiciones heterétrofas (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 proteina se asemeja a las estructuras ya
cristalizadas de las proteinas SucPSasa de H. orenii y a la SucPasa de Symnechocystis sp.
PCC 6803. Dichas proteinas no pertenecen al grupo de las SucPSasas de tipo II, las cuales son
proteinas compuestas por ambos dominios, glicosiltransferasa y fosfohidrolasa, como
NeuSucPSasa-II. Sin embargo, segtin los resultados obtenidos, la proteina de N. europaea en su
forma completa no presentarfa actividad enzimaética y, cuando la misma es escindida, si se pudo
caracterizar cinéticamente. En la determinaciéon de los pardmetros cinéticos, se encontraron
valores de Sos5 con un orden de magnitud menor para ADP-Glc y UDP-Glc, comparados a los
determinados para la SucPSasa-1I de M. flagellatus (Km 1,3 y 1,2 mM para UDP-Glc y Fru-6P,
respectivamente). La enzima de M. flagellatus resulté ser bifuncional, como Suc fosfato
sintasa/fosfatasa, y ambas actividades enzimdticas dependen fuertemente de Mg?*, con una
concentracién idnica 6ptima de 17,5 mM (231). En cuanto a la actividad del dominio fosfatasa,
los valores de Vimax 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 aparicién de las enzimas que sintetizan Suc y enzimas que la degradan en el mismo operén,
plantea cuestiones metabdlicas sobre la funcidn de estas enzimas en organismos no fotosintéticos.
Se demostré6 que la produccién de Suc y la escision de la misma en N. europaea estan
determinadas por un tnico operén. Esta red metabdlica 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-GIc) en Suc, con la participacion de los dominios que componen a la NeuSucPSasa-II. En
la siguiente etapa, se degradaria la Suc, dando ADP-Glc y Fru libre, mediante la accién de la
SucSasa. En nuestro laboratorio, se realizé previamente con detalle la caracterizacién cinética de
esta enzima (228). En este estudio, la enzima mostré tener una actividad enzimatica, en el sentido
de degradacioén 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 metabdlica
probablemente representa un “ciclo de Suc”. Junto con los resultados obtenidos en esta Tesis, se

puede concluir que la sintesis o degradacién de la Suc, via NeuSucPSasa-Il y NeuSucSasa, seria
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preferencial para especies quimicas derivadas de adenina que de uridina, a diferencia de lo que
ocurre principalmente en plantas. Esta especificidad tendrfa implicaciones para la particion del
carbono entre la Suc y el glucégeno, ya que implicaria una asignacién importante de la ADP-Glc
en el metabolismo de carbohidratos en N. europaea.

Se ha demostrado que un suministro de ADP-Glc para la biosintesis de glucégeno también
podria atribuirse a la escisién de la Suc por medio de la SucSasa (217,254). La clara preferencia
por ADP, observada por las enzimas de especies no fotosintéticas, podria indicar una funcién
similar en la regulacién del flujo de carbono entre la Suc y el glucégeno. También se observaron
diferencias en la preferencia de nucledtidos para las SucPSasas. De hecho, las SucPSasas de
plantas son altamente especificas para UDP-Glc, mientras que las bacterianas pueden usar otros
NDP-Glc como sustratos (215,423). Con la resolucién de la estructura de la SucPSasa de H. orenii
se sugirieron tres residuos de unién de nucleétidos conservados en plantas, pero muy variables
entre bacterias (246), los cuales podrian ser responsables de los diferentes modos de unién en las
SucPSasas de plantas y de bacterias.

El ciclo del metabolismo de la Suc, resultante de las enzimas mencionadas anteriormente,
podria ser un mecanismo ingenioso para ajustar el suministro de Suc y nucleétidos-azicar,
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 formacién y degradacién, podrian permitir que los organismos puedan responder
con un alto grado de sensibilidad a los factores que influyen en la acumulacién de azucares, el
potencial osmético, la respiracion y la sefializacion del azicar (217,424).

