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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram nezauva de vxda hbre capaz de producxr algmato de
manera extracelular y como consutuyeme dc estmcturas reSIStemes a la esecaczon Elg gene algD de

resultados son sumlares a Ios prewamente repona

algD es diferente en cada cepa y dependlente de kuna m c1oz‘1vreg;’tilalona loca otra ’regién. o




INTRODUCCION

A) Generalidades
Azotobacter vmelandu es una bactena Gram-neganva de vxda hbre, que posee vanas caractcnsucas

atmosférico en condxc
diferentes condxclone

que le permite mcorporar DNA en suc
multiples copxas 'de su cromosoma (Nagp
producir alginato extracelular y {g) un pro'
ambientales -adversas. Este proceso le
desecacién denominadas quistes, las cual

Azotobacter vmelandn es un rmcroorgan 1 vida'libre no patégeno, y el p
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produce contiene bloques de 4cido guluromco por lo que consmuye una buena fuente de obtencién

de alginato bactenano por via fexmentanva

B) Ruta biosintética de algmato :
Aunque laruta de b1051nte51s de algmato fue pnmeramente descnta en el al
y en A. vinelandii (Lin, et al 1966' indar; et al. 1975), su' genenca y. bi ’Iogxa molecula.r han sxdo :

cafe Fucus gardnerz

ampliamente estudiadas en
Las enzimas que participan e

1-fosfato. Recievn‘tq‘xiicmg se - ha reportado que: 1as proteinas AlsC'y" AlgA tambié panicipanén‘]a»




Tabla I. Genes de b:osmtesm y regulacxdn de la produccxén de al gmato en P aerugmosa

Desngnacxones G Peso molecular
Gene alternativas" : 'F‘unciqnesaig - (kDa)b
a). Genes de biosfntesis - - S R
algh  (pmi) ' PMI-GMP L 534
algC  (pmm) PMM : 5020
algD GMD 4760
algE Funcién de transporte? ~ 544 '
algF Acetilasa 228
algG Epimerasa o - 59.8 7
algL Alginato-liasa 40.9
alg8 Polimerizacién? . 56.9
alg44 Polimerizacién? 34 3
alg60 ? e :
b). Genes reguladores _
algR  (algRD). =~ . ,Reguladorposmvo, seune . 276

Ty e algD e '

alg) (algR2) 180
algP 39.0
algB e 493
algl  (algT, oFPia) 27.5
mucA 20.0

mucB  (algN): “'

guanosina dlfosfomanosa desh:drogenasa : i :
b Determinado a partir de la secuencia de‘ DNA para AlgP y MucA dexcrmmado por mo\ 1]1dad en ge]es SDS PAGE
(Deretic, et al. 1994 May, el aI 1994) AT : v P




3 (1P — UDP-G —> LPS €— —

AlgCl A

' I
G6p——— FMﬁP MIP ~)‘GDP l.\lun— -> GDI!-Rha

i

May, eral. 1994; Deretic, et al. 1995

Fig. I. Ruta de biosintesis de alginato en P. aeruginosa. La Fructosa 6-fosfato (F6P) es convertida a GDP-
dcido manurénico (GDP-ManA), el cual proporciona los residuos manuronato (M) para la polimerizacién. Los.
residuos guluronato (G) son incorporados.via epimerizacion de los residuos manuronato por la proteina AlgG; g .
representa la etapa de transicién:de’la’epimerizacién de manuronato a guluronato..Los: residuos;de:dcido -
manurénico de los alginaros’bacterianos:son’ parcialmente ‘o-acetilados por la proteina Alg gnos de.
interrogacién indican que C el T e : 44:y.a : '

de estas protefnas son:hipc
lipopolisacdridos. Las flecha
(LPS). Abreviaciones usada:

manosa 6-fosfato; M1P, manc
GDP-Rha, GDP-ramnos

Man, GDP-mano
UDP'GflJDP_" Bt




34 min
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Modificado de May, T.B. er al . 1994

