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RESUMEN 

Azatobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa de vida librecapaz de producir alginato de 

manera extracelular y como constituyente de estructuras resistentes al.a dese~ación.;Elgene algD de 

A. vinelandii fue clonado en base a su homología con el gene aigD de PséUdo1~011as a~ft.igillosa . 
. -- .- - • '-;·· .. :.,. ··-·--· ¡.\_-·, . .,.,. ·:.' ' 

En P. aeruginosa algD codifica Ja' enzirnaGDP~manosa de~hidl"og~~ásá; esénci al eri la biosíntesis 

de alginato. La expresión del genealgD escontr~l~d~ p~rv~iÓs,el~fue~t()s'r~ghl~t~nos'como: (~) 
AlgU, factor sigma alternativo de esi~és.p'ofcaJo{y Oxid~úvo;'.(b);AJgRf;eg~'i~cici~p&sitivo y. 

posible histidin-quinasa de respuesta ~ esünmi9_s i;Jll:ii6nt~l~s;(~) ~Jga,r·r~fÜi~~(i?pos.it!voy al· 
e •• ••• -•'. -·" •• '::·•,'•·.:-,,·.: :.-::~:· ·,>·'"":•.;\y;~!-.,":~/>:_o~,•'./\J:-c;:;~•,Í·'"<1~':''·';";j• _.,; . ._?~.- ¡:;-~··:··".\ 

igual que AlgR pertenece a Ja clase. deregul~d9res de _do~ componente,s; (d) AlgP prote1.~~ de Ja · 

familia IBF que afecta Ja estructura.d~j'ijuc/~ÍJid~':y_'. r · · < .. ··.·. <V· • // 
Con el objeto de estudiar Ja regu]aciÓn ;de ~lgDde Á. vinelai1dii; ·se cC>nstrLiyóüna•fusiÓn 

. .. . ·_,- ., ¿ •• ;., .. · 1>.- . . • - :. -' .. ·. •···• ,.• • •. . ··>(·:~ - .,. "' . . - , .. ,. - .. ,·-:·~· ' ' ._, , __ ' ~- -· ·.- . 

transcripcional algL)-lacZ én tres_cépas déA!:villela1UJii co~ diferente-fenótipo mlicoide:Las cepas 

~~;illill~~¡f lillllltl!~lli~f .· 
plásmido pMSD67 5_~u,e co~de~e un¡¡ ~egión de apro~imadam:?té25 kb de¿: vinelandii con los 

S{f f ;~~~~:~~ilJJ~l\'.i~t~;~litl~i1}i~:l;i~~ 
resultados son similares a Jos pre\;iarnente reportados en. P. aei-i/gi1io;á';· en dimdeia:~egÜJación de 

algD es diferente en cada cepa y dependiente de una ~ut~ció~ regúlat6ri~ Joc~iz~<l,ú~ otra región. 
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INTRODUCCION 

A) Generalidades 
Azotobacter vinelandii esuna bacteria Grain7negativa de vida libre; que'posee varias características 

que le permiten ser un sistema de.inte~és biológico, las cuales son: (a)c~pacidad dé fijar nitrógeno 

atmosférico en condiciÓ~es ael"Óbica~, por '1a pi~se!lcfa· de tres nitrógenasas' que funcionan en 
diferentes condiciones d~ ?iigeri~~iÓn (Kenn~dy;'~r·•~l .. 1987);·(b) 1J.ña./iétividicl -r~spiratoria alta, 

::: ... .:::;:~:}::!o~ii~~=,~~;~~~W~~~r~¡~!~:¿W~ri;~¡¿~~:,t:¡·:t. 
microorganismo tiene un siitema naiural'd~ triiÍis~omiación; (d)unacapacldadCrec~~b.i~ogénica 
que le permite incorporar DNA en su cr~lliÓs~#·¡·:~) ~~;a1gG;iisrik~s <lé~í{~i~círitl~~to presenta 
multiples copias de su cromosoma (Nagpal, eial. '19s~i MakiCl~adb}'er al.,1994})(f)}ap~~idad de 
producir alginato extracelular y (g) un proceso dé~Úf¿rénb.iafüó~''i;c~~q~i~·;tirniedto\b~jo~o~diclo~es 

"·. ,._ . _-:=; -· ,,-.-· "-.· •• ".; ;.;· •. ,-. ' . '. ··-· .,··· •'" _.'·"'· .-'·.·e;_:.' .. .. 

ambientales adversas. Este proceso le pernyte ,fa\fo~J11aéión 'de'éstfuctúras·· resistentes'a la 

desecación denominadas quistes, las cuales e•n ;u fomia'madura ~están r~deadas.~6r\ios .¿ápsulas 

~~n;;i::: c~n::::1~::!::t~~~tj~¡~}tf~JíJt5~~~~r~lÚJ{~J~i~~ró~i~o~ f gul~róruco 
e epímero del ácido manurónico) uni<lds a tra".'és de ell1adesg1J6Cisíc.Íicós'.~ü-4f <M~y .:~; al.~1991 ). 

~sª:t::~~~~~ªi;~5~i.~:~¡¡1J:?f~J.~·•#i~~~n:f ~ ~~]1rt!n1Jt:~d::;tié~:fü1d~·ifrj:~ch:~:i:·. 
farmacéutica,textil,,alim~~tida;eic.'• .• •.· •. · .... •··. : •• ···.•· .·.··.• •.... , .•.... ··· ········> ' .•·· 

~~;,~~:'f ~.;,tef ;);º,~,~~~:,•;,~tr.;~~,%:~:.:.~~,~i~Jí'~~~~t~~;~~:; 
(Sutherland,198,S)~;El c~eci~e°n'to de. ot.ra-~·esp~ci;~Ld~ algas y Ú1s 'Z·ária~i~ries cli~áticas que 

. ·'.".''>· .. ·. __ ·.~:· . .'.-'.' T. 

dos 

con fibrosis qllística'.•y el algin~io,e{Üno'éle '1os factor~s i§pohanl'és'.i~ l~pa{~gé~esi~'.déeste 
microorganismo (Deretic,.erai .. :1995) y(b) la ~~s~~ii'a ~e 6]oCjüés· ~~ntlguds cle:áéictb'g~l~l"ónico 
en e1 polímero, respon~ab1~s de l¡~ 1'~opi.edactes ie'1úican;~s cs~ti'iéri~iid;'.i 9ss). ~n cb'nrrásre 

Awtobacter vinelandii es un micr~org~ni~mdcl6 ~idaÜb~~·nó ~a~Ógen6, y'eí ~Óli~¡cá;ido que - . - . ~ . . ·- . 
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produce contiene .bloques de ácido gulurónico, por lo que constituye una buena fuente de obtención 

de alginato bacteriano por vía fermentativa; 

B) Ruta biosintética de alginato 

Aunque la ruta de biosíntesis de alginató fue primeramente descrita en el alga caféFucus gardneri 

y en A. vinelandii (Lin; et al. 1966; PÚidar, et al. 1975); sugenética y biología rnoleclllar han sido 

ampliamente estudiadas en P. aerugi1;~sd; -

Las enzimas que participan ~;~; Ia'bl~sfntesis'ae hlginiuo en Avbietandii soZÍ si~ilar~s a las 

reportadas en el alga marinafúcusiardneri.·.si~. ~~bargoelsuslT~º i~icial d,e 1i biosír1tesÍs ·de 

[~¡1i111rli!l!l~i111i11i11~1~1~ 
se han encontrado én una región de-áproxirnadlilllenté }8kb en el minúto. 34d71 cr,orno~om~ de. P .. 
aeruginosd (Fii:.·il)f D~~-t~(; d~1e's~a~egi6n:s~ h!i~ · descri!() ige~~1-~ii¡¡~~-~~~~~triri-·op~ió~ica 
(Chitnis, et di: 1993): .. az;D, c?dlfica la_~I1ZiJÜª GDP-~anosa deshid~og~~~a (G~)queconvierte 

:i,~º::~~:~~:,1~~;::~;~~~iif~;~t~;~;spi~~~r~~rif ~i~4t·,~ij~¡~;i~; 
polimerización (Maharaj, ft al: l 9_93 ); plgE, c~dific~ una. proteína. de membr~a e~t:ma implicada 

en Ja exportació~ cii~'a.1kfa~i~.i~}~~j;inte;·~1i.sp~~!~~f <C,~u.i~iiz.~·1z3});:~!8~:';d~~i\Jc~ éra.Iá 
epimerasa que con;-riertejos.·residuqs Oé ma~urónic? eng11J~r611ico; (C~itnisi.•et aL.1990); 

isomerasa (PMI), que co~'.'iert.e la fructosa~6-fosfat6 a man6sa~6~fosfáto (Dífrzins; ;eta/ .. ••1985), y 

~;t;~fosfori1_~~ i!J1~1Icad.~· e·n:~:;~fot6s,¿s <i~p~~~~ªll.?~ª·whl~~b~~er·rt,f 1.)f~i)'..:<~~~1~· 1 y. 

El gene algC, loc~izado dnerIItl!luto 10: único genebi?~iritéÚc() ftlera deJ~?egiÓn ~n el IJÚnuto 

34, codifica para u~a f~sroil1all~sarii'.~~ª~~ <PMM) (j~~ coll\·ieri~ i la ~ªº~~a~6~t-óÚat;~n in~nosa-
1-fosrato. Recienteme!lte se ha_r~¡:idnido qu~ ¡~· proi~ín~s AlgC)i AlgA'tan1bién ~~iC:ip~ll en la 



Tabla I. Genes de biosíntesis y regulación de la producción de alginato en P. aeruginosa; 

Designaciones 
Gene alternativas Funcionesª 

a). Genes de biosíntesis 

algA 
algC 
algD 
algE 
algF 
algG 
algL 
alg8 
alg44 
alg60 

(pmi) 
(pnvn) 

PMI-GMP 
PMiv. 
GMD 
Función de transporte? 
Acetilasa 
Epimerasa 
Alginato-liasa 
Polimerización? 
Polimerización? 
? 

b). Genes reguladores 

algR 

algQ 

algP 
algB 

algU 

mue A 

mucB 

: : ~ ' ~ 

(a~?Rl) . RegÚlado~ positivo, se une 
. y controla a los genes algD 

·y·q.1gc ___ ,.'. :~~--. .. . 
(algR2 ) Homólogo a la kinasa PfrA 

(iéguladordé la.síntesis de·· 
siéleroforos) '.?¿" ·;:;:: > 

(algR3~ HpI) •··. · .· , Fai::tor:parecido'a HistOna 
Regillador'posiiivo/afecta 
láexpr~sión del gene algD 

(algT,. crE P.a.) c. ·. F~~tót~¡~ri{~}f~fégta J~frans-
éíipdóii de algp; algR'j algU 
a nivel déj:iionfotor próximo 
(Pp)~ L< ?·~:::e; ,::' 
R~gulado(negativ(j'Cle ~ZgV; 
rnutaciónes'en, este gene causan 
conveisión'ru esfado múcóide 

(algN) Regulador.negiíiivo de algU;:· .. 
. ni.utáé:fones en esté 'génúatisan. 
· · conversion··a1 esfado mUi::oide: 

.·.· >'..::'.;,-~, ·.!"~l-Y·- ,:.'-,, -:> 

Peso molecular 
(kDa)b. · 

53.4 
50.2 
47.6 
54.4 
22.8 
59.8 
40.9 
56.9 
34.3 

27.6. 

18.0 

39.0 
49.3 

27.5 

20.0 

'33.2 

4 

ª PMI-GMP, fosfomanosa is.omerasa-guanosina·difosfornanosa pirofosforilasa; PMM, fosfomanosa mutasa;. GMD, 
guanosina difosfomÍinosa deshÍdrogenasa. ·, · . ~< < •.. . ··.,.. , . ·•· · .• · • ·· 

b Deierminado a panir de la secuenciade DNA; para AlgP y MucA d~1erminado por mo\•ilidad en gel~s SDS-PAGE 
(Derelic, et al. 1994; M?Y· eral: 1994). · ' · · · 



R----------->•GIP--:> UDP-G r 
G6P---i>• r·~-~.....,,,,.,,,,..~~M6P~ MJP. 
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May, et al. 1994; Dereric, et al. 1995 

Fig. l. Ruta de biosíntesis de alginato en P. aeruginosa. La Fructosa 6-fosfato (F6P) es convertida a GDP
ácido rnanurónico (GDP-ManA), el cual proporciona los residuos manuronato (M) para la polimerización. Los 
residuos guluronato (G) son incorporados vía epimerización de los residuos rnanuronato por Ja proieína AlgG; g .. 
representa la etapa de transición de la epimerización de man u ron ato a guluronato. Los residuos ,de ácido 
manurónico de los algi~'ató{bac.ierianos• son• p,arcialmente o-acetilados. por la proteína· ~lgF.; I,os signos de 
interrogación indican qu'e las funciones del .. produéiode los genes alg8,algf4 y,a/g6py)aspc)siblesintérácciones 
de estas proteínas son •hipoÍétiéas. EJ;producfo iléJosº•genes'íí/gC .Y algA{estan jrivo!Uéractos''.éni,Ia sííltesis de 
li popolisacáridos. Las· flechas interrufripidas ·i.ndican .varios' pasós ej¡zimátic:os' parii la sínÍesis d.~ .lipopoli~ácárido 
(LPS). Abreviaciones usadiis:'G6P; ·glucosa· 6~fosfaro;·G IP, gluco'sa·1~fosfaro;.F6P, :Fruétosá\6-fosfato; M6P, 
man osa 6-fosfato; M 1 P; inanc:isa• I-fosfato\ GDP.-'Man, GDP-mari9sa; .GDP-Man A;GD~~ácido inánurónico ; 
GDP-Rha, GDP-ramnosa;. Aé; grupo's-ci-ácetilados'y UDP~G. UDP~gfocósa~ .·., · ·.·. ·. -·· · _ · 



34min 

__...,. __.. __.. ~ ___.. ~ ~ __...,. ----
--·~1i~;--::~~i~;.::Ja~--m-m-ra~~illlg 

lOmin 
13min 
__...,.. 

-E.a-

68min 

~~ ........ 
---m!inucA f11ucB tfucC 1-IE:J----

ModificadodeMay, T.B. eta/. 1994 

Fig. II. Localización y organización de los genes de alginato en P. aeruginosa. Los genes de alginato 
estan localizados en tres regiones diferentes en el cromosoma de P. aeruginosa. Los genes biosintéticos se 
encuentran en una región de 18 kb en el minuto 34, excepto el gene algC, que. esta en el. minuto. l O. Los 
genes reguladores mapean en los minutos 1 O y 13, Los genes responsables de la conversión a la mui:oidía se 
encuentran localizados en el minuto 68. Las flechas sobre los genes iridii:an la dirección d~ transcripción. 

6 
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biogénesis de lipopolisacárido (Goldberg, et al. 1993; Ye, et al. 1994). 

En P." aeruginosa y A. vbielandii, la formación de unidádes de ácido gulurónico ocurre a nivel de 

polímero por ~cciÓnde la enzima epimerasa (¡\jgG)sob~e los ~e_siduo_s de m~nurónato que no han 

sido acetilados por la enzima algiriato acetilása-(AlgF)(PÍ~cÍar, ~t aÍ: 1975; Franklin, et al. 1994). 

En P. aernginosá · li epimerasa se locáli~~-~riiei;éspa~io periplásnlico (Franldin éta/.- I 994), 

mientras que en A. vinelandii la actividad d2e~i~~r~a e~ e~~a~~I~I ~ (Haúg, ~ta/, 1911 ):Además 

en A. vinelandii se han reportado varios geries''qG~"6oalficarl p~i'¿rª epirne;asf(Ert~sv~g; et al. 

1995), sin embargo se desconoce si todas son éxpr~¡adii~'~'nli~riio iÍeinp6 ;tsisci~'e~Jace!úlares'. 
Aunque las enzimas epimerasa y algi~ato ~c~;il~s~~~-~~rgq'ui~i~ri:¡;¿;~¡~ ;¡~t~~iL<l_eJp6Iímero, 
tienen efecto sobre 1as propiedades reológi6;is cl~{p64ni~i~ éivia)ro~í ~/. 'i991)l · -< ·-·¡. -

.··>,. ;·,· -·::··· .. 