La sintesis de glucégeno a través de Suc como intermediario requiere dos moléculas de NTP
para unir el residuo de glucosilo al cebador de gluc6geno. Esta ruta es menos eficiente
energéticamente en comparacion con la ruta de la ADP-Glc PPasa/GSasa (via clasica GIgCA),
que requiere s6lo una molécula de NTP para la elongaciéon del glucégeno. El genoma de
N. europaea posee y expresa los genes necesarios para esta tltima via (384,425). La acumulacién
intracelular de Suc en N. europaea podria ser una respuesta a estrés salino. Se describié que este
microorganismo es tolerante a salinidad, hasta 400 mM de NaCl (425). Seria razonable entonces
pensar que la funcién principal de la ruta bajo estudio es la biosintesis de novo de Suc. Esta
sugerencia estd 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 produccién de osmolitos en N. europaea (425). La modificacién principal que se observo
estaba relacionada con dos enzimas, asociadas con la produccién de Suc, uno de los osmolitos
mds comuinmente descritos (426). Codificadas por el mismo operén, se piensa que estas enzimas
proporcionan una produccién oportuna de Suc en respuesta a las condiciones ambientales. En
dltima instancia, el andlisis de los datos proteémicos en relacién con los osmolitos, confirmé que

N. europaea modifica varias enzimas involucradas en la produccién 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 fisiologia celular en general, es un proceso que demanda
nutrientes y energia. En trabajos previos, se ha reportado que la produccién de osmolitos puede
sumar potencialmente hasta el 30-40% del carbono total y el 60% de las demandas totales de
nitrégeno, lo que resulta en un aumento de 2-3 veces en el costo energético para las bacterias
(427). Las respuestas metabdlicas especificas observadas en N. europaea, sugieren un papel del
metabolismo del carbono en la generacién de poder reductor, posiblemente para satisfacer las
demandas de energia de los mecanismos de respuesta al estrés inducidos por la alta salinidad
(425).

Como se menciond anteriormente, en la naturaleza se presentan dos vias posibles para la
sintesis de Suc. Se encuentra la via convencional que funciona en plantas y cianobacterias in vivo,
y posiblemente en la naturaleza en general, mediante la accién 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 sintesis 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 direccién opuesta, es decir,
escindiendo Suc. Tanto la SucPSasa como la SucSasa tienen un dominio glicosiltransferasa
funcional, presumiblemente con un origen evolutivo comun (229). Se postulé que la biosintesis
de Suc pudo haber sido coordinada por una enzima del tipo SucPSasa, ya que asi lo sugieren los
andlisis filogenéticos de las secuencias, y ademds porque el primer aceptor glucosilo habria sido
la Fru-6P en lugar de la Fru, debido a su abundancia en el metabolismo intermedio (229). A su
vez, la hidrolisis del intermediario de esta via, la Suc-6P, conduciria irreversiblemente a la sintesis
de Suc. A lo largo de la evolucion, la aparicion de la funcién SucSasa ahorraria energia al escindir
la Suc, en comparacidon con las enzimas del tipo invertasas. La reaccién de la SucSasa, cuando se
acopla a la pirofosfordlisis de NDP-Glc a través de una NDP-Glc PPasa, consume sé6lo una
molécula de PPi en la conversion de la Suc en hexosas-fosfato; mientras que la ruta catabdlica de
Suc generalmente requiere 2 moléculas de ATP. Esta via de ahorro energético es relativamente
pequefia cuando la Suc se respira a través de la glucdlisis y el ciclo de Krebs, pero puede ser
significativa en condiciones de oxigeno limitado, donde el ciclo de Krebs no estd completamente
operativo (221). También es interesante mencionar que la oxidacién del amonio como mecanismo
de obtencion de energia es dependiente de oxigeno y, en condiciones anaerdbicas, se inician otros
procesos metabdlicos, como la reduccién de NO,™ utilizando Pyr como dador de electrones, como
estrategia para obtener energia. Ademads de esto, en muchas cianobacterias, la induccién de la
SucSasa se da en condiciones de hipoxia, lo que aumenta la importancia econdmica de esta via
de degradacion de Suc (230).