Fig. I1. Localizacién y orgamzac:on de los genes de ailginato en P. aerugmosa Los ‘genes de: alcmato\
estan localizados en tres regiones diferentes en el cromosoma de P. aeruginosa. Los genes blosmtetlcos se
encuentran en una regién de 18 kb en el minuto 34, excepto el gene algC; que’ ‘esta‘en’ el mmuto 10, Los

genes reguladores mapean en los minutos 10 y 13, Los genes responsables de'la'conversién a la mucmdla se

encuentran localizados en el minuto 68. Las flechas sobre los genes md1can la dlrecadn de transcnpczon




biogénesis de hpopollsacéndo (Goldberg, etal. 1993;Ye, et al. 1994)

Py

En P, a'évr'uginosa;yAi vi ‘elandii,‘la‘ fqrm A‘cion‘ de;unidzit;leé_'fd '

acxdo gulurémco ocurre a mvel de

polimero | por accxén de la enzima epxm os de manuronato que no han

sido aceulados por la en21ma algmato a 1975 ; Franklm‘f et al 1994) ’

En P. aerugmosa la eplmerasa se-loc
mientras que en A. vinelandii la actmdad
en A. vinelandii se han reportado. vano:
1995), sin embargo se desconoce si tod
Aunque las enzimas epimerasa y al

tienen efecto sobre las propiedades reolég

Estudios genéticos en P; a
fenotipo mucoide (muc) s




homologfa con el factor sxgma aJtematwo de Escherzchm coh (O’E), mvolucrado enla expreswn de

032, el factor sxgma del estrés por calor en E coII 'htrA un gene necesano para la sobrevxvencla a

biosintéticas. i
El producto del gene al
recvuladoras de dos

en algR demostraron que el pOl]pCpUdO fosft lado por A]gQ>no es Al°R (Dereuci et‘ al 1992)
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AlgQ es similare intercambiable a PfrA, un regulador posmvo de la blosmtesxs de sxderoforos en

P. puttda (Venmn et al. 1993).
Rcc1entemente se ha deﬁmdo que Ia transcr1p016n del‘ aene aIgD‘es depﬁndleme'de Ia protema ‘

dos veces en la trénscnpc .
Estos datos ponen e'm 16n del g e algD en’ P aerugmasa es dependxente

de otra mutacxén en el ondo Oenetlco an xz 0
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Pd Pp

™ ////L» ]l ' alng—r mucA T " mucB }——

Fig. IIL Regulac|0n> transcrlpclonal .del gene algD y expresxon del feno ‘p'
aeruginosa. leerentes niveles regul atorios controlan la expresin del gene aIgD de
orden se encuentra e] grupo de oenes algUmucAmucB que. conlro]an la co‘nversnon .al

los genes puede caus
A]°U Esto se’asocia c
permlte la sobreexpr

regulacién de algD; sin’ embargo'es X :ha! ostrado Las desxonacxénes a]ternauvas de los genes
son: algU (algT) nch (a[gN) algR (algR]) y algP (algR3) .
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AN TECEDENTES

En las bacterias A. vmelandu y: P. aer ugmosa y ‘en el aloa marma F ucus gardnerz se ha descrito
que las enzimas que pamc1pan en ]a ruta de blosmlesw de al gmato son smulares A vmelandu ¥y P

aeruginosa pertenecen al 11 ) ] l'tudA en laA :

orgamzacxén de Ios genes

al. 1991). En el
fue subclonado

del promotor algD de P aemgmosa pueden estar 1nvolucradas en la regulam()n de IgD_ en A

vinelandii.



OBJETIVOS

La secuencia del gene algD de A. vinelandii revela la presencxa de secuencxas consenso reconocxdas
ére que mecamsmos regulatorxos sm’ulares-

por protefnas reguladoras en P. aerugmosa lo ‘que sugi
controlan Ja producmén de algmato en amb s bacteri:

ara conocer los me ; anismos, regulatonos

OBJETIVOS PARTIC

-Construir un pldsmi : siéh ffénscripcjoné]
algD-lacZ. £
-Integrar en cepas de

: UPO n“luft‘:voi‘cllweylérfus‘ién‘,t‘x_'aﬁfs'éiribéi’bnaj algD-
lacZ. : T

-Evaluar la expres n del g' e algD cuamlﬁcando ]a actmdad [3 va]actosuiasa en d)ferentes

condiciones ambxentales en cepas muco:des y no mucoxdes de A. vmelandu



MATERIALES Y METODOS

Todos los materiales y métodos empleados en la reahzamc’m de este proyecto se reportan en el

manuscrito: .
“Characterization of the gene codmg for GDP—mannose dehydrogenase (aIgD) from Azotobacter

vinelandii”.

