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1.- RESUMEN 

El alginato es un polímero que posee amplia aplicación industrial como agente 
gelificante y viscosificante, actualmente su única fuente de obtención la 
constituyen las algas marinas cafés. Azotobacter vinelandii es una bacteria 
capaz de producir grandes cantidades de este polisacárido, constituyendo una 
fuente potencial de obtención de alginato por vía fermentativa. 
Conocer la genética molecular de esta ruta biosintética es un paso 
indispensable para la construcción de cepas con capacidades mejoradas en la 
producción de este polisacárido. Para entender la biología molecular de su 
regulación y, específicamente, con el objeto de identificar genes reguladores, 
en el grupo de la Dra. Gloria Soberón se construyeron cepas que poseen el 
gen algD (cuyo promotor es blanco importante de regulación en la biosíntesis 
de alginato) en fusión transcripcional con el gen reportero lacZ. De esta 
manera, la actividad del promotor de algO puede ser estimada de manera 
indirecta por los niveles de actividad de 5-galactosidasa. 
En el presente trabajo, la cepa WI12, una de las cepas que poseen la 
construcción algD::lacZ, se sometió a una mutagénesis al azar con el 
transposón miniTn5luxAB. En placas con X-gal se identificaron dos cepas que 
exhibieron un color más azul que la cepa parental, sugiriendo que eran 
mutantes en las que el gen algD se sobreexpresada; a estas mutaciones se les 
denominó muc26 y muc28, portadas por las cepas RC26 y AC28, 
respectivamente. 

Se realizó una cinética de actividad de 13-galactosidasa, con las mutantes y con 
la cepa aprental WI12, en las diferentes fases de la curva de crecimiento. Al 
inicio de la fase logarítmica, se observó una drástica caída de la actividad de 
í3-galactosidasa en las tres cepas; Sin embargo, al final de la fase logarítmica, 
en las mutantes se alcanzan niveles elevados de 6-galactosidasa, mientras 
que en la cepa parental sólo se observa un pequeño aumento hasta la fase 
preestacionaria. El aumento neto en la transcripción del gen algo durante la 
curva de crecimiento, medido corno el aumento en la actividad de 6-
galactosidasa, fue del 73 y 45% en las mutantes RC26 y AC28, 
respectivamente. Para evaluar el efecto de las mutaciones sobre la producción 
de alginato, éstas se transfirieron por transformación a 3 cepas de A. vinelandii. 
Se observó que ambas mutaciones elevan la producción específica de 
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alginato, pero depende del tipo de medio de cultivo utilizado, sólido o líquido, y 
también, del fondo genético de la cepa ensayada. Estos resultados nos 
sugieren, que las mutaciones muc26 y muc28 han interrumpido genes cuyos 
productos regulan negativamente la biosíntesis de alginato. 
El gen algU codifica para un factor sigma (CE) involucrado en el reconocimiento 

y activación de promotores de genes de la biosíntesis de alginato, para inicio 
de la transcripción de los mismos. La cepa UW136 posee una inserción en este 
gen y por ello es incapaz de producir alginato. Cuando se transfirieron las 
mutaciones muc26 y muc28 a esta cepa, se restableció la producción de este 
polisacárido. Estos resultados nos permitieron concluir que dichas mutaciones 
estan ligadas al gen algU. 
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2.- INTRODUCCION 

2.1) Generalidades de Azotobacter vinelandli. 

Azotobacter vinelandii es un bacilo Gram negativo, móvil a través de flagelos 
perítricos, aeróbio estricto y cuyo hábitat natural es el suelo. Esta bacteria 
posee varias características y capacidades metabólicas que la hacen 
interesante: 1.- Fija nitrógeno atmosférico en condiciones aeróbicas [Kennedy y 
Toukdarian, 1987]; 2.- Su consumo de oxigeno es 10 veces mayor que el 
observado en Escherichia coli; 3.- Llega a tener hasta 80 copias de su genoma 
durante la fase estacionaria de cultivos crecidos en medio rico [Maldonado, et 
al. 1994]; 4.- Es un buen receptor de DNA introducido por transformación y de 
plásmidos introducidos por conjugación, además de tener la capacidad de 
incorporar DNA a su cromosoma por recombinación [Kennedy y Toukdarian, 
1987]; 5.- Produce sideróforos, reguladores del crecimiento de plantas, como 
auxinas, giberelinas y citokininas [González-López, et al. 1985] y dos 
polímeros de importancia comercial: polihidroxibutirato y alginato [Sadoff 
1975); 6.- Forma quistes resistentes a la desecación bajo condiciones adversas 
o en respuesta a ciertos agentes químicos (p. e. n-butanol). 
El proceso de diferenciación que sufre A. vinelandli dura de 3 a 5 días y 
produce células en estado latente rodeadas de dos capas, una interna llamada 
intina y otra externa llamada exina; estas capas están compuestas 
principalmente de proteínas y del exopolisacárido alginato [Sutherland, 1985; 
Sadoff, 1975]. Se ha demostrado que la producción de alginato es 
indispensable para que se lleve a cabo este proceso de diferenciación. 
Mutantes que tienen bloqueada esta ruta biosintética son incapaces de formar 
quistes maduros [Campos, et al. 1996). 

2.2) El alginato: estructura química y fuentes de obtención. 

El alginato es un copolímero lineal compuesto de residuos de ácido 13-D-
manurónico (M) y su epimero el ácido a-L-gulurónico (G) unidos por enlaces f3 
(1-4) (fig. 1) [May, et al. 1991) . Este polisacárido tiene la capacidad de formar 
geles en presencia de catiónes divalentes. Dicha capacidad depende de la 
cantidad de residuos G, así como de su distribución; una mayor cantidad de 
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Figura 1.- Estructura del Alginato en 	Azotobacter vinelandii 

Fig. 2.• Distribución de bloques de residuos Manurónicos (M) y 
Gulurónicos (G) en los diversos alginatos. A diferencia del alginato 
algal, el bacteriano se encuentra 0-acetilado (0Ac). 
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residuos G distribuidos en bloques resulta en mayor capacidad gelificante del 
polímero [Sutherland, 1985; Skjak-Brek, et al. 1985]. Debido a esta propiedad, 
el alginato es utilizado comercialmente como agente gelificante y espesante en 
diversas industrias que incluyen la farmacéutica, la textil y la alimenticia 

[Chakrabarty, 1991]. 
La única fuente de obtención de alginato para cubrir la demanda industrial la 
constituyen las algas marinas cafés de los géneros Macrocystis y Laminarla, 
entre otros. Su explotacioón implica cambios en la ecología de los mares 
donde se cosechan las algas y que la cantidad y calidad de los alginatos 
obtenidos, varíe dependiendo de factores ambientales fuera del control del 
hombre [Chakrabarty, 1991]. 
Lo anterior, ha provocado que se busquen fuentes alternativas para la 
obtención de alginato, siendo la fermentación bacteriana una de las más 
prometedoras [Annison and Lain, 1986]. 
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa que también 
produce alginato. Este exopolisacárido le sirve para protegerse de las 
adversidades del ambiente y como medio de adhesión a superficies sólidas al 
formar "biofilms" [Boyd y Chakrabarty, 1995]; también lo produce cuando 
infecta pulmones de pacientes con fibrósis quística [Deretic, et al. 1995]. Sin 
embargo, el hecho de ser un patógeno oportunista, la descarta como una 
fuente para la producción de alginato. 
En este contexto, A. vinelandii constituye la mejor alternativa para la obtención 
de alginatos por fermentación bacteriana por dos razones: 
- es una bacteria inocua. 
- la distribución de los bloques de residuos M y G es similar a la encontrada 
en los alginatos extraídos de algas y por ende, las propiedades gelificantes del 
polímero también son similares (fig. 2). 

2.3) Bioquímica y genética molecular de la biosíntesis de alginato. 

La ruta biosintética de alginato ha sido descrita en el alga café Fucus gardneri, 
en A. vinelandii y en P. aeruginosa [Lin y Hassid, 1966; Pindar y Bucke, 1975]; 
existen algunas diferencias en esta ruta entre algas y bacterias. En algas, el 
sustrato inicial es D-manosa, mientras que en bacterias es D-fructosa [Pindar y 
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Bucke, 1975]. El alginato producido por bacterias está acetilado, contrario a lo 

observado en algas. 