En este trabajo de Tesis, se puso en evidencia ciertas particularidades del metabolismo de la
Suc en N. europaea, un organismo quimiolitoautdtrofo que obtiene energia por la oxidacién del

NH4* en condiciones aerdbicas. Basdandonos en todos los resultados presentados, los mismos nos
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ayudan a reforzar la hipétesis de que el metabolismo de la Suc en N. europaea podria estar
regulado por protedlisis, una respuesta rdpida frente a los cambios ambientales, segin las
necesidades metabdlicas de esta bacteria. Adn 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
biosintesis/utilizacion de la Suc en clados microbianos cuya caracterizacion 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 podria desarrollarse una

imagen mds compleja de la Suc como intermediario de las redes metabdlicas microbianas.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis han permitido arribar a las siguientes

conclusiones a nivel general:

v' Se profundizé en el estudio de las propiedades cinéticas, regulatorias y estructurales de
las enzimas involucradas en la particién del carbono. El presente trabajo de Tesis contribuye a
incrementar el conocimiento sobre las propiedades funcionales y estructurales de la
ADP-Glc PPasa de Melainabacteria, dos GSasas de B. japonicum y la SucPSasa-II de

N. europaea.

v" Se desarrollaron y optimizaron sistemas de expresion para la obtencién recombinante de
distintas enzimas bacterianas involucradas en el metabolismo de hidratos de carbono,

especificamente oligo- y poli-sacdridos de reserva y la particién de la Glc-1P.

Para el caso de Melainabacteria:

- El estudio se centré en la caracterizaciéon funcional y estructural de la enzima
ADP-Glc PPasa, con el objetivo de entender las rutas metabdlicas primarias de este grupo de

bacterias relacionado con las cianobacterias, pero incapaz de realizar fotosintesis.

- Los resultados de esta Tesis contribuyen al conocimiento de las propiedades funcionales
y estructurales de las ADP-GIc PPasas de cianobacterias no fotosintéticas, las cuales no habian
sido estudiadas hasta el momento y no se disponia de ningtin dato bioquimico/metabdlico hasta

la realizacion de este trabajo.

- Las ADP-Glc PPasas caracterizadas tienen propiedades especificas en términos de su
cinética y especificidad por los reguladores alostéricos y/o estructura cuaternaria. Las
ADP-Glc PPasas de Melainabacteria poseen una estructura homotetramérica, similar a la de las
cianobacterias fotosintéticas y la mayoria de las fuentes bacterianas, a la vez que sus propiedades
regulatorias son semejantes a las enzimas de Actinobacteria. Esto condice con el andlisis
filogenético realizado, donde las proteinas de Melainabacteria se ubican més cerca a las de

bacterias heterétrofas (particularmente Actinobacteria) que de las de cianobacterias fotosintéticas.

- En el andlisis comparativo entre las ADP-Glc PPasas de Melainabacteria y Anabaena
(cianobacteria fotosintética) mostrd aspectos comunes respecto a la sensibilidad a efectores
(activacién por Glc-6P), lo cual sustenta la hipétesis de Melainabacteria como predecesor de las
cianobacterias que realizan fotosintesis, en donde la regulacion por 3-PGA aparecid

posteriormente.
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- A partir de esta caracterizacion cinética, regulatoria y estructural, junto al anélisis de datos
genémicos de Melainabacteria, proponemos la hipdtesis de un metabolismo activo de sintesis y

degradacién del glucégeno.

- Los hallazgos de este trabajo de Tesis constituyen el primer informe bioquimico sobre
enzimas involucradas en las rutas metabdlicas de Melainabacteria, 1o que contribuye
significativamente al tema actual acerca de la separacién entre las cianobacterias fotosintéticas y

no fotosintéticas.

Para el caso de B. japonicum:

- Los resultados obtenidos nos permiten tener un acercamiento sobre la regulacion, el uso
de diferentes sustratos y las caracteristicas cinéticas distintivas de dos isoformas de GSasa

presentes en B. japonicum.