--

C) Regulación de Ja mucoidía e~ P~:f:Jer~Cl~n9~~~-',(:> ~;,, --" 
Estudios genéticos en P. aerugill_osa~Ósti~~~ q~e las mutáclcmes r~spon~ablesdeIÍu:Ónversión-al =: ;~;:~:"it$A1i~~g~iº~~~~~;;z~t~~¡íf~~t~~)f :uf 
región del -·minuto 67 .5 'pernutió- id.en~ificiir un g~po de_ genes e;trecpaipenterelacionados, 

~t~~~lf l~l~i:!f ~llil,Itlf l[~~~~ 
mucoides contienezymutáci~nes~n .m~cA'.•(Martin~· et á/.1993b)~ lo q~e sugiere la Participación de 

::~5p~:::;~~~i~~1~¿~~i e::rit1t~:t1~:?~~~6f~'.i:f~:1~: 1:~e1!~~t~~j.;sflld::~;:t~~::: -
anormales y ne~~sli.;i~ para la ·;~~isie~cia aL~~t;éS •. oxldati~o:ypo~ calor '~n b

0

ácte;ias erité~icas 

~:.;:f ;~j!~!Jif 1.~i~~~¡f~rI~f~J~J~:;~;;~r~~Jb8~r11z~:.: ~ 
alginato, y delos ~eri~s regula~ores ~lgR:~lgB, así cmno'sJ pr6pi~'traii·¿~ri~'~iÓn.(W6zni~, ei al. 
1994;M~in/etap1,9,;A)::·•<'; '~- .> -)- ·, ,·<; '•- .,· : .. :; .•y_ /- 0 • -. ____ ·_ -_-. -

En ausencia de muta~1?nes :11.uc, fi:1g u; ~s ip_hibida por el produc,t.? de) os gene~nwcA y mucB~ por _ 
lo que se proponeri cb"mo factores anti~;ig~~ (Ma11in;ir al.• 1993 a~ J:l);l~s cliai~s·sécuestran a su· 

molécula cr afin y evitan· que se ·una _a)a RN!- ~olimerása en Iatfanscri~~ióri. AlglJ¿omparte 
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homología con el factor sigma alternativo de. Escherichia co/i ( crE), invol~crado en la expresión de 

cr32, el factor sigma del estrés por calor en E. co/i y htrA, ungene necesario para la sobrevivencia a 

temperaturas extremas·eri E. ~bli cÍ bajo estrés oxid~~ivo en Salmonella typÍ1imurium.(Derf!tic, et al. 

1994; Devries, et al. 1994): · 

D) Regulación de la expresión del gene•;lllg~ enP, aeruginosa. 

En P. aeruginosa, el gene algD lo~hli;~do' estratégf~a:me~te al inicio del operón bioslntético, es el 

punto de convergencia de varios fact~r~s;~gÚlatorios (Fig.HI). TodO~ _los geh~s biosÍ~téticos 
caracterizados tienen Ja misma direcciónde .. tra~scripción ysu~xpres.ión p8.l'ecés~r.reg~Iadapm la 

región promotora de algD. En cep~s-ri:iu~·;¡c1~·5 ctf! P.-;aerugi;i;s~ ·¡~ • ~~¡{resió_~ de algl> .está 

incrementada, (Deretic, et al. 1987)Joque,su.giere qlle e~unjact?rlimit~ntienlaprÓducción ele 

ªt;¿~~~ª~~~~~1í~l~~~~t~lªi~· 
:=:=:d~::~~{!fillic~~!~)~'~J~~J\~~i~~~~aj~~~~~~~µl~\ni; 
la región promotora del genealgD. La· secu~~Cia ~oíisenso'que re.Conoce es'Acc;cn:TGTC (Kato, 

~;,;~i;r1~;1~11~1~~1~l~i11111~1 

AlgR; sin embargo',esiudiosC:~ll'a~ÚcÚ~rpC>s /11onoclollales ~spe~íficcÍ~ para ';\JgR y ü.:fa inuta~te 
en algR, demostraron q~e el poÜpéptid~ fosforilado :por AlgQ no~s AlgR (D~reúc; eta[. 1992). 
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A!gQ es similar e intercambiable a PfrA, un regulador positivo de la biosíntesis de sideróforos en 

P. putidci (Venturi, et al. 1993). 
Recient~m~nte, se ~adefinido que la transcripción del gene algD es.deperidienté de la proteína 

AlgU, Ía crlal cblllpkte hoino101ía con el factbr sigm~ "aJt(!~ativo de E;~hericliia coli {crE), 
,.i._-;." "-•~ L·· ;- ''-'·"··'.'•-'.. -·~·- •".• •• .. - ::-• tO: -·· ,-, ·,'¡ O : O,·- - • ' , ... ,. ,,•" -., ;- ",'; ', ·' •, 

inv~lucrádo é~ téspue~ta por éstiés ~bié,i1tal (Deietic, et al. 1994;. ~efo.e•;,: et ~l .. ) 99.4 )./ . 
La compleji{exp!esi.§i1~e}gé.~e·~/gD ~on.trolad~ por varios elementos 'reiuí~to~Íos.;i(!·.ye;r~f]ejada 
en la respu~sta a.dl~efso~ f~~tofes~mbientales o condiciones de cre~ipué~ió::~·~()s~o!iridad 
(Berry, et ~1S1~8.9);·1~ úffiiiiéiin yf~e~te de nitrógeno (Deretic, ét)i1.tJ99g):'I~t¿iliper~tura 
<teitao, et ci1.··1992),• été:, séin factores que generan una mayor prnct?~MÓH~~i~iiiñ~tü .. sin 
embargo talesestudios fue;on reá!izados en cepas mutantes de J>(a~;~~i;ios~.~C>-;Ju~'fenC>.tipo 
mucoide c6nstitutivo. Recientemente ·se ha demostrado que·l~'rei~J~6ióiÍ·5 ambÍ~~tal de ]a 

producción de alginato depende del tipo de mutaciones mue presehtú:cf>~~~ti~/'e't;~/.: 1990). Por 

ejemplo las mutantes mucA2 y mucÁ22 con una duplicación'di's ~by
0

unil:~~1·~¿ión.d~ una·. 

citosina, respectivamente; responden a la presencia de altas ¡;·g~~~ht;~~ig~¿s ~~ N~CJ; cb~ .un · 
'_>.. : ~ ·. ·.-- -,·e . ·: ·;::>; ·. -~-~-: ,'.:':'>1,~\·r.; :.'.': ::>.; : : (~~'.,: :: ,: -~/º :ºi.:_'. =';-i{i ,. ·: ,~ ~l-'/-' (_'./·: _- :-;.·.» , ·. ' 

incremento en la transcripción de algz:> y producciónd~. ~ginat.o, mi.e.ntr¡JSqure11 la·cepa inutante 

en muc-23 (alg W) se observ? ~~ ~f~c.to .. c()r1rario)2iÍ~ c~~a~I;,;~.~~~fr úii~i~k2~i¿e~cle11· d.~ 
manera diferente a la presenciá de)afu'erté de'nitrÓgerio:~r{cépa 1nuc¿2 preséñfa .~nº feriotip() no • 

~~~i~:~~~~if i~~~~§i!i~~1~J.f~~líti~~f2t~i= 
Estos datos ponen de m~f,!es~ó quela ·reifi!ación del genealgD ~n P. aéroginosa es dependiente 
de otra mutación en ~l fcí~dci'g~nétibo Wiiíliiado .. 



Pd 

~ 
Pp 

mucA · mucB 
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_.C---.____....,,,7~1'-1 -'---il·it.«m:~I 

88 
8' 

8 y-_, 
PD 

Martín, et al. 1994; Wozniak, et al. 1994. 
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Fig. III. Regulación transcripcional del gene a/gD y expresrnn del fen~tÍpii'.:mucoid~ en P. 
aerugi11osa. Diferentes niveles regulatoi-ios controlan la expresión del gene algD'de'P. ciéruginosa y en 
orden se encuentra el grupo de genes a!gUmucAmucB quecontrolan la conversión'. al estaO? mucciideen 
este microorganismo. La exprésión·.de algDes· absoluiamen\e. de¡)endieriié dedos)aciüres:.AlgU, '(áctor 
sigma de latianscripción.dea/gD a.ní,•el de;;PD, y;AlgR;•urí.ft:gulado('.déjéspu·est~qilé.sé¡une.afres 
sitios (RB l, RB2 y RB3) haci¡¡'.arriba delprórriótcirde ;a!gD; auriientandó l{expresión ·del misri10. La 
expresión de los genes alglJ. y algR se'Jléva cábo ál n?enps de'. dos prcimo.tóres; Pd (prolTiofor distal) y Pp 
(promotor próxiino). MucAy MticB aétu'an suprimiendo' l.a líciividad'de ÁlgU;:fasmutaeiones,dentro .de 
1 os genes puede causar; la c,orl vfrsióh;ái'f é.not.ipo: mÜcoide' por Íiber,a.C:ió11 .. de ·laregulaé/Ón· n.eg¡¡ii va. sobre 
AlgU. Esto se 'asocia· con un~incre'iri~rifo'.é'n l~ tr~nscripCión d_ékis gé:nes regulatodos dé alginato, lo cual 
permite la sobréexpresióri del. ge'ne§rítico á/gD.:ESta.acti\•aéión:p11ede .. áfeciíir taínbién)a expresión. de 
un grµpo grande de genes biosinl~ticos dé'álgináto)oé~JiZados·h~aciá abajc{élé algD . . ·. ·.· · .. 
Las líneas. interrumpidas sugieren ~naf~lacÍón.enfre los productci's dé los genes algB y algP, en la 
regulación dealgD~· sin~émbargo estó no ,seJia'demos.trado.,Las designaciones alternativas de los genes 
son: algU (alg1), mtÍcB (algN), algR(algRJ) y algP (algR3) . 

. ·.·· 
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ANTECEDENTES 

En las bacterias A. vinelandii yP. aeruginosa y en el alga marina Fucus gardneri se ha descrito 

que las enzimas que partiéipan en laruta de biosíntesis de alginat; son sirriilares. A. yinelandii y P. 

aeruginosa pertenecen áI Ünaje Azálll;n~s-~wt~ba{rerace~~· lo. que sugiere úna shililitud en.la 

organización de los genes irÍv~luc;~~.o~en,Ia ?i§ctucciori··d~~algi~ato(Fi~lhq,·e{a1 .. 1990); Por 

:::::~~i~::::ee:d:1;#~·:j~fe~!!¿nyé~·1:l~~'C~2~~~~;f ~~6'.!:;~j~J)~f ~1~·~~.~~ma: d.~ .. A. 

Utilizando los genes álgdeP.Cl;ruginosaco~o rastreadores 'en lós. bariCos'gerió111icosdelas cepas 

,.··.: ~,~·,,>··'"· .... :_:~:X·,·:.,~;. e;=-::.>,:.; __ -, 
-,,:..,: 

encuentran en .• l~~~x~~n1h~ del .·~~~ró~·biosintéÚco seb~adcís, cle.a;r~xih;ad~~~ri}e i8kb•(May, et 

al. 1991). Eri ~l.~ósrrtldopMSI)6Í5 e(ge~b algD g1~~alizÓ en un:fragfuent~P;tr·d?6'.kb e( cual 

fue subclonado e~ é1 .;~.~tor pKoK4 y :ei iJiá5n~ci6 r~sultanre se clfno~nó'c:o~~ pMs})'27. ·..•.. , • ·. .··· 
El análisis desecu~~da d~l i~ne.~/gD deÁ. ¡1ine/~/1dii 0re~éla~n 73%.~e ici6~d<l~d·~ u.~97% de . 

~~~if {~~i~~f df 1~Í~f !f ~~~¡~~~~~~~~li~{~~¡{ª~!~; 
proteína AlgU de P. a~rugi/1osa yel faciór crE de E .. coli} y(c) ·.Jna secüe'ncia C:órÍseííso'.que• 

':·····.~··:'_'.--. ·· .. :·:::,·"'.:<:_·-.... ·<·o·.·_;_ :< ··~:,:· __ -~·_.·:··· ·_.::_ ''_·~,: :::: ___ ·.·'.:··· ---~-.~·-.. '.~:.:-; '··<:~·.:.· :~~~·::;.'·. _·.·.-, .. _._ ·., 
reconoce el factor crs4: Esto súgier~ ·que próteín'as homólogas ~.las Írivolucraclas ·~n l~ regulación. 

del promotor algD de P. aerugino;~, pueden ~star involu~r~da~ enl'a r~~ul~ció~ cÍ~':a1i:O enA. 

vinelandii. 
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OBJETIVOS 

La secuencia del gene algD de A. vinelandii revela la presencia de secuencias consenso reconocidas 

por proteínas reguladoras en P. aernginosa,I~.C}uesugi~~e que mecanismos regulatorios sinl.ilares 

controlan la producción de alginato enamb~s b<lcterill!i.j>ara corioc~r los.mecanismos regulatorios 

involucrados en la expresión del gene algD en ·X\;¡;ieiijiúlii; se tiere ~~mo objetivo general: . 

Análizar mediante el uso de fusiones tr~nscfüJcionélies la exp~esión ele! ge~e algD en cepas de A. 

vinelandii con diferente fenotipo m~coide;·~¡ cornÓ el efecto de diferen~es condlcib~es ambientales . 
' '' - - ~ e ... :< . '~ _., . •. •' . • .;. • - ' _., •. 

que inducen o reprimen laexpr~sión: .· · 

Para la realiz~cióri d~'este.·es~di~,se plantearon l~s siguientes objetivos particulares: 
- J __ ;;,·._ ..... -. ·- ., • • • ' • -

OBJETIVOS PARTituLAREs:· 

-Construir un plásrnijo: qlle pernl.ita generar cepas de A. vb;e{a~dii Con una ~sión transcripcional 
algD-1.acZ. . : ·>~: J.·· .. :· .•. ;"····· 

-:, '. {_<-~·:: ;::·: __ : .. -

-Integrar en cepas~e\.fv~zeÚndiicon diferentefenotipo mucoide !afusión transcripéional algD

lacZ. 

' - . . - . . . . 

-Evaluar Ja expresióri'ctel gene algD, cuantificando la actividad ~cgalactosidasa en dHerentes 

condiciones ambientales en cepas mucoides y no mucoides de A. vine/andii. 
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MATERIALES Y METODOS 

Todos los materiales y métodos empleados en la realización de este proyecto se reportan en el 

manuscrito: 
"Characterization of the gene coding for GDP~mannose dehydrogenase (algD) from Azotobacter 

vinelandii". 

RESULTADOS 

A) Construcción de Iá fusión;franscripcional aigD-lacZ en el cromosoma de tres cepas de A. 
vine!andii con diferentefen~tipo ITiutoide; · ·· .·. · · · .. ·.·· .·. . . . .·... . ·. · · 

-. ,: ':,._' ·_:.,. - _\;:_ ~'.; .. .; !'"·:-·: ,_" = .; .. ,_. . , ,.. ' ' ' ·- . . . • ' . ' ; 

Con el objeto de estudi#Ja' régulación dél gene algJ? en A. vinelandii, se construyó un plásmido 
. : ·.' ·-. __ .... '. - . , .... ' ' ,_,··. » - ·. "•,< :-- . :- "' :.·- ,·,, -" , . . '. " ~ -.. _ ' . : :· ·: -. :· .· .. -..... 

con una fusión trascripcio,nafalgD~l~cZ, en ún vec.tor incapaz de replicarse en Á: vii1ela11dii, lo cuiil 
-' '. /: ·~:e-~~ 5-'-·:_::.~;.:¡:,~.-:·.~.;---- --.:- -:¡',;·~-> --·,,- .:;~_,>···-~;-··-=-.-- '·..'. . ... _ .. ·.· _': '\"'.' ;. ·:: : . '. > - :~- ~- - '. ~ ,-· . ,::.-.'- -., : J.:,;.-.. -~,;~--:._. .. . '-~-

permite reemplf!Zar al gel)e silyestre por la fusióflArascripcionitl_ por medio de un evento de doble 

recombinación .h0,móloga:r?árlffgel1erar ·• ia·· füsión''fra~scdpcional se' u tiliz,ó •. el. sistem~ •. de 

transposición delpl~Jl1ido.p.tJrÚllrli-T~5~acZJ.dis~ñado ~ór de·Lorenzo.·er dz .. ··1990:,Este sistema 

;;::::!::r;~7~:~~~~~·~\~~~.~~~~~~~,f.'~t~~~€[;~ 
de un promotor externo; (b) el llli?1-Tn5/~qJti~ne u?.ge~(de res1stenc1a a ~anarmc~llª• (c) :la· 

región en aúsenciá·<l~i·~ecfo~ pur:~"° t;: ~· •··· • '"- · ·· ... , '. '.~\ .•> '·' 
El gene algD de Á.,v¡;'i~¡á,;¿¡¡¡ 'i'ocalizado en'unfiagítient~ de·PstÍde 6 kb én ~!'plásffiiclo pMSD27 .. 

se mutagenizó ·P?t•u~a.cruza:bip~ental eritre, .. Ja·· éepa.de •. É. -cÍJÚ ···DHSai/rJ~§D27···y· la .cepa 

S 17, 11.pir I pUTllUni~~~si1cij (~Íg.1V).Las ~~cb!lj~i~ni~:!)~~ldd~~íiJ{ijg¿\~~kti~~ffiicina 
~.. .-o~.• '.' ·~ .. '.•.:_ ,- "''·- :·'{!,:_,-•. ,_~·-.-;>- ;~~ 

(Km) y cloramfenicol (Cm) resistérites;·oí-Isc/1 'p1\1sfüi:·:m.i~i~fn5iaC:i1; sean~liza~on 

purificando el DNA. · plas~ídico y este '.fue:digeridÓ c,011 ~~zi~~s d·~restrl~6ión, e ~ibridación 
DNA::DNA tipo Sóuthern(Fig. V). El plásmido pCTD273 .selecciofrado'tien¿ elffiini-TnSlacZJ 
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dentro del gene algD. La hibridación DNA::DNA tipo Southem del plásmido pCTD273 contra un 

fragmento de 670 pb Aval d.el extremo carboxilo terminal ~el gene algD d~ ¡;. aer11gi11osa, mostró 

Ja integración delmini~Tn5lacZ1 en el gene algD deA.vi11el~11dii. . . .· ...••. · ... · . 
, ' , . . ',: ._., '.,' ; ; ·, '., . ·. -. -. : . _: : .;·. , - .. · .; :· ·:-. :- - _:_ ' , - . ;: .-. -~,._: _- ·_.: ,· :: . -'· · I' - -_: ~ . '.' : - ; - - -~· : ~ . , ·. ' _;_' .. : . '.: ·, · .. : . 