La genética molecular de esta ruta biosintética ha sido estudiada ampliamente 

en P. aeruginosa (fig. 3): 

1.- La fructosa 6P (F6P), que proviene de la ruta de Entner-Doudoroff, se 

convierte a manosa 6P (M6P) por la acción de la fosfomanosa isomerasa (PMI), 
la cual es una de las funciones de la proteína bifuncional AlgA . 
2.- La fosfomanomutasa, codificada por el gen algC, convierte M6P a manosa-
1-fosfato (M1P). 
3.- La M1P es el sustrato de la GDP-manosa pirofosforilasa (GMP), la otra 
actividad enzimática de AlgA, que con GTP forma GDP-manosa (GDP-Man.). 
4.- La GDP-Man. es oxidada por la GDP-manosa deshidrogenasa (GMD, AlgD) 
para producir GDP-ácido manurónico [Derectic, et al. 1987]. Esta constituye la 
unidad de polimerización y exportación a través de la membrana interna, 
proceso en el que se postula participan los productos de los genes alg8 y 
a1g44, que son probables proteínas de membrana [Maharaj, et al. 1993]. 
Las enzimas responsables de la epimerización de ácido manurónico a ácido 
gulurónico AIgG [Chitnis y Ohman, 1990], de la acetilación de resíduos 
manurónicos (AlgF) [Shinabarger, et al. 1993; Franklin y Ohman 1993] y del 
corte del polímero inicial (AlgL) [Boyd, el al. 1993;Shiller, et al. 1993], se 
localizan en el espacio periplásmico [Franklin, et al. 1994; Boyd y Chakrabarty, 
1995]. Alg60 es una proteína que se requiere para la síntesis de alginato 

posiblemente en la etapa de acetilación del polímero, ya que su secuencia de 
aminoácidos muestra homología con las proteínas ácil-acarreadoras [Boyd y 

Chakrabarty, 1995]. AlgE es una proteína de membrana externa la cual actúa 
como un canal iónico y podría estar implicada en la secreción del polímero final 
[Chu, et al. 1991; Rhem, et al. 1994]. 
Con excepción de uno de los genes biosintéticos identificados, todos se 
localizan en el minuto 34 del cromosoma y forman una estructura operónica 
que está encabezada por el gen a!gD [Chitnis y Ohman, 1993]. La excepción 
es algC, el cual se localiza en el minuto 10 del cromosoma (fig. 4). Los 
productos de algA y algC también participan en la biosíntesis de 
lipopolisacáridos (fig. 3) [Goldberg, et al. 1993; Ye, et al. 1994]. 
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Fig. 3 Biosíntesis de alginato en P. aeruginosa. La Fructosa 6-fosfato (F6P) se convierte a GDP-
ácido manurónico (GDP-AMan). Esta molécula provee residuos de manurónico (M) para su 
polimerización, Algunos residuos gulurónicos (G) son incorporados vía epimerización de residuos 
manurónicos por la proteína AIgG; g representa el estado de transición entre manurónico y 
gulurónico. Algunos residuos de ácido manurónico en alginatos bacterianos son 0-acetilados por 
la proteína AlgF. Los signos de interrogación indican que las funciones de Alg8 y Alg44 como 
formadoras de un complejo de polimerización, así como la participación de la proteína Alg60 en la 
acetilación de residuos manurónicos son hipotéticas. Las flechas discontínuas indican pasos 
enzimáticos para la síntesis de lipopolisacáridos. AlgC participa en la conversión de Glucosa 6-
fosfato a Glucosa 1-fosfato en la formación de lipopolisacáridos [Soberón-Chávez G., 
comunicación personal). Abreviaturas: M6P, manosa 6-fosfato; M1P, manosa 1-fosfato; GDP-
Man, GDP-manosa; GDP-Rha, GDP-Ramnosa; Ac, grupos O-acetilos. 
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Fig. 4.- Organización de los genes para la biosíntesis de alginato en P. 
aeruginosa. Los genes para la biosíntesis de alglnato, se localizan en tres 
regiones dentro del cromosoma de P. aeruginosa. A excepción del gen algC, 
localizado en el minuto 10, todos los genes estructurales hasta ahora conocidos 
se localizan al minuto 34. Los genes regulatorios se encuentran en el minuto 10 
y en el minuto 13, y los genes responsables de la conversión al fenotipo 
mucoide se localizan en el minuto 68. Las flechas representan las unidades 
transcripcionales y la dirección de su transcripción. Las designaciones 
alternativas de los genes son: algU(aigT), mucA(algS), muce(aIgN), algR 
(algR1), algR2 (algQ), algR3 (a/gP). 



2,4) Regulación de la transcripción del gen algD en P. aeruglnosa. 

Uno de los genes biosintéticos más importantes en la producción de alginato 

es algD, el cual codifica para la GDP-manosa deshidrogenasa, una enzima 
NAD+ dependiente que cataliza el paso limitante de esta ruta biosintética, la 
doble oxidación de GDP-manosa a GDP-ácido manurónico. Este gen está 
estratégicamente localizado al inicio del operón que contiene todos los genes 
para la biosíntesis de alginato, excepto uno, y experimenta una fuerte 
activación transcripcional en cepas mucoides [Derectic, et al. 1987]. Su 
promotor posee una estructura compleja y ya se han descrito varios elementos 
regulatorios que participan en su activación (fig. 5): el factor sigma AlgU (GE) es 

el responsable del inicio de la transcripción [Martin, et al. 1994]. Además, se 
han reportado dos reguladores de respuesta: AlgR y AIgB que pertenecen al 
sistema de transducción de señales de dos componentes y afectan la 
transcripción de algD [Derectic, et al. 1989; Goldberg, et al. 1992]. AlgR se une 
a tres sitios en el promotor de algD, que contienen las secuencias 
ACCGTTGTC, pero solo su forma fosforilada activa la transcripción [Kato y 
Chakrabarty, 1991; Mohr, et al. 1991; Mohr y Deretic, 1992; Deretic, et al, 
1992]. Inserciones en algR bloquean la expresión de algD. Existen sitios 
similares en el promotor de algC y hay evidencias de que AlgR también activa 
su transcripción [Fujiwara, et al. 1993]. Dado que dos de los tres sitios de 
reconocimiento de AlgR, en el promotor de algD, se encuentran lejos del inicio 
de la transcripción (-500pb), se postula que se requiere del doblado del DNA 
para que ésta se inicie [Deretic, et al. 1994]. Varias proteínas que pudieran 
afectar la estructura global o local del DNA, tales como AIgR3 [Kato, et al. 1990] 
e IHF [Mohr y Deretic, 1992), han sido involucradas en la expresión de algD. 
El otro regulador de respuesta, AIgB, también aumenta la transcripción de 
algD; Sin embargo, hasta el momento no se conoce de que manera ejerce su 
efecto. Se sabe que AIgB se requiere para la producción de altos niveles de 
alginato y que no es indispensable para la activación transcripcional de algo. 
Las proteínas sensoras Histidín-cinasas responsables de la fosforilación de 
AlgR y de AIgB, así como los factores ambientales que éstas sensan aún no 
han sido identificados. 
Otro elemento regulador positivo de la transcripción de algD es el producto del 
gen algR2. AIgR2 se requiere para la síntesis de alginato a 370C. Hasta el 
momento, tampoco se conoce de que manera regula la transcripción de algD. 
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Fig. 5.- Circuito regulatorio que controla la transcripción de aIgD y la expresión de 
mucoidía en Pseudomonas aeruginosa. Hasta arriba de la cascada regulatoria se 
encuentra el grupo de genes algU, mucA y mucB que controlan la conversión de 
esta bacteria al fenotipo mucoide. Por lo menos dos promotores, Ud (distal) y 
Up(proximal), controlan la expresión de algU, La transcripción de algR inicia de 
los promotores Rd (distal) y Rp (proximal). El gen algD parece ser transcrito de 
un solo promotor, PD. La expresión de algD es absolutamente dependiente de 
dos factores: el factor sigma AIgU y el regulador de respuesta AlgR, el cual se 
une a los sitios RB1, RB2 y RB3. MucA y MucB suprimen la actividad de AlgU. 
Mutaciones en estos genes causan conversión al fenotipo mucoide al liberar a 
AIgU de la regulación negativa y consecuentemente se eleva la transcripción de 
algD y de todos los genes biosintéticos localizados abajo de este gen. Las líneas 
discontinuas indican que la manera en que AlgB regula la transcripción de algD, 
aún no ha sido aclarada, pero se postulada participación de AIgR3. 



Se ha reportado que participa en la regulación de las enzimas nucleótido 
difosfato cinasa (Ndk) y Succinil Coenzima A sintasa (Scs), esta última del ciclo 
de los ácidos tricarboxílicos [Schlictman, et al. 1994]. 

2,5) Mutaciones y factores ambientales que resultan en la 
sobreproducción de alginato en P. aeruginosa. 

La mucoidía es el resultado de la sobreproducción del exopolisacárido alginato 
y es considerado el factor de virulencia más importante expresado por P. 
aeruginosa, durante la colonización de pulmones de pacientes con fibrosis 
quística [Deretic, et al. 1994]. 
La expresión constitutiva de los operónes biosintéticos encabezados por algD 
y algC en cepas de P. aeruginosa (condición que resulta en un fenotipo 
mucoide) es causada, en su mayoría, por mutaciones en regiones particulares 
del cromosoma [Fyfe y Govan, 1980]. En cepas silvestres sólo se observa una 
transcripción basal de dichos genes biosintéticos y un fenotipo no mucoide 
[Deretic, et al. 1994]. 
En la región tardía del cromosoma de P. aeruginosa (minuto 67.5) se localizan 
los genes algU, mucA, mucB, mucC y mucD (fig. 4). Los dos últimos genes 
fueron encontrados recientemente [Boucher, et al. 1996]. El gen algU codifica 
un factor sigma homólogo al factor csE de Escherichia coli, un factor alternativo 
de respuesta a estres a altas temperaturas [Mecsas, et al. 1993]. AIgU reconoce 
los promotores de los genes de la biosíntesis de alginato para inicio de la 
transcripción, además del promotor de algR , algB y su propio promotor 
[Wozniak, et al. 1994; Martin, et al. 1994]. La mayoría de las cepas aisladas de 
pulmones de pacientes con fibrósis quística poseen mutaciones en el gen 
mucA, lo que resulta en la expresión constitutiva de los genes biosintéticos y 
en un fenotipo mucoide [Martin, et a/. 1993a]. Además, inserciones en mucB 
también resultan en un fenotipo mucoide [Martin, et al. 1993b]. Estos resultados 
sugieren que los productos de los genes mucA y mucB regulan de manera 
negativa la función de AlgU, posiblemente a través de un efecto antisigma. En 
esta misma región, se han localizado mutaciones supresoras de este fenotipo. 
Estas mutaciones se localizaron en el gen algU [Schurr, et al. 1994]. 
Sin embargo, no todas las cepas mucoides que se han investigado poseen 
mutaciones en el gen mucA, lo que sugiere la participación de otros elementos 
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regulatorios. Por ejemplo, se identificó la mutación muc23 , entre el minuto 69 
y 71 del cromosoma, que también resulta en la sobreproducción de alginato. 
Esta mutación interrumpió el gen aIgW que codifica para una proteína 
homóloga a la serín-proteasa HtrA, la cual está involucrada en la proteólisis de 
proteínas anormales y en la resistencia a estrés oxidativo y por calor en 
bacterias entéricas [Lipinska y Georgopolous 1988). También se ha reportado 
la existencia de secuencias de inserción arriba del gen toxA que resultan en 
un fenotipo mucoide [Sokol, et al. 1994). 

