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I. RESUMEN

Azofobacter vinelandii produce un exopolisacarido llamado alginato, el
cual es esencial para el proceso de enquistamiento que lleva a cabo esta
bacteria. En Pseudomonas aeruginosa'y en A. vinelandii, el factor sigma
AlgU (6% es esencial para la produccién de alginato, va que se requiere
para la transcripcidn de a/gD, gen que codifica para una enzima clave de
esta ruta biosintética. En P. aeruginosa, el regulador de respuesta AlgR,
miembro del sistema de transduccidn de senales de dos componentes,
también es esencial para la biosintesis de alginato, al activar la
transcripcion de algD; fimS esta localizado inmediatamente corriente arriba
de algR y se propone que codifica su pareja molecular histidin-cinasa. En el
presente trabajo se clond y ceracterizé el gen algR de 4. vinelandii. La
secuencia deducida de aminoécides, de la proteina codificada por este gen,
muestra un 79% de identidad con su homélogo de P. aeruginosa. Et analisis
de la secuencia nucleotidica corriente arriba del gen a/gR, v ensayos de
hibridacion tipo Southern indicaron que fimS 1o se encuentra en 4.
vinelandii. La inactivacidn del gen a/gR resultd en una disminucion del
50% en la produccion de alginato, sin afectar el nivel de transcripcidn del
gen algD, y en una incapacidad de la célula para diferenciarse y producir
quistes maduros. La microscopia electronica, de los quistes formados por la
mutante algR ,reveld que el proceso de enquistamiento es bloqueado en la
etapa de la formacion de la exina, un evento temprano en dicho proceso.
En P. aeruginosa, la transcripcion de algR se abate en cepas a/gU” En
contraste, en 4. vinelandii sdlo se observa una reduccidon en la cantidad de
transcritos de a/gR, lo que indica un efecto indirecto del factor sigma AlgU
sobre la transcripcion de algR. Todos estos resultados indican que la
regulacion de la produccion de alginato en 4. vinelandii y especialmente el
papel que juega AlgR, en este proceso, difieren significativamente de lo
reportado para P. geruginosa. Estas diferencias pueden ser debidas al
hecho de que, en 4. vinelandii, el alginato posee un papel fundamental en
el proceso de enquistamiento, al formar parte estructural de la cubierta que
envuelve al quiste, una funcion que no existe en P. aeruginosa.
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I. ABSTRACT

Azotobacter vinelandii produces the exopolysaccaride alginate which is
essential for the encystment process. In Psendomonas aeruginosa, as well as
in A. vinelandii, AlgU, the 6" factor is required for the transcription of
algD, which encodes a key enzyme for alginate biosynthesis. The £

aeruginosa response regulator AlgR, activates the transcription of algD.

JimS, located upstream of algR, is proposed 10 encode the AlgR cognate

sensor kinase. We have cloned and characterized the A. vinelandii algR
gene; the deduced amino acid sequence of the protein encoded by this gene
shows 79% 1identity with its P. aeruginosa homolog. Sequence analysis
around tl.z a/gR gene revealed the absence of a gene homologous to P.
aeruginosa fimS. Inactivation of 4. vinelandii «¢lgR diminished alginate
production by 30%, but did not affect «/gD transcription and completely
impaired the capacity to form mature cysts. Eleciron microscopy, of the
cyst structures formed by the a/gR mutant, revealed that the encvsiment
process 18 blocked at the step of exine formation. The transcriptional
regulation of the 4. vinelandii algR gene differs from its P. aeruginosa
counterpart. Taken together, our results indicate that the regulation of

¢ production in 4. vinelandii and specifically the role of AlgR in this
process, differs significantly from that of P. aeruginosa. These differences
could be due to the fact that, in 4. vinelandii, alginate plavs a role in
encystment, a function not found in P. aeruginosa.

Vi
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II. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Ciclo de vida de 4. vinelandii. Azorobacter vinelandii es una
bacteria del suelo, gram negativa, aerobia estricta y fijadora de nitrégeno.
El género 4zotobacrer se distingue de otros géneros de la misma familia,
por su capacidad de diferenciarse v formar estructuras de resistencia a la
desecacidn denominadas quistes. Las condiciones ambientales que disparan
este proceso de diferenciacion aun no han side identificadas. Sin embargo,
en el leboratorio, este proceso de diferenciacion se lleva a cabo en
condiciones diazotroficas, bajo la induccidn con n-butanol o con B-
hidroxibutirato y dura de tres a cinco dias (Sadoff 1975).

La representacién esquemética del ciclo de vida de A, vinelandii se
muestra i la qura 1 [a célula \-'eoetativa de A w’m!ana’if es de tipo

butauo;. la bacteria pierde su mow;udad y sufre una Gitima dmsmn celular
dando lugar a dos celulas esféricas y de menor tamano. Conforme avanza la
diferenciacidn, la celula inicia la sintesis de una capa externa llamada exina
v, posteriormente, de una Iinterna llamada intina. Este proceso

morfogenético resulta en la formacién de quistes madmos de un tamano de
1.5 por 2 micrag de

+ P S
ras de ancho. Las partes t¢ maduro

e
¢
(¢
[}
©

}
son: un cuerpo ceniral o cuerpo basal, en el gque se pueden observar
grénulos de un polimero de reserva, el polihidroxibutirato (PHB) v,
envolviendo el cuerpo central, se encuentran la exina y la intina compuestas
ambas del polisacarido alginato, principalmente {ver mas adelante). Cuando
las condiciones vuelven a ser favorables el quiste maduro entra en la etapa
de germinacidn, observandose hinchamiento del cuerpo central, ruptura de
la exina y la emergencia de dos células gue adguieren nuevamente
movilidac (Sadoff 1975).

Caracteristicas vy estructura del alginato. Alginatc es un
termino general que se refiere a un grupo de polisacédridos naturajes que,
actualmente, se extraen de algas marinas cafés. Los alginatos poseen una
amplia aplicacidon indusirial como agentes espesantes, establlizantes y
gelificantes. Su uso como matrices Inmobilizantes también se esta
investigando ampliamente (Clementi 1998%).
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Figura ]. Ciclo de vida de 4. vinelandil,

Todos los alginatos comerciales producidos actualmente se derivan
de algas. La sintesis de alginatos por bacterias se descubrid inicialmente en
el patdgeno oportunista Pseudomonas aeruginosa (Linker y Jones, 1564,
1966) y en 4. vinelandii (Gorin v Spencer, 1966).

Fl Tm‘nﬂﬁn es un nolimero lineal com

! alginat un pelimero i ompueste d

manurénico (M) y de su epimero {C3) el acido o-L-guiurdnico (G), unidos
por enlaces B3-(1-4). Los residuos M y G estan organizados en bloques a lo
iargo de la cadena del polimero alginato, formando regiones homo v
heteropoliméricas; mientras que la primera contiene bloques M o biogues
G, la vltima esta compuesta de ambos mondmeros arreglados en secuencias
alternadas, compuestas de dimeros MG y residuos GGM- v MMG (Figura
Z). El alginato posee la propiedad de formar geles en presencia de cationes
divalentes, como Ca™, experimentando un cambio conformacional lo que
resulta en una dimerizacién y agregacién de las cadenas de alginato. La
fuerza y rigidez de las estructuras formadas depende en gran medida de la
proporeidn M/G; alginatos con una proporcién baja de M/G forman geles
mas rigidos v resistentes, mientras gue una proporcidn elta resulta en un

s Wi mAal

gel suave pero elastico (C_ementz 1998,
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Figura 2. Estructura de los bloques homopoiiméricos M-y G- y los blogues
heteropolimeéricos MG-, los cuales constituyen la melécula de zlginato {(tomado
de Clementi 1998).

La composicion y la distribucidn de bloques, a lo largo de la cadena
del polimero, depende de la variedad del alga de la cual se deriva el
alginato. Los residuos M v G suelen hallarse en blogues homopoliméricos
con secuencia M- vy G- vy en secuencias heteropoliméricas con secuencias
alternadas MG-. Los alginatos comerciales se clasifican por su glto
contenido de residuos M o residuos G, caracteristica que llega a depender,
incluso, de las condiciones ambientales durante el cultivo del alga (Haug ez

al., 1974).

Existen algunas diferencias entre el alginzato algal v el bacteriano, lo
gue redunda en las propiedades del polimero. Los aiginatos bacterianos se
encuentran acetilados en residuos M, v como consecuencia, su propiedad
gelificante se ve afectada (Roller v Dea, 1992). Los alginatos bacterianos
derivados del generc Azotobacter, son 10S Gnicos que muestran la
estructura de bloques tpica de los alginatos aigales, blogues M- v G-, vy
secuencias altermmadas MG-. Los alginates de P, gerugincsa contienen

(W8]
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residuos Unicos de 4cido L-gulurdnico, careciendo de los bloques
homopoliméricos G-.

De manera similar a otros pelisacdridos actualmente producidos por
procesos fermentativos, los alginatos bacterianos pueden ser productos de
fermentacidon con un alto potencial industrial (Suatherland, 1994;
Vandamme ef al., 1996).

Debido a que el alginato producido por 4. vinelandii es similar en
estructura al alginato algal, existe un gran interés en obtener este polimero
per procesos fermentativos a partir de esta bacteria,

Proceso de enquistamiento: Bioquimica y Principales
Eventos Metabdlicos. Se ha reportado que, en el laboratorio, los gquistes
madures de 4. vinelandii son viables por més de diez afios cuand
mantienen en tierra deshidratada, o que sugiere gue la resistencia a

w

0

o

desecacion de los guistes maduros, es un atributo de sobrevivencia en
naturaleza (Vela, 1974).

La composicién quimica de las células vegetativas de 4. vinelandii,
del quiste completo, de la exina y de Ia intina estan indicadas en la Tabla 1.

[ 7]

o)

Tabla 1. Composicion quimica de las células vegetativas, el quiste, v de los componentes
del quiste.
Material Porcentaje de peso seco
celular Celula
vegetativa Quiste Intina Exina

Carbohidratos 28 45 44 32
Proteinas 52 26 9.1 28

L ipidos 9.2 1 36 28
Cenizas 7.1 ! 8.8 4.1 3.2

E] fraccionamiento del quiste en sus diferentes partes fue posible gracias al
use de agentes guelantes como el EDTA v a sus diferencias en densidades,

Aot S
M e L

a2l o que | 1a con *-m"\bxr 14N ouimica de cads parte nudn

na que la composicidn quimic er analizada.
El alginato constituye el 13% vy el 32% del peso seco de la exina ¢

inting, respectivamente. La exina contiene alginato rico en poliguiurénicos

.t
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lo gue la hace més rigida, mientras que la intina contiene un algfnato con
altas proporciones de polimanurénico. similar al encontrado en células
vegetativas. La capacidad del EDTA o de otros agentes quelantes para
romper la cubierta del quiste es debida, en parte, a su capacidad de
remover los cationes divalentes de los bloques poligulurdnicos de la exina
(Lin v Sadoff 1969-b).

Ademas del alginato, las cubiertas del quiste poseen otros
carbohidratos como glucosa, manosa, ramnosa y xylosa; la proteina
encontrada en la exina es tres veces mayvor que la hallada en la intina, sin
embargo la naturaleza de tales proteinas atn no ha sido esthhada (Lin y
Sadoff, 1969);

Como se menciono con anterioridad, el crecimiento de A. vinelandii
en presencia de f(-hidroxibutirato o n-butancl como unicas fuentes de
carbono, resulta en la formacidn de quistes maduros. Dado que el 8-
hidroxibutirato  (BHB) es producto de la  depolimerizacién  del
polihidroxibutirato (PHB), v el butanol puede ser convertido en BHB o en
otros procductos de oxidacion de PHB, se ha sugerido que una sefial que
podria disparar el proceso de enquistamiento seria la movilizacién de] PHB
gue se encuentra acumulado, ya gue la adicidn de estos compuestos resulta

en una condicion similar a su depolimerizacion masiva (Reush y Sadoff,
1 ('3

1). Stevenson y Sokolofsky (1966} han sugerido que el PHB podria
funcionar como fuente de carbono y energia para el proceso de
enqguistamiento, y establecieron una correlacion directa entre la cantidad de
polimero acumulado en etapas previas al enguistamiento y el porcentaje de
quisies formados en un cultivo {Figura 3). Ademas, conforme un culiivo
envejece, la acumulacion de PHB en el citoplasma alcanza el nivel mas alto.
Posteriormente, el contenido de PHB disminuye gradualmente al avanzar ia
maduracién de los quistes. Por otro lade, Reush y Sadoff (1981)

demostraron que la acumulacién de PHB precede a, v es necesaria para, la

formacion de lipidos esenciales durante el nroceso dP enguistamiento, entre
cllos, el S-n-tricosiiresorcinol {AR1} y el ,—n-alkylresorcin 1 {AR2).