La doble restricción. Hi11dIII/Pirl.divideasimétrié:ainente'al fragmento algD::mini~ Tn5lacZI del 

kb de Pstl, mientraf 9u7,l~~~C~IJf!S P,arer1tale.ses. una',~ar1da q~ 6)(,b <Fig.4•<l.el.~1ü1pscritO) .. El 
reemplazamient() genético· fúé; geneiádo por un even~o de doble reco!TibinaC,ión 'del •gene álgD 

silvestre por 1á régió~ ~·1go~1aa:, 'en e1 ir~~os~iria áe cacta ¿;¡,ª~~A. vin~z~ndii. ias mutantes 

algD-lacZ derivadas de las ce;asATCC9W6, AEIVy UW 136 fue~onllamadas WI i2, A2 y U5, 

respectivamente. 
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Fig IV. Representación diagramática de Ja construcció1fde la fusión franscrlpcionaJ. algD-lacZ 
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Fig. V. Localización de la inserción mini-TnSlacZl dentro del gene algD de A. 
vinelandii en el pCTD273. A, Patrón de restricción de los plásmidos pMSD27 (carriles 2 y 4) 
y pCTD273 (carriles 3 y 5) con las enzimas EcoRI/Pstl (carriles 2 y 3) y PstIIHindill (carriles 4 y 
5). El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular DNA de A. digerido con HindIII. B, 
Hibridación 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, Representación diagramatica del gene algD de P. aeruginosa, 
indicando la región del probador empleado en el panel B. 
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Fragmento PstI a/gD:: Tn5 lacZl 

GENOMA DE A. vine/andii 

DOBLE RECOMBlNACION HOMOLOGA 

PstI l 
GENOMA DE A. l'inelandii 

5'-algD 3'-a/gD 

Fig VI. Diagrama esquemático de la construcción de la fusión transcripcional algD-/acZ en el 
cromosoma de A. 1•i11ela11dii por un evento de doble recombinación homóloga. 
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B). "Characterization of the gene coding for GDP-mannos.e dellydrogenase (algD) frcim 

Azotobacter vinelandit'. • . : • • . . i • · • · 

En el manuscrito se describe la clonación y ciiraC:terÍ~aciÓil ·d~l gfne algD. ele A: vinelandii. Este 

gene fue clonado en base a su homología con aÍgD~n :·f· aemii1;osd: El.gene algD, d!xiifl~a para la 

enzima GDP-manosa deshidrogenasa, esendaleiiii'.blosfrit~sis\de ~iiha!6 ~~P.··~er~~ino~a:.. . 

:-:º':;:o;::::.:;;~:~ ~:~"i~::~;#i:~i~~~1i~~¡;~h~~~~.0:::::; 
mucoide. Los resultados muestran una estrecha correlación.entre la transcripc,1óri del gene algD y el 

.';.:::J.: _:i,?:' '>·::"i?"i\;:··: ?'·r-·:r· .. ;t·\:\:·'.:;('.:~.;,::;·::.""-:>··., ·t;,~-;·· ;:_.;/.''..e;:: .. <'.···: >. 
fenotipo mucoide en las cepas analizadas. P¡rra evalüar simultaneaínente)a'tran~cripdó~ delgene 

algD y la producción de alginato en respuesta ~'.ctir6'~~n~~scb~d¡¿¡()J~~aiiitii~n'fui'i~/1~·~~pas algD

lacZ fueron complementadas con el pMSD675 ~·~~ ~c)·~;ierie 16·~ g~n~{·~tgD; dlgA YalgLde A. 

vinelandii. Las condiciones analizadas f~~rón'dif~i~~t~~ c~nC:~ntrJ;dion~s de~~CI y. fuente. de 

nitrógeno como NH4 y nitrato. Cabe menCion~ q~~h¡y unac~rrél~~ióJe~t;e la tra~sbripción de . 

algD y la producción de alginato, sin e~b'argo l~ regula~ión trfilÍ~c~pcibnal fue,dÍf~r~nt~'~ncada 
cepa (ver los resultados). 

* . . 

-Manuscrito sometido a revisión para su publicaeión en la revista Joumal of B acteriology. 

-Todas las figuras y tabl~ del ~filiumito. se pre~~ntan con números arábigos, mientras que las que 

no están contenidas en él se presentan en números ~ornan os. 
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ABSTRACT 

Azotobacter vine/andii presents a .differentiation process leading to 

the formation of .desicé-~tion~resistant · cysts; Alginate, the 
.·.--·. - ·:.:: ... 

exopolysaccharide producect b~this<baC,terium has, be eh postulated to 
- '"•' • • ' ' ' • < • < ,"•~: • '• > ' O • A ,A 

have a role in cyst formati'6rit We :•,rep,ort . he re .;·t~~ · cloning and 
._,, ~~/: ·°'.:·,;: .. _,;:·-,:: · ::: . .:·'->· ---.--::. >~~~{ :.:r:·. :;:_.~;" 

characterization of the .. ·A. vi~el~n:~i¡'~~~:t ·.;~di~~.9.Jf P~;th'~ ... enzyme GDP-

mannose dehydrogenasé.•(algD),iwhiCh<'is :the: ke{enzyme ·for alginate 
. . ~-::;'.:.: ~}"·' <i··'.: ___ .::\': . ..'.:~::; .. _-·<\,- ·,,;,-~·,_;':: .,,:._::' ---~.-.<' .. -':·_:-.:·;~ -~~!::~·: _: ...• 

in . PseÚdomonas, aerlJg'inosaf This;~gen'é \has a:\ high degree of 
'.~ ,-·>º. :.· >: ;- ··· <-.~~:,.' .. : ~<~: · ~--\:~; _ ·_:}~- ·---~-· \ .:·':·;_~.--,;. :,. ~--' -- ---~:.~/~-- :: >-<- r/S -:,~:·>:·· 

synthesis 

similarity with th~;: ~tgD~g~~e\tro~ P.· k·~rugÍliós~. Thk)Lpstream DNA 
_ ... -.-·., ·' ._,~-~·.·'"':"_'.:__ ....... •"··--... - ...... _ .. ·-~-

:·.·-~ ;:~.~-·-" ~- ,'c;.:_,¡1-~-.:>- ,.- ;•·;·o··;;:,-~-;::--· 

region of A. vinelandii; aig/Jfoerie ~~hows" some':.col1spicuoús: sequences 
. ,"'i '·,,.¡ - '~ - . .:: . ' . ~.--

which suggested that. ~~hl~.0Ütbe~·~:ioíi1n~i_iAvo1Jed .>inWh~Xr~:91J1atio~ ot. 
< ;·:';.;';:';.; •::·- , '.::> '.~}.:~;-.-·'-~·~'. '·-~7·~·-- .,,·:;. ;·;·., -.;:,~;- -;·;.,;:::-· c.-,,,\'-~':,../:~:; .. 

the P. aeruginosii.afgb:':prÓmóf.er?aré'.also··._.irívÓlved ~¡ll;the':'regUiation. ot 
"'.' .. '°¡·--.;- ;·'" • ~·-.:<: -. ',~'·~-·: =· ,_.,, : .·--::-·, .--::·.·. ::_'._{-:._::· ~.';'.).~·',:~-: .·-. 

its transcription. <.A.22or'din91l'w6 ishow the (exi~fenceof:Fwo :únRNA 
. :«-· · .. · .... ·~--~--~.~'.· ---.: -, .. ~S{· -~,~~-.)~:_.;:·;.-·~\·~:/~~.:.:'·-'-~.<~'.·' -.,._: . -· .. -.· 

start sites, one :of·.•th,esepromoterss~érr,ledy'.foió6rresp~r}d tp)~~pr6m6ter. 
•' _-.,·-·,:·. ;··.:·,'·· ~·~,'.!-':. :::,¡' '·:;'.L,,.:.:?>:\~;::o::.:'· ·::'.;\'~·,',c_o·-~-'.; ·:.~:,~~o>· .. '·'.~;·:·_;~.:.:~·~·;·::;:-·!';:.:::;:·,;~:.:,,..::-:~:::·- ., · 

sequen ce transcri~ed by:án ANA póly_merase'i,.'c.{oílt~I.niÍ)~~\,(jE:is'ubunit.· '.A.n 
- ,- '{·'.: :::>~~~ ;;_..~ .. e·> .-. 4 ~·\¡- -~;-< -- ·--'f 

A. vine/andiiC·~,~~- .. :T~J"a~'t i~,~~'tt~~E~tru,~~l~~-r0:hi,¿~·0ns;~;¿í'fT1~1etály ·. 

impaired in atgináte prbciÜS1i(,J1.i?'?,hi~,r.u.n.ª~'·~ ,it6 f!orifr.~e,~iÓ~~t{~-
resistant cells; Íh;;eg~'.{~f '0~•'f ifj§~{' ~~d ,··~~~j, c!rik,~rilf~§8¿s'#~.•~I g D 

transcription ·.was. ~~a'1G.at'~d:>o~:. three ·14/ vihela'ndi? ~:frai~s'Ú'>pródUcing 
' ' ,._ '. '-.-,""- .·,·;,·~;'-:·:·:e. 

different alginate •. 1eJe1~: · Vve:/ tÓ\Jnd a> ~tribt . éorr~l~Íior1,. '6e10e~n 
alginate productiori and algD tran~cription. in the three/~irairik stud.ied, 
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but the algD transcriptionaf regufation by the conditions studied was 

different for each strain. The él.nafysis o1 these. data suggested, that 

different regulatory mutations might be · present in two · of · th·e three 

strains studied. 

.· ... 
. .... _.·_ 
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INTRODUCTION· 

Azotobacter vine/andii is a gram-negative soil bacterium which suffers· 

a differentiation . process leading to the formation of qesiCcation-

resistant cysts un der. ad.verse , e~.nyfronnieht~I . : conditi~~s>. The 

encystment process takes aboÚt' fivé:: cia'ys ,and •, the?rnature cysts'.. are 

surrounded by two capsule-;;k~H,~t:~;~;.Jdnt~\~;:~g ;;.~ ~'i·g~)p:6J~'.~i6n . of 
. ; . '·,_,·,,.~- ·:-::2' '.'::. : :"·:.,_.{':·.· .. 2-'.~~>.'""' .: ·.;·,~e_ ~-<·· -

the exopolysaccharide · ·~lgihai~~'(18f'.3s,> 44)', ithii·' dd,r~~~nt';p~lfs f~fe. a ble 

to survive in dry soil for'ri~i· ~~ribds.·?;th~i.'p~ftib¿l~r· J~~~~fe:
1 

ot•: this 
':_-,., ; .. : .: . ' '~ . : ~---. : _: ·, . 

bacteríum are that unél~H'.~o'irie;;b6g~iti¿~k ~it~.h~~ ~:81i;~1e(cbpi~s · ot its 

entire chromosomé (~s;_~:~~f-.~~).··~.;~~cj• th:~:~;f is. capable: of fixing 
" -~ -~ .. ,, ·, ' ~ 

nitrogen under ae.r0bic,;'coA~iti~n{(2Q):_; 

is a lin~ari-f?ol~'s~téhari~~J;26netituteci' by man~·urbnié .·acid .and Alginate 
····':,:_'. 

its epimer gu.1uro~ic:acid,\which;·isiabfe··tO·· tÓrm'..h~at ré~·i~tant:9efs in 
-- ' - -. ---:. <.• •• , • ''.,' ~.:,::.-~· 

the presence ot caf+, .'thi; p~opértyc Í11~k~~ ~ii)¡~, biopoly~ef usetul in 
:.;·:~~,.~ ~ i:~,:/ ::·--1 - ? . _ .. ·(·;:_' o-e;:·.:_-.'.~\ :-- ,,:._-_ >Y! --·- ·:.· <;:~:- ~ 

different industrial. applications; (~2). Th'e .'algi~afe :·us~.ª in Í~dustry is . 
'• "{ :'i~-:- _;:,. C-~.-, :.-: ·-,"\:\~<-~/t~\·:-,~·'.:_:c:. •:{· 

extracted f ro'rTl\;marine>ti/o\~rl ,:~19?f ·(~,2): J:,:.·~_'.·i(<:;_ \:,~.Et· 
1; >1 ·---~;~: .·_...:,::_:: _ o-'-"o;~ _§/-·"--_;_:~-~:~;~ _ ·:.;-, __ ~--:~_;_:_c .. ;:'. -~~;;.-~o--o; .~-~:~ ;··;:~;;-

Considerable·.· info;hlatl~~· abbut:iÍgiriate .'biosynfh~·~fs :and its .fegúlátion 
·:·· _ .. ·. ':"''""'' -~_-;::·--· -.-.-» .. ·.- •.. \:·~.:.·,_~:;·" ___ ·,., -•: ,-~~-_·;-::·:.~~::-:~',·>:>,;_,.'' -~ .'• --- ,._._-... .. -··:' .-

has been des'cribed in-Pseudomonás aeruginosa (4, ~7).Th:~. interest is 

motivated b~··· t~e•::patn:ogene~i~·····-ºf:~J~i~ ~~~,~~e'liú~··.· siRcerLJ'.~g~in.fection· 
with P. aeruginosa. mucoid strafns, .Which pr¿duce:'hlgh<am~unts of 

~ - .:". "- . ' - ' _', - . '. •. ' " : <' - •. , • . . ·-

alginate, are the most important · cause of death ·· of cystic fibrosis 

.· .. "_,_· ______ _ 
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patients. 

The alginate biosynthetic .pathway from A. vinelandii and P. aeruginosa 
. ', . 

are very sif!1ilar (4, 36). In P. aerúginosa 1he comrnitment enzyme in 
.··-· -·"·, ..... -.,.·, .,.·-.._; . ,,. . . ,. •"' .... .·. . 

this pathway is GDP-mannose· 'ci~hydrogenas:e· :-Yhic}1c;converts:.GoP- · 

mannose, a metabolite used fo~ th:~ ~~n~ge¡is:-dt::diftk're~~i ~~Ícharid~s. 
' . " . . ... - . ' - .. ,- :·-.... _,_·_. ,-.-.·.'" 

•'"'· - ;.:,'~'..- ';-,,,--

to GDP-mannuronic acid, a direct :atgi~~t~~.p_;·eifürsó/Jh~ ge~e coding 

for GDP-mannose dehydrogenase is calleéf·'aJglJi{~.:~z. ~9)> 
-\"'i '°;, :,:;:·:~' - \; ·• -:::· :_::. ,~,,-_ . . 

In P. aeruginosa, algD gene is located · Úú ª" blÓsy~tbetió'~:ciGster which 

contains most of the genes coding for th~·/e'~zy~·es··j~~~lvedún···atginate 
. . - _" -.-- . ;,\ ._- .. -':';";'· - .,_ -~.---· ··, - ·. . - _ ... ,_ ... :-.;:; . ·.- ' . . ·. '-~ . ·-· .-· 

synthesis. The gene· cluster appears:toi'.b~'ii;~gsg;ib~~ ~is áh .~op~}o~ :(5), º. · 

which is controlled from the algD ~:~~m~te~f;· via>po~iti~:~ -t~adscr,(~ti.Onal 
regulation by AlgR .and AlgB pfof~in's({9f1s/}1s.fo'2)J~j-líerece~tly 

i ,_ ; :>·.,, . ·:_;'' i \ ··; ":·: ·'.: :. ,• '.,- ·:-. - ' .. - .~.: : . ~ -'..-: -' -- ~-. -~-~-::-.:·:; ' '!/':'.'. ·- '.:".:: -' ,;"·.·· ' - .·,_ 

algR and itS own{trahséription/(17i . 26,:~3).·· AlgUtacti~ity'.is '~égatively 
. ~ <.:__><--~·-_;;. ~ r ·-' '"~.~-,.,, ,", '¡,J.\ '-" '' : .,,:_·_. ;~_.:: -:·r.-· -: -:,-.< - ·:·:•. . ' -· 

regulated by' the/pr8cid6t?6t 'ITlud/J, ~~nd'mÚ/a' g~n~s/ú,¡¿ sigrTia"like 
' :.: ,,;'•.· . ' ;·e.· . ( ,.·_ -~',:,;··. . . ,., ; '--"¡/" 

tactor is simi1ár 16ct.t1~ Esché:r}chi~ >coji'a·E. f)io!eif) and'bbth!r~cognize · 
· ... _,·_- .. ,_,._. -~·:z..·'-- ';>:>_:\~;~·:·. "..! ,-~," .-. '"' ;·.·x_: __ .> ,-~~-:~~ "~ .. _~---~~~-.:~-- -----=-~. 

similar DNksequepcé€.(\1.~X2,17·;··~4ºó)~- ) · .. ': . , •.. . . 