Por otro lado, también se han reportado condiciones ambientales en las que se 
incrementa la producción de alginato. Estas condiciones son alta osmolaridad 
[Berry, et al, 1989), limitación de nutrimentos [Terry, et al. 1992), tipo de fuente 
de nitrógeno [Deretic, et al. 1990), etc. Así mismo, ensayos posteriores 
indicaron que la regulación ambiental de la biosíntesis de alginato, también 
depende del fondo genético de la cepa utilizada. Por ejemplo, una cepa que 
lleva una mutación en mucA muestra una elevada biosíntesis de alginato en 
alta osmolaridad, contrario a lo observado en una cepa con una mutación 
muc23. Por tal razón, cuando se ensayó el efecto del calor sobre la biosíntesis 
de este polisacárido, se utilizó una cepa silvestre de P. aeruginosa 
denominada PA01. Sólo cuando el cultivo fue sometido a estres por calor, 
simultaneamente con alta osmolaridad, se observó un incremento del 300% en 
la producción de alginato [Schurr, et al. 1995). 
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3.- ANTECEDENTES. 
Genética molecular de la biosíntesis de alginato en A. vinelandii 

3.1) Genes estructurales , 

A. 	vinelandii y P. aeruginosa 	pertenecen al linaje A zomo nas- 

Azotobacteriaceae, lo que sugiere una similitud en la organización de los 

genes de la biosíntesis de alginato [Fialho, et al. 1990]. 
En un banco genómico de A. vinelandii se identificaron cósmidos que 
muestran homología con los genes estructurales algD, algA y algC de P. 

aeruginosa. Al igual que en P. aeruginosa, el gen algC se encuentra 
separado de los genes algD y algA. Estos dos últimos genes se encuentran en 
un cósmido denominado pMSD675 (cósmido derivado de la cepa 
hipermucoide de A. vinelandii ATCC 9046) (Campos, et al. 1996]; trabajos 
posteriores permitieron identificar, en este mismo cósmido, todos los genes 
estructurales, excepto alg60, que son homólogos a los del operón 
policistrónico encabezado por algD en P. aeruginosa (ver fig. 4). A pesar de 
que el orden de estos genes es similar en ambas bacterias, en A. vinelandii no 
se conserva la estructura de un sólo operón para todos ellos. Resultados 
preliminares sugieren que existen al menos 3 unidades transcripcionales, una 
de las cuales encabeza algD (fig. 6) [Lloret, et al. 1996, Mejía H. datos no 
publicados). Por otro lado, se reportó la clonación y secuencia de un grupo de 
genes que codifican para la C-5 epimerasa (AlgE) en A. vinelandii [Ertesvag, et 
al. 1995). 
La secuencia del gen algD de A. vinelandii revela un alto grado de similitud 
con su homólogo en P. aeruginosa, presentando un 73% de identidad y un 
97% de homología. Ensayos de "primer extension" con RNA extraído de la 
cepa ATCC 9046, mostraron que bajo condiciones de fijación de nitrógeno, la 
transcripción de algD se inicia a partir de dos promotores: uno reconocido por 
AlgU (CE) y otro reconocido por cvD (homólogo al factor 670  de E. coli). Sin 

embargo, hay resultados que sugieren que la cepa no mucoide de A. vinelandii 
UW136, sólo posee el inicio de transcripción reconocido por AIgU. Además, se 
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Fig. 6.- Genes reguladores y estructurales de la blosintesis de alginato en Azotobacter vinelandil. 
Los genes afgJ y algE son homólogos a los genes algE y aigG, respectivamente, de Pseudomonas 
aeruginosa. Hay resultados que sugieren que AlgR es el activador transcripcional de a/g0, sin 
embargo esto no ha sido totalmente comprobado. Los genes alga y a1g44 pudieran ser transcritos 
a partir de su propio promotor o a partir del promotor de algD, pero esto no ha sido aclarado. Los 
cuadros con líneas discontinuas ihdican que los genes no han sido secuenciados pero que fueron 
Identificados por ensayos de complementación (algL) o por hibridación tipo "Southern" (algC y 
algf?). 
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identificó una secuencia de reconocimiento para la proteína AIgR que, a 
excepcion de una base, es idéntica a la secuencia RB1 (CTGCTGCCA) de P. 
aeruginosa. Esto sugiere fuertemente que, al igual que en P. aeruginosa, AlgR 
también participa en la activación transcripcional del gen algD en A. vinelandii 
[Campos, et al.1996]. 

3.2) Regulación de la transcripción del gen a!gD. 

En el grupo de la Dra. Gloria Soberán Ch., para estudiar la regulación de la 
transcripción de algD en A. vinelandii„ se construyeron a partir de 3 cepas que 
muestran diferentes grados de mucoidía, derivadas que poseen en fusión 
transcripcional el gen algD con el gen reportero lacZ [Campos, et, al. 1996]. La 
estrategia fue la siguiente: se mutagenizó un fragmento interno del gen algD 
con un miniTn5/acZ que lleva la resistencia a Km. Posteriormente, esta 
construcción se transfirió a las tres cepas de A. vinelandii. Dado que el vector 
utilizado no era capaz de replicarse en estas cepas, se seleccionaron 
derivadas en las que se dió un evento de doble recombinación homóloga lo 
que resultó en la interrupción del gen algD. De esta forma se obtuvieron 
derivadas Kmr, 3-galactosidasa+. Las derivadas de las cepas mucoides con la 
construcción algD-lacZ fueron capaces de producir alginato debido a que el 
gen algD quedó parcialmente funcional ya que la inserción del minitransposón 
se localizó al extremo 3' de este gen. Sin embargo, los niveles de alginato que 
alcanzaron fueron menores que los alcanzados por sus respectivas cepas 
parentales (ver tabla 1). Esto puede deberse a la parcial funcionalidad del gen 
algD y/o a un efecto polar de la inserción sobre otros genes estructurales de la 
biosíntesis de alginato localizados abajo de este gen. 
El análisis de la expresión del gen algD en las cepas algD-lacZ, reveló que en 
este microorganismo hay una correlación entre la expresión del gen algD y la 
producción de alginato (tabla 1). Esto sugiere que parte de la regulación de la 
producción de alginato pudiera darse a nivel de la transcripción de este gen . 
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Producción de alginato 

(mg/mg proteína) 

Actividad de 0-galact. 

(U Miller /mg proteína) cepa 

ATCC 9046 4.47 ± 0.47 - 
WI12 1.13 + 0.18 831 ±13 

AEIV 1,74 + 0.20 - 
A2 0.53 + 0.13 285 + 39 

UW136 0.73 + 0.21 - 
U5 0.68 + 0,31 113± 	8 

Tabla 1.- Producción de alginato y expresión de algD en diferentes cepas de A. 

vinelandii. La cepa WI12, la A2 y la U5 son derivadas algD-lacZ de las cepas 

ATCC 9046 (cepa hipermucoide), AEIV (cepa medianamente mucoide) y 
UW136 (cepa no mucoide), respectivamente [tomado de Campos, et al. 1996]. 

Estudios realizados con las tres cepas que llevan la construcción algD-IacZ, 

mostraron que la transcripción de algD y la producción de alginato no se 

afectan por la alta osmolaridad. Sin embargo, cuando a la cepa A2 se le 
adicionó NO3-  como fuente de nitrógeno se disminuyó en un 60% tanto la 

transcripción de algD como la producción de alginato, mientras que en la cepa 
WI12 no se observó ninguna diferencia. Por otro lado, cuando la cepa A2 utilizó 
el NH4+ como fuente de nitrógeno la transcripción de algD se incrementó pero 

no así la producción de alginato. Este resulatdo es contrario al observado en 

un cultivo de esta misma cepa sometido a una temperatura de 372C, ya que la 

transcripción de algD no se alteró, pero la producción de alginato se 
incrementó en un 100%. Todos estos datos en conjunto indican una regulación 
compleja tanto de la transcripción de algD, como de la producción de alginato 
en A. vinelandii. Además de que la regulación por factores ambientales, al 
igual que en P. aeruginosa, depende del fondo genético de la cepa sometida a 
ensayo [Campos, et al. 1996]. 

3.3) Genes reguladores. 