Los lipidos son los productos celulares mas importantes del
metabolismo de BHB durante ¢! enquistamiento y constituyen el 16% de!
peso seco dei quiste madure. Su y colaboradores (1981), reportaren la

tesis de nuevos lipidos esenciales durante el enguistamiento, entre elios

sint
las  3-n-alkilpironas, el ZS-n-tricosilresorcinol {ARI1) vy derivados

h
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galactdsidos de  S-n-alkylresorcinol (AR2). Estudios de distribucién
mostraron que AR y AR2 se encuentran en la exina v en el cuerpo central
en iguales cantidades, encontrandose s6lo trazas en la intina. El analisis de
Ja composicién de la membrana interna y externa del cuerpo central del
quiste indicd que estos nuevos lipidos remplazan los fosfolipidos
encontrados normaimente en las membranas de células vegetativas. Segin
el modelo propuesto por Reush y Sadoff (1983), los alquilresorcinoles v las
alquilpironas constituyen estructuras membranales muy viscosas v mas
hdrofdbicas, lo que contribuyve a las propiedades de resistencia del quiste.

En la Figura 3 se ilustran, cronoldégicamente, algunos eventos
morfologicos, bioquimicos y metabdlicos del proceso de enquistamiento en
A. vinelandii.

N ° o Exina . Cuerpe canmrl
500 [T oo [T 50 "‘- ‘}
1'®
| D> S
456 80 40| \
206 - B0 | 3|
200 — 40— Gk
100 = 20 |- <o}
¢l oL o
|
EHB
® ‘:oncu s o] leeién du PHB. T 8
B fevaided do NADE caidasz inmal On consunvio s

Figura 3. Esquema de algunos eventos metabdlicos v morfolégicos durante el proceso de
enquistamiento inducido con 3-hidroxibutirato (BHB). Obsérvese que la exina aparece en
clapas més tempranas que ia intina.
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Por otro lado, existen cambios significativos en la actividad
respiratoria de células mdumdas a enquistamiento, el consumo de oxigeno
cae de 12 a 0.75 nmoles, min, ml de cultivo™, tres horas después de haber
iniciado el enquistamiento. Paralela a ello, en la membrana suceden
cambios importantes en la cantidad v naturaleza de los citocromos, la
cantidad de citocromo b,c v a/ disminuyen, mientras cue zumenta la
cantidad de citocromo o; el citocromo oxidasa ¢ disminuye gradualmente,
hasta su completa desaparicién de la membrana al cabo de 22 horas
(Stockall y Edwards, 1983).

La fijacidn de nitrégeno cae a niveles no detectables al cabo de tres
horas, coincidiendo con la cafda en el consumo de oxigeno. La actividad de
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa también se abate en las primeras nueve
horas de haberse inducido el enquistamiento. Concomitanie con estos
eventos, esta la induccion de enzimas necesarias para el metabolismo de
BHB (la BHE deshidrogenasa), para la gluceneogénesis (la aldolasa v la
fructosa 1.6 difosfatasa) y para la via del glyoxilato (la isocitrato liasa v la
malato sintasa) (Hitchins y Sadoft, 1973).

La sintesis de ADN cesa justo antes de la tiltima divisién celular, ésto
es de las cuatro a las seis horas; pero la sintesis de ARN continta hasta
doce horas después de la induceidn de enquistamiento (Sadoff ef al,, 1971).

Resuitados derivados de estudios de pulso v caza, aunado a la
aparicion de nuevas actividades enzimaticas, indican que la sintesis de
proteinas continia a lo largo del proceso de enguistamiento. Ru
colaboradores (1983), demostraron que ésto es ado a través de la

degradacion y reutilizacién de las mismes proteinas, lo que asegura el
suplemento de amincacides v la sintesis de proteinas necesarias en
circunstancias en donde no existe fijacion de nitrégeno.

3

Germinacién. La germinacion de guistes de 4. vinelandii implic
una serie de cambios metabGlicos, indispensables para la formacién de
celulas vegetativas activas. La germinacion tiene lugar en condiciones
aerdbicas y en presencia de fuentes de carbono como giucosa, sacarosa o
acetato. Este proceso dura aproximadamente ocho horas. Inmediatamente
después de agregar el germinante (p. ¢f. glucosa), las células empiezan a
respirar y a producir CO.. Esto es seguido por sintesis de protefnas y ARN,
en un periodo de cuatro horas. Este hecho indica que el quiste debe poseer

=1
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todas las enzimas necesarias para ¢! metabolismo de glucosa, para la
formacidn de ATP y para la sintesis de macromoléculas (Loperfido v
Sadoff, 1973). Aun cuando los quistes poseen altas concentraciones de PHB,
hay resultados que indican que este poliester no es mobilizado durante la
germinacidn. Ruppen y colaboradores (1983), encontraron cue la
degradacién y reutilizacion de proteinas es esencial para que se ileve a cabo
la germinacion. Por otro lado, hay evidencias que indican la existencia de
ARN mensajeros estables en el quiste, lo que permite la sintesis de
proteinas aun en ausencia de sintesis de ARN (Sadoff 1973).

El crecimiento celular, durante la germinacion, inicia a las cuatro
horas, ccacemitante con la sintesis de ADN y la fijacion de nitrégeno;
dicho crecimiento termina con la emergencia de dos células moviles
(Lopertido v Sadoff, 1973) (Figura 1).

Bioquimica y genética de la biosintesis de alginato. Aun

cuando el aiginato posee una funcion bien clara durante el proceso de
enquistamiento que sufre A. vinelandii, este polisacarido se sintetiza
también en fase de crecimiento vegetativo, en donde se postula es el
responsable de la adhesion celular a superficies (Costerton e al., 1987) v
actua como un sistema de intercambio 16nico con alta selectividad por Ca™
(Fyfe v Govan, 1983).

La ruta para la biosintesis de alginato ha sido descrita para A.
vinelandii (Pindar y Bucke, 1975). El punto de partida es la fructosa-6-
fosfato (Figura 4). Estudios de rastreo de marca radioactiva {precursores
de 6-carbonos marcados con “C), establecieron que los azlicares de seis
carbonos se oxidan a través de la via de Entner-Duodoroff v que el
piruvato resultante es finalmente canalizado 2 la biosintesis de alginato
(Lynn y Sokaich, 1984). El andlisis més detailado de los patrones de
productos radicactivos en el alginato indicaron que el niruvato, derivadeo de
la oxidacidn de los azicares, primero entra al ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (TCA) antes de iniciar la sintesis de la fructosa-6-fosfato v
del alginato (Narbad er a/., 1988).

La fructosa-6-fosfato se convierte, a través de cuatro reacciones
enziméticas en &cide GDP-manurdnico, e cual es el sustra’c de
pelimerizacién (ver Figura 4). El 4cido polimanurénico resultante se
excreta v es modificade por una O-acetilasa v una C-5 epimerasa
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extracelular para dar, el producto final, alginato (Gacesa 1998). Existe una
ruta similar en P. aeruginosa.

Giucosa
: \
Cicle ATC

1‘ \ Gergracién de

/> (Glivereldehido 3 fosfeio
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Figura 4. Ruta para la biosintesis de alginato. Entre paréntesis se indica el
producte de los genes estructurales en 4. vinelandii que participan en esta
via. El producto del gen /g4 es la enzima bifuncional fosfomanosa
isomerasa-GDP-manosa pirofosforitasa (tomado de Gacesa 199%)

FFOy.

La genética molecular de la biosintesis de alginato ha sido muy
estudiada en P. aeruginosa (Deretic et al, 1994; May v Chakrzbarty
1994), debido a que el alginato es el principal factor de virulencia en
infecciones pulmonares de pacientes con fibrosis quistica (Govan 1988). En
A. vinelandii, existen importantes avances en el estudio de la genética de ia
por el papel que éste polisacérido juega en el proceso de diferenciacién vy
por el potencial que posee 4. vinelandil ce ser usada en la produccidn de
alginato para fines indusiriales, como va se seRald con anterioridad
(Clement 1998).

4 PSR P Y . PP AT
Tante en A. virelandii como en P, aeruginocsa, todos

=4

blosintéticos, excepte algC, se encuentran agrupades en una sola regidn del
cromosoma (Campos ef al., 1996; Lloret er al., 1996; Meifa ef ¢l., 1957-a,
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1997-b; Rhem et al, 1996). En P. aeruginosa, éste grupo de genes esta
organizado en un operdn policistronico, el cual se transcribe a partir de un
solo premotor localizado corriente arriba de algD (Chitnis y Ohman,
1993} ET producto del gen algD codifica para la enzima GDP-manosa
deshidrogenasa, la cual participa en una etapa clave en la biosintesis de
alginato. Contrario a lo que sucede en P. aerugincsa, el mismo grupo de
genes estructurales en 4. vinelandii estd organizado en tres operones, uno
de los cuales transcribe a/gD (Campos er al. 1996: Lioret ef al. 1996;
Mejia et 1997-a, 1597-b;) (ver figura 3).
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Figura 5. Genes estructurales v reguladores de la biosintesis de alginato en 4.
vinelandii. El gen algC se identificd por ensayos de ibridacion tipo "Southern”
usando como sonda el homdlego en P. aeruginesa. El resto de los genes ya han
sico secuenciados {Campos er @l 1996; Mejia Ruiz, ef al. 1997 4 v b

Martinez-Selazar er al., 1996; Castefieda y Espin, 1998. Vazquez et ¢, 1998).

Regulacién de la biosintesis de alginato en P. aeruginosa.
- Regulacién por el operdn aloUmucdBCD. La ! e la
biosintesis de alginato es compleja e involucra el producto de genes
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especificos y de olros cuva actividad es mas generai. Los cinco genes alglU
(algT}, mucA (alg\), mucB, mucC 'y much, localizados en el minuo 68
del cromosoma de P. aeruginosa, constituyen el “switch™ molecular més
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importante que controla la conversién entre formas no mucoides (no
productoras de alginato) y mucoides (productoras de alginato) de P.
aeruginosa. (Figura 6) (Schurr ef al, 1996; Deretic ef al., 1994; Wozniak
1994)

algU codifica para un factor sigma, similar al factor alternativo
sigma E de Escherichia coli v Salmonella tvphimurium {(Deretic ef al,
1994; Hershberger er al, 1993; Martin  er «l, 1994) el cual es
indispensable para el crecimiente de £. coli a altas temperaturas, va que,
bajo estas condiciones transcribe el gen gue codifica para el factor ¢, el
cual participa en la resistencia al calor, v el gen #1rd, que codifica para una
serin proteasa encargada de eliminar proteinas periplésmicas anormales
(Erickson y Gross 1989; Hiratsu et al., 1993; Rouviere er al, 1993). De
forma analoga, AlgU también se requiere para la completa resistencia de P.
aeruginosa ante estrés oxidativo y estrés calérico, ademas de ser esencial

- 1NQT 1 11 | § D w7 Ml e
nara la biosintesis de aleinato {Schurr ef ¢f., 1994 Wozniak v Ohman.
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1994). De esta manera, el gen a/gU esta sujeto a una compleja regulacion y
es inducible por choque caldrico extremo (55°C/13 min.) (Schurr er al.,
1995).