The native l 'aerugin:s~;itiai~:s: isÓ!a1ed, fro~·'.environme~tal \ samples 

or from differ~-T1t j~f~~cte:d ~u~anJissües do ·;A~t·:,pr6du2e .... al~i.nate ·.···at 
<:. ,.-." -··' . '" . '·,· '·'" - " (. ,,., . ., .·.,. . -, " 

significant l~~el~. 'Jhe.l~ck 6t ~lg·ir1at; biosynt~'~$¡(¡¡ c~u~~éf by thé> 

very low AlgU activity,. due · to its i~~~tiv~ti<J~ by ju:A .. an~ Mue B. Ali 
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the naturally occurring mucbid strains are isolated from the lungs of 

cystic fibrosis patients · and contai.n. mutél!io11s· ií) mLícA;. or otl1er yet 

unidentified loci (11, 12, 1 ~: :,fo)/·At p(e_s§f1t>, ther~ 'I~' not a ele ar 

picture on the physiologi¿I·. r61e.~th~t algih~te· bios}mthes·i~·. plays · fór P. 
. ';' ~ ' . -· ··, 

:"'· ,: .... ·:··· :<> ."···_\_ <_> 

aeruginosa in the envfronmenL(27). 
,,_., •·; .. •-,•-!._,·.·-.i1';'· 

A. vinelandii has been ·r,epórted t~ corltain DNA<sec¡uen~es. homologous to 
¡:·:: 

sorne P. aeruginosa.9'eri~s ·¡~v61ved in the biosyrit~esis and regulation of 
::>~-~-: . ·- - -, ' ., ! ,. .. ' • -· . . - • - -

alginate prodU.6úél~. ,i~-~-~ as··atgpand··~i9Rc(1.S). 
_:--:.•'' • .. ? 

In A. viá~la"Adii: algiílat~)h~Ú;' beeÍI propo~ed .·•fo:play.,.• •. an .. important 
-.:_·· .::<· ~-i> ,---._';'~º -~·---' ;,:._~~~--~--~f !_"._ .. _ --- - _·_ -2:'-'.";_,':''..> 

structural ~ole in~ th~ 6Ysi (44).'but::rT16sfoti:th~ Í~olates• produce this· 
:~-~ '"~:e·':·_· ... ···, .- _·;•-·-·,.e:·:~---<.,<>· -'··.: · ... ,,,-,--·-,_,.,.: .... '.,· .-; 

exopolysac~h~h~e ~(~F i~riílg :Y:~~f~J~Y;4f~[~WJ,~ ._,;~(~j~~~e,_pr.?'ciuction 
in A. vin¿t~n/h·S~ i~us ~~;~~iqU;·, bl61J'~ic~L'~od~1 ;::~nJ';its,;~stu~~;;at the 

mor e curar . r ;J~r . +vi p·e 1Mr~~:,~tj;~h~fr • ii "p'!\r!fo, ·:,~2~ku6ri s 01 . 

biological .irriéort~n~~.\ >><:. t·; :,>{; ,_. _, : 

In this p~pe? \;Lf~b~rt, t,hi;· cló~i~g ~~1~ 'ctía~~6t~d¿t.ib~ :of 'ih~ A. 

vinelandii·.:~tgé.~.~n~ ... whi~b i:6~er~:de~:~its,~;~~:~~~bc~; •• •;.~~IY~.i~f;study.<ót .. _.the 

effect of ;its':.~Üt~~enesi~ in the form~Úon of c:lesic¿¿t¡¿l,_r.~sistarit 
,- ·'·' .-, ' .... -· . : / ,.. , . . . : ·- .. : .. '. .. -·-,. -. . .-. . - - ,- ' -

cells, and st~dy; of its transcription on three strains under different 

culture conditions. 
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MATERIALS ANO METHODS 

Microblologlcal Procedures; BacteriaL strains. and ·. plasmids·: used· in 
.-' . -· ·. 

this work are shown on. Ta,ble 1. A. vinétan~~i strains were routinely 

growh· on BS. medium which facks· ·a fl~ed.: s~'~;~e' of nitrqgerr (19) ·· at·. 
- ·.-/ . .. -,_- ::{:> 1,:_.-.-. ,,_ "'-.: 

30PC. E. coli strains were grown ó'~ [8' meditJm; (2S) ,'at :310C. .Antibiotic 
.,·;·: .. 'T'.·- .>,'.-.-. ;_.-:·> .-:_{:-:~-~:~r··.: ::.'":~~·.<:tt . .,: ' .. ·.-.-·- :·,;,, · .. . _.;·.-: 

concentrations in µg/ml •. ·. ús~d ¡tor''A.?ví~~W1dÚ;~l1d} iFb'oli; respectively, 

were: ampicilfin (Ap). /?o:.:;~'.~;;. "~ó~o .. ::~hré~~fu~w~~isát' 30 and 30, 

kanamycin (Km) fo 1ridO: 60;· nali~i~;c '.'~i¡';{ (~~I; n:éJ{ úsed and 30, 
~. .: ',<.,_<- .. ,._ . ~<::{/: _,,_._., ,,..,:·- i'·::·· 

rifampicin 1 O• a~·d n~t'.''Us~'Ci; '~nd tetfaÓyólih~::(Tc)'. 10•· ¿~d •30. 
·: >.-.-~:'' ¡'"';'' •<";> : ·;:~~;_~~ - _:- "" -

Triparental or7~i~~r~9t~l·;A; .. vinel~ndiimating's ~~~~·done as reportad 

previously (19)7 X'. ~Í~e!ándiÍ transform~tion ,was ;done as reported by 

Alginate prOciUcÜon · :,was 
,'..~<-· :. ; : ,,. . . . . ' ' .. 

determinatiori, o(:ú~b~iÓ acid ~ (3) or b~ measuring its: d~ weight from 
'; .. ~· ·:,::;; .. ' ' ·: ' . " - -

liquid cult~res. :in jhe'. 'c~se 'wlleºre we studied the : eff~ct Jn al.ginate 

production o; a mutation in rpoN, cells 0~ere drp,~~;n ~n%s'¡LB pi ates 
.. ·>_ -'f'--.- -'-~:-· - ~ "-=07..-·-~,_'--7"'- -~-.·~~ - ~.·- '-'--,--·~_;.-· ,c .. _o-,-· • ·----· ~·.., ~ ·o·~-·. -o.;:-",·= ---~.:--· ,-~· 

ciescribed pre~io~s1J·(~,1) Áir mea~~r~:~~nts wer'e >cio~~ by t~~iplicate .. 
~<:.-"; :'.-.::.' ,, .~-'. ·-·. ~:.;\: .. ·;, ~~ •',,\ ....... ¡·_. 

p-galactosidase ,. activi°ty. \~as ~ete)íJ1ined\~{r~por1~~\'15-~' k~i1l~:r (28), 

one unit · correspond,to 1 nM ~,¿¡. o~nitrophényl-p~b-~al~~toside 
hydrolyzed per minute and per mg, of protein. Ali .measuremerits were 
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done by triplicate. 

The resistance to desiccation was measured using bacteria! cultures· 

grown fer 18 to 24 h on liquidl3S rnedium ~hi~b W~re ti'ansferred to BS 

plates with .. 0.2%: n-butkí161;:as:·ck;6;o~:·sour¿~:·arid ii~cübated:tor 5 days . 
. ~-,:_ -., ~:-··. : :.~:·.~ ' ;'-"'; 

Approximately 1 os c~lorí~~j{j~min~;tDrifrs·!o't ;a¿~\,str~i~ ·were applied on 
· '···.· -t: ''"··/;,: ':): ;.~·:-. ~;;.:~""'",··. ,;i:~-,:_:··-:-.::-:-Y' ·.·.:, ·:- ·';'/ : .. ··.;·f.-,-~--,."-

m i!Ji pO re 0.2 membnir1~~)>'p1ac~á Iri ~'.i~·rJl~Y~~tA dishe~ and incubated 

for a?ditional 5 days. 'b:~·~~:~.i~'.~ti~ (~y~~~);~~f~ }~:~~spended on 1 mi of 

ss medium and viable ~C,dl1{~·w~'~e{ri,;ák>~6 ~~t~rrnine their number. 

Genetlc man lpul¡~l~is;T~~,\~)}vi~el~nd~r?algD . mutant was. 

constructed in the ATC~J~~'~ ¡¡[~{;{'~f ~~le~io'~ ~· ~;~91;~• recombinaOt 

events using plasrnid PMSl:>?<t<f~ble '1) .. e1_asmi~ ;p~S~~rhas 594 bp 

Xhol tragment cÓnt~'iAiA~:-.~~f1.;.inf~r~81 s·~q~;,,~~-froJi.A;\ •\/,i(?efandii algD 
:}~.':.__.,··~,-c.•'·' :"•.O.~;·>·;· ··:· ,. __ 

gene and its unable}LtoI réplicate:, i?i A~ót~Hi:/cter, ·;.rrie ··. plasmid was 
.'·:(~-:- ·• ~; ·"' _-, • ''-~ ' .. : . . ;:·: ·,;- - ,. .-, . , ;,>•·" ' .. ': ,' - . 

introduced in A ,v;h~tE~~ii;;~y·t~ahsforn:i~ti?n,(th~ . Apr c.IO~·es':selected·. 
·'l ,¿1 :'~L.) , "·'-.f:: · -·' ~->_1 > ~ -. · ··: 

are expected f() ~eJ.t,re pr~dÜcf i~ty~ .single.}ecprnbin~t¡_ofü e\,el)t that 

would render t~o ·TruBc~t.~d{~t2[) -~en~s1J6~~··aevoid'j6t ;t6e:·;5.'end; and· 
. ; .. · 

the other 1aé:~id,~~jb~~;:.3;.k~6d/·bt'ihi~ .• ~9e'~~ .. ~;-sepafat~~-
0

B_y:j·:tH~·cÍ~n'ing 
vector pBluescfipt si<k Ónkbt'th~ '~p~·;tr~~stSrinanfo:j5 ~traIX. RSD1 

--- <''•.:: . . .. ~,_, - :::"/ . 

(Fig. 3) which i~ p';es~hte8 ~;r~J~} · 
algD-JacZ transcti~tÍ,oh~I' t<l;i{:¡, ~~~éls'. i~61ated .. -•by selesti~·~·. _rri;n'.i-Tn5 

lacZ1 insertions· on' ~/gD:~e~~··l~c~i~é:Lin plasmid pMSD2;·(Tabl~ .1) by 
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· selecting Kmr·, Nalr transconjugants· from the cross between the E. coli 

strains S17,1(i pir) containing ,plasmid pUT mini-Tn5 /acZ1(7) and 
. ~·· .· __ -_·'o· .. ~ ~·-.- -;.-·· ,-_ --·.:,. ·.• ::_~·· .•... • _. ,\·; .. ;,..:··~_·':',"··:"''.'.>:'~';.~. ·:: 

D H Sa contáining ·. plasmid pMSD27 (Table· 1 ), · JrJse.rú98s; on the. plasmid. 
-. . . .. -.. · ... . ,, .... : -::- '"'.' -; .,_,, '·--':·:-.->,:' :.»:.: ~. :<: ~· ··-.. ; ''. =: .. ·' . 

contain a mini-Tn5 insértioMdhiMe !:f: ~~di~~§,e,fiWtii~ ~'~rri~. brieniation . 
,.· .. : _\·>~--· /> .. :,..,,}- .. , :-~.>) /s·; :--::~::'..·>:· 

of a/ g O (Fig 4). The ia/gD~/aci'.¡;tfansqripÜonaÍ ;'.,f!)sipf1y in~ thr.ee A. 
.. s::·;-::! ~:;>, .,:~.-: ::·./:-·:.:?.<> ~--:.~: N::·;_· .::\·=_.-· ·-- --~~.--

vinelandii strains wer~";c'6Bsttí:Íct'e'~r\u~{iÍg;~pCTD273·;··¡)1ásmid. Plasmid 
:_~:_-.;~~·-·:::~. --~:-'.:···!->)-·( :!->::· -".';:"": -:):. :··-~-,:_,--·.·}·:_·:·· ·º:',.::'· _,: ., :;: .. " 

pCTD273 was cut· wii~}~~t1;·~n~onp?1~~.s~~i~;,'o~d
0

~~·,'f6 1i~bfoin.only double 

recombinants; th_e clon'es ,~ere ·s~l~bt~c(Ú;.'tlieir/Kmr~~d··Ap~ .phenotype 
,·-·"" •''•'.- ~·.- ---·--~--·~.· >;:7-· - .·-- --:_-'"_·_._ -· ........ t. -- . - -

after transform-ation},¿<, ;:',. ·· <.::.-·.··:,~.-.-e ··r/L,'h:>··· 

In order to simultan~C>ü~I{ rneasÜreJa/ko·:'tr~nsCíiptiori~:and '~lgi,náte 
'.' -~!,__: :~.:~.::,~/;·i;·.:;;o.'-;,,-,"~'-~ ~ ... -;j:C •'o· :-·---~·-"·'. ' :···. ---; 

production .plasmi~{J)M§o'~?~:;w~s.'j~~ro.?_ .. ,u .• c ..• _;~d/.-W~'co-~j~9~ti:o,~ :f r,orrí'· E co/i 
·~· ~-· 

S17.1(Table 1))6 theé~.'lviáe1~hdli}str~il1s·\Í\f;112. Qs\anci'.·Á2 (Table 1) 
'.'. ,·· . :·: '. .·: -~ ': --

which carry'the'L'7~Jf:;~-~i.{i~siol1(ét~~-1ransconjÜga~ts were .s_elected on 

ss medium'sU¡)p1'e~'~nt~d :~vithTcraf1cf·~rr,;;,::• .. · ,- -·, .. 

Total .DNÁ!{'JitJ'.r.~'r,~I~º~~~ilü~~idq._;·!º{ªI :~~no:_Ic DNA · trom A. 

vinetandii :<A yCc-~e646"<was'.'~'ít1állY:Tciig-kdted with Sau3A .and ligated to 

cosmid pCP13· (~)· ~¡g~sted·~;~h:,;;B~mH1 'endonucl.ease. _:_cosmid were 

packaged C>nfo,1.:-:~~~i~s· ~~ci-'transfécted ~s des6ribed 'pr~viously (24). 

About 5000, ~Íon~s·.w~J.'e bbÍained, 0hich represent at l~ast 10~ timés 

the size of the bácterial genome. 
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Nuclelc ·acl.d procedures. 'DNA isolation and cloning, Southern 

blottlng and. nick translation pfocedur~s were 9~rri¡:¡d 'out. as described 

previously (24) .• The p:.aerllgihosa •'a/gD genefragment-used as probe• ... to 

screen the A :vi~ela~Jír~g~~·~~'.i~•• li.~f;~ :~a~ de~Cribed.pre~;ciÚs1y;{13), 
' ·:-· . "'•--'· . " _,, .: -:-.·:· ~" ~: '.-.f-,-:_·~~--~\·. :·;;<< </t;:· -~;;;::·.~.: :'.: ~~-~ ·. \<· ,;· ,~.':~·:· :>~_:"· -. ~.; -~" --~ .,.~ '. -,·._- - .. ·. 

and was ·ki~diy;pro~id~d ,by'.;f,.;-/Mo'{c:ifrakf~b~rty .. f~9rli(t'h~.> Llni~~rslty oi 

111inois at Chicag~.: ~&~i)J~~~n.bidsL~~~·· ... d~p~'.;eithe~-·.w·11~• .. 'tr;e:,;$é.~u·~nase 
kit, or the· Ta~· ~?'~F:·r~si~. e,'r.1#}'0)~ :(uh.ited< ~tafes~Ls1.?s~émical) 
according . to. tg'.~ z~a.guf'~ct.~fdfs :h~~t~lJáfI~0s:~irS~A·.r~~ibhs/ to b~ 

.,: ···\ ,· ·:" ·;_:,:.: 

sequenced were>s'übcrhne~ ori·•p1a~foici'<¡:is1Ges'C~1pf 'sk+;.(siratagene 

Cloning Systeins).'ith~-~~íJp·~·R~Á·"~:ta~_sWe ~~ª¡. •cie~e.~Tin_ed····.~;·prlmer 
extension (24) ~ot;~§~~·2~~t~~§f~~d\·1if~t:T1: ~fr~J.h~\'~tpc'.t.:9~~6;"Yani U'w136.; 

grown for 48 :h}ih ~~~¡ ~~-diGm: p;u~1.rig·{~~{ ~ri~~r tt1~'.o'IÍ9o~U61eotlde 
- · .. '.· _,· ~:.::~\-"·" ~-:/~':·:· 

underlined ;¡,. ~ig~}~ L ···· .· ····.· ' ·· ·· 

Nucleotlde/se;qu:nce( ~cciesii:og ;~~Jmb~r.' n~·61eótide seqúence. 
-.··- :-:.:_:, .. -_- >· :·-. :--~ ).~~:¿ :;:~~,',;"~--- !-':,_:,:.:{o:;. ~/ .. :_-· - .-: : '.-