En el cósmido pMSR1506, derivado de un banco de genes de la cepa ATCC 
9046, se identificó por hibridación tipo "Southern" un fragmento EORI que 
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mostró homología con el gen algR de P. aeruginosa, sin embargo, aún no se 
sabe si funcionalmente también son homólogos. 
En el laboratorio se construyó un banco genómico a partir del DNA de la cepa 
no mucoide UW136. Con el objeto de identificar genes cuyos productos 
regularan negativamente la biosíntesis de alginato, el banco proveniente de la 
cepa UW136 se transfirió a la cepa hipermucoide ATCC 9046. De esta manera, 
se lograron identificar 3 cósmidos que suprimieron la mucoidía de esta cepa: el 
pSMU588, el pSMU865 y el pSMU986 [Martínez-Mazar, et al, 1996). 
En el cósmido pSMU865 se localizaron, en base a su homología con los 
correspondientes genes de P. aeruginosa, los genes algU, mucA y mucB en 
una banda EcoRI de 10kb. Dado que mucA y mucB son genes reguladores 
negativos de la transcripción de algD, esto explicaría la supresión de la 
mucoidía de la cepa ATCC9046 por este cósmido. Aún no se sabe que tipo de 
genes, cuyos productos regulan de manera negativa la biosíntesis de alginato, 
estén contenidos en los cósmidos pSMU588 y pSMU986. 
Utilizando DNA cromosomal de las cepas ATCC 9046 y del cósmido 
pMSU865, se secuenciaron los genes algU, mucA y mucB. Las secuencias de 
los genes algU, mucA y mucB son altamente homólogas a las 
correspondientes en P. aeruginosa; AlgU muestra un 93% de identidad y 
MucA y MucB, 64.4% y 63.9%, respectivamente. Formando parte del mismo 
operón, se encuentran los genes mucC y mucD (ver fig. 6). El producto del 
primero es homólogo a ORF4 de Photobacterium SS9, mientras que el, del otro 
pertenece a la familia de las serín proteasas HtrA [Martínez-Salazar,et al. 
1996). Cabe mencionar, que también estos genes fueron encontrados con el 
mismo arreglo en P. aeruginosa. Interesantemente, la cepa de A. vinelandíi 
UW136 posee una inserción de 900 bp en el gen algU y hay resultados que 
indican que por esta razón no produce alginato. 
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4.- OBJETIVOS 

Los resultados de la tabla 1 indican que el promotor de algD, al igual que en P. 
aeruginosa, también es blanco importante de regulación de la biosíntesis de 
alginato. Con el propósito de identificar genes cuyos productos regulen esta 
ruta biosintética en Azotobacter vinelandii, nos hemos propuesto el siguiente 
objetivo general: 

Identificar genes reguladores de la transcripción de algD. 

Los objetivos particulares son los siguientes: 

1.- Mutagenizar la cepa WI12, que lleva la construcción algD-lacZ, e identificar 
aquellas derivadas que tengan alterada la trancripción de alga 
2.- Realizar la caracterización de las mutantes. 
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5.- MATERIALES Y METODOS 

5.1) Cepas y plásmidos. 

Tabla 2.- Cepas y plásmidos utilizados en este trabajo. 

Cepa Característica 
relevante 

Referencia 

Azotobacter vinelandii 

ATCC 9046 altamente mucoide ATCC 

AEIV Mucoide Ertesvag, et al, 1995. 

UW136 No mucoide, Rifr Kennedy, et al, 1986. 

WI12 Fusión 	algo-lacZ en 
ATCC 9046. Kmr 

Campos, et al. 1996 

RC26 WI12, muc26. Kmr, Tcr. este trabajo 

AC28 WI12 muc28 Km", Tcr. este trabajo 

CNT26 ATCC 9046, muc26, Tcr este trabajo 

CN26 , AEIV, muc26, Tcr este trabajo 

CN28 AEIV, muc28, Tcr este trabajo 

CNW26 UW136, muc26, Tcr, Rifr este trabajo 

CNW28 UW136, muc28 Tcr ,Rifr este trabajo 

Escherichia coli. 

S17.1(Xpir) RP4+, kph- de Lorenzo, 	et al. 1990. 

Plásmidos 
pUT miniTn5luxAB Vector siucida Apr para 

mutagénesis 	con 
miniTn5/uxABTcr. Se 
replica en cepas (Xpir)+ 

de Lorenzo, 	et al. 1990. 

pSMU588 Supresor de mucoidía Martínez-Salazar, 	et al, 
1996. 

pSMU865 algU - , mucA+, mucB+. 
Supresor de mucoidía. 

Martínez-Salazar, 	et al, 
1996. 

pSMU986 Supresor de mucoidía Martínez-Salazar, 	et al, 
1996. 
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5.2) Medios de cultivo. 
A. vinelandil se cultivó de forma rutinaria en placas de medio Burk-Sacarosa 

(BS) sin fuente de nitrógeno [Kennedy, el al. 1986). Para realizar las 
determinaciones de alginato y cuantificación de la actividad de 13-
galactosidasa, las cepas se crecieron en medio Burk-Sacarosa modificado sin 
antibiótico [Tinoco, 1993). Para cultivos líquidos, siempre se mantuvo en 5:1 la 
relación volumétrica de matraz-medio de cultivo y una velocidad de agitación 
de 250 rpm. En todos los casos, la temperatura de incubación fué de 300C. Las 
cepas de E. coli se cultivaron en medio LB a 370C [Miller, 1972). Las 
concentraciones de antibiótico en µg/ml de medio, usadas para A. vinelandii y 

E. col! respectivamente fueron: ampicilina (Ap), no utilizada y 200; kanamicína 
(Km), 8 y 30; nalidíxico (Nal), 20 y no utilizada; rifampicina (Rif), 10 y no 
utilizada; tetraciclina (Tc), 5-20 y 10. 

5.3) Mutagénesis al azar. 
Para la mutagénesis al azar se realizaron cruzas biparentales entre la cepa 
receptora WI12 y la cepa donadora S17.1(Xpir) pUTminiTn5/uxAB, siguiendo 

protocolos previamente reportados (fig.7) [Kennedy, et al. 1896). El plásmido 
pUTminiTn5/uxAB es incapaz de replicarse en A. vinelandil. Esto permite la 
generación de mutantes resistentes a tetraciclina (el miniTn5luxAB posee un 
cassette de resistencia a Tc) por inserción del minitransposón en el cromosoma 
de la bacteria [de Lorenzo, el al. 1990). Estas mutantes se seleccionaron en 
medio BS-Km (8µg/m1) con una concentración inicial de tetraciclina de 514/m1 

de medio. Trabajos en el laboratorio, realizando hibridaciones tipo "Southern", 
permitieron concluir que para segregar una mutación a todas las copias del 
cromosoma de A. vinelandil, es necesario realizar por lo menos dos subcultivos 
de la mutante en medio que contenga concentraciones cada vez mayores del 
marcador que lleva la mutación. Por esta razón, se realizaron subcultivos de 
las mutantes aumentando la concentración de tetraciclina a 10 y 
posteriormente a 15 µg/m1 con el propósito de tener la inserción del 

minitransposón en las múltiples copias del cromosoma que posee A. 
vinelandil. 
Las mutantes se mantuvieron en medio BS-Tc (10 µg/ml), Km (8µg/m1). 
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DONADORA 
E. col! S17.1X/pir 
pUTminiTnSluxAB Tcr 

RECEPTORA 
Azotobacter vinelandii 
WI12 algD::lacZ Kmr 

CONJUGACION 

TRANSPOSICION Y 
SEGREGACION 

Mutante derivada de la 
WI12 miniTn5/uxABTcr 

Fig, 7.• Esquema de la mutagénesis al azar de la cepa WI12 con el miniTn5/uxAB. La 
segregación de la mutación, a todos los cromosomas, se logra elevando la 
concentración de tetraciclina. 
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5.4) Identificación de mutantes con alteraciones en la regulación 
de la transcripción de algD. 
Las transconjugantes Tcr derivadas de la Wl12, se transfirieron a placas con X-
gal (20 in/m1 de medio), Tc (10 lag/m1), Km (8µg/ml). Se buscaron aquellas que 

exhibieron un color blanco o un color más azul que la cepa padre WI12; dichos 
fenotipos podrían sugerir que genes reguladores positivos o negativos, 
respectivamente, de la transcripción de aIgD, estarían siendo interrumpidos 

(fig. 8). 

5.5) Transformación. 
Se prepararon células competentes de A. vinelandii, sometiéndolas a dos 
cultivos sucesivos en medio BS libre de fierro y molibdeno [Page, 1982). 
La transformación de A. vinelandii con DNA cromosomal de las mutantes Tcr, 
se realizó según protocolo ya reportado [Page y Sadoff, 1976]. Las 
transformantes Tcr se seleccionaron en medio BS con Tetraciclina. La 
concentración de Tc varió dependiendo de la cepa receptora utilizada: para 
seleccionar transformantes derivadas de la ATCC 9046, se utilizaron 
concentraciones de 20 µg/ml y para las derivadas de la AEIV y de la UW136, 
10 µg/m1 de medio de cultivo. 

5.6) Cuantificación de alginato. 
Con el propósito de comparar la producción de alginato de las cepas 
originadas en el presente trabajo con la producción que exiliben otras cepas 
reportadas en trabajos anteriores, la cuantificación de este polisacárido se 
realizó por dos métodos: por el método espectrofotométrico de cuantificación 
de ácidos urónicos utilizando carbazol para cultivos desarrollados en medio 
sólido [Knutson y Jeans, 1968] o por el método de peso seco a partir de cultivos 
líquidos [Jarman, et al. 1978). 
Para la cuantificación de alginato en medio sólido, se inoculó la superficie de 
placas de BS-modificado con células de un precultivo en placa de 48 hrs. Para 
la cuantificación de alginato en medio liquido, se inocularon 50 ml de medio 
BS modificado con células provenientes de un precultivo líquido de 24 hrs. La 
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Mutantes derivadas de la 
WI12 miniTn5luxABTc 

1 

PLACAS DE BS X-gal Tc Km 

/ I \ 
algD::lacZ 

Colonia azul como la padre: 
NIVEL DE TRANCRIPCION 

NORMAL 
algD::lacZ 

Colonia blanca: REGULADOR 
POSITIVO INTERRUMPIDO 

algD::lacZ 

Colonia mas azúl que la 
padre: 	REGULADOR 
NEGATIVO INTERRUMPIDO 

Fig, 8.• Esquema de la identificación de mutantes con defectos en la regulación de la 
transcripción de afgD. 