El producto del gen mucA es una proteina de membrana interna, que
se une directamente al factor sigma AlgU, regulando negativamente su
neion (Deretic et al., 1994; Schurr ef af., 1994 v 1996; Yu e al., 1997).
Ei gen mucB codifica para una proteina periplasmica que también centrola
negativamente a AlgU; la mayoria de las cepas de P. ageruginosa,

e

productoras de alginato poseen mutaciones en estos dos genes; estas
mutaciones provocan un aumento en la actividad de AlglU, con el
subsecuente aumento en la produccién de alginato. Mathee v colaboradores
{1997} propusieron un mecanismo que trata de explicar el control de la
actividad de AlgU. En este modelo, la proteina periplasmica MucB,

r
5

interactia con la proteina membranal MucA, quien se une e inhibe
directamente la actividad del factor sigma AlglU. Al detectar cierta sei
periplasmica, MucB deja de contactar a MucA, situacion que resultz en la
iitberacién y en el aumento en la actividad del factor sigma Algll. Hay
evidencias que sugieren, fuertemente, gue dicha sefial peripldsmica es la
presencia de proteinas anormales, o proteinas inmaduras de membrana
externa. Boucher y colaboradores (1996) encontraron que los genes mucD
v algW regulan negativamente la biosintesis de alginato; ambos genes
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codifican para proteasas similares a HtrA, encargada de eliminar proteinas
anormales en el espacio peripldsmico, durante el choque calérico.
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Fig. 6.- Circuito regulador que controla la transcripcian de algD y la expresion de mucoidia
N Pseudon.oras aeruginosa. Hasta arriba de la cascada reguladora se encuentra el grupo de
genes algl, mucABCD que controlan la conversién de esta bacteria al fenctipo mucoide,
Por lo menos dos promotores, Ud (distal) v Up(proximal), controlan la expresién de a/gll.
El gen algD parece ser transcrito de un solo promotor. la expresidn de algh es
absolutamente dependiente de dos factores: del factor sigma AlgU y del regulader de
respuesta AlgR, el cual se une a los sitios RBS!, RBS2 v RES3. Las Hneas discontinuas
indican que la manera en que AlgB v AlgQ regulan ja transcriplion de algl, atn no ha sido
aclarada (modificado de Martin er a/, 1994).
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La funcién del gen muceC aln no ha sido esclarecida totaimente, nay

resultados que sugieren un papel de regulador negativo sobre la biosintesis

-



0000000000000 0 90000 060

e S

de alginato sdlo en condiciones elevadas de temperatura v osmolaridad, v
en los fondos geneticos mucd o mucB (Boucher ef al., 1957).

Un aumento en la actividad de AlgU resulta en un aumento en la
produccidn de alginato, debido a una accidén directa sobre la transcripcion
de los genes estructurales alg (entre ellos @lgD), y scbre otros dos genes
reguladores que pertenccen zl sistema de transduccidn de sefiales de dos
componentes, a/gR v algB (Figura 6) (Deretic er al, 1989; Wozniak y
Ohman, 1991).

- El Sistema de transduccién de sefiales de dos_componentes. Para
sobrevivir, la bacteria debe adaptarse a su cambiante entorno y el sistema
reguiador de dos componentes es clave en este proceso. Este sistema esta
compuesto de una proteina sensora, la histidin-cinasa, v una proteina
reguladora de respuesta. La proteina sensora esta localizada generalmente
en la membrana citoplasmica, en donde detecta el estimulo externo y

transduce la informacién al regulador de respuesta. El regulador de
respuesta, el cual normalmente es un regulador transcripcional que
controla la expresién de un grupo de genes relacionados, media la adecuada
respuesta celular ante dicho estimulo (Hoch y Silhavy, 1995; Pakinson v
Kofoid, 1992).

La fosforilacion y la defosforilacion de proteinas es una
particularidad del flujo de informacién en este sistema. El sensor se puede
autofosforilar, a partir de ATP, en un residuo conservado de histidina y
subsecuentemente transferir el grupo fosfato a un residuo aspértico
conservado en el regulador de respuesta. Esta fosforilacién convierte al
regulador de respuesta en una molécula transcripcionalmente activa. En
algunos casos, la cinasa sensora puede defosforilar el residuo fosforilado
del regulador de respuesta, ejerciendo también un control negativo sobre
¢éste ultimo (Hoch y Silhavy, 1993).

- Regulacién por elementos dei si S
dos componentes: Los pares sensor-regulador, FimS-AjoR v KinB-AloB.

Los genes a/gR y aigB codifican para re uI dores de respuesta que
< q

ha demoestirado

controlan positivamente la bicsintesis de al ue
AlgR se une a tres sitios, Hamados RBS (Alg ‘t_) 1d1n0 site), en la regidn
promotera de algD, activando la transcripcion a partir del promotor
dependiente de AlgU (Mohr ef al, 1992). Dos de estos sitios RBS se

encuentran muy por arriba del inicio de la transcripeién: el sitio RBSI
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regién del -400 al -380, ambos contienen la secuencla Consenso
ACCGTTCGTC. El tercer sitio de unidon de AlgR, el RBS3, contiene la
secuencia gCCGTT:GTC (las letres minGsculas denctan bases no
conservadas con respecto a los sitios KBSI v RBS2Z) v comprende los
nucledtidos -26 al -43, encontrandose maés préximo del sitio de inicio de la
transcripeién, pero en sentido opuesto a los dos primeros sitios RBS. Se
postula que estos tres sitios de unidn a AlgR participan en el doblamiento
de palgD), activando su transcripeién. En concordancia con esta propuesta,
se enconiro que el factor de integracidn dei hospedero IHF, proteina gue
participa =n el doblamiento del ADN, es necesaria para la transcripcién de
algD (Woznizk 1994; Delic-Attree er a/., 1996). La inactivacion de algR
resulta en un abatimiento en la produccién de alginato (Deretic ef al.,
1989). lo que la hace esencial para esta ruta biosintética.

El gen fim$S (también llamado algZ), localizado rio arriba de algR,
codifica para una proteina histidin-cinasa atipica, del sistema de

transduccion de sefeles de dos componentes. FimS, junto con AlgR vy el
factor sigma AlgU, participan en la biogénesis de la fimbria tipo 4, que
permite un tipo de movimiento en P. aeruginosa denominado “twitching-
motility™ (Witchurch et al., 1997). Este tipo de movimiento es necesario
para la invasion de superficies durante la infeccidn v se encuentra en un
NUmero im portanie de bacterias patogenas (btl‘om Y Lory 139:}). Existen
evidencias genéticas que sugieren que FImS es la proteina sensora pareja de
AlgR durante el “twitching-motility”. Por otro lado, se demostré gue FimS
esta involucrada en la regulacién de la biosintesis de alginato, bajo ciertas
condiciopes. La inactivacién de fimS en una cepa mucd de P. aeruginosa,
resulta en un incremento en los niveles de éste polisacarido en condiciones
de crecimiento, gue no permiten la expresion de mucoidia en la cepa
parental fim$™ (condiciones de baja osmolaridad). Este dato sugiere que
FimS juega un papel de regulador negativo de la produccién de alginato, a
traves de regular negativamente la actividad de la proteina AlgR (Yu
1997).

El gﬁ, algB codifica para una p H roteina reguladora Jesia

e produccidn de alginato
(Wozniak Obhman, 1991; Goldberg v Dhanke 1992). Aun cuando modula
la expresion de a/gD, su efecto es indirecto va que no hay evidencias de
union de AlgB a paigD v, haste ¢l momento, no se han identificado los
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elementos necesarios de tal modulacidén. Por otro lado, esttdios de
fosforilacion in vitro v el arreglo transcripcional de AinB, indicaron que
este gen codifica para la prozeina pareja sensora histidin-cinasa de AlgB
(Ma et al,, 1997). Sin embargo, hay reportes gue indican que las formas
no fosforiladas de los reguladores de respuesta AlgB v AlgR, pueden
activar la transcripcion de algD (Ma er al, 1998). Dado gque, por lo
general, los reguladores de respuesta en el sistema de transduccién de
sefiales de dos componentes necesitan fosforiiarse para ser activos (Stock ef
al., 1989), se sugiere que la razdn de esa falta de fosforilacién se debe a la
sobreexpresion de los genes algR v «lgB, debido al incremento en la
actividad del factor sigma AlgU (Ma er «l, 1998). Esta sobreexpresidn
resulta en un incremento en la cantidad de las proteinas AlgR v AlgB.
circunstancia en la cual, se ha reportado, que owos reguladores de
respuesta no necesitan ser fostorilades para activar la transcripcion de los
genes blanco. La sobreexpresién del regulador de respuesta PilR, en la
ausencia de su pareja sensora PiiS permite la nanscrwncmn de su blanco de
regulacidén pild (Boyd v Lory 1996). Otwro ejemplo es el de la proteina
UhpA de E. coli, la cual es un regulador de respuesta, que participa en la
transcripcién de whp7, que codifica para una proteina del sistema de
transporte de azucar-fosfatoq La actividad de UhpA es modulada por dos

T T T n T
roteinas de membran inasas, UhpB v UhpC. La sobreexp
,

ke

de la proteina silvestre UhpA, en una mutante u/ipBC, o altes niveles de
expresion de la proteina mutante UhpAD34N (la cual no puede ser
fosforilada), resultan en una activacién normal del gen wipT; esto no se
observa cuando hay una sola copia de uipAd ( Webber v Kadner, 19953,
1997).

Alternativamente, se ha propuesto gue AlgR v AlgB pudieran tener
actividades especificas que dependan de su estado de fosforilacion: no

fosferilados regularian positivamente la  biosintesis de alginato v,
fosforilados, pamcmaw’an en otros eventos celulares ( p. ei. AlgR en ¢l
“twitching-motility” anteriormente descrito) {(Ma e 1968).

- Otres genes reguladores de  la biOS‘-'- ntesis de alginato. AlgQ
(tan,bién llamado AlIgR2) es otra proteina reguladora de esta ruta

=

oigsiniéiica a 37°C. Interesantemente se enconuwd gque mutaciones algQ,
res hifan en un abatimiento en la produccién de aiginato, debido a una
disminucion en la transcripcidn de algD (Deretic and Konyecsny, 1989
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disminucién en la transcripcion de algD (Deretic and Konyecsriy, 1985;
Kato er a’, 1989). Ademaés se cbservo una disminucidn en la actividad de
dos enzimas, la succinil coenzima A sintetasa (Scs), del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (TCA), v la enzima cinasa de nucledtidos difosfato (Ndk)
las cuales forman un complejo enzimético en P. ageruginosa. Lstos
resultados indican que AlgQ mantiene un funcionamiento adecuado del
ciclo de los acidos tricarboxilicos (Schiictman et al, 1994 v 1993); sin
embargo, la manera exacta en la que AlgQ controla la sintesis de alginafe,
y si esto se relaciona con el control de la actividad de las enzima Scs v/o
Ndk, aun sigue sin esclarecerse.

Se han descrito otras proteinas que se unen directamente al promotor
de algD, afectando positivamente su actividad; entre ellas esta CysB, que es
un activador transcripcional de ?a 1Cami'!ia de LysR y participa en la sintesis
de cisteina (Delic-Attree er ¢/, 1997); v MUZ (diferente a la protelna FimS
posible pareja molecular h}stldin -cinasa de AlgR), urna proteina que se une
a palgD, de manera dependiente de Algu, activando su transcripcion
(Figura 6) (Baynham er «/., 1996).

Regulacion de la biosintesis de alginato en 4. vinelandii. Como se
sefiald anteriormente, el grupo de genes estructurales en 4. vinelandii estd
rganizado, al menos, en 3 operones uno de los cuales transcribe algD
(Campos et al., 1996; Lloret ef al., 1996; Mejia et al,, 1997-a, 1997-b) (ver
Figura 5). La transcripcién de algD inicia a partir de, al menos dos
nromotores: un promotor ¢° (pl) y un promotor dependiente de AlgU
{p2). La transcripcién de los otros dos operones del grupo de genes
biosintéticos no es dependiente de AlgU (Lloret er al., 1996; Mejia er al.,
1997-2,).

Ll operdn algl-mucABCD ha sido caracterizado (Martinez-Salazar
et ai., 1996). Estos
aquelios de P. gerwginosa, pues la inactivacién de al/gl abate la produccion
de alginato v la transcripcion de algD a partir del promotor algDp2. La
introduccidn de un plasmido con los genes mucdBCD a la cepa ATCC
9046 (sobreproductora de alginato) también elimina la transcripcidn del
promotor aigDp2 y disminuye lg produccion de alginato (Moreno ef al,
1998), debido a una disminucién en la zctividad de Algl. A pesar de gue,
bajo estas condiciones, no se elimind la produccidn de alginato, los niveles

C)

enies parecen ser runcionalmente eguivalentes a

s
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enquistamiento, va que la cepa resultante, ATCC 9046/mucABCD, fue
incapaz de formar quistes maduros. Estos resultados demostraron que la
actividad de AlgU es esencial para el enquistamiento, independientemente
de su papel en la sintesis de alginato (Moreno er al., 1998). Este hallazgo es
muy importante, pues la genética molecular del proceso de enguistamiento
nunca habia sido abordada, v el reporte de la participacion del factor sigma
alternativo Alglj, abre amplias posibilidades para la continuidad de este
estudio.