··· : ~-. -,. .. , ' . ' 

of the A. vinéiandli a!gof: ge~e reí:>ohed fíe re. h~s .. heen deposited in the 

GenBank data~base under ~&cessio'n. hL'mher.LÍ11~~0 ... 
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RESULTS 

Cloning and sequenclng of A. vinelandii algD gene. lt has been 

previously. reported that. A. vin~landii has DNA sequerices homologous to 

P. aeruginosa genes of. the-alginate bi~~ynthetic:pat~w~y. {13). The A. 
-,-;,.~··::'.<~,~:.~·:·.:.;?;\,; __ ~._,,:~ ;r -

vinelandii algD gene was clon§d:frpm;strain ATC.C'9046 based on its 
- -'· . . : . :: ·.; -' .. ·. ·: _;. __ : ', " ·;,: : ~ :~.: · ... - ~~i,· ·.~'.:;:.-,,:_ : . ·_,>; ' . -

homology with the .·P.< a&rJgi~osa.\cbrréspo~ding gene; Southern blot 
;:'-··>:,~.;'. - :.~·· .··.:~·,_--.· .. ~;··:.··---';'/'.-· ·-:·<.: '.". '":·<-~:--";t_,;·· __ ··-.-·: . . - ----: -· ~.-: ·-

analysis using as prob~·''ah iMter&a:1:fragrTleríF6f p: aeruginosa algD gene, 
r::·:{'·, .·--.- >-\'< '·- _,,_. 

led to the identificatióhi of·.·a bd~mici8.0,which-- presented a 5.5 kb Pstl - . ,;_ . ",\;;: - ··-~¡:·:·. -_--:;: .. ·'"'· .. -. •'· . : '-~ ... ·. - . ,,,, - - ·- -
"·' ~:- -~·:·.·,.: ·\~ J··: .·.- '. ;.· ,:::·., :· 

fragment with algD horTio169:c)~k'~eq¿~n9e~:,> 9n~{Ú them was selected 
'")' - -- .. -·,:. C··~~-.-_-.,,. ',.:S.,·?·.·-.,-·.,~·:-. --J:.;:.:-"~·:· ·:~~·<". ~-: .. " 

for further analy~.t~·>:CPM.~9.~7]>.'}h'f};s"5·Eb~~s-tl~ffag,0~nt with algD . 

homologous sl'qüe~ces f~~~f pl~sinid{pM~Ós-75\i.tcis~.·sJ~cftiried in plasmid. 

pKOK4, the ••• íf;§t1i\ri9;·i·1~~-~:;J~~i~,:;~¡n~~'-~J'~6~;·-.·~~a~1-e···~>·········. .. . . 
.... :.: - ::·;.;- • ,,_:t:·-- (,'.~'- _,_.,_,.:-~·-·:..:.·~;,_ <:·!.~;·,,,-~:·;:¡.:.-·'y\·:·.-'.::.'.·' .... e- !·.':-:- :·: .< ._::· :.: .·· 

The A. vinélandt; .. aigd;' s'equenbe;fs sho\~n ,in '~ig:.:1, it codes for a 
. • '' :- ' ... , . ... . . • ' ,, ·• • ... ',. ;~ ·- - ·'."'":...: ::· • ·' :-o - • .. • ..,., .. '•. _. . .. ' -.... - • ' , .,., - -'.' .. . .. ·• 

the. corresp~ndi~g ~~1gb g~he frorl'l ·P. •aérlJgíno's·~; Ú ti'~;, ·z9o/º identity . at 
',,· .,'·:·:·:-· .<': :·.:.; ·.·~·-.<· .--~-~·:~.-~>:'::,-,,,_. 

the DNA leve.! a~d·.:.73·~¡ ··i~~n.tity\a.t_-~t·~-~.ftr~~{ig·1~ifS5F-~~;_ •• 2-~L~··-.·· 
The analysis :·of·_itieC ~{'JA~se_qifen-f~, ~ÚP-~J:e~.m·:t~T :'th~- first···· ATG 

perrnitted the·· idenÚficati.dn ';~r'.soiñe0,¡:>u'1'aliv~ 3rans6riptton ;regul~tor)I 
.',:··· _,_. ':•':',:-!_,.: :-,! :,,·,· .. , .•. , -. . .r,.~·,,.'-;,'-"•'\•.o ,.:,.,,,;.-:,,:,; ..• :,_, ;'··'."' ~.·:-_·,::··,_.,;,: 

sequences (Fig .J)>A ~si~\1~}?Q~A.;;59'~~J;6ci:to't~~t"clt .filé pf(,~6ters 
:, ,,-;·_:< ., -" :_;"·~,·: -,'.- ., ...... ,,> 

recognized by ,thé Rl\lA polymerá~e .(ÁN_.ÁP};c()ijía:iniAg t~e :C!s4 'subLriit is 

present between the nUcleotides -389 and -376, the consensus 
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sequence for this type of promoters is CTG G CA C N 4 C T G CA (29) 

(underlined nucleotides are invariable) and the sequence · which we 
,·.: .. '-· 

':--; 

found is CTM..CAAAG-f:ápcaAAi In f. ·aerÍ.Jginosá:.t~e 'se~tience 
• '-~,' • ~ ··-' .. r-. ·e' -~ "•''. ;: .;, ' . . - - • .. , ._~_,._~ •· . '"' 

CGTTGGN 17TATAATis': l'~cogníz'eci:~by' t=!NAP cohtainirlg' th'e:"house-· 
:.--> 't··· "':·:,-::·., ~-~r ,,<:/. ·;_,: ·:;_·.'?···, .. :;.: .. -.. _.,·.;,,,·.-,, <> ... -...... ;.-:-.:·--:·,,·-:.:.,-,: ... _ 

.''.',:;:~. ·.·~; ,,_-,,;,_.';_·¡,, , Cr -- : · ,:· '· ·• -

.~ _- '.-_f:: ;·.":_ :·: -~·, __ ,:~;-,:;·-,,, .. -.· . ~-- • . . . « · r·····:· _ ... '. .· 
keeping" crD (37), weHoúrid'the.sequénce:ATfTG.CNísTATAAT.d:ietween 

nucteotides -123 and ~94:. +~é2J'f8nÚte'rs rec~·gni~·ed;·.:tryf~e·:.;·~NAP 
·'·:»';·- ."·/:· )t: ::-.->-. ,· ., -~:--·>)'. ;~:::::-;- -,~·.,,:\~: -~;,.'';, ';.~·:<- :·.J, 

containing the aE-like subJnit'.;·'vJhidt( irlc1GciesO'Á19U>pr?tei.~;·pl'~c~9~;ze 
-.-;::_·:.~~-<Y·;" :\,·>'-".~:· .. ~ . '"~<'.~', 

transcription º\.t~~···· · ~: ~'.€ryg(n~~~·:~1~p $'~n~·¡~~~·p·~~Iti~e;l~{t~§~1~t~·~ • !)Y 

the AlgR protein, four, sequehé~s·'.vyhere· this pr¿t¿in'fbinds'ha~·e been 

identified in :the;¿/g[j/Jpstf~a~ ;fzg;~n. bn~ o~ ~t1,{dhJ~l3'1;). i~ in. the 
•:-;">'.'!;:,', "'.•' ~~:: • ·, .-::".-.·:·:::·~: .;: .. : __ .. ~ - .·.·;~,•.•F<•'". 

opposite dir~2tion "to;',th"~> o'th¿~, tgfee:· (~:1 ;.:'.32); 'Wi ,·f~úric:L ~et~"1een 
.:i.);'.";_ ', ;_. ·;.):,,-. • . "'..._--";;e:,'..::.-- ~,.,_ '-- ::..• -, - ,,_. 

nucleotides <37,···and :':36~" t~.e 's~tj69R6~ :cf'8cfGcc.A, \~1hich is ver¡ 

similar to RB1 (ctG¿'fF~dbA)) , >< :· .. ·. , 
·;, > '.•: :'" ;~:·_:~'". ,, . ·- ··-.'.·,"· ::: .. .':',.~,~~ L - ·-'- -~- ":._,·_ .. ·. - . ·-~-:-;;·~"::-

l den t if i c at iÓri'c 6!f:'-i/,9p''riifi NA ;~t~rt\'.sif~s';' Th~ rnRNA• start site for 
-,. :·.~ 

the algD gene}wás def~rriiined by. prirner;··ex'i'er\si.on'. Two,a/gOrnRNA 
~' ' ' :· .. ·,-> " ·, 1 " ...... 

• -.'-:. ,.· <'"- •• 

start sites•··.were·found1 ih> ~tr~in ''''AT'cC::jm.4s.; orle·correipond to ,, ·.,·. ..:: . ·'- . ,· ..... :· .·: ~>:· '·".'·," -.•·.· ·, '' ·'·" :: ,i:'f:"_,-._ ._ ... ~· - : ;,, , .. ·-.>; · .. ·. ·.· ·.· . ·.· . ·, . ' 

nucleotide -~OO'·an'ci Jiieotffer:\o{the hti~l~oti~·~ ·~86, (F'ig'.· 
•.,· .. ·. ·, ·\·.·, ·_-:-- -.'; 

tunctiona1 prómoters whieh ·.are·. predoníinanúy Gs~d in this · strain when 

·: .. ·. ···.: ... 
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grown, fixing. nitrogen, in BS medium are· a prometer which is similar 

to the promoters transcribed ·by the 'RNAP containing crE ,su6ünit {P1), 

located between nucleotides ~23'.5 ahd -210. I~~ ;se¿uence of P1 

prometer· is GTAAN20C. (Fig· 1). The secO!]cFpror'noter. {P2) is located .at -

123 to -94 and is a crD type of prom~te/ (Fig 1). No primer extension 

products were observed in strain UW136. 

Constructlon and characterlzation· of algD- mutants. In arder to 

determine whether the putative áJgD gene which had been sequenced 

was functional in A. vinelandii,' it'~a.~ disrupted in strain ATCC .9046: 

The algD gene disruption ofone.~f .tfle ~Utants selected ·(Rso'1~.c"fable 1) 
:.::.·~·: ,:.;--'·'>~:.::· 

. . . . ·,· ~ -. ; --· 

was confirmed ·by Southern·lbrottirig'.(Fig ;3)>2ahd i( w~s fol.Jiid·td~ lack 

alginate produc:i~h:.(fa~1~.·t2H· ~~evi,rsi:n ;t~ fnucoidy 61' itraifr.~so1 .. is 

very frequ .. enÍ. ;inc~\ ~Re/m;Wat)6·fi·~;·:is:·.:10A'By·····g~~etic '}~~()'~bination 

between. t~a.i.tryn,c~·t.ed;~a¡gq·g;,he§. fü plates \Jit~'·a b·i~h· bell•·.density, 

rnucoid cÓloni~s ,áreapparenl (d~fa ;[ioá~ho\~1 n).'. 
Alginate ~as ~~·~n ~roposed~tcí;•be:~/éssenÚal.for encystment, .·since the 

~ ;'-,:e-- ~-:-'O"".;:_:-·~~-:~: -:-:::-

non-muco id·, st~ain UW. ,¡~ ~~~~1.e'Jt.o)cirrn' ~a,ture ~y sis (~4)',:h()w7ver. the 

nature of th~· ~;0t~ti6n· l~~di~gi;to.}~6~-~uc~idy. i'n sd¿i~ Üv(. is not 
,.·; /:;·_·. 

known .. In ordeÍ t~ de'ferrhin~ ~hethe 
'~'. :-: ~ '.>< 

encystment;. the .tor·mation ot aesiccatio·n~.resista~t é~11~·, ~f\ATCC .9046 

and RSD1. cultures was. measured. Strain ATCC 9046 has ajrequency of 
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cyst formation of· 10%, while the mutant RSD1. has a frequency of less 

than 1 x1 o-s of desiccation-resistant cell formation. · This re.súlts - . . . . 

supports the assumption that alginate: is. e~séntial fo{ cyst?t6rrnation. 
:-· .. _ -.;·, .. - ., 

Correlatlon · transcrÍptÍ6rVi .:gNci· L~1~1~0ate ·:·-) ;, .'~ -·-·' ;~·-" >:,;'t, -~:.,,·1-" 

vin'~/~'i{¡jj¡"¿·~i;~¡;,~i:~ 1k ··~r~far· .to' 
:'. , »-· ~--,\~-- _.:.\· <- ~~;~!\ --::;··~- '.: j~e.;~' .· 

bétween a/gD 

productlon in different A. 

produce 25°1o · of.' the•~·aiginate'.•produced_'by,theqwild·type'(strain:(Table: 2). 

As shown oíl• T~ble· 2, there. is' a 'stric:i;i~oÚela"tion b~t\~ee~ the .· algD 
transcription; .•.. ar>m,easJ~~:d>~~ ':f~~.~~~,i~{$si~~a.i't',':i:~~ivi(y"'.~6t·,·the 
derivatives carryiAg ··the .a196~1aj}~ ~e~'~1lYsigx/~:~n8·.ªi~in~1e/Gfóciüction·. 
of the origin·~:r: .. · ~fr~\ni ~t~dl~~J·~:r~I~;;~_0!1·~.>·~:h;~h····\~.··J·~e:;i,ved•f rom 

.r·:~· : :.·.:-. ·. -"·\;_<-· .'.: ;>:· -:··: _;/' .. ;.:, 

strain ATCC 9046 ;ih'e, !11o~t ·~LJCOid; ~fra'¡'6. 0~~~ .t~e,'':Agh~st ~-

galactosídase activíty} ~hil~ ~fraiX 0~. which<is .·· derived frorn the non~ 
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muco id strain UW136, presented the lowest values af this enzymatic 

activity, strain A2 have an intermediate ¡r-galactosidase activity value 

and is derived from strain ÁEIV1 which produc'e intermediate alginate 

levels. 

Regulatlon of algD transcríption and algínate production by 

dífferent environmental stím úlí. In order to simultaneously 

measure alginate production agd '·~::.9al:S,ct~s;9'~se ·a~tMty :l.m·der 
/~':. •'!e'' .',:'~~·:_/'-:._ ;:~-'. :;~·.;: .. -,.·.-

different environmenta.r .· co~ditfont W~ itr~11sferre;d Rla~fT,fd. pMSÓS75 
~- ··. 

to the three straíh~ 'c'?ri!~ifüng· the 8,(gp~ía/z_'..: tranJf-ri.~U~na:(: i~sion, 
w112, A2 an~ us, 'fe~~\~¿tiv~ly>: ·· · · · ·. ··.·· ;;~ · · ·\ Xi 

The kínetics of al~in~te·;prndu'6tio'ri ~hdjji~NfC1Stréih.~6hpti?n'fü'.ciüri')g the 

growth ot strainC~2jprqs~s;5:. ~ir~: deforrni:~~d~~;-~~~ -~¡{·· \.vasii~~t~C~~that 
both are co()rcjJ·r~i'.e1y(;~du9e:cJ ·· dúri,~g .the·- g;owÍ!l. ::~f ,·'-~'he ~~ct~ria, 

'.". ·, .. ·:· ·:.~ :,.·. _,-.. e•;· 

reaching their. maxiinurn value during: the. late l~garith~ic .. phase of 

grov.1h (Fig. 5). 

The environmentál stiinuli that we studied were medium . osmolarity 
:.'.:.: . ::: ; ·_-. ·.. ..:.~:,-_.·. ~:.. .· ' - . ' - - -- - : - . 

and nitrogeíl ~-búfce:;J\J·either.alg.inate production · nor algo transcription 

are wH~ high . osmólarity in •any'.>ót ihe :~trains 
"':'.': ·.;/';·~:.: ,· :,; .: ·/"'; 

studied, on 
·;_.:.;. ·,',:·:.','· ;·.: 

apparent on the hjghef s9cJiuf11 chioriéle. c§ncent?~tIOrí Gsed (Table 3). 

Alginate production aíld a/gO 'trans'cription . ~~ere both very low ori .strain 
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U5/pMSD675, and were not affected by any ·ot the environmental 

stimuli studied (Table 3). In the case _o( 'str_ain Wl12/pMSD67~,. we 

found that the alginate pr<;ld~C:tion and ~7galac:;tosic:l~se .·.a~tivity were 
• ' 7 ·~ • ; '. '. ;, ._::, ;'f ; !• .•. ' ·".1 - • 

always very· high,· inde-~endefü.1y~ot;'the'i.cU1tl1~~-.•• s~ndlti9ns¡(~Table .. 3):The 

a/gD transcription was;i0nc;:~Íed::o~:~t~i; ~1~§~~~'6[~~-"~k~k~t~J~~ :~~~n 
··.~.' ~> .. '.:_-. ?t .-:V·.'--:·:',,,..-.·,, --,'·~·-_ ->-,;: ·.:·.! -· •. ',-/;:-·,. ':~:.~~-::: , ... 

this strain was grown ·:vv;ih 'él.m~orlil1m a.~ '.'hiÚog~ri '~oLJr6e while 
-·.· <>:':: :~·-«· 

. a19inate producuon remairieci .: JAa11·~re'd, bul b0tl1 were . ünattected by 
' .... , ,r-o.:. ' .. ___ · .. - - . ~ ,: 

other culture conditicm~/(T~blé, 3):' 
·. ., .,·- .... ·.-;-' .- . 