RESULTADOS :

A) Construccmn de la fu516n t anscnpcxonal aIgD IacZ en e] cromosoma de tres cepas de A i

e_constru' é un plasrmdo

transcrxpcmnal

sz
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dentro del gene algD. La hibridacién DNA::DNA tipo Southern del p]ésmldo pCTD273 contra un
fragmento de 670 pb Aval del. extremo. carboxﬂo terminal, del gene aIgD de P aerugmosa mostro
la mtegracxén del num-Tn5IacZI en el _gene aIgD de A vinelandi :

pldsmido pCTD2
intensa en el frag
del rmm-TnS IacZ

respecuvameme S



FEcoRI

Baw HI Hindill Hindlll

Pstl UIII g T H
L

e IPaCL SR NSRS

pMSD27 _
11.92 kb mob -

|

5, le'
N\ / /\\ EcoRI

Hindlil
‘BamHI

Transposicién Tn5

BamHI Hindlll Hin'dm

@'Eﬁ.ﬁlﬂﬂaﬁlﬁ, Km J

| |

EeoRl * FeoRI

pCTD273
16.92 kb mob

: cmt fi
Psil . AN
: » EcoRI
Nl
T \ Hindlll

- Bam HI

Fig IV. Representacién diagramitica de la constr_ucciéxi‘dé la fli_s:i‘(")rizziréhyscfji_'p(ci(;nal'- aIgD-IacZ
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{a g E/P HI/P . IB E/P . H/P
27 273 27 213 , ; . 27-27327.273
Kh & 23 453 i 23475
- :
23, .
94 @ @ <134 Kb
65 e - o«
- -
[ __J %
4.3 - —— \
- <275 Kb
2} a»

0.6 -
algD de P.. _c‘zérzggin‘vo:q"~
| S N
Aval Aval
1100pb 1770pb

Fig. V. Localizaciéon de la insercién mini-Tn5lacZ1 dentro del gene algD de A.
vinelandii en el pCTD273. A, Patrén de restriccién de los plasmidos pMSD27 (carriles 2 y 4)
y pCTD273 (carriles 3 y 5) con las enzimas EcoRI/Pst]I (carriles 2y 3) y PstI/HindHI (carriles 4 y
5). El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular DNA de A digerido con HindIIl. B,
Hibridacién DNA::DNA tipo Southern del gel mostrado en el panel A con el probador de algD de
P. aeruginosa de 0.67 kb Aval. C, Representaci6n diagramatica del gene algD de P. aeruginosa,
indicando la regién del probador empleado en el panel B.
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EGoR1 EcoRl  pg

" Fragmento Psi algD:: Tn5 lacZl

E¢RI EcoRl  pgi

GENOMA DE A. vinelandii

DOBLE RECOMBINACION HOMOLOGA

Pst] Y EoRI EcoRl pgry

GENOMA DE A. vinelandii

Fig V1. Diagrama esquemaitico de la construeccién de la fusién transcripcional algD- lacZ en el
cromosoma de A. vinelandii por un evento de doble recombinacién homéloga.
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B). “Charactenzanon of the gene codmg for GDP mannose dehydrogenase (aIgD) from
Azotobacter vinelandii”. : ; :
En el manuscrito se describe la clonacxon y caracterlzaclo
gene fue clonado en base a su homo]ogla con alg