En el provecto de investigacion de Doctorado de M. Castafleda
(1998), se encontrd que el producto del gen asr.4{ regula positivamente el
proceso ¢2 enquistamiento v la biosintesis de alginato. Esta tltima a través
de regular, por lo menos, la transcripcion del gen estructural algD. El gen
asr4 codifica para una proteina membranal, histidin-cinasa que pertenece
al sistema de transduccién de sefiales de dos componentes. Su homaélogo en
varias especies de Pseudomonas, denominado lemA, participa en el control
global del metabolismo secundario (Hrabak y Willis, 1993; Corbel vy
Loper, 1995) . Se estdn haciendo estudios necesarios para esclarecer si su
efecto es 0 no a través del factor sigma AlgU.

Lo L¥al Soimmemm



III. OBJETIVQOS

Las condiciones ambientales que disparan el proceso de
enquistamiento en A. vinelandii ain no han sido identificadas. Sin embargo,
de manera general, la diferenciacion morfoldgica en bacterias sucede como
una respucsta ante e:mmulos externos. El sistema de transduccion de senales
de dos componentes permite a la bacteria tener una respuesta de adaptacion
a su medio, por tal razén es comun encontrario en 10s procesos que regulan
la diferenciacidn celular en bacterias, como el par sensor-regulador KinA-
SpolA en Bacillus subtilis durante la esporulacion. o el par Divl y DivK en
Caulobacter crescenius (Hoch y Silhavy, 1995)

El alginato se produce durante el proceso de enquistamiento, para
formar parte estructural de las cubiertas del quiste. Las caracteristicas del
alc'inato encontrado en la inu 1a v oexina dlﬁeren significativamente; este

hecho 5u~1616 que debe existir una sincronia entre la biosintesis del alCIﬁELO
v el proceso de dlferenaacmn, a trav és de mecanismos comunes de
regulacidn. El haliazgo de que AlgU regula el proceso de enquistamiento
de manera incependiente a su papel sobre la sintesis de alginato apova esta
prOpuesta (\{oreno et a! 1998}
E ue codifica para el
A

_D

—

reguladot de respuesta :\Egl( en bacterias de la famiiia Azotobacteriaceae,
pero nunca antes se habia demostrado su funcionamiento en A. vinelandii.
En el presente trabajo nos propusimos caracterizar la postble funcion del
reguiador de respuesta AlgR en el control del proceso de enguistamiento v
en la biosintesis de alginato; asi como explorar la posibilidad de que AlgR
sea parte de un mecanismo de regulacidn comin, entre ambos eventos.

Por 10s motivos antes sefizlados, se plantearen los siguientes objetives:

Objetivo general

T incidn de ia proteina reguladera de respuesia A‘gR en .a
a4 1o A ! By 1 - - e
biosintesis de aiginzato v en ¢l procese de enquistamiento en 4. vinelandii.
18



Objetivos particulares

- Construccién de una mutante algR en A. vinelandii.
- Caracterizacion de la mutante afgR en cuanto a su capacidad de
enquistarse v de producir alginato.

O
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IV. MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas v pldsmidos utilizados. Las cepas de 4.
vinelandii, utilizadas en este trabajo, fueron: ATCC 9046, cepa mucoide
productora de alginato; la AEIV gue es medianamente muccide (Sveln
valla); la UW136 (Bishop v Brill, 1977}, cepa no mucoide, algl™; la WI12,
derivada de la ATCC G046, contiene una fusién algD-lacZ en el
cromosoma. (Campos ef af,, 1996). SMUSS, derivada no mucoide de la
ATCC 9046, lleva una mutacion a/gl:Km.

Cepas de P. aeruginosa: PAO1, cepa silvestre no mucoide; FRDEI10,
algR::Smy’, no mucoide; 8852, a/gR, no mucoide.

E. coli DH3o fue usada para el aislamiento y mantenimiento de
plasmidor.

Pilasmidos utilizados: pAD1039, césmido que Heva ADN cromosomal
de P. aeruginosa, incluyendo a/gR (A. Chakrabarty); pBluescriptSK+ v
pLC18, utilizados para subclenacion de ADN (Stratagene).

Medios v condiciones de cultive. Los cultivos de 4. vinelandii
se realizaron en Burk Sacarosa (BS), cuya composicion es la siguiente {g/1):
K2HPO4, 0.8; KH2PO4, 0.2; Sacarcsa, 0.2; Na2S04. 0.183; MgCi2.6H20
0.16; FeS04.7H20, 0.005; NaxMo04.2H20, 0.0002; CaCl2.2HH0, 0.073.

El pH se ajustd a 7.2. P. aeruginosa se crecio en medio PIA (Psewdomonas
1solation agar), DIFCO
Para la cuantificacidn de alginato, se utilizaron cultivos crecidos durante 48
h, en placas del medio de cultivo correspondiente. Estas placas sc
inocularon con 300 ul de un cultivo de 24 horas desarrollado en medio
liquido (preindculo). Todos los cultivos se incubaron & una temperatura de
30°C.

Los cultivos en medio liquide se llevaron a cabo en matraces de 125
ml, con 23 mi de medio, o de 230 mi con 30 mi de medio, en incubadora
cen agitacion a 200 mm

Los antibidticos utilizados para 4. vinelandii v E. coii fueron (en

-

tgml): acido nalidixico 10 v 20 ; ampicilina, no utilizado v 200;

" ~ 2 s 1 oy fpima 1O
SSPQC-,ZOfﬁiCl 14, 1'Ju ¥ ;uu: Kar a‘“una 3 ¥ N0 il zaﬁv. rizampicinia, 1v Yy

no utilizado; tetraciclina, 30 v 20.

I~
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Para P. geruginosa, la cantidad usada de antibiotico fue (en ug/mi):
estreptomicina, 200; tetraciclina, 200.

Cruzas para transferencia de plasmidos por conjugacién ¥y
transformacién de 4. vinelandii. lLas cruzas triparentales se
realizaron utilizando el pldsmido ayudador pRK2013 (Figurski v Helinski,
1979) v seleccionando en medio Burk sacarosa, suplementado con
tetraciclina y/o espectinomicina. lLa transformacion de 4. vinelandii se
llevo a cabo con células competentes preparadas en BS, sin fierro nt
molibdeno (Page v Tigerstrom, 1978).

Cuantificacién de la produccién de alginato. La produccién
del polisacarido se midid después de precipitar el alginato con isopropanol,
v mediante la cuantificacidn espectrofotométrica de acidos urdnicos, de
acuerdo a lo reportade (Blumenkrantz v Ashoe-Hansen, 1973}.

Ensayos de enquistamiento. Para lograr la formacion de quistes
de A. vinelandii, se utilizé n-butanol como inductor del proceso de
diferenciacién, segun el meétodo reportado por Stevenson y Socolofsky

(1966). Las células de un cultivo crecido 18§ horas, en medio Burk con
sacarosa al 2%, se cosecharon, se lavaron dos veces con MgSO4 10 mM vy
se sembraron en placas de medio Burk, con n-butanol 0.2% como dnica
fuente de carbono. Al cabe de cinco dias, se recogieron ias células de estos
cultivos v se resuspendieron en 0 mM de MgSO,. Se transfirieror

alicuotas de esta suspensién, conteniendo aproximadamente 106 células, a
filtros Millipore HA de 0.45 um vy se secaron a 30 © C por cinco dias. Se
determino, por cuenta viable, tanto ¢l numero de células colocadas en los
fiitres, como e‘ porcentaje de celulas resistentes a desecacidn (quistes) que

-
.-1
O
w
(@]
<
o]
Py
oy
4]
—
]
o
-
h-d
O ~
=
eed @
g
juv]
e
o
o
£
G
72
o
@}
o]
—
o
@,
3, D
]
—t
—i
O
=
o
jav]
Y
o

e
propileno y se inciuyeron en Epon 81
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Manipulaciones de ADN y ARN. Los procedimientos estandar
para purificacién de ADN tetal v de plasmidos, digestiones con enzimas de
restriceidn, electroforesis en geles de agarosa. purificacion de ADN de
geles de agarosa, ligacidon de ADN vy transformacién de E. cofli se
realizaron segun lo descrite por Sambrook er ¢l., {1989). Las secuencias de
ADN se determinaron por el método de Sanger (Sanger et al, 1977). La
purificacién de ARN se realizd segin lo repertado por Bamy vy
colaboradores (1992). Los ensayos de extension de iniciadores, para ia
identificacidn del inicio de transcripeion, se realizaron con 30 ug de ARN,
purificado de cultivos crecidos por 48 horas en medio BS. La reaccion de
extensién de iniciadores se realizd de la siguiente manera:

Reaccién de marcaje con gama ATP (P™), del oligonucledtido ATR2:
Esta reaccion se lievo a cabo con 1 U de la enzima polinuciedtido cinasa
{Boheringer), y 20 picomoles del oligonucliedtido, el volumen de reaccion
fue de 20 ul. Se incubd por 1 horaa 37°C.

Reaccién de extension: Se utilizd el sistema de Amersham,
sigui¢ndose las instrucciones del fabricante. Se utilizaron. en la reaccion,
las siguientes cantidades, ARN, 30 ug; NaCl 2.5 M, 1.76 ul; Tris HCI 1M,
0.66 1il; ¢'igonuciedtido marcado (P32), 5 picomoles; inhibidor de enzimas
degradadoras de ARN, 25 U (Boehringer), DTT 10 mM, 3.7ul,
desoxiribonucledtidos (¢ATP, dGTP, dTTP y dCTP) 40mM, 2 ul y 10 U
de la enzima Transcriptasa reversa (Amhersham). El ARN junto con e
cloruro de sodio, la solucidon de TrisHCl y los oligonucledtidos, se
desnaturalizaron a una temperatura de 33°C por 3. Posteriormente, se le
anadid el resto de los reactivos, aiustando la reaccion a un volumen de 40
ul. La extension se realizo a 42°C durante 1 hora. El ADN copia {(cADN),
resultante de la reaccion de la transcriptasa reversa, se precipitd con 10 ul
de acetato de amonio 10M vy 100 ul de Etanol por un periodo minimo de 3
horas {0 toda iz noche). Después de centrifugar, ¢! cADN se lavé dos veces
con etanol al 70%. El cADN se resuspendié en un vclumen de 8 ul
Simultaneamente, se realizé una secuencia nucleotidica, usando el mismo
iniciador para identificar el sitio de micio de la transcripcion.
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con sclucion 10mM de MgSO,.hasta que estuvieron libres de alginato. La
cuantificacion de B-galactosidasa se realizd por el método de Miller [1972]
con aigunas modificaciones en la etapa de lisis celular [Ferrari, er al,
19831, El paquete celular se resuspendid en I ml de MgSO4 10 mM. Se
tomd una cantidad adecuada de células y se trataron con lisozima {C.01%),
incubdndose a 379C durante 5 minutos. Enseguida se le adiciond tritén
X100 (0.1%) vy se continud con la determinacién de 3-galactosidasa segun
Miller. Las unidades reportadas son unidades Miller, gque equivalen a los
nmoles de orto-nitrofenol generados cada minuto  a 28°C por mg de
proteina. Todas las determinaciones se realizaron por tripiicado.

Amplificacion del gen fimS de P. aeruginosa. El gen fim$ de
P. aeruginosa se amplific6 por PCR, usando come templete ADN
cromosomal de la cepa PAOI, digerido con EcoRl, y los
oligonuciedtidos:  fimS-5’ACTCTGTCGATGCCTATCCG vy fim§S-
3 TAGCGTAGACAGGTGTAGTGC. Les condiciones de la amplificacion
fueron las siguientes. Temperatura de desnaturalizacion, 94°C/1 minuto,
temperatura de ahneamiento 65°C/ | minuto, y temperatura de extension
de 72°C/ 3 minutos, 30 ciclos. Posteriormente, se le dio un ciclo mas de
extensién a 72°C/15 minutos. El producto resultante fué de 1034 nt vy
comprende los codones de los aminoacidos [ al 348, del gen fimS.