Alglnate production \t)y',_stFain lJW136 in the · presence of an 

rpoN mutation. No al;~ rJ1R~A;.start.-·si,te ·wai identfrie:d in str~irl ATCC 

9046 which correspond tó the '¡:aitative proli'1ot~r 'franscrib~d by the 
···-·.:\: '..:<.~"'- ., ·• ':-:3'-- ;.~-;~'':'· >-···-~- -.'~ _ _;_•-- - " - -_.;__o- :~·-~~~::· ,::::- <.->.:' :~ 

RNAP containing', tfie'.;'crs4 subÜnit,fbút it is still;possible/th'at this. 
·- .,-' ."-,·.::--: ,.·,::.·-- ·.·,_-:_· ,.··:.· ;··->,-<·<,_. .. ·. · ,~r·:> .. -,».,.~---!-·,.--:.::(·· 

.· - . .. L/·-. -· . -(·(,_:~.'.~~.~~ -~.:- .., . ,. 

promoter is/u~~d: in this~ sfrain, all5eit to a::-iriuch lesser.'e"xtent:_.o( in a 

ditterent culiu:r~ .)~ºg;diÜ~n: · · ....•. e :· ; - . ·.· ·. ·.? . .. . . '.¡[(.·. 
· On the other.han~'. .. th~-~/gd-~iRi:l :1i~'.sit~ in Ú~aj~ i~1';s could not 

be detected• by . prim·~ r,·· ~xle~si~~·:(d,~ta/ not ·•s;~~,~~)·jJui dnis ~sí rain 
·;· ':" • ~-.~::~,~,-~·.;.~~;:;:~~:-"~~-'-_=,_:~--:;~;-~:-,· ;~, -~·~~ -;-~;;-_ -~-=->~·'.?o-:;- "'"'"° ---"-'~--o~~·;;, 

produces detecTab1e a1ginate·'1eve1s ahci 8190 iíallscription .could be · 
<-:. -::,:.>· ~~·>- _ .;,'-- ;.~"···:.---.':>·.-- :.·.:.·./·:·..:·,·,~~-:··~::-: __ ,_1y:· ·:_·.:.::(~-/·_>~:· .. -·._:·:t:·:::/~; .. :~.:~~·-·.·;---_·<." .<:::: ... ··-«;.: :·.i -.. -

measured in )hederivátiv_e ·.carrying !re\; afg[)~J~cz, gene tUsioll (strain 

us, Tables •.·2····• arid.>•3/:·'1~·~:í~_efo·.10.::d~t~;p¡~~····;~,/h~·fR:l"'tg~-···'.1i1~~i· .. ª·'·~i.nate 
leve! produce~ by <~train úwf~e::w~~ CiJe to algp t~ag~c~iption tr6m the 

prometer transcribed by. the _RNAP containing the cr54 subunit, the 
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alginate produced by the ntrA" mutant MV700 was . measured. Both 

strains UW136 and MVioo. produced similar low alginate leve Is (2.1 ± 
. . '. . '·:· ,: · .. -· . - ~_,,: ¡. . . -: :. . ·.'-'. ' . , '-:,'.' ,- ..... ; '-::·· - -: . -

\ 

0.5 and .4.4 ± 2.3 mg/g of' wet cell wéight, .r~spe~tjv~ly)· whén grown on 

plates of SS + LB. This résult súg'g~~1edSÍhát .the 'i~w al~D transcription 
::-~;:., ··~.;·._\·.,· ·.--.~ - ;.:-: .. ->. . .;_,_ 

in the UW136 genetic background 'is+n()t · dUe ·1~ \iahscription from the 
'<.: 

putative cr54 prometer. 
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DISCUSSION 

We report here the cloning and characterization of the A. vinelandii 

gene coding for the GDP-mannose dehydrogenase (a/gD), which is a key · 

enzyme in alginate biosynthesis. We found that it has a high degree of 

homology with the corresponding P. aeruginosa algD gene (8). The 

analysis of the non-translated upstream DNA sequence of this gene 

suggested the involvement . of sorne proteins in its regulation. Two 

sequences were detectad which very closely matched with the 

consensus sequence of the promoters recognized by the ANA polymerase 

containing a crE-like subunit (12, 17), but nene of these sequences was 

found to be a functional promoter by the primer extension .analysis. 

However, a functional prometer. was found \Yhich :r~s~mbles a oE 

prometer, it contains all the nJcleotides which have been found to be 
'.;.-.. ;;,:, .-. '.':: 

invariable in thi~~~t~~~-:bf ~romoters ( 17). 

In E. co/i and. P'.' aer/.Jginosa cr.E is involved in the response to 

environmenfar',st·~~s's ·(·1:l, '.~7).: In p; aeru;i~o~ath~-crE::like protein AlgU 
.,,,.;:.: . ( 

;._: , .. , 

has been ~h()~~'.Jo be: i~Co1~~~·"in ,itlÍ~ t~anscrigtio:~. óf ih'e :~lgD gene; 
:;~.:'.'' .\(.: ·-·~'« : ; t; <:· :'-' .· . . , . ;-·:> ': .. ·. »', 

this transcrip}ior{(is. depen-~ent --~n the p';~itive: r~~ulator' AlgR, which ··'· .... ·- ... -:_ - ' ' ' :"' ~ -<. <" -;: 

vinelandii h~s:'b~~n ~hoC..n •to ·~o~-~~s D~A~e~'Lle~6~k hd~bi~g'ous.to the . 
' •. , ~·~,:_- - ,.' --~,'._, :_·.;-,. ___ ... ·'; ... ,,, _ _;;.¡- "-~-,-___ .,_ ._.•·. -~-. -, 

P. aeruginosa a}gR gene (13), óur finding. ofa sequence similar to the 
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AlgR binding sequence on the algD ~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 prometer. 

The second algD mRNA start site found in strain ATCC 9046 correspond 

to a prometer transcribed by the RNA polymerase containing a crD 

subunit (37), which is the form of the enzyme which transcribes the 

"house-keeping" genes. The high hornology of the ero algD promoter with 

the consensus sequence of this type of prornoters in P. aeruginosa, 

suggests that its transcription is constitutive, but the consensus 

sequence for the crD homolog in A. vinelandii.has not been reportad yet. 

In the sequence upstream of the coding sequence we detected a similar 

sequence to that recognized by the ANA polyrnerase containing a cr54-
~ ·, ,., .· . ' 

like subunit, but this sequence is !Jnusually upstream from the tirst 

algD codon and lacks a C in thei"\¿(r~Eion which is present in most of 
. ;¡• '. -

this type .of prornoters (29). lnt~~:·~~s~:.of P. aeruginosa algD gene, a 
.. - . ··.·: .. ,.·. ·:·· ·.···.· . : . .. . .. . 

putative crs4 promoter has · b~~réid~~tif·i~~d~aiíCi ~',·pfÓt~Íl1 :b~l~n~ing to · 
. ,~ .·:, >~:: ·. , ... :~ .. ;'. · .. ~-.,.-. ·:;~·;<,. ;-~:.-: -~';L> ~. '·~· .. :' ·' <:.,~·~:,.~ -.:.,:> 

the crs4 bacteria! enhancer-b,füding 'proteiri: tairlily,f(~,O);<eílóodech6Y./atgB 

:::~~.::: b:::h:h~:11'~,?r~f rl;:1i,5J"rf lrJ~·i"3~E~~f ~~t~·:::: 
'.·.· . .:_:·,.:;~ 

that a mutation in th~~uni~J~ A. VineláriéJir~pohden;~ i#i~i;~in uw1:3s 
:;:/ ,._ 

(38) has no significant effect on alginate pr?duction; In arder to obtain 

-· ~- ~~ .. -,_ 
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more conclusive evidence for the functionality of this promoter in the 

other strains studied, alginate production and afgD transcription should 

. be determined in··the rpoN mutants derivad from them. 

The transcription of afgD gene on strains Wl12 and /.2. is more than tour 

fold increased upon the introduction of plasrnid pMSD675 (Table 2 and 

Fig 7), this result suggests that a positive transcription activator is 

enéoded in this plasmid, or that a negative regulator is titrated out by 

cis-acting sites contained in plasmid pMSD675 . 

... Tr~n~ription C?f the algD gene on the thre~ strains .. s~tudied. ~.h.owed 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. was later reported that in 

different muco id isolatE:s;;'.: pres€!11Íing 'different,\mi.Jc mutations, algD 
-' ~. ·:~~-<-

ex pre ss ion was induced by aifferent environmenfal. stimu.li (2, 1 O), a 

· situation whic~· i:~ ~fn1i1~rio ·~;iiaf r~p~}t~d·:her~lf~r . A: vi~eta,r¡dii. Two 

of the studieét sfrainS'. seem Jo . h~ye ¿~'.~eg~t.át~ri.(m~t~ti§ri, .{.strain 
: ' ,_·:-. ··>::~:~ · ·· ,... __ __ , __ .-.~= ---;,...- ~ =-:-.;;-;.';-º :-.---·-. --- .v; -.-, ,.:_::::.:: -~-: :·;/ :~ S ... 

UW136 be~av~s:1ike,,a non~inc:lucible. riiutant·'presel1tinQ a/basati.algD. 
. . ,, ·, '.·:·, •,,, .. ~' . ·.; ,' "" .-.~· .. : ' . ' . ,, . ' . ., 

transcripti6n.~1'·''favet. Ynd.kca11-·c~nditio~s>·~tudi~~?·•~h¡J;~;;~"ir~i~ Áréc 

9046 see!Tls 'to.:éodt.i~e (very high ~igi~~t~~: iév~ls dún'cier\áll. the' 

conditions . studi~d? 
We have sho"'1n · he~e ·th~t strain RSD1 which contains a disrupted algD 
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gene is unable to produce álginate while a strain, W112, with a 

different niutation in the same gene caused by a míni-Tn5 insertion 

showed only a reductíon in the production of thís polysaccharide. Both 

mutants are complementad for alginate productíon by plasmíd pMSD67S· 

(Tables 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 Wl12 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 e>r the role of alginate 

bíosynthesis in the A. vinelandii differentia~ion process leading to cyst 

formation. In this respect we have showW;~\h~~t a mutant impaired in 

algínate biosynthesis is unable to form de;~iccation-resistant cells. The 

precise role of alginate in cyst formation is . being · analyzed.: at· the · 

ultrastructural leve! in different strains and in the alg· rnutants 

derived frorn them. 
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TABLE 1. Ba'cterial strains and plasmids used in this work. 

Strain or plasmid Relevant characteristics Source or reference 

Azotobacter vinelandii 

ATCC 9046 Highly mucoid Collection 

UW136 Non mucoid, Rifr derivativa of UW 19 

AEIV Mucoid Svein Valla 

RSD1 algD- mutant derived from ATCC .9046 This work. 

Wl12 afgD-/acZ gene fusion on strain ATCC 9046 This work. 

U5 algD-/acZ gene fusion on strain UW 136 This work. 

A2 algD-/acZ gene fusion on strain AEIV This work. 

MV700 rpoN::Tn5 Fix-, derived from UW 38 

Escherichia coli 

S 17 .1 Able to mobilize plasmids by mea ns of an 

RP4 derivativa inserted. in its chromosome 41 

817.1(/.. pir) ·same as 817.1, butexpres;ing l..pirprotein, 

7 . 

DH5a ~u;E4~. '1lac11i~ .. :hs&~?ArecA1 J~dA1,· . ' ·..-· , .. ·. . ··' . ~. ,. ' - . -. -~ . 

gyrA9 6, thi-.1, re/A1 Stratagene 

Plasmids 

pCP13 RK2 derived cosmid vector, Ter, Kmr 6 

pMSD675 Plasrnid containing 25 kb of A.vinelandii DNA 



including algD gene, derivad from pCP13 This work 

pKOK4. 

pMSD27 

·p8R325 derivad mob+ plasmid, Ter, Apr, Cmr. 22 

Plasmid containing 5.5 kb of A. vinelandii DNA 

including algD gene, derived from pKOK4 This work 

pCTD273 A derivative of plasmid pMSD27 with a 

mini-Tn5 insertion on the algD gene 

· pBluescri- Plasmid used for subclÓning DNA to be 

pt SK+ 

pMSDX7 

sequenced, Apr 

Plasmid containing 560 base pairs of the 

A. vinelandii algD gene coding from amino-

This work 

Stratagene 

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

pUT mini- Suicide vector for mutagenesis with mini

Tn5 lacZ1 Tn5 lacZ1, only able to replicate ón strains 

expressing ;... pir protein, Kmr. 7 

50 
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TABLE 2. Alginate production and algD expression on BS niedium in 
different A. vinelandii strains. 

Strain 

ATCC 9046 

RS01 

Wl12 

AEIV 

A2 

UW136 

us 

Alginate production ± SO 
(mg/mg protein)a 

4.47 ±. 0.47 

>0.08 

1.13 ±. 0.18 

1.74±,0.2 

0.53 ±. 0.13 

0.73 ±. 0.21 

0.68 ±. 0.31 

¡3-galactosidase activity ± SO 
(Units/mg protein) 

831 ± 13 

285.± 39 

113 ±.8 

a These values were determined from liquid cultures incubated at 3ooc 

and 250 rpm for 48 hrs. 
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TABLE 3. Alginate production and algD expression on BS medium with 
different supplements in three A. vinelandii strains. 

Strain 

Wl12/pMSD675 

"f' 

A2/pMSD675 

"(' 

U5/pMSD675 

"f' 

"f' 

Supplement 

.a 

NaCI (50 mM)a 

NaCI (100 mM)a 

NaCI (50 mM)a 

NaCI (100 mM)a 

NaCI (50 mM)a 

NaCI (1 OOmM)a 

N~ 

Alginate ± SO 
(mg/mg protein) 

5.37 ± 0.3 

3.76 ± 0.24 

3.59 ±. 0.29 

2.76 ±. 0.29 

4.92 ±. 0.04 

4.82 ±. 0.39 

2.83 ±. 0.13 

NDa 

NDa 

0.91 ±. 0.16 

2.46±.0.15 

0.43 ±. 0.006 

· NDa. 

NDa 

0.50 ±. 0.002 

0.4.3 ±. 0:35 

13-gal activity ±. SO 
(Units/mg protein) 

5859 ± 306 

6180 ±. 303 

6094 ± 385 

3318 ±. 105 

5177 ±139 

4805 ±. 237 

1550 ±120 

1718 ±. 80 

1451 ±. 207 

559 ±. 54 

2668 ±. 162 

69 ±. 5 

89±3 

91±2 

101 ± 0.55 

77± 1.53 

a These measurements were done at 48 h of growth cin BS medium, · and 
ali other rneasurernents were done at 72 h of growth on the sarne 
mediurn. NO = not deterrnined 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Nucleotide sequence of A. vinelandii A TCC 9046 algD gene and 

its predicted amino acid coding sequence. The presumptive a54 { o54}, oE 

(aE), and o-D (aD) promoters, 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 identifíed mRNA start 

sites. 

Figure 2. Alignment of the predicted amino acid AlgD sequence from A. 

vinelandii (AV) and its homolog from P. aeruginosa (PA) (Accessíon. 

number P11579). The alignment was done using the PILEVP program of 

the Uníversity of Wisconsin Genetics Computer Group. 

Figure 3. lnsertional inactivation of algD gene in . k vi:ielandií ATCC 
\>"··'··' 

9046 strain. (A) Schematic representation of ev~.~t~ ;1e~:~'¡?'g ~\ó,:,~tgp 

inactivation using plasmid pMSDX7. (B) Southern' b,lbt· an~ly~is 'bt .~lg~ 
,·,,-' .. -, }\;.(; .. 7.,>. ;.:~~' ;-~·':'-. 

inactivation by inser:ti.on of pMSDX7 .plasmid•·.in•strair1::Rs6{<.óNA';Y.íere 

::n::·c:,:::~·,:'Wdl~~~~~i!í~~;/;~~;~á:~l!J~:~l~~1!iXY. 
·.,,:;· .. 

Figure 4. Consir~cti?Í: .~f.) aÍQD:lasf:trK9'scripÚo~~{;JUsion in 

A. vinelandii sfrairis" (A) Schematic . representation t'Of·: algD~mini 

Tn5tacZ1 ins.ertion located on plasmid pCT[)?7r >s) .. :-S~ut~errr blot 

hybridization of totál genomic DNA digested with Pstl erido~úcÍ~a-se 

.. - · .. :....:. ..:_. 
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using pCTD273 as probe. Lanes correspond to the following strains: 1) 

ATCC 9046, 2) Wl12, 3) AEIV, 4) A2, 5) UW136, 6) US. 

Figure 5. Alginate production and ~-galactosidase activity during the 

growth of strain A2/pMSD675 on BS medium. 



Sol! 
~CA=rGATGTCAA'ITAGATA'l'CTAATGOCCATC'ITITAGCAATGAATCGCCACCCAATrohTATCMAACGACA~ 100 

fE 
. . . . -=35--::--------::10- .-. .~ 

AAAACAAAAAAA'ITCACCI'A=crGGCCAAGGGATGGCCAGGGAA~ATGG11!lCGMGGGGA= 200 
f~4 ' -.. - - .!fE - . . 