23 



cuantificación de alginato se realizó, en ambos casos, depués de 72 hrs de 
incubación. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

5.7) Cuantificación de la actividad de p-galactosidasa. 

Se centrifugó 1 ml de cultivo de las cepas WI12, AC28 y RC26 desarrolladas en 
medio BS-modificado sin antibiótico . Las células se lavaron con solución de 
cloruro de sodio al 0.85% (SSF) hasta que estuvieran libres de alginato. El 
paquete celular se guardó a -200C hasta antes del ensayo. La cuantificación 
de 13-galactosidasa se realizó por el método de Miller [1972] con algunas 
modificaciones en la etapa de lisis celular [Ferrari, et al. 1985]. El paquete 
celular se resuspendió en 1 ml de SSF. Se tomó una cantidad adecuada de 
células y se trataron con lisozima (0,01%), incubándose a 370C durante 5 
minutos. Enseguida se le adicionó tritón X100 (0.1%) a temperatura ambiente y 
se continuó con la determinación de 6-galactosidasa según Miller. Las 
unidades reportadas son unidades Miller que equivalen a los nmoles de Orto-
Nitrofenol generados cada minuto a 280C/ mg de proteína. Todas las 
determinaciones se realizaron por triplicado. 

5.8) Cuantificación de proteína. 
La cuantificación de proteína se realizó por el método de Lowry [1951]. Los 
ensayos se realizaron por triplicado 

5.9) Hibridación tipo "Southern". 
Cuando se requirió, los DNAs cromosomales de las mutantes fueron 
hibridados, de acuerdo a métodos ya reportados (Maniatis, 1989). Las sondas 
utilizadas se indican en la parte de Resultados y se marcaron 
radiactivamente con 32P utilizando el método de "Random Primer" (Dupont), 
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION. 

6.1) Obtención de un banco de mutantes. 
Con el fin de obtener un banco de mutantes derivado de la cepa WI12, se 
realizaron 21 cruzas biparentales entre esta cepa (receptora) y la cepa S17.1 
Mpir) miniTn5luxAB (donadora). La frecuencia de transconjugantes fue del 

orden de 10-6. De cada cruza se tornaron sólo alrededor de 150 
transconjugantes para formar un banco de 3200 mutantes. La selección inicial 
se hizo en medio BS Km(13µg/nn1), Tc (5µg/m1); se realizaron subcultivos 
posteriores aumentando la cantidad de Tc a 10 y finalmente a 15 µg/ml. 

6.2) identificación de mutantes con alteraciones en la 
transcripción de aigD. 
La cepa WI12 posee en fusión transcripcional, el gen algD con el gen reportero 
lacZ, por lo que en placas con X-gal sus colonias exhiben un color azul. 
Cuando se inició el presente trabajo suponíamos que la transcripción de algo 
en la cepa WI12 (derivada de la cepa ATCC 9046) dependía solo del factor 
sigma AIgU. Como se mencionó anteriormente, trabajos posteriores sugieren 
que la transcripción de algD también se inicia a partir de un promotor 
constitutivo dependiente de co. Por ello, trabajando con esta cepa, estuvimos 

en posibilidades de identificar sólo genes que regularan negativamente la 
transcripción de algD y cuya inserción resultó en un fenotipo más azul que la 
cepa padre. La interrupción de genes reguladores positivos, dado que existe 
además un promotor constitutivo, no resultó en un fenotipo blanco como 
habíamos supuesto inicialmente. Por tal razón, cuando se transfirieron las 3200 
mutantes obtenidas a placas con X-gal, no se logró identificar ninguna que 
tuviera un color blanco estable. Sin embargo, se lograron identificar 4 
candidatas con defectos en la transcripción de algD que exhibieron un color 
azul más intenso que la W112. Este fenotipo sólo fue estable en 2 candidatas, 
las que finalmente constituyen el objeto de estudio del presente trabajo. A 
estas cepas se les designó RC26 y AC28 y a las mutaciones que portaban, 
muc26 y muc28, respectivamente (fig.9) . 
La mutante RC26, además de su color azul más intenso que la WI12, mostró 
una morfología colonial rugosa y reseca. El alginato es el responsable del 
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Fig. 9.- Mutantes derivadas de la cepa WI12 que muestran un 
fenotipo mas azul en placas de BS con X-gal. Sólo las n'ufanes 
RC26 y A028, que portan las mutaciones rnuo26 y muc28, 
respectivamente, mostraron un lenotipo consistente. 



fenotipo mucoide en cepas de A. vinelandii . El aspecto de las colonias de la 
RC26 nos sugirió entonces que esta mutante no producía alginato en placa a 
pesar de que su color en placas con X-gal sugiere que la transcripción de algD 

se encuentra aumentada. Esto fue confirmado cuando se realizaron ensayos 
de cuantificación de este exopolisacárido (tabla 3). Los resultados sugieren 
que, bajo estas condiciones de cultivo, la mutación muc26 afecta de manera 

negativa, directa o indirectamente otros genes estructurales de la biosíntesis 
de alginato. 

Cepa Fenotipo mucoide Alginato 	(µ g / m g 

células 	húmedas). 

WI12 ++ 84.93 + 13.3 

RC26 - 5.20 + 	1.3 

AC28 ++ 64.58 + 	8.4 

Tabla 3.- Cuantificación de alginato en cultivos desarrollados en placas de 
medio BS modificado. Cultivo de 72 hrs/300C. 

Sin embargo, esta mutante RC26 sí fue capaz de producir alginato en cultivos 
líquidos en niveles similares a los producidos por su cepa parental (datos no 
mostrados). Por otro lado, la mutación muc28 no incrementó la síntesis de 
alginato en la cepa AC28 bajo estas condiciones de cultivo . 

6.3) Las mutantes RC26 y AC28 portan el miniTn5/uxAB. 
Con el objeto de comprobar que las cepas RC26 y AC28 llevaban el 
minitransposón, se realizaron hibridaciones tipo "Southern" del DNA 
cromosomal de cada cepa y se utilizó como sonda el pUTminiTn5luxAB. Este 
minitransposón no posee sitios para la enzima Xhol [de Lorenzo, el al. 1990), 
por lo que el DNA cromosoma( de las mutantes se digirió con esta enzima de 
restricción buscando observar una sola banda de hibridación. Como se puede 
observar en la figura 10, la inserción de la mutante RC26 se localizó en una 
banda Xhol de 8 kb, mientras que la de la AC28 se localizó en una banda Xhol 
de 20 kb. 
Sin embargo, en el carril de la mutante RC26 (carril 3) se observó otra banda 
más débil , de alrededor de 10 kb, que también hibridó. Para descartar que 
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kb 	Fig. 10.- Autorradiografía de la Hibridación tipo 
"Southern" realizada para comprobar que las 

— 23.1 mutantes RC26 y AC28 llevaran el 
minitransposón. El DNA cromosoma! fué 
digerido con Xhol y como sonda se utilizó el 
pUTminiTn5luxAB. 1).- pUTminiTn5luxAB — 9.4 digerido con Pstl (control positivo), 2).- WI12, 
3).- RC26, 4).- AC28, 5).- marcador de peso 

— 6.5  molecular X Hind111 

— 4.3 
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Fig. 11.- Autorradiografía de la hibridación tipo 
"Southern" utilizando DNA cromosomal de la 
mutante RC26 digerido con diferentes enzímas 
de restriccióny como sonda el cassette de 
resistencia a Tc del miniTn5luxAB. 1.-Marcador 
de peso molecular Hindlll, 2).-Clal, 3).-801, 
4).-Kpnl, 5).-miniTn5/uxAB digerido con Smal. 
La banda del carril 5 de 2kb corresponde al 
cassette de resistencia a Tc. 
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ésto se debiera a una doble inserción del minitransposón en el cromosoma, se 
realizó otra hibridación tipo "Southern" en la que se digirió el DNA cromosomal 
de la RC26 con enzimas de restricción que no estuvieran en el cassette de 
resistencia a tetraciclina y se utilizó como sonda este cassette. Si se habían 
dado dos eventos de transposición, hibridarían dos bandas, pero los resultados 
de la autorradiografía de la fig.11 nos indicaron que la doble banda que 
veíamos en el carril de la RC26, en la fig.10, era un artificio y que esta mutante 
poseía sólo una inserción del minitransposón ya que con todas las enzimas de 
restricción utilizadas sólo se observó una banda de hibridación. 