Amplificacion del gen algR de A. vinelandii. Ll gen algR de

A. vinelandii, se clond por PCR usando el plasmido
pMSR1506  como  templete y  los  oligonucledtidos:  algR-
STAAGCTTGTGCACCTTCTTGCCGGTGATGCC y algR-

3TAAGCTTCGACGGATTGGCGCGGATGATAGC.  Las  condiciones
fueron las siguientes: desnaturalizacion, 93°C/1 minuto; alineamiento,
63°C/45 segundos; extension, 72°C/2 minutos/ 2G ciclos; posteriormente un
ultimo ciclo de extension, 72°C/10 mintos. £l producto resuitante, de 1458
nt, se clond en pKS—, para dar origen al plasmido pSF12. En el
polienlazador de esta construccion se clond un casete £ Sp (Fellay, er al.,
1987), como marcador de seleccidon de un evento de recombinacion
sencilla, debide a gue ia resistencia a Ampicilina {conferida por el vector

pKS+} no es un buen marcador de seleccion en 4. vinelandii.
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Construccion del pldsmido pMSRI1507. Para construir un
plasmide derivado del pMSR1306 que llevara una mutacion a/gR::Sp, se
transfirid por conjugacion el plasmido pMSRiS06 de la cepa WIRI2
(algR::Sp) ala cepa de £. coli DH3¢. La seleccidon de un plasmido en el
que la mutacién cromosomal, a/gR::Sp, se transfiriera por doble
recombinacién homdloga al plasmido pMSR1506, se realizd seleccionando
transconjugantes de E. cofli, tetraciclina resistentes (resistencia del vector
pCP13), espectinomicina resistentes. La mutacidn a/gR::Sp en el plasmido
pMSD13G7 se confirmd por patrdn de resiriccidn {datos no mostrados).
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V. RESULTADOS

Clonacién v secuencia del gen al/gR de A. vinelandil. En
1990, Fhiale vy colaboradores reportaron la existencia de secuencias
homologas al gen a/gR de P. aeruginosa en el cromosema de 4. vinelandii.
En base a ensavos de hibridacion tipo “Southern” realizados en el
laboratorio, usando como sonda el gen algR de P. aeruginosa, se encontro
que el cosmido pMSD1506, derivado de un banco gendmico de la cepa de
A. vinelandii ATCC 9046, contenia un fragmento EcoRI de 1.3 kb con
secuencias homologas a a/gR. La banda EcoR/ de 1.5 kb y una banda Psi/
de 2 kb que scbrelapa al primer fragmento, fuercn subclonadas en los
plésmidos pUC18 v pKS para dar origen a los plésmidos pCNR1 y pCNR2,
respectivamente (Figura 7). Estos plasmidos fueron utilizados para
determinar la secuencia nucleotidica del gen a/gR (Figura §).

A —— 200 bp
E C E S
! I
. I — Cromoscma de £ agrudingsa
- —i . | S——— —— =
2rgH . fims . sigR hemC
/
N -
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‘ = = ‘ P e : Cromosoma de A, vingland
| argH ™ aigA > heme i
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Figura 7. A) Comparacidn de la regidn cromosomal que contiene el gen al/gR de P.
aeruginosa y A. vinelandii, B) Mapa fisico de los plasmidos construidos en el presente
e :

rabajo. Las fiechas indican ef sentido de ia franscripeidn. Los casetes de resistencia estdn
representados por triangulos inverndes. Abreviaturas: C, Claf; E, EcoRL P, Psil; S, Smal,
Sp. Spil;, X, Xhol.
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CTGGATCGEG 199
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ATCTCQAACT 200
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ATCTCCTCGC 359
CCAGCGCLCG 402
GGCRLGCCTT 452
AACTGTCCGG 500
CQLGTLGLEC 359
CGTCGOCGAT 600
TCGACGGALSG 650
GCGGLLGLCC 760
CCCTGLTOCE 750
CACAAGAGTG 800
FGCCAGCCGC 850
?GTGACGCTG ey
CGGGAAGCLE 950
GCCAAGGAGC 100¢
GC??ZZGCCT 1259
Xhol
A CCTTGAAACC 1199
GGCCE%%AGG 1158
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> CCCCTGCAGA 1308
COLTCCGLLe 1358
GTATCCGLLG 200
ATCCCCCACC 145¢
COTGRATOAG 1396
TCCGCATLCA 1550
CAALGAACCT L6009
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Figura 8. Secuencia nucleotidica de la regidn cromosomal de 4. vinelandii que
contiene ¢l gen algR. Los inicios de traduccidn de los genes aigH. algR v hemC
se indican con flechas. El coddn de término de a/gR se indica con doble linea, v
su inicio de transeripcién con ~1. Las inserciones con casetes de resistencia,
dentro del a/gR v 80 pb rio abajo de su extremos 3.
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estan representadas por
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El gen a!o}? codifica para una proteina de 2351 amincécidos y muestra un
79% de 1dentidad con su homdlogo de P. aeruginosa. Como otros

reguladores de respuesta que son Losforhados. la proteina AlgR de A4,

vinelandii, contiene residucs altamente conservados v que participan en esta

iy

reaccion de fosforilacion, el residuo aspartico 8, aspértico 54 v lisina 102.
(Figura 9).
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Figura 9. Alineamiento de la secuencia deducida de aminoacidos del Gen algR
de A4, 1”7870”0117 (A Y \ con la de su hmw-anon en P na;q;g1;qosa fPan ). 1og

residuos Asp®, A,':p” v Lys'®, involuerados en el evento de fosfoniauon de

AlgR se indican con asteriscos. Los alineamientos fueron realizados con el
programa Gene Works 2.5. Los residuos idénticos se encuentran sombreados.

El gen fim$S no estd presente en A. vimelandii, FEn P
aeruginosa, la region de 1.3 kb, localizada entre argH v algR, fue
recientemente caracterizada y mostré la  existencia de! gen fimS
(Witchurch, er o, 1997) Existen evidencias genéticas que sugieren
fuertemente gue dicho gen codifica para la proteina sensora histidin-cinasa,
pareja de AlgR. De manera independiente, y casi simultaneamente, se
encontrd que FimS también participa en la regulacion de ta biosintesis de
alginato en cepas mucd de P. aeruginosa sdlo bajo ciertas condiciones {Yu
et al., 1997,
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El analisis de los 1000 pb rio arriba de algR en A. vinelandii
(fragmento  EcoRl de 1.5 kb) indicod la presencia del gen argf en esta
region, al igual que en P. geruginosa. Sin embargoe, encontramos que fimS
no esta presente en las vecindades de «/gR (Figura 7 y 8). Ensayoes de
hibridacién tipo “Scuthern”, utilizando ADN digerido con EcoR/[ devivado
de las cepas ATCC 9046, AEIV v UW136 indicaron que en las tres cepas
de A. vinelandii estd conservada la region del fregmento EcoR/7 de 1.5 kb,
que contiene el extremo 3'de argH v el 5'de algR. Per otro lado. un
fragmento de 1034 nucledtidos, correspondientes a la parte estructural del
gen fimS de P. aeruginosa, no hibridd con ADN cromosomal de A.

AN

vinelandii, aun bajo condiciones de baja astringencia, sugiriendo la ausencia
de este gen en A. vinelandii (datos no mostradoes).

Construccién de las mutantes algR de A. vinelandii. t
ldsmido pCNRI1 leva clonado el fragmento EcoR/ de 1.5 kb, el cual
ontiene el extremo 5'del gen a/gR. Este plasmido se utilizd para construir
las mutantes por insercidn en el gen afgR. En el sitio tnico Xhol,
localizado dentro del gen algR, se clond un casete Q-Tc o un casete €2-Sp
(Fellay, et al., 1987). Esto se realizo rellenando los extremos cohesivos,
que deja la endonucleasa Xtol, con la enzima Klenow, v ligando en su

- Pl

oo

luoar los casetes liberados con la enzima Smal. Los plasmidos resuliantes,
pCNRI10T y pCNR10Z (Figura 7), incapaces de replicarse en A. vinelandii,

o
se usaron para introducir la mutacion a/gR::Tc en el cromosoma de la cepa
ATCC 9046 v la mutacidn a/gR::Sp en la cepa WI12. Se selecciond la
transformante resistente a tetraciclina, ATRR vy la transformante resistente
a espectinomicina, WIR12, las que fueron confirmadas por hibridacion tipo
Southern (Figura 10 y datos no mostrados, respectivamente).

El plasmido pCNR2 se utilizd para introducir un casete Q-Tc en el
sitig unico Sphl, localizado 80 pb por abaje del codd
algR. El plasmido resultante, pCNR201 (Figura 7) fue transformado en la
cepa ATCC 9046, seleccionandose transformantes resistentes a tetraciclina;
la cepa asi obtenida se le llamd ATRO, v se utilizd para descartar un posible
cfecto polar sobre genes localizados rio abajo de algR (ver més adelante).

o
n de térming TGA de



0 0000000000060 0 00000 00

- - P i S oo EIRERISCITUNT . T R L I TR e e

E P ’ x -
FE B
— TS IA e .‘ T C . - ,“
- 15 = ' .
argH - &igR hemC
! I
A — | .
-‘; - TSy
Dobore voce i
P : '
e P == °E 5 irms R
. ;o .
o - — :;-J\. 1
3ike ‘ ‘ q“"‘ 243
argH algs hem{ i i
E
£
. ATEED
ag= T S37.7C

argH algh =Tc aigh hem{

Figura 10. A) Inactivacion del gen a/gR de A. vinelandii, en la cepa ATCC 9046, por
insercién de un casete de resistencia. B) Integracidn del plasmide pSF12 en el cromosoma
de la cepa ATRE. () Autoradiografia de la hibridacién tipe “Southern”™ del ADX gendmice
digerido con EcoRI, de 1), ATCC 9046; 2}, ATRE; 3), ATRSOI.
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algR no es indispensable para la biosintesis de alginato.
Para determinar st  AlgR estaba invelucrada en la regulacién de la
biosintesis de alginato, se realizo6 la cuantificacién de este polisacéndo en la
cepa ATRS v se compard con los valores exhibidos por la cepa parental
ATCC 9046 (Tabla 2). Contrario a io gue se observa en P. geruginosa, en
donde la inactivacion de a/gR resulta en un abatimiento de la produccidn de
alginato, nosotros encontramos que, en A. vinelandii, la mutacién en algR
solo disminuye en un 30%, eaproximadamente, ios niveles de cste
nolisacarido. Esto indica que AlgR juega un papel de regulader positivo
sobre esta ruta, aungue no es indispensable.
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Tabla 2. Produccion de alginato v frecuencia de enquistamiento en diferentes cepaq de 4.

vinelandii.
Cepa Cenotipo Alginato{ug'mg de proteina) %o

BS* BB’ enguistamiento
ATCC 9046 | silvestre 3612 —-624 | 2648 =322 516+ 17
ATRS algR:: Tc 1357 =92 920 + 20 0.004 = 0.002
ATREG! ATR8/algR~ | 4171 =292 | N.D° 1.16 £ 0.13
ATRY aleR+ Te N.D. N.D. 1.05+0.19
WI12 aleD:iacZ 239 = 45 1121 + 148 321 =1.0

a Medio solido Burk's suplementado con 2% de Seearosa como fuente de car‘oono b Medio
sohido Burk's suplementade con 0.2% de s-butanol como fuente de carbono. ¢. No
determminad~

AlgR no se requiere para la transeripcién de algD. En P
aeruginosa, AlgR activa la transcripcion de /gD, a partir de su unico
promotor dependiente de AlgU; ademds. se ha visto que para logrario se
une a tres sitios {sitios RBS) en la region del promotor algD (Mohr 1991,
Mohr 1996). Nosotros determinamos, mediante ensayos de extensién de
iniciadores, que la transcripcion de algD, tanto en la cepa ATCC 9046
como en su derivada algR’, es idéntica. La transcripcion de algD inicia a
partir de los dos promotores previamente reportados, AlgU (p2) vy 6° (pl),
pero, ademas, a partir de otro tercer inicio localizade 62 uudeo'tides
corriente arriba del coddn de inicio ATG (Figura 11). En éste tercer inicio

e la transcripcion de algD, no encontramos secuencias consensc en las
regiones -10 v -35, similares a promotores va conocidos (Figura 11).

Por ofro lado, confirmamos que la mutacidon a/gR no tiene efecto
sobre la transcripeion de afgh, comparando los niveles de actividad de 8-
gelactosidasa de la cepa W12 (algD-locZ) v de su derivada algR, WIRI12
Ambas cepas, la WII2 v la WIRI1Z, mostraron niveles de f-galactosidasa
similares (9.9 = 0.1 v 114 = 0.9 U/ug de proteina, respectivamente)
después ce 24 horas de crecimiento en medic BS. De esta manera,
confirnmamos que la transeripeion de algD no es afectada por la mutacidn
algR.