‘gene algD de'A: 1_Jnkzelva;1‘z’a’1;ij.;Eslé

enzima GDP-manosa deshidrogenasa, esencxal en
La caracterizacién del gene algD de A. vinéland
uso de la fusién transcripcional algD-lacZ [
mucoide. Los resultados muestran una es'trécha
fenotipo mucoide en las cepas analizadasl Par

algD y la produccién de alginato en respuesta
lacZ fueron complementadas con el pMSD67
vinelandii. Las condiciones ana]iiadaé ‘u‘/
nitrégeno como NH4 y nitrato. Cabe
algD 'y la produccién de algmato sm em 20
cepa (ver los resu]tados)

-Manuscrito somendo a revxsxon para su pubhcacxon en Ia evxsta Joumal of Bactenology

-Todas las ﬁguras y tablas del manuscrno se prescntan co umcros arébloos xmentras que las que

no estén contemdas en el se presentan en numeros romanos o
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ABSTRACT

Azotobacter vinelandii presents §‘~,.di“ffefgq1,iation ‘process ‘leading to

the formation of desiccation-resistant *

have a role in cysf for
characterization of the A

mannose dehydtovg"eh'é's

similarity

region of
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but the algD transcrlpnonal regulanon by the condmons studled was

different for each strain. The analysns of these da ',_that, :
different regulatory mutations mlght be present |n two\ of the three'

strains studied.
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INTRODUCTION:
Azotobacter vinelandii is a gram-negative $oil: bacterium' which 's'trJf:frers,"_

a differentiation process “l‘e_a’dking 1o ‘the ",‘f‘oifmlétivdh‘: of 5"deéi§:¢aﬁ9h-f

encystment process . takes. abc

surrounded by two capsule-lik

motivated by;:the
with P, aer‘u:g/vrffmsa, ] ,moun‘,ts;"."bfi:'

alginate, are the .krhio,st'.{i‘mpoft‘_a,krji. c’a  éé -Gf_ydeéih'?df“;VCS‘,S‘{-":
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patients.
The a!gmate blosyntheuc pathway from: A wneland// and P aerug/nosa. |

are very similar (4, 36). In P aeruglnosa thye commstment enzyme m~
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the naturally occurring. mucoid :strains are isolaieyd f‘rgm,the: lungs - of

ain - mutations:

A. vinelandii has been:re t

some P. aérugin_os genes:involved in:the Bio§ynth,esisja“nd.‘reg"uAl':a:tionv of

e formatjon: of - desiccation-resistant. -

cells, and s ,ites,‘nfah‘sér;npktiéh on ‘three v’s‘u_fa'ihsiiflériderf qifférent

culture conditionsi
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MATERIALS AND METHOD’S
Microbiological Procedures:. Bar;tkériailf strvains._l;_and". pl'aslmjds_j:'usbed: in

this work are shown on Table 1. A: vinelandii strains were routinely .

nitro

gsrpre‘c.‘tively.

30 and 30,

hydrolyzed"lpéf mlm{tﬁé}‘an’d’ p”e'r;f'ng:;fp,f;;pro'téin. "All‘;'m_eaks,kukr“emem's : Wetr'_e :
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done by triplicate.

The resistance to desiccation. was measured. using bacterial : cultures’

grown for 18 to 24h on liquid E edium wi w’eyre.;;trané‘fél"fed to BS'.

lacZ'1 insertiblns»&gn -algD-gene " located in-plasmid  pMSD27.-(Table ) by
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" selecting Kmr, Nalr trans'cyonjugants'from the cross between the E. coli

strains S 1_;_7¢_va17(?; .pir) : containin

DH5a containing ‘plasmid pMSD2

of algD (Fig 4). Tl

vinelandii strains w
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Nucleic 'acid procedures. 'DNA isolation. and cloning, Southern

blotting and nick translation procedures were
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HESUL'.TS |

Cloning and sequencing of A. vin,ejlyan'diii»'all;qD géhe.,‘lt'i"r\x‘as,‘»bbeﬂgn
previously. r_eported that. A. wnelandnhasDNAsequences hgrﬁéll;g’éus:'kiol

P. aeruginosa genes of: the- (13)>.:“: The A. -

homology with the_y»ﬁ?‘i

analysis using as prob

fragment with algb I

for further anal yéi
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sequence for this type of promoters is CTGGCACN,;CTGCA (29)