------"i:f RB :-_35----------:10. 
~~GCGAACcAGGa:AGGGAACTATTICGGAGl\MÓTA!!TciTAél=rocAACI'A'ITCGAGCCCACMTCGTMCCC 300 

"·,;.:-
ATGGMGGACCATACMOCCA~~~&~~~~TAA~TAGCGA~OC~Ch-ro;;cr;,W, 

- ' -: -.:::::..'i:~-"2!~:::.:.:.'.::.:::._;;._ ,;· 
- ·- - - ---... --- - - - --~-;-:,-·. - - -_ - .:··-10 - -

CGAACATGGATC~'ITATMl\GCA'll:CCTI'GCAACCTGCCTI'Tl'MCGC=rc:A~'ITITA~c¡'ATMTI'CGGCC'ro 

~ ;; : '::· < ',;, -- ' ·>'. J~1r\. '< :,; sri i .\ \_ > ;(' : 
·CAAA'ITOCCCTI'GAAGCGCGCCGGCMTGTGACGACCAAGGG'ITITA=GTCGAC'ITITCGTrAAATAAOOACGl<GG'roAACGCM'roCGTATCAGCAT 

=~=AmTAOOroCAGTA~~~~~~~TA~~~~~::~-
F G L G y V iG' A :y• ~;A c?.· :··~L :~' ~'•R --.G:' H-!t YtV~~; V@f ~~:~ sz~; '/\"·:~,':~ '? M_ 
ATC».'ll:AGGGCMA'ICCCCCATCG'll:GAGCC~GACCGGCCGCCTGCGCGGCACCACCMCGTG1\CCG -
I N Q G K S p;(¡ V:'Ei:ip 'G:;,LL:G··_EiL:.L:A·•E~fo-•-V{K,·iT'tG,:R-~:Ii'fiR·.'¡GfT·:•.T-'N''v -T- E 

AAGC===roA~CA~~~~~~~~TTroCalC<:h. 
A v L A T E ,~rs.;~i!.~~c:,'~\~;:;T;f~is-;K/~--·N·::r.~{L[;E, tN~t:~ x,·::r•.:·;~ c·:~_;,h°oI· 

GA'l'GGGTrCCGCCCI'GCGCGACAAGACCGAACGCCACAC=GCAGCAC=CGOGCACCGTGCllCMCG'l'GT'll:CGATTC'll:

_:_ G s A L R D K : ;o/~ _H 'T '.V.~~- V R s T ~- - L-P G_- T~~ H.::--~- V: _r p~ I L 

GA==cGGCAAGAAGC<:CGGCGTCGACTICGGTGTGGCGGTCMCCCCGAGT'll:ci=Gi\GAGCACCGCGA'l'CMGGACI'1\CMCTl'CCCGC 
E E F s G K K•A' G ..• :_y.-y_ .• _Fj·G ,V.'A-VN;P,,E,;F:•-'LcR_:;Ets···T''A;;i-:~_-_:·_::_·~_n''Y:cN'{F "];>._p-

e_.-;_¿ .. 

CGATGACCG'roATCGGTGAGC"i=.cAAoo....i:c:TCc;(;(;ccGÁCGCcroGéeli:CATCTAéc;i:cc;i,Aéro;;,cc;Ccccc;ATéG'll:éocAAGGGCATCGCCcrr 
M T VI GE L-'.n:'K'A''·S-G.·R-'·iR L A''s ¡-y'i•A-E·:--L:n·:-;;\,p,:r-:'-vfll•K'-G:'r·A V 

• 1 ; ; ·, '! f\. ~ .I <: ~ .\,.. :·<'.;.\~-_:o ~~'.'.· ¡.~; ·' 

=GhGATGA'll:AAGTACACCTGCAACGTC'l'GGCACGCGACCAAGGTcii=i'cocc:Mc:GAGhTCGGCAAC;,TCciCcAAciGccoc='I'Goc 
A E M I K y T·: e :N :'-v'·w< H·'_.A ::T.- K''-V··T '·F.:A Nl-E'.'.r:-:G'.\N·•--1:·.-A·:·.x · 'A'.'-'A'i:G' y_'._ o:---G-

_;c'.'~- ,;;',~¡ .. ~.-,-.·-<.:·e:· ;·\·-

400 
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700 
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1100 

1200 

-1300 

CGCGAGGTGAmGMGmGTCTGCA'!GGl\CAACAAGé:TCAACci=:ccAGTACTACATGCGocci::=:Tro=~crocccAAGG - _1400 
RE VME V V Ct•M':'-~ ~,:;R\L:NJLis:.Q'.:y Y_'M;;'R ,~_-::G:;L.A'FiG;;,G'.f'_S---c,,:-L•(PK.·D 

ACG'!'ChGCGCCCTCAGCTACCG'iGc:ccAccmTGGGAC;.TCGAGGcGCCGC'mATCA=GC'rGÁm--"-GCAGCAAc:G--"cGCCCAGG~GCCTA -1500 

V s A L s y R} H L.w :~.\! E A·P'L x:s S•,L'M'~'.S N A,':A Q v:Q;;~~::~ 

CGACJ..TGATCGACAAGCACGGCTCGCGCMOOTCGCCcrocrCGoccroi-oéTTCAAcGécOO<:Acc¡;;;cGAC=GCGAAAéiccccc.ó.~GéTG isoo 

D M I D K H G _;:· R'.K ~L.A::L L,'_G:'L S F '.J< A_;'.~ T.~D-·~ L~~ll_;~_.",S~P;Q~t/'.'.E l.'.c-- .-.-,_-

GCCGAGA=mA~Gcii:ii.Qb.TCTiéGAcMcMCGli::GAG':'ACGCCCGTGhCCACGGCGCcAACGGCCAcTÁCA~G . 1700 

A E M L I G K ?~:;.: ~-~~~~-¡~·:~}-;;,~:. ·~~)~ .. ~~;-;:'.~··. S ''.· ~ b~. .E./'. Y --~"~:.·:;~:/~._'-~._i:.<~:_:~.~-·/·~\·'..~/.~ .. :,:_-~-~~~-··: ,~~\~~:·{E: ~' 
AGATCCCCCACGTCTCCGCccroTrocAGTCCGA~~GCOOAAGCCGACGTCA~cGcccii;icéGCGCTÍ'cGAGAA -.1800 

I P H V S A L -·-~-- Q,~:D)L,f_D ~ Y,.V _A E' A D _V ,I V'. L G_ N;A' D, P'~'f:E _K 

GC'I'GGCCAAGGACGTGCCGGCCGGcAAGMGGTCATCGACcrGGTCcicCTrcATGCcTCAGCGCACCGCCGG'Il'.lCc=iW.GGCATcTcícroorAATcc 1900 
L A K D V p A G.,:-x:_x· v:·,r- D L''_:v. F_.M ·p'·Q'R T_,-A :_G. k'A -E G----r-c>w· 

GCCGCCGTC=cccr=GCGG1'~oodc~CGAChACAGroc~CCGGACCGGCTCGCGAATACAaAé:=GGAcrc 2000 

2046 

Figure 1. 
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C). Efecto de la temperatura sobre la expresion del gene algD en la cepa A2 I pMSD675. 

En P. aeruginosa, el gene algU codifica para un factor cr alternativo inducido por estrésoxidativo y 

por calor yqué es r~querido paralatrans~ripclón de l()S g~n~s algD, algB_, ali/?_)•algU. A]gU es 

homólogo al f~~toi ~~ d~ :E. c~li. s; Typhi11zúri1ú11 y Phot~b"~~terJ~1~1 (E~i~kso~;· .et ~l.1989; 
::,, - • o "'\ ~-

Deretic, et ~1.1994;De.retic; ~tdt .•• 1995) .• ·En .. E: colfaE estáJn~oJÜcrado·en 1.atr~scripciónde .cr32, 

;::~;~i~~~í*J~t~:~~,~~~i~'tf ~J~~~~~~~i~f~tt;~~ 
fusión transcripcional algD:.i.WE de. la éépa PAOl de'P."aérugiliosa (no rriucoide) es inducida por el 

, . ::\ f:.> .'<.;.~::~¡'.~:·/;·_:·_~_:·: =· -~~~'..L~i/r:-/: ·:~:~?·. -!- ,_ :·::;;.;-: ~·~~:~ - ·}/:·/:··:":~~:>··:.- ~<L·'~;< ::;y~~·.:·:· \a:.;:;_·.~:~::~:~·~":''.<~:~~·,.).(;>::~<::;-'.-:\~:>·'\·:·>:·_,;:/ -l~. ·•· 

factor crEde E. co!i.(Yu; etaL :)995): Cábeémenciona:r.tarribién·que·en'la cepa•PAOl d.e P. 

:~:~5~~t~iirl~~~¡~;t~~~~~t~f'It:~~~f º~l~t~E 
consenso qlle.rec6nocé:AJgU (crE), ~e eyaiuóel 6fectotlela ieri;pt~atura en'laej:presi6nd~ algÍJy 
de Ja produ~ciéí~'di~~i~atb:L,. ;. " . . ;~,/é ·~· ... ·J :;: .· .. ·:. -~~ \'··? ·... ... . .. 
Las cepas wri'21pMSD67s;·A2/ pMSb675 y .Ú5/ pBSD67Sse :crecieron en.placas df! BSKm'f'c 

a diferentes t';Jl1r:r~~~a~:y~t:? q;h,o~~Ldi.2XSJ~t~epa,s.&~r8.~)nf~pa~és ~e ~i~~~3'.:~.~nt~~·que 
a 37'C, sólo la c¡;pa ¡\2~ p~~D675i11ostrc) un inere)llento en Jamuc()füía.·Al. e~·alú¡¡r la éxpresión 
del gene a/gÚ; .. cuagÚflcancfch~'.~cd~:¡d~d d~::Í~ e~zÍ~~ B-gál~ctoslda~a, es pÓ;ÍbÍeapreciar u.11. 

incremento del i.5 % .~n·1~·~x;r¿~iÓn,dea/gD~y l1~ inmriient~·Ú2.4 ~eces in!~·~~Ócl~cciÓn de 

alginato a 37'C (Tabl~ Il): E~tos ~ato~ iri'dlca~· qu~ la exp;esiÓn del gene a/gDy la ~roducción de 

alginato son incrementadas po; calor sugiriendo un ~ecariis;no de regulaeión siriÜJar al encontrado 

en P. aei"uginosa. 
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Tabla II. Efecto de la temperatura sobre la expresión del gene a/gD en la cepa A2 /pMSD675. 

ACTIVIDADJ3-GAL PRODUCCION DE 
. .. . . •~ ALGINATO 

CEPA 

A2/pMSD675 

A2/pMSD675 

El experimento se llevó a cabo.c~eciendoJas cepa A2/ pl'.!1SD675.7n placas dc,BS;conk~namicina IO µg/ml y 
tetraciclina 10 µg/ml. Las 'cé!Ülas se dejaron ifo' iñcubiición a 30'.;C y''.a 37'.C duránte 72 !Íoras y luego el crecimiento 
celular fué colectado con 20 mi de solución salina.al o:9%. Lac~ántifi.éación dé 'alginato iic realizó por el método del 
peso seco. Las detenninaci,oríés. se.UevW,-o~ a·~~bo !l:or d~plica~o:~ / , ..• • , . , > ( < 

:·-,:·;', .' :~.'.:... ,- .·.·.' ,; ,_·: ·;~·,'i:: '. ·. ·.:. . ; ~;·i 

D) Efecto del inciém~~to~;¿~ i~~ori6el1tiaciÓ~ d~kahri.~~in'ris~_ÍJ~e 15-~xpr~sió~cÍel gene algD en la 
cepaWI12/pMSD67s.«~{::< .- ·- .. . ,_., ,, ·:.;_, 

s~ ha descrito qllet1.\;i;1~/a11clii pUedete~er varios. crqmo~ol11as; Parncuailtificar dnú.mero de 

que responden ~ciJsis'~éniJa: ··•· :.···•-• .··· ·· '.; -> ,,'_·.···· .:< •:;. ······· .. :'·.'<· 
El crecimiento de la1'cepak; algD-láéZy _éilgD:/acZ/ p~SD675 en~ ITiedi~•BS c?n.~iife:ent~s 

:::::;;;~~~~~~~¡t•:""t:~ ~;·;~~'~:"i':.·t;.:~~'.'~.:1~.:;;,:~;;:,º~~ do 
La actividad de algD;'así éomo Jásárítidad de alginafo prodúCidó fue amilizado' sólo en las 'cepas 

·-- '. - -~ -·-t , .. ~_;:•:'i>' -;.,.::- ... ·;> .. >_~:;. ·,':;'-';:,::- .. <; ·-, ~ .- "<,~; ~--~~: .. ;:·\: ;_.-·:'-'i' ·-f'./:-::_i_ . ~·,·~!'«·. '.'~,;'.:,. ·:~~'-:•-:.· :· ~:;-\:, .. 'l)..,:·\. :_ '.'·" ';.-: < >': ~ .-· ·_ 

derivadas de· la AT~C-9,04~;. dádo·er in.terés.-bi§te€frolt)gic~,q~~ e.~t~fe~a_t~-p~esel1ta pór su 

:?.!~'.:::;;::~~~~~~~~f tí~~l:!~~1t~1~l~~f ~g~~~!~~~t:: 
crecimiento (BSKnÚO). El Ú1~re~~nt6 ~nla~~pr~sióri dé ~l~D'.es r~ftej~d~ en el ¡~~remént~ de la 
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producción de alginato (Tabla III) de 5.7 veces en la WI 12 y de 4.4 veces en la WI 12 / 

pMSD675. 

Debido a que el increinéntoen ·1a.·pr(JduC:ción de~algi~áté:>'es ~bservado e11la cepa •w1 ·12, el 

fenómeno parece deberse ala poliploidíadeÁ; \li!1etai1dilo bien aún everito de ampHficación de la 
región de atgiJ e¿pr~serici~~e,a1tas C:émcénrfaci~n~scte kri~amlcinri ..... ·. ·. . . ''· < · .. "":·'.; 'e·,,•-· .. _,. ···,,·,;.:.' .::~::. • '.'· n;· . ·-<·-·· , 

•·('v 

Tabla III. Efeéto d~l lÜcr~!Ú'en2fb é'~ ;la·i~ncent~i~ió;f cl(€ karirimiJÍnd s6b;e la expresión del gene 
algDenlacepasWI12yWI)2/,pMS[)675:< , · >· 

. '·-·.-::::.~h: !'., .<-,._\·.,_~·: .. ··. _·::,_·_ ·<:-:· -"~LL_.:~-~ 

:ACTIVIDAD 13-GAlfc ;pRQDUCCION DE 
'.';:-:-.·- ·o:,,·s<,-:·· A.LGINATO 

T.•ü B~gal ·'{ <i,\ · ifogalginato 
} mg proteína± SD .· mg proteína± SD 

CEPA 

WI 12 

WI 12 

WI 12/pMSD675····· 

WI 12/pMSD675 

Este experimento se llevó a cábo. i~~~i~~~6'1as éepas .wr :'r;·j\~r j1·¡~k.1~~61s ~~s·~tac;~-"~~~;SKm 10 y 
BSKm 100; y en BSKmlOTc 10 y BS.KITI IOOTélO, respecíivárnente.Las células se dejaron en iricub~ciórí a 30ºC 
durante 72 horas y luego el crecimiento celular fué colectiído con 20 ~I de solución'salinaal 0:9%: La cuantificación 
de alginato se realizó por el método del peso seco: Las detenninaciones.se llevaron a cabo pÓr triplicado; . 
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DISCUSION 

En el presente trabajo se describe un estudio sobre la regulación transcripcional del gene algD en 

diferentes ~epasde Azotobacte~ vin~landii .. Este gene codifica pfil.a la enzima GDP-manosa 

deshidroge~asa ese~~~~ ~n 1a'bi~s!nt~sis 4.e rugin~to. '' ' ' 

La secuencia delgeri{a/g:O de Ál vinela1zdii réyelá ün alto grado de similitud con su homólogo en 

P. aer11gi11Ós~.·Rres~rifa.nclo Uh 73%,de' id'e'J1tidad §ul197lfo. de siniiHiúd.La región regÚladOra de 

az8v mues~a.1ap~é~~~~i·f aédoss~.~ü~ll~ú~ ~~nsen.~º·,PíirªTª ~~(}teí~a ~1¡¡q~e ·~·Arug.!'.;º;ªY e1 

factor c;E de' E. ¿~¡¡y ~ria sec~~ricla' con~er1s6 pad el f~ctÓr slgma''CT 5;¡,,; También' elist~ una 
.. : ·,.,i:,>-'. .. ~:>~:.·)~::.:>: ?-~::, _: ::,(:\:\:. -,;\';r~·/ -~~,:.\ ·}·:/>. :'. !;-~)-~_.¡.~;· _-. \J: :·>:.:'..<·-.·: _~:;:·~:.'.':_·,. ;:-;;~~; .. ;.\. >:::~.;:<' .·~-\¿:; -. ·: ;< .·' : '· 

secuencia de reconocimiento para 'la Pzoteína ij\lgR que: és idéntica'. a·.la sec~encia RB 1 