LS
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gur extensién de iniciadores para identificar los inicios de
tran.cripcion del gen algD en la cepa ATCC 9046 v su derivada algR
ATRS. A) Secuencia I’IUC1€0t1d1C8. de la regidén 3 ‘de aleD. Las ﬂechas
indican los sitios de inicio de la transcripcion. El codon de inicio ATG esta
sefialado con una linea por amiba. B) Ensavo de “extension de iniciadores”

del gen algl en la cepa ATCC 9046 (linea 1\ s ATRS (linea 2).
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El gen aigR de 4. vinelandii, es funcicnal en P.
aeruginosg. £l césmide pMSRI306, el cual lleva el gen algR de 4.
vinelandii, se transfirid por conjugacion a dos mutantes algR de P.
aeruginosa, la FRD8IO y la 8832, Como control positivo usamos el
piasmide pAD1039, el cual lleva el gen algR de P. geruginosa en el mismo
vector. El plasmido pMSRI1306 restablecié, de manera parcial, la
produccion de alginato en ambas cepas (Tabla 3). Estos datos indican que la
proteina AlgR de 4. vinelandii es capaz de funcionar como un activador

transcripcional del promotor de a/gD en P. geruginosa.
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Tabla 3. Complementacion de mutantes a/gR de P. aeruginosa con (P.a.) algR de 4.
vinelandii (A.V.).

Cepa Genotipo Mucoidia Alginato®
(g 'mg proteina)

FRD&I0 algR- - 3I8-+3
FRD&10pAD1039 ‘P.a. aleR L 7607 = 1082
FRDS1IOpMSRIS06 | /A.v. algR - 648 =+ 74
FRD&IO/pCPI3 /vector - 113 +24
8852 algR- - 28 -8
88352/ pAD1039 /P.a. algR =+ 9218 = 1460
8832/ pMSR 1506 /Av. aleR + 1434 =~ 162
8852/pCP13 /vector - 10313

i S

a El alginato fue determinado en células crecidas en medio solido PIA durante 48 horas.

Efecto de ia mutacién al/gR sobre el enguistamiento. Por
otro lado, se evalud el posible papel de AlgR sobre el proceso de
enquistamiento. Se midid la resistencia a la desecacidén de los cultivos
inducidos a enquistamiento con n-butanol. Se observd una reduccidon de
mas de mil veces en la frecuencia de enquistamiento en la mutante algR
ATRE (Tabla 2).

Probamos st la incapacidad de la cepa ATRE para enquistarse se
debia al 50% de reduccién en la produccion de alginato. Para tal fin, se
cuantifico la produccién de alginato en condiciones de enguistamiento para
ia cepa ATRS v para la WI12 (en esta cepa, Ja actividad del producto del
gen algD se encuentra reducida debido a la fusion transcripcional algD-
lacZ)y. En la Tabla 2 se puede observar que la cepa ATRE es incapaz de
enquistarse aun cuande, bajo condiciones de enquistamientc, produce
cantidades similares de alginato a las producidas por la cepa W12,

La microscopia electrénica de los cultives inducidos a
enquistamiento, tanto de la cepa ATCC 6046 como de la cepa a/gR” ATRSE,
se muestra en la Iigura 12, En la cepa ATCC 9046 se puede cbservar la
morfologia de un guiste maduro, la cual ha sido descrita previamente (ver

PHB v rodeado de dos capes, la infina y ia exina. Nc¢ se pudo observar
ninglin quiste maduro en las preparaciones de la cepa algR” ATRS; el
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cuerpo central sélo se ve rodeado por una incipiente capa de exina, la cual
no liega a conformarse totalmente, mientras que no se observan rastros de
la intina. La exina es la primera capa del quiste que se estructura, por 1o
gque este fenotipo nes indica que el proceso de enguistamiento, en la
mutante ATRE, se detiene en las ctapas tempranas del proceso de
diferenciacion.

Para descartar la posibilidad de gue la incapacidad de enguistarse se
debiera a un efecto pelar de la mutacién en a/gR, la cepa ATRY, la cual
lleva una insercidn del casete Q-Tc 8C nt abajo del coddn de término de
algR, se sometid a ensayos de enguistamiento. Esta cepa exhibe valores
normales en su frecuencia de enquistamiento.

Figura 12. Micrografias electronicas de los quistes formados por las cepas ATCC 9046 (A)
v ATRE (B). Abreviaturas: EX, exina; IN, intina; CB, cuerpo central; PHB. poli-B-
hidroxibutirato. Barras, 0.4 micras.

r

Complementacion de la mutante algR. Para confirmar que
algR regula positivamente el proceso de enquistamiento, se complementé la
mutante ATRS con el plasmido pSFi2 (a/gR™. Sp’). Este plasmido, que no
se replica en A. vinelandii, se introdujo por transformacidn a Ja mutente
ATRR vy se selecciond una transformante resistente a espectinomicina, la
cual Jevaba cointegrado una copia del gen a/gR en el cromesoma, dicha
cointegracién se confirmé por nibridaciones tipo “Southern™; a la cepa se le
denomino ATR801 (Figura 10} vy se enquistd de manera similar a Ja cepa
silvestre ATCC 9046 (Tabla 2).
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Analisis transcripcional de «/gR. El sitio de inicio de
rranscripcion de a/gR se determind por ensayos de extension de iniciadores.
En la cepa ATCC 9046 se identifico un sitic unice de inicio de
transcripeidn, 30 nucledtidos corriente arriba del coddén de inicio de la
traduccidn. No se reconocieron secuencias consenso similares a promotores
va reportades en las regiones -10 v -35 (Figura 13 A). En contraste a lo
observado en P. aeruginosa (Wozniak 1994), la transcripcion de a/gR no se
abate en las mutantes 4/gl”, SMUSE (derivada de la ATCC9046,
alglKm') y UW136 (mutante natural ¢/¢gl7). Sin embargo, las mutaciones
parecen reductr la franscripcion de algR (Figura 13 B, camriles 1 y 2).

=3
CCETGACGITCTCACTICEo T GTCTACGLTAATTGT STLCEGAlTEAC

—
CUGEEAACIUGAAGCAACATCAAT BT TCTGATIGT COALGAZCACILTIA

COCCAAGGAGTACITCAGCCCETCTGET GAGTGAGCTLCATGECTATICCG

e

TGITIGAGIC

gura 13. Autorradiograiia de los ensayos de extension de iniciadores del
gen algR para identificar el sitio de intcio de la transcripeidn eon les cepes
ATCC 9046, SMUBS v UW136. A) Secuencia nucleotidica de la regién
5'de algR. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripeion. El codeén de
inicio ATG, esta marcado por una linea por amriba. La secuencia
complementaria de donde se disefid el oligonucledtido usado en el ensayo de
“Extension de iniciadores™ estd subravada. B) Ensavo de “extensién de
iniciadores™ del gen a/gR en las cepas SMUSS(linea 1), UW136 (linea 2) v
ATCC 904¢ (linea 3}

a i

(@51
w0



O OO0 0000000000000 000 000

El plismido pMSRI1506 suprime el enquistamiento en la
cepa ATCC 9046. E! plismido pMSR1306, el cual posee una copia del
gen algR , reduce la produccion de alginato v suprime el enquistamiento en

por este plésmido pudiera ser la razdn de su efecto sobre el enquistamiento,
va que !a biosintesis de este polisacarido se reduce airededor de 5 veces. En
P. aeruginosa, se reportd que la sobreexpresion del gen a/gR resulta en una
disminucidn de los valores de alginato {Deretic v Kenvecsni, 1989). Para
investigar si el efecte negativo del pladsmido pMSRI1506, en la produccién
de alginato v en el enquistamiento, era debido a a/gR, se construyé el
plasmido pMSRI1307, un derivado del pMSRIS06 con una mutacion
algR::Sp (ver materiales y métodes).

Tabla 4. Lfecto del plasmido pMSRI306 en la produccién de algimato vy en el

enguistamiento en 4. vinelandii

Cepa Alginato (Ug/'mg de proteina) | % enquistamiento
BS* BB’
ATCC 9046 3612 ~ 624 2648 =322 | 5.6 = 1.7
ATCC 9CH/pMSRI506 | 440 = 50 265 + 25 0.003 = 0.001
ATCC 9046/pMSR13507 215+ 10 327 + 35 0.002 + 0.0008
ATCC 9046/pCPI3 3070 = 57 2141 £270 164 +1.3

a Medio sélido Burk's suplementado con 2% de sacaresa como fuente de carbono.h Medio
solido Burk's suplementado con 0.2% de #-butano! como fuente de carbono.

El plasmido pMSD13507 posee el mismo efecto sobre el enquistamiento v la
biosintesis de alginato gue el pMSR1306, 'o que indica gque su efecto
negativo no es debido al gen @/gR v sugiere la existencia de otro Jocis en
esta regidn cromoscomal que participa en la regulacidon de ambos procesos.
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VI. DISCUSION

En el presente trabajo se clond y caracterizé el gen algR de 4.
vinelandii. Encontramos un 79% de identidad con el regulador de respuesta
AlgR de P. ceruginosa, que runto con Algll, es requerido para la activacion
transcripcional del operdn de la biosintesis de alginate encabezado por
algD. En A. vinelandii, algD es transcrito a partir de tres promotores, uno
de los cuales (p2), es dependiente de AlgtU (Campos ef a/., 1996; Moreno et
al., 1998). Nuestros resultados muestran que. en contraste con lo gue
sucede en P. geruginosa, la proteina AlgR de A. 1‘melamdzz no se requiere
para la activacion transcripcional de aleD. Este hallazgo es consistente con
a falta de secuencias consenso para la umidn de AlgR (RBS), dentro del
promotor de algD en 4. vinelandii (Campos ef al., 1996). Por tal razén,
proponemos gue existe un regulador diferente de AlgR que activa ia
transcripelon a partir del promotor de a/gD dependiente de AlgU (p2); de
manera Similar, en P. aeruginosa, 1a transcripcion de «/gR depende de
AlgU pero no de AlgR (Wozniak, 1994); asi pues, hay promotores
reconocidos por AlgU que no son activados por AlgR, lo gue indica la
existencia de otros reguladores transcripcionales con capacidad de
interactuar con la AlgU-RNA polimerasa.

.
La complementacién parcial
,

l.
o
3
—
-
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Wl 1 il wlidl \.J.\.r LL.L 11

P. aeruginosa
indican gue la proteina Al gR de A. vinelandii es capaz de unirse a 1
secuencias RBS presentes en el promotor «lgD de P. aeruginosa y de
interactuar con la AlgU-RNA polimerasa. Este dato sugiere que los genes
regulados por AlgR, en 4. vinelandii, pudieran contener secuencias RBS
similares a las halladas en P. aeruginosa.

Aun cuando AlgR no se requiere para la transcripcién de algD en 4.
vinelandii, ia produccidn de alginato en la mutante algR se reduce en u
30%, implicando gue AlgR dehe ejercer un centrol sobre otros genes
blosintéticos o genes reguladores de la produccidon de alginato. Existen
evidencias que indican la presencia de genes regujadores o biosintéticos
(ademas de algD) aue estan bajo el control de Algll (Moreno ef o, 1998}

Asi pues, dichos genes pudieran estar controlados por AlgR.
T

La mutante ATRS posee una incapacidad para enguistarse; el proceso
de enquistamiento parece estar bloqueado en la ctapa de la oganizacion de
la exina. En un trabajo reciente, se reporté gue ¢l enguistarmiento es abatido
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por el plasmido pSMURSS, el cual contiene los genes mucABCD, los cuales
codifican para reguladores negativos de la actividad de AlgU (Martinez-
Salazar, et al., 1996, Moreno er a/., 1998). Sin embargo, en este caso, el
enquistamiente logra avanzar atin mas, va que los quistes formados poseen
una exina claramente organizada pero que carecen de intina.

La transcripcion de al/gR se reduce en cepas mutantes algl,
indicando un efecto indirecto de AlgU sobre la transcripcidon de a/gR. Esto
concuerda con la ausencia de secuencias de reconocimiento para AlgU
dentro del promotor de a/gR. Este hecho indica la existencia de otro factor
sigma, involucrado en la regulacion de la produccién de alginato y del
proceso de enquistamiento. Esto, y el hecho de que el proceso de
diferenciacion logra avanzar menos en una mutante a/gR que en la c¢epa
ATCC 9046/mucABCD . pudiera indicar que el requerimiento de AlgU
para el enguistamiento pudiera deberse, en parte. a su efecto positive sobre
la transcripcion de algR.