(underlined nucleotides are: invariable)

containing the oE-like ‘

the consensus sequenc

start sites'=we
nucleotide -200.'and th

tunctional” promoters  which -are - predominantly -used in' this ;.}stvl'_‘éi,n»,‘}when‘
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. grown, fixing. nitrogen, in BS medium are a prdr}note»r whish is similar

promoter: is GTAAN0C - (Fig'f"l).:fT oter(P2) is iecated at-

123 to -94 and is a oD type of'pr'om‘ot‘er,, yblg*i).'No primer extensieh~
products were observed in strain UW136

Construction and characterlzat”ien'vfOfﬁ‘aIgD- mutants. In orderto

determine whether the putahve ’algD gene which had been sequenced

was functional in A. V’”‘?/a’?d”,v,'t' dlsrupted in straxn ATCC 9046

nature of
known.” In’
encystmem‘

and RSD1 cultures was measured Straln ATCC 9046*h 1requency of
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cyst formation of 10%, while the mutant RSD‘l.has‘é fr‘edu‘enc'y ‘<i:f Jess
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mucoid strain UW1386, presented the Iowest values of this enzymatic
actnvnty, strain AZ have an mtermedlate ;3 galactoszdase actnvnty value
and is derived from straxn AEIV whxch produce lntermedtate alginate

levels.

Regulation of algD: transcrupt:onr and algmat_e production by

different envnronmental stlmull order 'to s:multaneously

studied, on:

apparent on 1he',highe »sodiumchlorid

Alginate producnon’ and a/gD transcnphon were both‘veryb low on. ‘stram
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U5/pMSD675, and were not aﬂecied by any of the environmemal

stimuli studied. (Table 3)." In the z[c’:és’éf"’6{_‘f'ist‘réin:‘,Vw’yl"]‘é/bMSb'G?'S',]iwe' e

measured - i
U5, Tables g

level produc::éab__ rain: UW1 e IgD

promoter trgnscribed by the k_P\_N‘AP _containing the . o54 subunit, the
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alginate produced by the ntrA" mutant MV700 »v_vasAm’easqr_e_d'. Both

strains UW136 and MV700 ‘produced simil

0.5 and .4.4 + 2.3 mg/g of:

plates of BS + LB. This ‘r.e"s:ul‘t;.vs‘ugge ed algD transcription

in the UW136 genetic'béckgrbu' 7 _sc‘r_pvtitbnfrom the

putative ¢54 promoter.



DISCUSSION
Wé report here the cloning and characterization of the A. vinelandii
gene coding for the GDP-mannose dehydrogenase (algD), which is a key -
enzyme in algiﬁate biosynthesis. We found that it Eaé a high degree of
homoiogy with the corresponding P. aeruginosa algD gene (8). The
analysis of the non-translated upstream DNA sequence of this gene
suggested the involvement .of some proteins in its regulation. Two
sequences were detected which very closely matched with the
consensus sequence of the promoters recognized by the RNA polymerase

containing a oE-like subunit (12, 17), but none of these sequences was

found to be a functional promoter by the: primer ke;xt’e’ns‘io‘r'i -analysis.

However, a functional promoter: was fOuh,df

promoter, it contains al 'the'f"lnﬁé_lebtidgsf~'WH‘iCh ‘have been found to be

invariable in'ft'hl_vs ype -proirfhc:ityérs‘fi(‘i,‘?').‘r,}
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AlgR binding Sequen.ce on the algD.u.pstream non-coding region strongly
suggest that the transcription of this A. vinelandii gene is regulated by
AlgR via its activation of the AlgU recognized promoter.
The second algD mRNA start site found in strain ATCC 9046 correspond
to a promoter transcribed by the RNA polymerase containing a oD
subunit (37), which is the form of the enzyme which transcribes the
“house-keeping” genes. The high homology of the oD algD promoter with
the consensus sequence of this type of promoters in P. aeruginosa,
suggests that its transcription is constitutive, but the consensus
sequence for the oD homolog in A. wnelanduhas not been reported yet.
In the sequence upstream of the codmsequence we detected a similar
sequence to that recognized by thye"RNA‘.sri;:Iyﬁerase containing a o©54-

like subunit, but this sequence is unu'su_avlly‘upstream from the first

algD codon and lacks a C in. 2 egloh;fw;hich is present in mosyt of
this type .of promoters (29). |

putative oS54 promoter ”hbas"

(38) has no significant effec on’ algi te;b"rgdu‘c_;trqri In 6rdér‘{o obtain
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more conclusive evidence for the functionality of this prbmoter in thé
other strains studied, alginate production and algD transcription should
-be determined in-the rpoN- mutants derived from them.