6.4) Cuantificación de 13-galactosidasa en las cepas FIC26 y AC28. 
El fenotipo en placa de las mutantes RC26 y AC28 nos sugirió que había un 
aumento en la actividad del producto del gen reportero lacZ, a consecuencia 
del aumento en la transcripción de algD. Para ver si este era el caso, se 
realizaron cinéticas de la actividad de B-galactosidasa en cultivos líquidos, 
tanto de la cepa padre WI12, como de sus derivadas RC26 y AC28. La fig. 12-
A muestra que las mutaciones muc26 y muc28, no afectan el crecimiento de 
las cepas RC26 y AC28, respectivamente, pues mostraron un patrón de 
crecimiento y niveles de proteína similares a los observados para la cepa 
parental W112. 
La Fig. 12-B muestra que en la cepa WI12 se observó una drástica caída de los 
niveles de B-galactosidasa durante la primera mitad de la etapa de crecimiento 
logarítmico. Posteriormente, esta actividad aumentó durante la fase 
preestacionaria y alcanzó el máximo nivel al inicio de la fase estacionaria 
(alrededor de las 24 hrs), en donde se mantuvo practicamente constante. Estos 
resultados nos sugirieron que la transcripción de algD depende de la fase de 
crecimiento del cultivo: en la etapa de crecimiento logarítmico hay una 
disminución de la transcripción de algD, que posteriormente se eleva y alcanza 
niveles estables en la etapa estacionaria. Por otro lado, entre las mutantes y la 
cepa W112 existen diferencias claras en el patrón de actividad de B-
galactosidasa y en los valores absolutos alcanzados de dicha actividad. En las 
mutantes RC26 y AC28 se observó que, aún cuando existe la misma caída 
drástica en la primera mitad de la fase logarítmica, hay un aumento en la 
actividad de 6-galactosidasa todavía en esta fase y alcanza los máximos 
niveles en fase preestacionaria (alrededor de las 15 hrs). Estos niveles, 
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incluso, fueron superiores a los máximos niveles que exhibe la cepa parental 
WI12. Posteriormente, durante la fase estacionaria, se presenta una 
disminución de dicha actividad para ambas mutantes. El aumento neto de la 
actividad de B-galactosidasa en las mutantes RC26 y AC28 (calculado como el 
aumento del área bajo la curva con respecto a la cepa WI12), fue del 73 y 
45%, respectivamente. Sin embargo, este aumento no es constante a lo largo 
de la curva de crecimiento, observándose la mayor diferencia durante la 
segunda mitad de la fase de crecimiento logarítmico y en fase preestacionaria. 
Con estos resultados concluimos que, bajo estas condiciones de cultivo, en 
ambas mutantes la transcripción de algO se hallaba aumentada. 

6,5) Construcción de cepas derivadas de ATCC 9046, AEIV y 
UW136 que contienen las mutaciones muc26 y muc28, 
En la cepa WI12 se disminuyó la producción de alginato a niveles de un 25% 
con respecto a su cepa parental (ATCC 9046), debido a que contiene la fusión 
transcripcional del gen algD con el gen reportero lacZ (algD::lacZ) [Campos, 
et al. 1996]. 
Dado que las mutantes RC26 y AC28 llevan la misma fusión algD::IacZ, no es 
posible evaluar el efecto total de las mutaciones muc26 y muc28 sobre la 
biosíntesis de alginato. Por tal razón, estas mutaciones se transfirieron, por 
transformación, a las cepas ATCC 9046, AEIV y UW136, seleccionandose 
derivadas resistentes a tetraciclina y sensibles a kanamicina, que es el 
marcador de la fusión transcripcional algD::lacZ (tabla 2). 
Las cepas ATCC 9046, AEIV y UW136 poseen diferencias claras en el patrón 
de digestión de DNA cromosoma!, utilizando la enzima de restricción Pstl. Esta 
característica se utilizó para verificar que los pátrones de digestión de las 
cepas construídas, correspondieran al patrón de su cepa parental. Además, se 
comprobó que estas derivadas tuvieran la inserción del miniTn5iuxAB en su 
cromosoma, realizando hibridaciones tipo "Southern" (datos no mostrados). La 
transferencia de la mutación muc28 al fondo de la ATCC 9046 se intentó 3 
veces sin lograrlo, en todos los casos se obtuvieron mutantes espontáneas Tcr. 
Como se mencionó anteriormente, la cepa ATCC 9046 es una cepa 
hipermucoide de A. vinelandiii; hay resultados que sugieren que esta cepa 
tiene una mutación que afecta la regulación negativa de la biosíntesis de 
alginato [Martínez-Salazar, et al, 1996]. El hecho de que la mutación muc28 no 
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pudo ser transferida a este fondo genético pero que si fue estable en cepas 
medianamente mucoides (p. ej. en la W112 y AEIV) sugirió que la mutación 
muc28 en la cepa ATCC 9046 es letal, tal vez debido a la carga metabólica que 
representa sobreproducir aún más alginato. 

6.6) Efecto de las mutaciones muc26 y muc28 sobre la producción 

de alginato en cultivos desarrollados en medio sólido. 
Una vez que se transfirieron las mutaciones muc26 y muc28 a las 3 cepas de 
A. vinelandii (excepto la mutación muc28 a la cepa ATCC 9046), se procedió 
a cuantificar el alginato producido por las diferentes cepas en medio BS 
modificado sólido. Los resultados se muestran en la tabla 4. La mutación 
muc26 en el fondo de la ATCC 9046, al igual que en la cepa RC26 (ver tabla 
2), disminuyó la producción de alginato en medio sólido, en un 50%, mientras 
que en la cepa RC26 casi abatió los niveles de este polisacárido. 

mutación ATCC 9046 AEIV UW136 

ninguna 454.5+ 38,5 18.7 + 	3.3 2.73 + 	0.4 

muc26 242.4 + 26.6 76.9 + 16.7 95.17 ± 20.6 

muc28 145.0 + 11.2 142.36 + 13.0 
Tabla4.- Cuantificación de alginato (pg /mg de células húmedas) en placas de 

BS modificado, cultivo de 72 hrs/300C. 
* no se logró obtener esta mutante. 

En contraste, en las cepas derivadas de la AEIV y UW136 con las mutaciones 
muc26 y muc28, se aumentó de manera significativa la producción de alginato. 
Dado que las cepas AEIV, UW136 y ATCC 9046 no son isogénicas, es posible 
que la diferencia observada en la producción de alginato en estas derivadas 
se deba a genes de la ATCC 9046 (hipermucoide) cotransferidos en la 
transformación y no a las mutaciones muc26 y muc28. Para conocer 
únicamente el efecto de la mutacion muc26 y muc28 en los fondos de las 
cepas AE{V y UW136, es necesario transferir sólo los genes afectados por 
estas mutaciones. Actualmente se trabaja en la donación de las regiones 
interrumpidas por ambas mutaciones. Uno de los propósitos es transferirlas a 
cepas no isogénicas para evaluar su efecto sobre la biosíntesis de alginato. 
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6.7) Efecto de las mutaciones muc26 y muc28 sobre la producción 

de alginato en cultivos desarrollados en medio liquido. 
Se cuantificó el alginato de cultivos desarrollados en medio BS modificado 
líquido. Los resultados se muestran en la tabla 5. A diferencia de lo observado 
en medio' sólido, en estas condiciones la mutación muc26 no afectó la 

cantidad de alginato producido por la cepa ATCC 9046. En P. aeruginosa, ya 

se había reportado que la sobreexpresión del gen algD no siempre implicaba 
un aumento en la biosíntesis de alginato [Tatnell, et al, 1995). Lo mismo parece 
ocurrir en este caso, ya que la producción de alginato no se modificó a pesar 

de que la transcripción de algD se incrementa en un 73%, debido a la mutación 

muc26 (fig. 12-B). Esto nos sugirió que pudiera existir una regulación 

postranscripcional del gen algD y que, a pesar de que hay un aumento en su 
transcripción, no exista un aumento paralelo en los niveles de la proteína AIgD. 
Sin embargo, también es probable que este no sea el caso y que la razón por 
la que no hay aumento en la producción de alginato sea porque, bajo estas 
condiciones, el producto de otro(s) gen(es) estructurales) es(son) limitante(s). 

mutación ATCC 9046 AEIV UW136 

ninguna 3.8 ± 0.31 2.2 ± 0.05 0.10 ± 0.01 

muc26 3.8 + 0.32 2.6 + 0.36 2.53 + 0.28 

muc28 3.0 + 0.17 1.91 + 0.04 

Tabla 5.- Cuantificación de alginato (mg/mg proteína) en medio BS modificado 
líquido. Cultivo de 72 hrs/30,C. 
* no se logró obtener esta mutante. 