:~=:~:.~:::!0~i~~\;j~t:~::it~~~tl~~~~~~f ~:~~i~·:,:r. 
Para estudiar la regulació~ ~~~étl~a del ge~efalgD eliA:C~in~l~11r)ii, 'ie'¿.º·~siiJyÓ'uria fusión 

§~~;~~{:~~1t~1J~!~i~~~If ff~i~111r~:~if :~2~~ 
El análisis de expresión del gene algD ~n.laspepasalgD:lacZ;de1 . . vi/iela/1d[i;rev~ló qlle e~ este 
microorganisn,lo nif iiri~ cÓ!Tei~fiÓn.dÍrectaenti~ 1ii:~xpr~sióri d~Ig~ne ~tgDy .. I~ ~r~ctuéció~ .de 

alginato (fenotipo ll1~c6icte).Ei d~cÍ;,1á/ep~WIÚ2, den~ad~~e·l~c~paAT~c'9Q4() que produce 
- ... ' . ' . - ' _, ·-; ·--. '·'y' ; -· ' 

la mayor caritict~c1•'cle''a1gin~to (4.¡47 miiini i)~6teíria),:pr~séritó 1~•.'má~ alta actividad de P-
;: ._ ., '. -.> ' • ·- • , • - ·" -- -· -· - ' - - :.~. • •• • • • ' - .. .., -

galactosidasa, la cepa U5.défivada de lacepiU\V,.13(que~pr6ctuc'e Ú menor cantidad de al gin ato 

(0. 73 mg/mg p;otein~)}pre~e~tÓ}l ~alor'má~ b~jc) yÚ b~pa A2, clerlyada de la cepa· AEIV que 

produce niveles lnte~é·cúosde ~lgin~to có4ihgt;rig';ioi~i~a)/pre~entó un nivel intennedio en la 

Es importante ~~n~fcm~~'qiíi l~cilnstru,¿~ióífrcl~;&fu-s"iónt~;;;scripci~nal algD-lacZ en las tres 

cepas de A. vin~landii; fil~. r~~li?~ctafó~''.eI iené a/g.Ópro\leniénte de Ja cepa ATCC 9046. Los 
resultados anteri~rment~ m~n~ióri~do'~ i;dl~~;;'q~~·Ía ;egiÓ~ aÍgD de la ATCC 9046 no afectó la 

·¡-· "'"'·· .-.·-., .. .,,,_ , ..... ,. ,., '·- - ' -- ,. __ . - . 

expresión genética de est~ gene\én Cada'cepa: Esto púedé deberse a que el reemplazamiento. 
genético no inclúyó la ~~gion prornotbr~ ~ ·~ qUe ,~~.las ~epas la región promotora es idéntica; En 

ambos casos la reguladón genética él~ a/gDse~á d~pendiente delos factores regtiladÓ~es que estan 
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presentes en las diferentes cepas. 

La cepa RSDl que contiene una mutación a nivel e.structural delgene algD en la c7pa ATCC 9046 

es incapaz de produc.ir alginato, mientrasque fa cepa y.'II2conuna inütación 7n el mismo gene es 

capaz de producil"eÍ 2.s % d~itlginato~on ies~ectó a Ja\:ep,apar~ntal Ó:abla' 2 d~I iuanuscrito). Esta 

diferencia puede deberse a qu~e~la 'ce¡)~ !\VIJZ iainS-e;ciÓn d;lrÜini transp~só~-s/focalizó en el 

producción de algin~fo puede'11sú; (a) Já•preséncia dé_unac~i~adorde la expresióndealgD en'el 

i~~~ti~!llllf f li~~ilt!lf i~!l~!; 
temperatura e ·inc~epenw en'lá. écinéel1tr~ción d:'ikal1amicina." La;';ei~üeiti'~bser\•.adá ante la 

presencia de esto~ fact~~es ámbieritaJesfüe'dif~rentepar'.á cada c¿p'a ~~tudi~dt~a·d~pa ~omucoide 
UW 136, no pres'entó aÍteraéion~s ~n Í~'expresiÓ~ de-aÍg[) y_de prod~cdló~ de alginató ;·en tOdas 

las condiciones probadas es;a é_epa tiene l~snivel~s-~á~ baj9s: J>cir 01i61acto; Ja ¿~pa;ás mué:oide , .. 
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ATCC 9046, presentó. el nivel más alto de expresión del gene a/gD y de producción de alginato 

bajo todas las condiciones'de éÚitivo: 

La cepa AÉIV d~A .. ~¡,¡;Íandi/qu~pre~ellta ll!l ferio tipo mucoide intér,!Tiedio~ .m9stró difei:entes 

;:Jr:r~~¡~~~¡~6.~t~~~Í:~~;é;M~:r~1~,';(;~:¡~~Á~f~~~l~::iir;.:,:: 
(Tabla 3''delíi1ánusc:ito)rmientrá.s'que e~¡pre~eñcia'de 'NH4;,se, deteciói'ün. inérement°' e'n,la 

::~::¡:~~!~~;~~f~{:~~~i~~~~~*~~~~~Jf l~~lf t~ 
probablemente.e1.:¡ugin~to'.pue~aestar siendo d~gr~dado'o bi~n qu~ ·l~ 'actiyidad, pi6~int~tica d(otra 
enzima y no li~c{l~ia~d ·é:!~ la ~~~ima cinP-niahok~ <l~shicÍroi~nasa'sé~·e115~;ó'1i;Iia~í~ én la 

producciónde.~gf~~t~);·:···:·· .-¡ ··.'.·.·· ·:: ·;··;·"'~"·.• e:··:·:·.-~~·.···•·.
1 

.·.;'.• ,· .··• 

En P. aerúgbz(Jsa ;·se há p~o~uesto que factores ~orno, la alta oslllolaridad (Berry, ,et :al.)98.9) , 

concentrac1onesd~N aCl,··con •un)ncrelTient() en'la t~ansénpciónde • a/gD.Y/d~l}enotipo' m~é:oide, 

::::n~~Jite~J,b~~t.~f ,-~1ü\~"1,k&~i~~~tfü:f~;i]~~i~6~f t~~~;:~;,~:,:: 
dependiente del tip~;de·;;nÚt;ciÓ~; iá c~pa 1il11cA2•,¡ientu~a:duplica~lÓn;de'S pb;·q~~géricira un 

codón de ter!lÚI'laÚóri fu'6i:tién li;ucA; pres~~;ª un fenbtipÓ'nomúc6ide~n P.~lesenciadeNH:!'C:oino 
· •.. ,,.. :.y:,:.·.'.:.-,;,_,\· ~")·;:.'<··:>·-,_~ ~:;:>.~,:- -\ /~ -_.'.~'/-: '.·¡ \;·-; ·-.~~\,\- ):;'f~ ;;;:,-:;.·, :.~,-~:;~,-'·.'.:\'/-~:,,_:. :\.L-. ::i;t~:.: · ·;::·:: :: .. :. ·,._;_-. :_ -~::_-, .-: 

fuente de mtrogeno, pe~<l.ª?qu1ere ~n fenotipo m~C()ld~ con n1t;awy un,m~:eryientode .22~v~ces en 

codifica para el racto~ síi~a Ínv61u~~~do e~ la ;;ail~6rip~ión de los i~n~~ a1;n, algR, 'a1gs y al/u; 
así como de algunos genes de. 'respuest~ a estrés oxidativo y al calor: 
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Alg U, comparte homología con 'el factor crE de Escherichia coli (Deretic, et al. 1995) involucrado 

en la expresión de cr32, el factor sigm11, del estrés por calor en E; coli, y htrA; u~ gene necesario 

para la sobrevivenda:·bajo¡emperatJras;~xtre!llas e~:§ q~li o .bajo\estrés º.~i~~¡i~oen S. 
typlzimuriwn:ó~ric~s¿d; et ~t.) 989; .Upinska, ·~/ al..I 988;.Johrison; ~t ái/ 1991).El análisis de la 

,. '. <'. ·:· '· •. ,,.,,,.. -.·,,·-: • '. , :· ..... ' ····, . ·,: :· - ·. : : ': :_:· . ·: ··: . -: - • '· . . ·\> ·: . . "."''."-,' .': ·', .-· -~~-:::·,. ' '.: ." ........ '.' ._-.. . 

secuencia dé ·.111.r~gi~n (Jfgúmá~A~ .. d~-Já c7pa: ATSC:9o46;. peffi1iti6·11i i.p~nitf!casióhcte llna · 

mutación pfa~~ua1.~.n~1.·.~~.~~:;~·f ~~·A.;~. ~~t~ii,~~;~s, 99~s.~r,~a,<l,~} Qº .li\I~X~?~:~:~~.u.i~~i~.· de la·.; 
proteína. ,Est~deféctó;n<>•.e;iqi~ica·~1 f~.notiiJo. lllÜc?ide,'sin ~Illb,argci;·e~ .Pcisibl~que pos~a otra 

;:: -· 

Las cepa de A.2'¡ iMso675 ~eri~!ida' d~ la ce~ii AE:rv'in C:ciñciigit~de.S <l6 esifés ~or c~or:respbnde 
.. _,,_ .. ··'e·· . .. ,- ... , ,- . ..·. . ., :'···--··· ... . "-·· -· ... 

con un increnient? en la expr_esiófrdel'gérie.a/gD9 dela produi:ció!l· d(algil1atcr(T,ábla'II).Cabe 

mencionar que sÚi~~ep~ftaéío,e~ fa c~pa PAqld~f. aer;:gin~sa un i~creiri,e~~o e~ l~ ¡;ioducciÓn 

de alginato de tres v~ces~ c~ando.lascéluiás ~oÍJcrec:idaSeripresencia de 0.3 ~~de N~é:I Y. a .42' e 
(Schurr, et at.·I 995)~:·E~/- c~n;:1,a i~riiperatu~a;.~1 etanoi so~factores.quejnáu~eii/1a expresión 

del factor al t:rnati,yo'&~;i~~~6:1'.~;r~~g_e,~]a I~~B~isr~~~, e;~~es·~~r,.~~·~~ (~~csis, ·erb1 .-~~ .. :?9i).· ~ar. lo.··· 

anterior es probablé qÚe en A'.,:yi;1~l a;1diÍ la pr()teína Alg U ( crE). ho~ólogá, .estéÍ~\;olucr~da' en Í á · 
respuesta a est;é~ p~;·~hlo~~. ( : > · · 1' · > > - · · - · . : ~ . 

Las cepas algD-lacZ)l,ªlgp-l(l~z ·•pMSD~75 pr~~~nlan·uni!Jcrem~rÍ~o.de su fenotip~ ~~coide en 

:7:;~~"~:,~~~::1~:t':~~::~~;!,:~ ~;~;f f:";jf:í~ii~~t~·~~f iJtr~¡·~~~ 
pMSD675. Debido a que ~Í .increme~Ío eri ]~ pibd~~dól1 d~ algiri~tÓ e~ o.bs'ef\'.act§ en] a cepa WI 
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-12, el fenómeno puede reflejar la poliploidía de A. vinelandii o bien .uri evento de amplificación de 

la región de algD en estas condiciones decrecinúento. .. . . , .· · 

El presente estudio proporciona los primeros indidos respecto al modo de regúlación del gene algD 

en A. vineÍ~ndiL Los• datCls· obtenidos hasia éJ •. moílientp·reflejanuria:g~~n····sÍinÚi•Íud a los 

mecanismosregulátorios qÜe .gobierÜ'# labiÓsínt~~is ele alginato 'en.P. ;Úr~itrf osa>A: vin;landii 

representa. una ÍJú;n~ fuente 'Ú obt~n~i?n\le. alginato ba2teri¿no ?'6r .yí~ 'ferrn'e.ntatlva y el 

conocimiento de i6~ fa~~ores ·qu~}~du2~n~?ria~ Il1~yoi Y. ~~jo; ~;ocluc.ciÓnÚ '~l~i~at~ • penrutirá 

controlar s~ prod~~cióri ~ :nive!fer;;ie~;~¡ivó y lá
00 

obt~n~iÓn de ~n' ~r~ducto con' propiedádes 

reológicas de.Írit~rés h1dustriaL· 
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CONCLUSIONES 

-La inserción del miniTn5/acZ/ en el extremo.3' del gene algD deA. Í1inelandii, no inactivó 

completamente lá funcióp de la enzima GDP-manosa desllidrogenasa. 

-La regulación de ~/gD'cle¡)ende, de los fa¿to~es u'.ans~~pci()!l~J~s P!esentes ()ausentes encada cepa 

de A. vi11ela11dii: '' , ·, •e: 
, : ·~ : . :: '·~·. 

,''. 

-En analogía con P:ae,'.zl~ií1hsai lá e¡présló!l del gene algD está increme!ltad~ en cepas mucoides 
: .. · ... ~. ; ' : .. - . . .'-. ' - . - ., ,, . - . - . " -- ' .. , -

de A. vi11ela11dii: · ,· · 

-Existe una estrégh~6ori:ia~iÓri entr~la ti-~i~iipciÓn del genealgD y la producción efe alginato en 
-. . .· ,: . ~ . . ...--- ' ~,_,._ .- '".,•-. . -·- _,. - '. . . . ·.--· - - ' . -. 

cepas de A. vin~l~iÍdi¡c~~ diferente'fenotipo:mucoide, sugiriendo' que la actividad de esta enzima 

juega un papeÍ impÓn~~e ~ri.1a biosí~tesisde a1ginato;nX vf,;e1alíliii.: .• . ... 

-La sobreexpresión de: ~ciividad,es enzirriáticas'.importantes como el pro~ucto delos_geries algD y 

algA contenidos ~n ~1 ~M's])'67s -~es~lt~ en·u~a mayor procl~~ciÓn dh1~Ín~i~ eri 1~ cép~;wr 12 y 
:.. ' ' . . , '. ' -. -::.. . ' - . . . . ,' . -

A2 de A. vinelandii; ._. __ ,_ 

-El aumento en la tránsérlPciÓ!l del gene algD por cOmplementación de las cepas WI 12 y A2 de A. ·- , . .·,· ... ' .. ··, . ., ·-· ,, - - -· -

vinelandii con el pMS])675, ~qgiere la presencia de. un aétivado(transcripéional,de este gene en el 

plásrnido. 
·; _, __ .· 

-A diferencia de Io~répohacÍ() en P. aeruginosa, las condiciones, de estrés osmótico por 

concentración de NaCJ'.y fJbnt~ d61litrÓgeno rio regi'ilan pósÍÍi~amente la expresión del gene algD 

en A. vinelandii, sÍne¡;b¡jJ"go condÍci~nes deesirés por cal~r ~ poriricrementoenla c'on~entración 
de kanamicina inducen Un~ mayor.pr~ducclón de alginato y. expresión d~I gene a!gD, aunque la 
respuesta depende de c'Íid~ cepa. . . . . .. . . . . . .. 
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Diversos estudios pueden ser realizado~ para comprender mejor los mecanismos regulatorios 

involucrados en la expresión del gene algD y de otros genes alg importantes en la biosíntesis de 

alginato en A. vinelandii . .. 

-Dado que Ja secu~n~ia deLg~ne dlgD de:A .. ~lnelancliim~estr~ la pr~sencia dci dCis seC:uellcias 

~=:,:i:'1Z"1r,~~:¡;~~l~~i~~1~~·~~;~:~~~¡!~~;i;:rf ~~;1.<:'~: 
expresión de algD y la prOducción de; alginatci en· lácepa U5 comp}7rrientáda eón algU/. · . 

·/\< ·-' . ·~.:~> 2>'," <::""·~· ,.<- ·:.~·-. <:.·:,:. _: i./ .. > ·,_..," 
. . ¿:._, ··,."~· ,::;<· ,',~: .. z, ,:·· ... ;>.~ 

-La complementación de cepasde'P; de~ugb1oiá nÍutantes en a'tg~.con~! g~llehom.ólogo de A. 
vinelandii podria mostrar la eq~lt~~~ci~'füA~i~~iiJ d~ este' géií_eeii~affi~~s·riiic¡cio¡g~i~mos. · 

-Mediante muragénesis eºº. rrazj'spJsLe~º· p~r.~á!isi~~. ~~:de1.~ci¡; d~l~M:~~~ ;·~ue.;contiene. un 

fragmento de 2s kb dbi g·e~odia'ci~ AJ~¡;;~¡a,idii:)s pó~Íb1é ccira~teriz'ai: ;~(ii6síb1ea~~ivador 
transcripcional de Ja expr~si6Jicf~fgirie ~!~¡.{'; ·~: é ;e, '. , ' ' < , >- ''• 

'·~~ '· 

=~::~~,~~1;fi:~~~~f~~~f ff~~~~~~i]~t1f f lf t\: 
regióndea/gD.> '/''\ ' :( <? '·' ',,, , 
-El uso de Ja fusióntrans~rlpcidria] _GigD-lacZ, pata ~Úudiarla expresión d~l gene algD en otros 

procesos metabólico~ propios de :A_': vi1lelmidii; tal ¿órri6 ~l pro~~sci d~ enquisianiie~to que requiere 

de la producción de itlgi~~to o la producciónde poli-~-hidroxibutirato (PHB). 
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