- Las dos GSasas catalizaron la elongacion de un a-1,4-glucano lineal empleando
especificamente ADP-Glc. Una de ellas (GSasa482) presenté una actividad especifica dos
ordenes de magnitud mayor que la otra (GSasa471). Se confirmé que ambas GSasas no tienen

capacidad para sintetizar Mal-1P, una cualidad tipica de las GSasas GT4.

- A partir de estos hallazgos y de andlisis gendmicos, planteamos también la hip6tesis que
en B. japonicum se sintetiza activamente glucégeno a través de dos glicosiltransferasas con

actividades aparentemente redundantes, aunque con distintas eficiencias cataliticas.

- En funcién de las diferencias en la preferencia del tipo de glucano, podria suponerse que
estas enzimas participan en la elongacion de distintos tipos de glicanos. No se dispone de

informacién sobre la(s) estructura(s) especifica(s) del glucégeno presente(s) en el organismo.

Para el caso de N. europaea:

- El entendimiento del metabolismo de la Suc en este organismo se realizé con abordajes
tanto in vitro como in vivo, estudiando comparativamente en distintas condiciones la presencia de

enzimas, isoformas y cuantificando metabolitos.

- Demostramos que la proteina 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
especificas para la sintesis de Suc. Los resultados de esta Tesis complementan la caracterizacién
de otras enzimas del metabolismo de la Suc en N. europaea que el grupo de trabajo viene
realizando. En conjunto, la caracterizacion de estas enzimas lleva a proponer una estrecha relacion
entre los metabolismos de glucégeno y Suc, basada en la utilizacién de metabolitos/precursores

comunes.
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- Se desarrollaron estrategias eficientes para el cultivo de células de N. europaea en dos
condiciones de crecimiento, quimiolitoautétrofa y heterdtrofa, lo que ha permitido generar

biomasa para realizar caracterizaciones bioquimicas comparativas.

- En cuanto a los ensayos in vivo, indicaron la presencia de la enzima completa no funcional
en condiciones heterotréficas (en presencia de Fru), mientras que en condiciones
quimiolitoautotrdficas se encuentra la presencia de cada dominio funcional, activo, de manera

independiente.

- Para la proteina NeuSucPSasa-II se identificé un posible sitio de corte por parte de una

serin peptidasa, la cual se detectd en el genoma de N. europaea como NeuS8pept.

- Se postula que la enzima NeuSucPSasa-II es la responsable de la produccién de Suc en
esta bacteria, y que la regulacién de la sintesis del disacdrido estd ligada a la escisioén de esta
enzima, lo cual constituye un mecanismo importante de regulacién frente a cambios ambientales,

seglin las necesidades metabdlicas de este organismo quimiolitoautétrofo.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis, proporcionan un importante aporte
al entendimiento del metabolismo del carbono en bacterias recientemente descubiertas o poco
caracterizadas a nivel bioquimico. El trabajo es un aporte original al entendimiento del
metabolismo de la Suc en el organismo quimiolitoautétrofo N. europaea, donde describimos
incipientemente un mecanismo de regulacidon post-traduccional sensible a las condiciones de

crecimiento del organismo.
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8. MATERIAL SUPLEMENTARIO

8.1. Figuras Suplementarias

A

Figura S1: Modelo tridimensional del monémero de inMelGlgC obtenido por AlphaFold2. (A) La imagen
muestra el plegamiento de Rossmann dentro del dominio N-terminal, con las cadenas f resaltadas en celeste
y las hélices a en naranja. (B) Se muestran los residuos del supuesto sitio catalitico (Tyr*®, Asp'*y Lys'”).
(C) Se muestran los residuos encargados de la union a efectores (Tyr?, Lys®”? y Lys*'7).
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Figura S2: Modelo tridimensional del monémero de flMelGlgC obtenido por AlphaFold2. (A) La imagen
muestra el plegamiento de Rossmann dentro del dominio N-terminal, con las cadenas B resaltadas en verde
oscuro y las hélices a en lila. (B) Se muestran los residuos del supuesto sitio catalitico (Tyr®®, Asp'® y

372 406) .