En el fondo de la cepa AEIV, tomando en cuenta las desviaciones estandar, la 
mutación muc26 no tuvo ningún efecto significativo sobre la producción de 
alginato, mientras que la muc28 la elevó en un 27%. Se observa claramente 
que en medio líquido, el efecto de estas mutaciones sobre la biosíntesis de 
alginato en el fondo de la cepa AEIV, no es tan marcado como el observado en 
medio sólido (comparar los resultados de la Tabla 4 y 5 para las cepas 
derivadas de la AEIV). ¿Por que en medio sólido, en el fondo genético de la 
AEIV, la mutación muc28 incrementó la producción de alginato en un 775% y 
en medio líquido solo un 27% y por que la mutación muc26 la incrementó sólo 
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en medio sólido pero no en líquido?. Aun no se tienen los datos suficientes 
para contestar a esta pregunta, pero lo que sí es claro, es que esta diferencia 
depende de factores ambientales ligados a un cultivo sólido y a uno líquido 
como por ejemplo, el grado de oxigenación del cultivo o las diferencias en la 

comunicación intercelular. 
También en cultivos líquidos se pudo observar un aumento claro en la 
producción de alginato en las derivadas de la cepa UW136 con las mutaciones 
muc26 y muc28 (el efecto de ambas mutaciones en el fondo de la cepa 
UW136 se trata en el punto 6.9) 

6.8) Efecto de las mutaciones muc26 y muc28 sobre la producción 
volumétrica de alginato. 
Por otro lado, también se evaluó la cantidad de alginato producido por mililitro 
de medio de cultivo, valor que depende, comparado con la producción 
específica, de la cantidad de biomasa producida por cada cepa. 
Volumétricamente la mutación muc26 aumentó en un 20 y en un 26% la 
producción de alginato en los fondos de las cepas ATCC 9046 y AEIV, 
respectivamente (tabla 6). Esto se debe a que ambas derivadas lograron 
alcanzar niveles de proteína superiores a los alcanzados por sus respectivas 
cepas parentales, sin que se afectara la producción de alginato. 

mutación ATCC 9046 AEIV UW136 

ninguna 3.68 ± 0.21 2.72 ± 0.11 0.16 + 0.02 

muc26 4.6 ±0.51 3.44 + 0.08 3.26 + 0.23 

muc28 2.70 + 0.14 2.50 ± 0.05 

Tabla 6.- Cuantificación de alginato (gr/litro de medio de cultivo) en medio BS 
modificado líquido. Cultivo de 72 hrs/300C. 
" no se logró obtener esta mutante. 

La mutación muc28 en el fondo de la cepa AEIV, volumétricamente no alteró 
los niveles de alginato a pesar de que específicamente elevó en un 27% la 
producción de este polisacárido. Este resulatdo se explica fácilmente ya que, 
según observaciones hechas en el laboratorio, existe una correlación inversa 
entre la producción específica de alginato y la producción de biomasa. 
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Los datos de producción de alginato en las cepas que llevan las mutaciones 
muc26 y muc28, nos indicaron que, al igual que en P. aeruginosa, en A. 

vinelandii hay diferencias claras en el fenotipo de la misma mutación (p. ej. 
muc26 ó muc28) dependiendo de los fondos genéticos (ATCC 9046 ó AEIV), 
lo cual se aprecia en los resultados de las tablas 4 y 5. Además, para A. 
vinelandii se confirmó que las condiciones de cultivo (en este caso el tipo de 
medio de cultivo utilizado, sólido o líquido), son determinantes en el efecto de 
una mutación sobre la producción específica de alginato. El caso más claro es 
el de la mutación muc26 en el fondo de la cepa ATCC 9046 donde la 
producción de alginato disminuyó en medio sólido pero no en medio líquido. 
En P. aeruginosa sucede algo similar, el efecto sobre la biosíntesis de alginato 
de una mutación en el gen regulador algR2, depende de la temperatura de 
cultivo; a 302  no se observa ningún efecto mientras que a 37,C esta mutación 
bloquea la biosíntesis de este polisacárido, lo que indica que el gen algR2 es 
necesario para la producción de alginato a 379  pero no a 302C [Deretic y 
Koniecsni, 1989; Kato, et al. 1989). 

6.9) Las mutaciones muc26 y muc28 estan ligadas al gen algU. 
La cepa UW136 no es mucoide y no produce alginato por tener una secuencia 
de inserción de 900 pb en el gen algU, de tal forma que cuando se le transfiere 
el gen algU silvestre se restablece la producción de alginato (Martínez-Salazar 
et,a/,1996). Como se puede observar en las Tablas 4, 5 y 6, las derivadas de la 
cepa UW136 con las mutaciones muc26 y muc28 (cepas denominadas CNW26 
y CNW28, respectivamente), fueron capaces de producir alginato a niveles 
comparables con los de la ATCC 9046 y la AEIV (ver fig. 13). Esto nos sugirió 
que las mutaciones muc26 y 'muc28, se localizan cerca del gen algU y que al 
transferir estas mutaciones se cotransfirió el gen algU silvestre. 
Como se mencionó en la introducción, en el laboratorio se identificó el cósmido 
pSMU865, el cual contiene los genes algU, mucA y mucB en una banda 
EcoRlde 10 kb. Si en las cepas CNW26 y CNW28 se efectuó un reemplazo 
del gen algU truncado por el gen algU silvestre, los genes algU, mucA y mucB 
ahora se localizarían en un fragmento de restricción EcoR1900 pb menor que el 
observado en la cepa UW136. Para ver si este era el caso, se realizaron 
hibridaciones tipo "Southern" utilizando DNA cromosomal de las mutantes, 
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digerido con EcoRI y como sonda el fragmento EcoRI de 10 kb derivado del 
pSMU865 que contiene los genes algU, mucA y mucB. 
Los resultados mostraron que en las cepas CNW26 y CNW28 los genes algU, 
mucA y mucB se localizan en una banda EcoRI menor que la observada en la 
UW136 y del mismo tamaño que la observada en la cepa ATCC 9046 (fig. 14). 
Lo anterior confirmó que las cepas CNW26 y CNW28 llevan el gen algU 
silvestre y por ello concluimos que las mutaciones muc26 y muc28 se localizan 
cerca de algU, pero fuera de la región del fragmento EcoRI de 10 kb, ya que 
de haberse insertado el minitransposón en este fragmento, hubieran hibridado 
dos bandas de tamaño menor pues el miniTn5luxAB posee sitios EcoRl. 

6.10) Los locus muc26 y muc28 no corresponden a los contenidos 
en los cósmidos pSMU588, pSMU865 y pSMU986. 
Como se mencionó anteriormente, ensayos de supresión de la mucoidía de la 
cepa ATCC 9046 por un banco de genes provenientes de la cepa UW136, 
permitieron identificar 3 cósmidos con genes cuyos productos regulan 
negativamente la biosíntesis de alginato: pSMU588, pSMU865 y pSMU986. 
Para ver si los locus muc26 y muc28 corresponden a los contenidos en estos 
cósmidos, se realizaron hibridaciones tipo "Southern" utilizando estos 
cósmidos como probadores y DNA cromosoma! de las dos mutantes 
inicialmente seleccionadas (RC26 y AC28) y de la cepa parental WI12 (fig. 15, 
16, y 17). Dado que los patrones de hibridación son idénticos entre las 
mutantes y la cepa WI12, se concluyó que los locus muc26 y muc28 son 
diferentes a los locus reguladores negativos de la biosíntesis de alginato 
contenidos en los cósmidos pSMU588, pSMU865 y pSMU986. 

6.11) Posibles funciones de los locus muc26 y muc28. 
El promotor del gen algD en la cepa de A. vinelandii WI12, como se mencionó 
anteriormente, posee dos inicios de la transcripción, uno dependiente del factor 
sigma AIgU y el otro del factor Go, homólogo al factor 070  de E. coli. Dado que 
este último inicio de la transcripión sería constitutivo, uno esperaría que la 
regulación de la transcripción del gen algD se dé a través de regular el inicio 
de la transcripción dependiente de AIgU. Esto último puede lograrse por lo 
menos de dos maneras: mediante la regulación negativa de la actividad del 
factor sigma AlgU, a través de factores antisigma, p. ej. MucA y MucB, y/o 
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Fig. 13.- Fenotipo de la cepa UW136 y de sus derivadas que llevan 
la mutación muc26 y muc28 (denominadas CNW26 y CNW28, 
respectivamente). Se puede apreciar que, contrario a lo observado 
en la cepa UW136, las derivadas poseen un fenotipo mucoide por 
haberse restablecido la producción de alginato. 
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Fig. 14.- Autorradiografía de la 
Hibridación tipo "Southern" de DNA 
cromosomal digerido con EcoRI y 
utilizando como sonda un fragmento 
EcoRI de 10 kb derivado del cósmido 
pSMU865 que contiene los genes 
algU, mucA y mucB. 1).- Marcador de 
peso molecular 	Hindlll, 2).- UW136, 
3).-CNW26, 4).-CNW28, 5).ATCC 
9046, 6).-pSMUD865 (controlpositivo). 
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Fig. 15.- 	Autorradiografía de la 
hibridación tipo "Southern" utilizando 
DNA cromosoma! digerido con Pstl y 
como sonda el cósmido pSMU588. 1).-
marcador de peso molecular 
2).-WI12, 3).-RC26, 4).-AC28, 
5).pSMU588 digerido con Pstl. 
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Fig. 16.- Autorradiografía de la 
hibridación tipo "Southern" utilizando 
DNA cromosomal digerido con EcoRI y 
como sonda el cósmido pSMU865. 1).-
Marcador de peso molecular XHindIII, 
2).-WI12, 3).-RC26, 4).-AC28, 5).-
pSMU865 digerido con EcoRl. 
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Fig. 17.- Autorradiografía de la 
hibridación tipo "Southern" utilizando 
DNA cromosoma' digerido con EcoRI y 
como sonda el cósmido pSMU986. 1).-
W112, 2).-RC26, 3).-AC28, 4).-
marcador de peso molecular Hindi', 
5).-pSMU986 digerido con EcoRl. 
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modulando la actividad de reguladores positivos como AlgR. Por un lado, hay 

evidencias que sugieren que en A. vinelandii la actividad de AIgU está 

regulada de forma negativa por el producto de los genes mucA y mucB, de tal 

manera que cuando se sobreexpresan, disminuye la producción de alginato 
[Martínez-Salazar, et a1.1996). Pero además, es probable que exista una 
regulación positiva de la actividad de AIgU a través de modular la actividad del 
factor antisigma MucA de la misma manera como ocurre con la regulación de la 
actividad de 02  en E. coli . En esta bacteria, dado que este factor sigma 

participa en respuesta a estrés por calor, su actividad se incrementa con la 
presencia de proteínas anormales en el espacio periplásmico [Mecsas, et al. 