The-trénscription" of a/gD gene on strains WI12 and A2 is more than four
fold increased upon the introduction of plasmid pMSD675 (Table 2 and
Fig 7), this result suggests that a positive transcription activator is
»encoded in this plasmid, or that a negative regulator is titrated out by
cis-acting sites contained in plasmid pMSD675.

.. Transcription of the algD gene on the three strains studied showed a
different response to the environmental factors studied. High
osmolarity was reported to be the environmental condition triggering

alginate production by P. aeruginosa, but it yv'as Iater reported that in

(2, 10), a

ji. Two

UW136 behaves
transcriptio

8046 seems

co nditions':"_skt_vudqu

We have shownhre at strain RSD1 ‘which éid’rv)té_irhsfa isrupted algD
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gene is unable to pro&uce alginate while a strain, WIi12, .with a
different mutation in the same gene cau‘sed by a mini-Tn5 insertion
showed only a reduction in. the production of this polysaccharide. Both
mutants are complemented for aléinate production by plasmid pMSD&75
(;rables 2, 3 and data not shown). We think that the different phenotype
of these mutants might be due to the fact that the mini-Tn5 insertion
in Wi12 is located in the 3' end of the gene, rendering a GDP-mannose
dehydrogenase with residual activity.

One of the aims of our research is the study of the role of alginate

biosynthesis in the A. vinelandii differentiation’ process leading to cyst

formation. In this respect we haver'sh'o'w a ,,é:"mutant impaired in

alginate biosynthesis is unable to fo‘rmf»'dé’siC{:ation-resistant cells. The -
precise role of alginate in cyst forr',r';a(tibnl'is'jvybeing~ana)yrzed%}‘_afthe; 
ultrastructural level in different strvainsviénd in ‘the_alg-fr“pu:téﬁ'ty‘s'

derived from them.
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TABLE"!. Bacterial strains and plasmids used in this work.

Strain or plasmid Relevant characteristics Source or reference

Azotobacter vinelandii

ATCC 9046 Highly m.ucoid | Collection
Uwi13e Non mucoid, Rifrderivative of UW 19
AElV Mucoid Svein Valla
RSD1 algD- mutant derived from ATCC 9046 This work,
Wi12 algD-lacZ gene fusion on strain ATCC 8046  This work.
Us algD-lacZ gene fusion on strain UW 136 This work.
A2 algD-lacZ gene fusion on strain AEIV This work.
MV700 rpoN::TnS Fix-, derived from UW 38

Escherichia coli
$17.1 Able to mobilize plasmids by rﬁea_ns of an -

RP4 derivative ihse'rted"—7in Litsié‘hfb‘nﬁb»sovme 41

$17.1(x pir) ‘Same as S17.1,

-7
DH5a
9}; rAgG”’" relA X k_ _FStra,fa'g'en',é
Plasmids R : | s
P13 A2 dorved cosmid e, To K

PMSD675  Plasmid containing 25 kb of A.vinelandii DNA



"including algD gene, derived from pCP1.3 This work

pKOK4 . PBR325 derived mob+ plasmid, Ter, Apr, Cmr. 22
pMSD27  Plasmid containing 5.5 kb of A.vinelandii DNA - -

ir;:cluding algD gene, derived from pKOK4 This work -
pCTD273 A derivative of plasmid pMSD27 with a |

mini-Tn5 insertion on the algD gene This work
"pBluescri- Plasmid used for subclbding DNA to be
pt SK+ sequenced, Apr Stratagene
pMSDX7 Plasmid containing 560 base pairs of the