Lys'™). (C) Se muestran los residuos encargados de la unién a efectores (Arg?’, Lys*’? y Lys
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Figura S3: Modelo tridimensional del monémero de AnaGlgC obtenido por AlphaFold2. (A) La imagen
muestra el plegamiento de Rossmann dentro del dominio N-terminal, con las cadenas P resaltadas en rosa
y las hélices o en verde claro. (B) Se muestran los residuos del sitio catalitico (Phe®’, Asp!?® y Lys!"®). (C)
Se muestran los residuos encargados de la unién a efectores (Arg?**, Lys*®? y Lys*!9).
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8.2.

Material Suplementario

Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria S1: Informacion correspondiente a las secuencias utilizadas para la construccién del
arbol filogenético presentado en la Figura 3.

N° Enzima Organismo Cédigo

1 ADP-Glc PPasa (small) Solanum tuberosum 1YP2

2 ADP-Glc PPasa (small) Arabidopsis thaliana NP_199641.1

3 ADP-Glc PPasa (small) Medicago truncatula XP_003617925.1
4 ADP-Glc PPasa (small) Glycine max XP_003544493.1
5 ADP-Glc PPasa (small) Populus trichocarpa XP_002321214.1
6 ADP-Glc PPasa (small) Ricinus communis XP_002524583.1
7 ADP-Glc PPasa (small) Vitis vinifera XP_002263255.1
8 ADP-Glc PPasa (small) Beta vulgaris subsp. vulgaris CAA55515.1

9 ADP-Glc PPasa (small) Pisum sativum CAA65539.1
10 ADP-Glc PPasa (small) Vicia faba var. minor CAA54260.1
11 ADP-Glc PPasa (small) Zea mays NP_001105178.1
12 ADP-Glc PPasa (small) Oryza sativa japonica NP_001061603.1
13 ADP-Glc PPasa (small) Brachypodium distachyon XP_003577955.1
14 ADP-Glc PPasa (small) Sorghum bicolor XP_002462140.1
15 ADP-Glc PPasa (small) Hordeum vulgare subsp. vulgare AAO16183.1
16 ADP-Glc PPasa (small) Triticum aestivum AAU50665.1
17 ADP-Glc PPasa (large) Solanum tuberosum Q00081.1

18 ADP-Glc PPasa (large) Arabidopsis thaliana P55229.3

19 ADP-Glc PPasa (large) Solanum lycopersicum AAC49941.1
20 ADP-Glc PPasa (large) Arabidopsis lyrata subsp. lyrata XP_002873938.1
21 ADP-Glc PPasa (large) Arabidopsis lyrata subsp. lyrata XP_002878559.1
22 ADP-Glc PPasa (large) Medicago truncatula XP_003603943.1
23 ADP-Glc PPasa (large) Glycine max XP_003553688.1
24 ADP-Glc PPasa (large) Glycine max XP_003549968.1
25 ADP-Glc PPasa (large) Glycine max XP_003549440.1
26 ADP-Glc PPasa (large) Glycine max XP_003527197.1
27 ADP-Glc PPasa (large) Zea mays NP_001106017.1
28 ADP-Glc PPasa (large) Zea mays NP_001121104.1
29 ADP-Glc PPasa (large) Brachypodium distachyon XP_003567817.1
30 ADP-Glc PPasa (large) Oryza sativa japonica NP_001051184.1
31 ADP-Glc PPasa (large) Oryza sativa japonica NP_001059276.1
32 ADP-Glc PPasa (large) Sorghum bicolor XP_002440313.1
33 ADP-Glc PPasa (large) Hordeum vulgare subsp. vulgare AAC49729.1
34 ADP-Glc PPasa (large) Oncidium goldiana AAM95945.1
35 ADP-Glc PPasa (large) Triticum aestivum CAD98749.1
36 ADP-Glc PPasa (large) Triticum aestivum P12299.2

ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa

Synechococcus sp. RS9917
Cyanothece sp. CCY0110
Synechococcus sp. CBO101

Thermosynechococcus elongatus BP-1

Nostoc punctiforme PCC 73102

ZP_01080177.1
ZP_01731458.1
ZP_07973311.1
NP_682077.1
YP_001869319.1
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50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa

ADP-Glc PPasa (large)
ADP-Glc PPasa (small)

ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
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Nostoc sp. PCC 7120
Synechocystis sp. PCC 6803

Synechococcus elongatus PCC 6301

Anabaena variabilis ATCC 29413
Synechococcus sp. PCC 7002
Cyanothece sp. PCC 7822
Nostoc azollae
Arthrospira maxima CS-328
Micromonas pusilla CCMP1545
Micromonas pusilla CCMP1545
Micromonas sp. RCC299
Micromonas sp. RCC299
Chlamydomonas reinhardtii
Chlamydomonas reinhardtii
Ostreococcus tauri
Ostreococcus tauri
Volvox carteri f. nagariensis

Volvox carteri f. nagariensis

Ostreococcus lucimarinus CCE9901

Ostreococcus lucimarinus CCE9901

Selaginella moellendorffii
Selaginella moellendorffii
Selaginella moellendorffii
Selaginella moellendorffii
Selaginella moellendorffii
Selaginella moellendorffii
Selaginella moellendorffii
Selaginella moellendorffii
Selaginella moellendorffii
Shinella zoogloeoides
Paracoccus thiocyanatus
Rhizobiales bacterium
Mesorhizobium oceanicum
Rhodoplanes elegans
Azospirillum sp. TSOS
Martelella mediterranea
Rhizobium mesoamericanum
Bradyrhizobium japonicum
Rhizobiales bacterium
Sulfuritortus calidifontis
Nitrosomonas marina
Nitrosomonas oligotropha
Xylophilus ampelinus
Paraburkholderia rhynchosiae
Caballeronia sordidicola

Rhodoferax antarcticus

NP_488685.1
NP_443010.1
YP_171631.1
YP_322537.1
YP_001733367.1
YP_003887306.1
YP_003722981.1
ZP_03275613.1
XP_003056043.1
XP_003054985.1
XP_002507549.1
XP_002503615.1
XP_001693447.1
XP_001691854.1
XP_003084430.1
XP_003080399.1
XP_002956068.1
XP_002951950.1
XP_001422382.1
XP_001418959.1
XP_002994500.1
XP_002989290.1
XP_002982912.1
XP_002981933.1
XP_002980858.1
XP_002975788.1
XP_002973739.1
XP_002970384.1
XP_002968152.1
WP_119256651.1
WP_115756538.1
WP_115156201.1
WP_114579936.1
WP_111356150.1
WP_109150954.1
WP_106310289.1
WP_028746729.1
WP_014493115.1
WP_113529535.1
WP_126462236.1
WP_090633633.1
WP_090317903.1
WP_110464968.1
WP_102635427.1
WP_089164405.1
WP_075585858.1
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88
&9
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121

ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa
ADP-Glc PPasa

Material Suplementario

Nitrosospira multiformis
Neisseria dumasiana
Paraburkholderia bryophila
Corallococcus sp. CA0O51B
Desulfatiglans anilini
Myxococcus stipitatus
Myxococcus macrosporus
Stigmatella aurantiaca
Vulgatibacter incomptus
Stigmatella aurantiaca
Geobacter bemidjiensis
Vibrio mediterranei
Salmonella enterica
Vibrio cholerae
Haemophilus influenzae
Haemophilus haemolyticus
Aeromonas hydrophila
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli
Yersinia pestis
Rhodococcus fascians
Rhodococcus jostii
Streptomyces coelicolor A3(2)
Streptomyces scabiei
Corynebacterium minutissimum
Microbacterium testaceum
Microbacterium oxydans
Mycobacterium vulneris
Mycobacterium shigaense
Mycobacterium tuberculosis
Micrococcus luteus
Actinomyces ruminicola
Actinomyces oris
Kocuria palustris
Melainabacteria bacterium
Melainabacteria bacterium
Melainabacteria bacterium
Gastranaerophilales bacterium HUM_20
Melainabacteria bacterium MEL.A1
Gastranaerophilales bacterium
Gastranaerophilales bacterium HUM_21
Gastranaerophilales bacterium HUM_9
Gastranaerophilales bacterium HUM_6
Gastranaerophilales bacterium HUM_S
Gastranaerophilales bacterium HUM_1
Melainabacteria bacterium GWF2_37_15