Dado que ambas proteinas, AlgU y AigR, son esenciales para el
enquistamiento, es posible que AlgR active genes de enquistamiento cuyos
promotores también son reconocidos por AlgU. Los genes blanco de
regulacion, tanto de AlgR como de AlgU durante el proceso de

enquistamiento permanecen sin identificar. Sin embar go, el requerimiento
de AlgR y/o de AlgU para la transcripcién de
permitir su completa identificacién.

Reush y Sadoff (1981), reportaron que la cepa OP de A. vinelandii,
incapaz de producir alginato, sintetiza los alquil resorcinol ARI, mas no
sus derivados galactdsidos AR2. Estudios posteriores indicaron que esta
cepa (padre de la cepa UW136, que actualmente tenemos en el laboratorio)
es incapaz de sintetizar alginatc debido a una mutacién en el gen algU
(Martinez-Salazar et «/., 1996). Este hecho indica que el factor sigma
AlglU, y probablemente en conjuncién con AlgR, estd involucrade en la
sintesis de estos nuevos iipidos estructurales de membrana (Reush v Sadoff
1983), a los cuales se les atribuye parte de las propiedades de resistencia del
quiste.

o,
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n P.aeruginosa, algR esta flanqueado por el gen fimS, el que se ha

propuesto codiiica Péra 1a p reja nistidin-cinasa de A 1._R v Or & gen
""I
T

LemC (Figura 6). La caracterizacion de la regién flanqueante de algR en A.

vinelandii, nos permitié identificar al gen arrgH inmediatamente al extremo
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v el gen remC inmediatamente al extremo 37 (Figura 6). El gen fim$ no
estd presente en las vecindades de algR, pero aun mas, los resultados de
hibridacidén tipo “Scuthern” indican la ausencia del gen fimS en el
cromosoma de A. vinelandii. En P. aeruginosa, el par sensor-regulador
FimS-AlgR, del sistema de transduccion de senales de dos componentes,
participa en la biogénesis de la fimbria tipo 4 (Witchurch er al., 1997); ésta
fimbria estd involucrada en la adhesion celular v en el “twitching-motility™
en varias bacterias patdgenas, como Dichelobacter nodosus, Moraxella
bovis, Neisseria gonorrhoeae, Nisseria meningitidis, v Vibrio cholerae
(Strom y Lorv, 1993). 4. wvinelandii es una bacteria de vida libre no
patdgena y, hasta el momento, no hay reportes de gue posea fimbrias tipo
4. Este hecho puede ser la razon de la ausencia de fimS en el cromosoma de
A vinelandii,

Estudios recientes moestraren que en P. geruginosa, no s necesaria la
fosforilacion de AlgR v AlgB para la biosintesis de alginato (Ma, 1998). La
fosforilacidn es esencial para la actividad de la mayoria de los reguladores
de respuesta hasta ahora estudiados (Stock e a/,, 1989). Una excepcidn es la
forma no fosforilada de DegU, en Bacilius subtilis, la cual activa los genes
tardios de competencia, comC y comG, mientras que st forma fosforilada
se requiere para la expresidn de genes de enzimas degradativas (Msadek
1995). Dc manera similar, se postula que, en P. aeruginosa, la forma no
fostorilada de AlgR esta involucrada en la produccién de alginato, mientras
que su forma fosforilada participa en el movimiento celular denominado
“twitching-motility”™ (Ma, er a/., 1998).

Otra hipdtesis propuesta, con la que se trata de explicar Ia falta de
fosforilacion de AlgR es que, en cepas mucoides, gue es en donde estas
formas no fosforiladas son activas, no son cepas silvestres pues contienen
mutaciones en ¢l gen micA4, 1o que resulta en una aita actividad de Algl.
Cepas mucoides de P. aeruginosa pudieran tener niveles elevados de estos
reguladores de respuesta, que dispensan ia necesidad de ser fosforilados
(Ma, et ¢/, 1998).

Cepas silvestres de 4. vinelandii (mucA ), producen niveles de
alginato similares a los producidos por las mutantes muc4d de P

~ ~ L ~ ~ o - e 1 . 4 P
Ger osa; este hecho, ademas de indicar gue la regulacién de la bicsintesis
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Hgii
de alginate en ambas bacterias difiere significativemente, sugiere que en 4.
inelandi. el gen algR no se encuentra sobreexpresade, como sucede en P,
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aeruginosz. LUn punto interesante serfa esclarecer st AlgR necesita ser
fosforilada para activar la transcripcidon de los genes de alginato y del
proceso de enguistamiento en A, vinelandii, Actuaimente, se estd trabajando
en mutar el residuo Asp™, sitio propuesto de fosforilacién de AlgR, para
resolver esta cuestion. St los resultados finales muestran que AlgR necesita
fosforilarse para ser activo, entonces la busqueda de una posible proteina
nistidin-cinasa pareia molecular de AlgR, es fundamental para disectar el
modelo de regulacion de la produccion de alginatc v, sobre tedo, del
proceso de enguistamiento.

Finalmente, mientras tratabamos de complementar la mutante algR
con el cosmido pMSRI1306, detectamos un efecto inhibitorio de éste
plasmido sobre la biosintesis de alginato y el enquistamiento. La inhibicion
en el proceso de enquistamiento puede ser debida a la drastica disminucién
en la produccién de alginato. Tenemos evidencias que indican que esta
inhibicién no es debida 2 /gR v que debe existir otra regidn cromosomal,
cercana 1 este gen, que conirola ambos procesos. Dicha regién
cromosomal, una vez identificada, serd caracterizada, para determinar que
genes son los responsables de ese fenotipo.
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Abstract
Azotobacter vinelandii produces the exopolysaccharide aiginate
which is essential for the encystment process. In Pseudomonas aeruginosa,

r

as well as in A. vinelandii, the cE factor encoded by algl is required for
transcription of algD which encodes a key enzyme of the alginate
biosynthetic pathway. The P. aeruginosa response regulator AlgR activates
transcription of aigD. fimS, iocated upstream a/gR, is preposed to encede
the AlgR cognate sensor kinase. We have cloned and characterized the A.
vinelandii algR gene; the deduced amino acid sequence of the protein
ancoded by this gene shows 79% identity with its P. aeruginosa homoiog.
Secuence analysis around the aigR gene reveaied the absence of a fimS
homolog. inactivation of A. vinefandii algR diminished aiginate production
by 50%, but did not affect a/gD transcription, and completeiy impaired the
capacity to form mature cysts. Electron microsccpy of the cyst structures
formed by the algR mutant revealed that the encysiment process s
blocked at the step cf exine formation. The transcriptional regutation of A.
vinelandii algR gene and the AlgR role in alginate production, differs
significantly from its P. aeruginosa counterpart. Those differences coud
be due to the fact that, In A vinelandii, alginate plays a role In

encystment, a function nct found in P. aeruginosa.

[AW]



tntroduction

Azotobacter vinelandii is a soil bacterium that undergoes a process
of cellular differentiation o form metabolically dormant cysts resistant
to desiccation (for review, see reference 34). Mucoid strains of A.
vinelandii produce the extracsliular polysaccharide alginate, a linear
copolymer of D-mannurcnic and its C-5 epimer L-guluronic acid. Alginaie
is a major component of the intine and exine iayers of the cysts (31), and
is essential to the encystment process, since non-mucoid strains fail to
form cysts (2, 23, 29).

The pathway for alginate biosynthesis has been elucidated in A,
vinelandii {(32). In this pathway, fructose-6-P is converted by four
enzymatic reactions to GDP-mannurconic acid which is the subsirate for
polymerization. The resuitant polymannuronic acid is secreted and
modified by an O-acetylase and an extracellular C-5-epimerase fc give the
final product alginate (32). A simitar pathway operates in FP. aeruginosa
(21).

The genetics of this process is well known in P. aeruginosa (7, 21)
where alginate is an important virulence determinant and a majer factor
contributing to the intractability of P. aeruginosa iung infection in cystic
fibrosis patients (11). in A. vinelandii there are important advances in the
study of the genetics of alginate synihesis (for review, see reference 10}
These studies have been motivated by the role that this polysaccharide
piays in the differentiation process and by the potential

to be used in the preduction of alginate for industrial purposes.



In A. vinelandii, as in P. aeruginosa, all the alginate biosynthetic
genes, except algC, are clustered (2, 16, 22, 23, 33). in P. aeruginosa this
cluster is organized in a polycistronic opercn transcrived from a promoter
located upstream aigD (3). In contrast, the A. vinelandii biosynthelic gene
cluster is organized into three operons one of which transcribes algD (2.
16, 22, 23).

in P. aeruginosa, transcription from the aigD promoter is affected by
the products of several regulatory genes. The algU encoded, alternative
sigma factor, which is similar to the Escherichia coli and Salmonelia
typhimurium of factor (7, 13, 19), is required for a/gD transcription (36,
41). The products cof the mucA and mucB genes counteract AlgU Dy
suppressing its function (7, 36, 37, 43). The algR (5) and algB genes {40)
encode for response regulators belcnging fo the superfamily of two-
component signal transducticn elements. AlgR has been shown to bind to
three sites {(named RBS) within the algD promoter region and to activate

transcription from the AlglU dependent promoter (26)

Mty s

inactivation of algR abrogates alginaie production (5). Anocther gene, fimS
(also called algZ), which is located upsiream of algR and encodes a protein
involved in twitching motility (38), has been propesed to be the cognate
AlgR sensor kinase, alsoc involved in the control of alginate bicsynthesis
under certain conditions (44). Non-phosphoryiated AigB and AlgR response
regulators were recenily shown to be active as positive reguiators of
alginate synthesis (18).

In A. vinelandii, algD s transcribed from at feast iwo Dromoiers



which are recognized by RNA poiymerase with two different sigma factors:
o1 recognized by o70, and p2 recognized by the alternative cEfactor (AlgU).
The algU-mucABCD operon has been characterized (20). These genes seem
to be functionally eguivalent to those of P. aeruginosa, since inactivation
of algU abrogated alginate production, and introduction into strain ATCC
9046 of a plasmid containing functional mucABCD genes abrogated
franscription from the al/gDp2 prcmcter and diminished alginate production
(29). AlgU activity has been shown to be essential for encystment,
independent of its role in &lginate synthesis (29).

Transcription of the octher two operons of the alginate biosynthetic
cluster are AlgU-independent (18, 22).

Fvidence for the presence of algR in bacteria of the
Azotobacteriaceae family was previously reported (8). In this study, we
report the cloning and seguence of the A vinelandii algR gene, and show
that its inactivation ciminishes alginate production by 50%, but does not
affect transcription of algD; in addition, inactivation of algh was shown 10
completely impair the encystment process.

Materials and Methods

Microbiological procedures. Bacterial strains and plasmids used
are listed in Table 1. Media and growth conditions were as follows: A
vinelandii was grown at 30°C in Burk's nitrogen-irce salts supplemenied
with sucrose 2% (15). Escherichia coli DHbw strain was grown on B
medium {24) at 37°C. Antibictic concenirations used {(ug/mi} for A.

vinelandii and E. coli. respectively, were: teiracycline 20 and 20;

@)



kanamycin 5 and not used; rifampicin 20 and not used; ampiciliin not used
and 100; nalidixic acid 20 and not used; spectinomycin, 100 and 100.

Triparental and biparental matings were carried cut as previously
reported (15). A. vineglandii transformation was carried out as describec by
Bali et al. (1).

3-galactosidase activity was measured as reported by Miller (24);
one unit corresponds to 1 nM c¢f o-nitropheny!-B-D-galacicside hydrolyzed
per min per ug of protein. Protein was determined by the Lowry method
(17). All measurements were dcne in triplicate.

Alginate production was determined as previously described (23): ali
determinations were done in triplicate.

Encystment induction, desiccation resistance assays as weil as
electron microscopy studies were carried out as previously described (2,
23).