A. vinelandii algD gene coding from amino-

acid 137 to 337, derived from pSK+. This work .

pUT mini- Suicide vector for mutagenes:s w1th mml-
TnS lacZi Tnb lacZ1, only able to rephcate on’ strams '

expressing” A pir prpt}e,nyry,vl{(m;.;‘ L 7
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TABLE 2. Alginate productnon and algD expression on BS medium in
) different A. vinelandii strains. ,

Strain Alginate production + SD B-galactosidase activity + SD. -~

{(mg/mg protein)a ' (Units/mg protein)
ATCC 9046 4.47 4 0.47 -
RSD1 >0.08 | -
Wi12 1.13 £ 0.18 831 + 13
AEIV 174 £0.2 -
A2 0.53 + 0.13 285 + 39
UW138 0.73 + 0.21 . - :  =
us 0.68 1 0.31 . t13s8

a These values were determined from liq‘uid"'cultures 'ihéubé{ed at 300C -

and 250 rpm for 48 hrs.
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TABLE 3. Alginate production and algD ex;iression on BS fnedium with
different supplements in three A. vinelandii strains.

Strain - Supplement Aiginate + SD  B-gal activity + SD
{mg/mg protein) (Units/mg protein)
WI12/pMSD675 . 537 + 0.3 5859 + 306
“r -a 3.76 + 0.24 6180 + 303
“ NaCl (50 mM)a 3.59 1 0.29 6094 1 385
“r NaCl (100 mM)a  2.76 + 0.29 3318 1 105
“rn NO3 4.92 4 0.04 5177 +139
“ NH; 4.82 + 0.39 4805 + 237
A2/pMSD675 - 2.83 + 0.13 1550 +120
o NaCl (50 mM)a NDa 1718 4 80
o NaCl (100 mM)a NDa 1451 + 207
“r NO3 ’ 091+ 0.16 559 + 54
oy NHy 2461 0.15 2668 + 162
USIpMSD675 T 043 ;v,o.obs 69+ 5
“w NaCi (50 n}M); NDa 89 + 3
s i ‘N‘écf:ll (1"'bbA,_‘.rriM‘)rar s NDa - 912 ‘
upr , N(}3 . P _,d 5’6';:6.002;., 10120 55
P : NH4 - fo 3 o 35 i 77 x 1 53

a These measurements were done at 48 h: of growth on BS medlum and .
all other measurements were done at 72 h of growth on the same

medium. ND =

not determmed
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FIGURE LEGENDS
Figuré 1. Nucleotide sequence of A. vinelandii ATCC 8046 algD gene and
its predicted amino acid coding sequence. The presumptive 054 (054), of
(oE), and oD (oD) p;omoters. and AlgR (RB) recognition sequence, are
shown. The oligonucleotide used as primer for the identification of the
mRNA start site is underlined. Arrows show the identified mRNA start

sites.

Figure 2. Alignment of the predicted amino acid AlgD sequence from A.
.w'nelandii {AV) and its homolog from P. aeruginosa (PA) (Accession.
number P11579). The alighment was done using the PILEVP program of

the University of Wisconsin Genetics Computer Group.

Figure 3. Insertional inactivation of algD gene ir_)r’A‘

9046 strain. (A) Schematic representation of ey'“

inactivation usmg plasm«d pMSDX? (B,) S@Ufﬁéf,‘-,-:gl‘b't
inactivation by m" RN S

digested with ;Psﬂ
Lanes correspond

Figure 4. Cdns't'rﬁ

A.vinelandii - strams

TnblacZ1 msemon located on plasmnd pCTD27

hybndnzahon of total genomic DNA dsgestedfi wnh '~Ps _r_mdpr’;_Ucl_e‘;‘aﬁérer"'
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using 'pC;I'D273 .as probe. Lanes correspond to the following strains: 1)
ATCC 9046.. 2) Wl1.2, 3) AEIV, 4) A2, 5) UW1§S, ) US.
Figure 5. Alginate production and f-galactosidase activity during the

growth of strain A2/pMSD675 on BS medium.
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- C). Efecto de la temperatura sobse la expresion del gene algD en la cepa A2 / pMSD675.