WP_113067136.1
WP_096777558.1
WP_111935803.1
WP_120645735.1
WP_028321096.1
WP_015352759.1
WP_013935338.1
WP_002610372.1
WP_050724205.1
WP_013376533.1
WP_012529339.1
WP_124941924.1
WP_122029635.1
WP_119560420.1
WP_118873727.1
WP_118861127.1
WP_118836321.1
WP_117373127.1
WP_115431588.1
WP_016678934.1
WP_032403021.1
WP_073370619.1
NP_625258.2
WP_037698817.1
WP_039674867.1
WP_058598057.1
WP_045280110.1
WP_085292363.1
WP_096441957.1
WP_057375489.1
WP_036383376.1
WP_092537108.1
WP_060958022.1
WP_058872255.1
RAI15060.1
RAI13416.1
RAI12533.1
WP_129697482.1
WP_129696015.1
PWL74908.1
DAB23140.1
DAA96560.1
DAA93442.1
DAA90045.1
DAA82094.1
OGI00355.1
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Tabla Suplementaria S2: Informacion correspondiente a las secuencias utilizadas para la construccién del

Material Suplementario

arbol filogenético presentado en la Figura 15.

N° Enzima Organismo Codigo

1 GlgA Bifidobacterium longum WP_117839538.1
2 GlgM Mycobacterium tuberculosis WP_057372227.1
3 GlgA Mycobacterium tuberculosis POWMY9

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 GIgA 2 Rhodococcus jostii ABG98234.1
13 GlgA Kocuria rhizophila WP_029603115.1
14 GlgA Corynebacterium glutamicum WP_003855006.1
15 GlgM Mycolicibacterium smegmatis AOR2E2.1

16 GlgA Streptococcus pneumoniae WP_134688005.1
17 GlgA Streptococcus mutans UA159 Q8CWXO0

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
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

67
68
69
70
71
72
73
74

GlgA 2
GlgA 471
GlgA 482

GlgA 1

GIgA 2

GlgA 1

GIgA 2

GlgA 1

GIgA 2

GlgA
GlgA

SSasa 1

SSasa 2

SSasa 2

SSasa 1

SSasa 2

SSasa 3

SSasa 4

SSasa 1

SSasa 2

SSasa 2

SSasa 1

SSasa 2

SSasa 1

SSasa 1

SSasa 2

SSasa
SSasa
SSasa
SSasa
SSasa
SSasa

Agrobacterium tumefaciens
Bradyrhizobium japonicum
Bradyrhizobium japonicum
Synechocystis sp. PCC 6803
Synechocystis sp. PCC 6803
Nostoc sp. PCC 7120
Nostoc sp. PCC 7120

Trichormus variabilis ATCC 29413
Trichormus variabilis ATCC 29413

Prochlorococcus marinus
Fischerella thermalis
Durio zibethinus
Durio zibethinus
Vigna radiata
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Arachis hypogaea
Glycine max
Glycine max
Rosa chinensis
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Prunus persica
Zea mays
Zea mays
Zea mays
Sorghum bicolor
Ananas comosus
Oryza sativa japonica
Elaeis guineensis

Brachypodium distachyon
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Q8UK38.2
WP_038965823.1
WP_011089199.1
P74521.1
P72623.1
Q8YVUS.1
Q870Q9.1
Q3M9UI.1
Q3M3R4.1
WP_012007425.1
WP_102172200.1
XP_022738775.1
XP_022739289.1
NP_001304209.1
XP_025666504.1
XP_025686051.1
XP_025645888.1
XP_025651158.1
RZC18017.1
RZC01460.1
XP_024181951.1
QYFNF2.1
QIMACS.1
XP_007220640.1
NP_001104880.2
NP_001288582.1
XP_020400389.1
XP_021304395.1
XP_020112542.1
XP_015614561.1
XP_029119652.1
XP_014753091.1
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