1993]. Resultados preliminares sugieren que la presencia de estas proteínas 
anormales inactivan el factor antisigma RseA, proceso en el cual participa la 
proteína RseB. RseA y RseB son proteínas homólogas a MucA y a MucB, 
respectivamente. RseA se encuentra unido a membrana interna, cuando es 
inactivada libera el factor el lo que resulta en un aumento en la actividad de 

este factor [Alejandro De las Peñas, comunicación personal).De esta forma, en 
condiciones en donde se acumulan proteínas anormales en el espacio 
periplásmico, ya sea en situaciones de estrés por calor, por la falta de 
proteasas periplásmicas encargadas de eliminar dichas proteínas ( p. ej. HtrA) 
o por la sobreexpresión de proteínas de membrana interna, se incrementa la 
actividad de 05. En P. aeruginosa, como ya se había comentado con 

anterioridad, se identificó el gen algW, que codifica para una serín proteasa 

homóloga a HtrA, Se encontró que mutaciones en este gen resultan en la 
sobreexpresión de los genes estructurales de la biosíntesis de alginato y en un 
fenotipo mucoide [Boucher, et, al, 1996), Este hecho apoya la idea de que la 
regulación de AlgU pudiera ser similar a la de CYE. Por analogía, en A. vinelandii 

la actividad de AlgU pudiera verse increméntada por estrés calórico o por la 
falta de proteasas homólogas a HtrA. 
Por otro lado, es posible que exista una regulación negativa por proteólisis de 
activadores transcripcionales o de reguladores positivos, similar a la reportada 
en E. coli, para la producción de un polisacárido capsular llamado ácido 
colánico. La transcripción de algunos genes estructurales de la biosíntesis de 
este polisacárido, entre ellos los genes cps, se incrementan en cepas que 
poseen mutaciones en el gen Ion, el cual codifica para una proteasa. Estudios 
posteriores sugieren que el incremento en la expresión de los genes cps y el 
fenotipo mucoide en mutantes Ion, se debe al incremento en la actividad de un 
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regulador positivo llamado RcsA, el cual es sustrato de la proteasa Lon. De 
esta manera, el regulador positivo en mutantes Ion está libre de la regulación 

negativa que ejerce sobre él esta proteasa, lo que resulta en la sobreexpresión 
de los genes estructurales de la biosíntesis de ácido colánico y en un fenotipo 
mucoide [Gottesman, 19871. Por analogía, es probable que la regulación 
negativa de la biosíntesis de alginato en A. vinelandii, también se dé a través 
de regular por proteólisis la actividad de elementos reguladores positivos de 
esta ruta biosintética. 
Con lo que respecta a las mutaciones muc26 y muc28, identificadas en el 
presente trabajo, es necesario realizar la secuencia nucleotídica de los genes 
interrumpidos con el objeto de esclarecer de que manera ejercen su efecto 
negativo sobre la transcripción de algD. Sin embargo, por lo antes 
mencionado, estos genes reguladores negativos pudieran codificar factores 
antisigma que modularan la actividad de AlgU o proteasas específicas que de 
alguna manera modulen la actividad de MucA o la de reguladores positivos 
como AIgR, aunque si este último fuera el caso, esta proteasa, según 
hibridaciones tipo "Southern", utilizando como probador el cósmido pMSD1506 
y DNA cromosomal de las mutantes, no se localizaría cerca del gen algR 
(datos no mostrados). 
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7.- CONCLUSIONES 

1,- La transcripción del gen algD es dependiente de la fase de crecimiento, Se 
disminuye en fase logarítmica, posteriormente se incrementa en fase 

preestacionaria , y alcanza niveles máximos y estables al inicio de la fase 
estacionaria. 

2.- Las mutaciones muc26 y muc28 aumentan la transcripción de algD, 

probablemente porque han afectado genes que, directa o indirectamente, 
regulan negativamente dicha transcripción. 

3.- Los locus muc2G y muc28 no corresponden a los locus reguladores 
negativos de la biosíntesis de alginato contenidos en los cósmidos pMSU588, 
pMSU865 ni pMSU986. Esto indica que en A. vinelandii existen al menos 5 
regiones con genes reguladores negativos de la biosíntesis de alginato. 

4.- Las mutaciones muc26 y muc28 están ligadas al gen que codifica para el 
factor sigma AlgU. 

5.- La mutación muc26, en el fondo de la cepa ATCC9046, disminuye la 
producción de alginato en cultivos desarrollados en medio sólido, pero no en 
medio líquido. 

6.- El aumento en la transcripción de algD, debido a la mutación muc26, no 
resulta en un aumento en la biosíntesis de alginato. Esto sugiere que otras 
actividades enzimáticas son lirriitantes. 

7.- La mutación muc26 aumenta la producción de biomasa en las derivadas de 
las cepas ATCC9046 y AEIV, al cabo de 72 hr de cultivo en medio BS 
modificado líquido; por esta razón, se aumenta en un 20 y 26%, 
respectivamente, la producción volumétrica de alginato. 

8.- Las mutaciónes muc26 y muc28 aumentan de manera significativa la 
biosíntesis de alginato en la cepa AEIV en medio sólido, al elevarla en un 411 y 
775%, respectivamente. En medio líquido sólo la mutación muc28 la 
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incrementa en un 27%. Estos datos nos indican (ver también punto No. 5) que 

el efecto de una misma mutación sobre la biosíntesis de alginato depende de 

factores ambientales particulares de las condiciones de un cultivo sólido y uno 

líquido. Estos factores pudieran ser las diferencias en el grado de oxigenación 

del cultivo o en la comunicación intercelular. 
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8.- PERSPECTIVAS 

Actualmente se tiene clonada la región cromosoma' de las mutantes RC26 y 

AC28 que llevan la resistencia a Tc. Este DNA cromosoma' se va a utilizar de 

sonda para localizar, en un banco genómico de la cepa ATCC 9046, los 

cósmidos que lleven la región silvestre correspondiente de ambas mutantes. 

Posteriormente, se subclonarán los genes interrumpidos para determinar la 

secuencia nucleotídica de cada uno de ellos. 

Como se mencionó con anterioridad, dado lo que se conoce de la genética 

molecular de la biosíntesis de alginato en A. vinelandii, se puede esperar que 

la regulación negativa de la transcripción del gen algD, se dé a través de 

regular el inicio de la transcripción dependiente de AlgU. Si esto es verdad, en 

las mutantes RC26 y AC28, la transcripción de algD a partir del promotor 

dependiente de AIgU, se encontrará aumentada. Sería interesante realizar 

ensayos de "primer extension" para esclarecer totalmente este punto. En este 

contexto, la regulación negativa de la transcripción de algD se puede dar a 
través de regular negativamente la actividad del factor 0E (AlgU) o de 

reguladores positivos como AIgR. De esta forma pudieran estar implicados 

otros factores antisigma, además de los ya reportados o proteasa que modulen 

indirectamente la actividad de factores antisigma como MucA o directamente la 

actividad de reguladores positivos de la transcripción de algD. Posiblemente 

con las secuencias nucleotídicas de los genes afectados por las mutaciones 

muc26 y muc28, se pueda sugerir algún modelo que explique el mecanismo 

por el cual éstos regulan de manera negativa la transcripción de algD. 

Resultados preliminares sugieren que el efecto de la mutación muc26 sobre la 
transcripción de algD pudiera estar regulado por oxigeno, lo que explicaría los 

diferentes efectos que esta mutación tiene sobre la producción de alginato en 

cultivos desarrollados en medio sólido y en medio líquido; sin embargo, con el 

objeto de comprobarlo totalmente, es necesario realizar cinéticas de actividad 

de B-galactosidasa variando de forma fina la tensión de oxigeno disuelto en el 

medio de cultivo. 

Por otro lado, sería interesante construir una doble mutante muc26 y muc28 

para saber si poseen un efecto aditivo sobre la transcripción de algD y la 

biosíntesis de alginato. Esto con el objeto de tratar de esclarecer si las 
mutaciones han afectado mecanismos diferentes de la regulación de la 
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transcripción de algo o ambas han alterado dicha transcripción a través de 

afectar un solo elemento regulador. 
Los resultados del presente trabajo nos indican que la utilización de la 
construcción algD::lacZ es buena estrategia para identificar genes reguladores 
de la biosíntesis de alginato. Dado que el banco de mutantes que se obtuvo fué 
de 3200, consideramos que aún se pueden identificar mas genes reguladores 
negativos si se continúa la mutagénesis de la cepa WI12. Sin embargo, hay 
resultados que nos sugieren que la regulación de la biosíntesis de alginato no 
sólo se da a nivel de la transcripción de algD. Por esta razón, es necesario 
conocer la regulación que sufren otros genes estructurales de esta biosíntesis 
con el fin de proponer un modelo mas general. Uno de los genes estructurales 
cuya regulación sería interesante estudiar es algC ya que se localiza fuera del 
grupo de genes estructurales encabezados por algD y además, en P. 
aeruginosa, participa en la biosíntesis de lipopolisacáridos, condición que 
pudiera ser similar en A. vinelandii. Otra alternativa es estudiar la regulación a 
la que están sujetos genes reguladores ya identificados corno el operón 
encabezado por algU y el esclarecimiento de la naturaleza de los genes 
reguladores negativos contenidos en los cósmidos supresores de mucoidía 
pSMU588 y pSMU986. 
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