En P. aeruginosa, el gene algU codlﬁca para un factor (o] a]temauvo 1nducxdo por estres oxxdauvo y

incremento del 1
alginato a 37° o} ( [ i
alginato son mcrememadas por ca]or sugmendo un’ mecamsmo de reeulacxén smular al encontrado

en P. aer ugmosa



Tabla II. Efecto de la temperatura sobre la expre;ic‘m del gene algD en lacepa A2/ pMSD675.

CEPA

TEMPERATURA' .

)

[{PRODUCCION DE
'ALGINATO

mg algma; :
mg proteina & SD

A2/pMSD675

A2/pMSD675

cromosomas se
cromosoma co
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produccién de algmato (Tabla III) de 5. 7 veces en l'\ WI 12 y de 44 veces en la WI 12 /
pMSD675 i : ‘

regién de aIgD gn

Tabla III. Efecto del i incremento’en:l
algDenla cepas WI 12’y WI12-/,pMSD675

CEPA

WI 12
WI 12
WI 12/pMSD675 . [ 1
WI 12/pMSD675. - - |-

durante 72 horas y luegoel crecimiento cclu]ar fué co]ecmdo con 20 ml dc solucnén salinaal 0, 9% La cuantnfcacnon .
de alginato se realizé por el mclodo del pcso seco Las dctermmacnones se llevaron a cabo por tnphcado
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DISCUSION

Enel preseme traba)o se descnbe un estudxo sobre la reguIaCJon transcrlpcmnal del gene algD en

(CTGCTGCCA) de P. ae
identificado c6smidos con

resultados anteric
expresién genéti

ambos casos la reou]amori ‘geneuca de algD sera dependlente de los factores reuu]adores que estan
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presentes en las diferentes cepas.
La cepa RSDl que contlene una mutacxon a mvel estructural del gene aIgD en la cepa ATCC 9046

alginato. En"
estructural de
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ATCC 9046 presemé e] mvel mas alto de; expresmn ch gene algD y- d produccmn de algmalo

también-pose

Salazar, dato
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AlgU, comparte homo]ogla con el factor oF de Escherichia coli (Derenc et al 1995) mvolucrado

enla expreswn de. 032, ‘el factor 51gma de] estres por ca]or en E: colz, y hrrA un’ gene necesano‘
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12, el fenomeno puede reﬂe)a.r la pohploxdxa de A vznelandu o blen un evento de amphf icacién de ‘

controlar su roduccién-a‘nive rmentauvo y la obtencxén'de un. prodncto' con propledades :

reoléglcas de mteres mdusmal :
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CONCLUSIONES

-La msercmn del mmxTnSIacZI en el extremo 3 del gene algD de A wnelandn, no macnvo'v
comp]etamente la funcién de la enzxma GDP-ma.nosa deshldrogenasa L T

-La regulacién’de algD ‘depende de los factores transcripcionales pfésehies 0 ausentes en ada cepa

-En analogfa con P, aeruginosa;la expresién del’gene algD estd incrementada en cepas mucoides

de A. vinel@f;dzz

-Existe una 'eStrecha ‘correlacidn entre la trans

1pc1on del gene alg ) y. la producc16n de anmato enk

-El aumento en
vinelandii con’el' pM
plasmido. ’

-A diferencia:
concentracién de Na(
en A. vmelandu, sin
de kanamicina mdu nu
respuesta depen_de;de_



B TS B8 pEE O
PERSPECTIVAS SMIR BE LA BIBLIGIECA

Diversos estudios pucden ser realizados' para comprender mejor Jos mecanismos regulatorios
involucrados enla expresxon del gene algD y de otros genes alg xmportames enla blosmtems de

alginato en A. vmelarzdu

fragmento de 25 kb'
transcripcional de la

regién de aIgD

-El uso de la fusxon transcripciol
procesos metabohcos proplos de melandn al como el:proceso de enqwstanuento que reqmere

algD-lacZ, para estudiar.la‘ esmn del crene algD en otros

dela produccxon de a]gmato o la producm n de poh B }udrombuurato (PHB)
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