Nucleic acid procedures. RNA and DNA isciation and cioning,
Southern blotting, and nick translation procedures were carried out as
described (35). Plasmids pCNR1 and pCNR2 (Fig. 1} were used to determine
the nucleotide sequence reporied in this study. DNA segquencing was dong
with the Tag FS DNA polymerase and fluorescent-dideoxy terminators
using a cycle sequencing method. Primer extension analysis of algh was
carried out with 50 ug of RNA isolated from bacterial cuitures grown 48 h
in 8BS medium. Primer extension cf afgD was carried out as previcusly
described (2} Rsactions were performed with a primer extension sysiem

[Amersham) as insiructed by the manufacturer. The F. aeruginosa fimS

o}



probe was ampiified by PCR using PAO1 chromosomal DNA as a template as
well as oligonucieotides fimS-5 ACTCTGTCGATGCCTATCCG and fimS-3°
TAGCGTAGACAGGTGTAGTGC.

Construction of plasmid pSF12. The A. vinelandii algR gene was
cloned by PCR using plasmid pMSR1506 as a template as well as
oligonucleotides algR-5 AAGCTTGTGCAGCTTCTTGCCGGTGATGCC and algh-
3 AAGCTTCGACGGATTGGCGCGGATGATAGC. The resulting 1458 nt PCR
product was cloned in pBluescript SK+. The resuliant piasmid was used to
introduce a spectinomycin resistance cassette into the vector polylinker
to produce plasmid pSF12 (Fig. 1 and 2).

Construction of ATRS8, ATR2 and WIR1 strains. The 1.5-kb
EcoRi fragment containing the a/gR 5 end was cloned into plasmid pUC18,
and the resultant plasmid pCNR1 was used to introduce into the unigue
Xhol site, either a 2.0 kb Smal fragment containing a Q-itetracycliine
cassette or a Q-spectinomycin cassette (8). The resuitant plasmids
pCNR101 and pCNR102 (Fig. 1B), were unable tc repiicate in A. vinelandii
and were used to introduce the algR:Tc mutation intg strain ATCC 9046 and
the algR::Sp mutation into strain Wi12, ATR8, a tetracycline resistant
transformant, and WIR1, a spectinomycin resistant transformant, wers
selected and confirmed by Socuthern biot analysis o cary the algR
mutations (Fig. 2, and data not shown for WIiR1),

Piasmid pCNR2 (Fig. 1) was used ic infroduce the G-ietracyciing
\ = / J

L)

cassetie Into the unigue Sph! site locsted 80 nt cownstream the

codon of the algR gens. The resultant plasmid pCNR201 (Fig. 1) was



transformed into ATCC 9046, rendering strain ATRS.

Isoiation of plasmid pMSR1507. To isolate a pMSR1506
derivative carrying an al/gR::Sp mutation, we transferred by conjugation
plasmid pMSR1506 from strain WIR1 to E. cofi. Selection of a plasmid
derivative, in which transfer of the a/gR::Sp mutaticn from the WIR1
chromosome to plasmid pMSR1508 had occurred ty recombination, was
carried out by isolating E. coli transconjugants resistant to tisiracyciine
and spectinomycin. One Sp Tc transconjugant was shoewn by restriction
analysis and Southern blotting to contain a pMSR1506 with the algH::Sp
mutation (data not shown). This plasmid was named pMSR1507,

Results

Cloning and sequencing of the A. vinelandii algR gene. !t has
heen previously reported that A. vinelandii has DNA sequences homologous
to P, aeruginosa algR (9). The algR gene was cloned from strain ATCC G046
on the basis of its homology to the corresponding P. aeruginosa gene.

+

Southern blot analysis with an internal fragment of the F. aeruginosa alg!
gene used as a probe, led to the identification of ccsmid pMSR1506
carrying a 1.5 kb EcoRi fragment with a/gR homologous sequences. The 1.5
kb EcoRl and a 2.0 kb Pstl fragment were subcloned in plasmids pUCT8 and
pBluescript. vieiding plasmids pCNR1 and pCNR2 respectively (Fig. 1),
which were used to determine the al/gR nucleotide sequencs.

The A. vinelandii algR sequence (Accession number ARD77237), ccdes

for a 251 aminc acid pclypeptide sharing 78% IC

aeruginosa counterpart. As with other respcnse regulators that are



phosphorylated, A. vinelandii AlgR contains two highly conserved aspartate
residues Asp8 and Asp34 (Fig. 3).

The fimS gene is not present upstream of algR in A. vinelandii. In
P. aeruginosa, a 1.5 kb region located between argH and a/gR was recently
characterized and shown to contain fimS, whose product is involved in
twitching motility (39) {see Fig. 1). FimS has also been postulated to be
the AlgR cognate sensor kinase involved in regulation of alginate
production under certain conditions (44). Analysis of 1000 nt of the DNA
sequence upstream of the first ATG of algR in A. vinelandii revealed the
presence of argH but the absence of a gene homologous ic fim& (Fig. 1).
Southern blot hybridization of EcoR!-dicested DNA from A. vinelandii
straing AE!V and UW136, with the 1.5 kb £coRl fragment containing the &
end of argH and the 5 portion of algR as probe revealed a 1.5 kb EcoR|
fragment (data not shown), indicaiing conservation of this region among
different A. vinelandii strains. A 1054 nt fragment corresponding to P.
aeruginosa fimS, encompassing codons for amino acids 1 to 348, did not
hybridize with the A. vinelandii chromosome even under iow stringency
conditions {data not shown), suggesting the absence of an fimS hemolog in
A. vinelandii.

Characterization of an afgR mutant. To determine whether the
algR gene was involved in alginate regulation in A. vinelandii, sirain ATRS8
carrying an algR:Tc mutation was constructed as described in Methods. in
contrast to P. aerugincsa, where a/gR mutations lotaily abrogate alginate

oroduction, we found that in A, wvinelandii the algR mutation oniy



diminished aiginate production by 50% (Table 2).

AlgR is not required for algD transcription. In P. aeruginosa
AlgR activates transcription of algD from its AlgU dependent promgter and
nas been shown {0 bind to three sites (RBS sites) upsiream of algD (25,
26). We determined, by primer extension, algD transcription in ATCC 9046
as well as in the al/gR mutant. Transcription of al/gD initiates from the two
previously reported promoters, AigU (p2) and 79 (p1), and also from a
third initiation site located 62 nt upstream the ATG start codon (Fig. 4).
No consensus seguences similar to known promoters were found around the
-10 and -35 region of this transcription Initiation site.

We confirmed that the a/gR mutation has nc effect on aigD
transcription, by comparing the B3-galactosidase activity of strain W12,
an ATCC 9046 derivative carrying an algD::lacZ gene fusion, with that of
WIRT, a WI12 derivative carrying the algR::Sp mutation. As expected, the
algR and wild type strains presented similar B-galactosidase activities
(3.940.1 and 11.4:08 Wug of protein, respectively) that were determined
after 24 h growth in BS medium, thus confirming that a/gD transcription is
ot affected by the alghR mutation.

The A. vinelandii algR gene is functicna! in P. aeruginosa.
Cosmid pMSR1506 was transferred by conjugation into twe P. asruginosa
ajgR mutants, FRD810 and 8852. As a positive control, we used plasmid

nAD1039 carrying the P. aeruginosa aigR In the same vector. Plasmid

Pl

ing
ng !

_{D

.
able

[ @8]

nMSR1508 partially restored aigirate production to boih efr

These data imply that the A. wvineglandii AlgR protein s functional as an
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activator of the algD promoter in P. aeruginosa.

Effect of the algR mutation on encystmeni. We siudied
encysiment in the aigR mutant strain ATR8. We measured desiccation
resistance of cultures induced for encystment with n-butanol. A reduction
of more than 1000-fold in encystment frequency was observed In the algR
mutant ATR8 (Table 2).

We tested whether the faiiure of strain ATR8 to encyst was caused
by the 50% decrease in alginate production. Alginate production under
encystment conditions was determined for ATR8 and Wi12. Table 2 shows
that sirain ATRB is unable fo form desiccation resistant cysts despite the
fact that under encysting conditions it produced similar alginate ievels 10
the encysiing strain Wii2.

Electron microscopy of the cultures of the al/gA mutant induced for
encystment is shown in Fig. 5. The morphology of a maiure cyst as has
peen described elsewhere (42) is observed in the wild type strain ATCC
9046, i.e. the central body is surrounded by two capsule like layers, the
intine and {he exine. No maiure cysis were seen in the alghR mutant where
the central body was surrounced by an incipient exine, and no intine layer
was observed. Since the exineg is the first layer to be formed, this
phenotype indicates that the encystment process stopped at an early siage
‘n the differentiation process.

To rule out the possibility that the encysiment defective phenotype
was caused by polarity of the algR muiation, strain ATRS, thal carnes &

Sp casseiie 80 nt downsiream the al/gR TCA stop ccdon, was construcied
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as described in Methods. This strain was found to encyst. (Table 2).
Complementation of the al/gR mutation. To confirm that the
algR mutation caused the cysti-defective phenoiype, we constructed
plasmid pSF12, a pSK derivative carrying the A. vinelandii algR gene (Fig.
2}. This plasmid, which is unable to replicate in A. vinelandii, was
transformed Into ATR8 mutani. A transformant ATR801, resistant to
spectinomycin, carrying plasmid pSF12 integrated into the chromosome,.
was selected. Integration of the plasmid was confirmed by Southern blot
analysis (Fig. 2C). Strain ATR801 produced alginate in a manner similar 1o
the wild type ATCC 9046 and was able to encyst. Encystment of ATRE01
was reduced 4 times relative to the wild-type, however in our experience
differences in encystment below 10 times are not significant (Table 2).
Transcription analysis of algR. The mRNA start site for the algR
gene was determined by primer extension (Fig. 6). A unique start site, 30

nt upstream the ATG codeon, was found in strain ATCC €046 (Fig. 6B line 3).

prometer algR region (Fig. BA). In contrast to P. aeruginosa {(41), algH
franscription is not abrogated in afgU mutants SMUB8S and UW136 (Fig. 6B,
fines 1 and 2).

Plasmid pMSR1506 suppressed encysiment in strain ATCC
9046. Plasmid pMSR1508, harbering a copy of the wild type algR gene.
was found to reduce muceidy and suppress encysiment in wild type ATCC
9046 strain (Table 4). The reduction in algirate production by pilasmid

pMSR1506 could be the cause for the cyst defective phenotype. Whean

—
NG



overexpressed, P. aeruginosa aigR has a negafive effect on alginate
synthesis (). To investigate whether the negative effect of the pMSR1506
on alginate production and encysiment was due to al/gH, plasmid
pMSR1507, a pMSR1506 derivative carrying an a/gR::Sp mutation, was
isolated as described in Methods. This piasmid has the same effects on
encystment and alginate production in ATCC €046 (Table 4). Thus, the

negative effect is not caused by a/gh.

Discussion

in this report we have cloned and characterized the aigR gene from A.
vinelandii. We found a high degree of nomology with the P. aerugincsa algR
coding the response regulator AlgR which, together with AlgU, Iis
absolutely required for activation of the alginate biosynthetic opercon
controlled by the algD promoter. AigU is the alternative sigma factor
required for transcription of algD in P. aeruginosa. In A vinelandii, algD is
transcribed from three promoters one of which, p2, is an AlgU-dependent
aromoter (2, 28). Our results show that in contrast to P. aerugincsa, the A
vinelandii AlgR is not required for activation of a/gD transcription from
any of its promoters, inciuding the p2 AlgU-dependent promcter. Partiel
complementation of P. aerugincsa algR mutants with the A. vinelandii algR
gene, however, implies that A. vinefandii AlgR can bind the RBS sequences
present upstream of the P. aeruginosa algD promoter and can inieract with

ck in A

jsH)

AlgU-RNA polymerase. This finding is consistent with the |

vinelandii of sequences homologous to P. geruginosa RBS (2). We propose
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that a transcriptionai regulator other than AlgR activates transcription of
algD from the AlgU-dependent promoter.

In P. aeruginosa, transcription of al/gR s dependent on AlgU but not
on AlgR (41); similarly, transcription of the A. vinelandii algD from the p2
promoter depends on AlgU, but not on AIgR; thus, there are promoters
recognized by AlgU that are not activated by AlgR.

Although AlgR does not appear to be required for transcription of
algD in A. vinelandii, alginate production in the algR mutant is reduced by
50%. implying that AlgR may exert scme control on other alginate
biosynthetic or regutatory genes. Cur previous studies have shown that an
unidentified biosynthetic or regulatory aiginate gene, cther than aigD, is
under contrel of AlgU (28). Thus, the above mentioned alg gene could be
activated by AlgR.

The ATRS8 mutant reported here has a cyst defective phenotype;
encystment in ATR8 seems to stop at the step of exine organization. We
previously showed that encystment is also impaired when plasmid
pSMU865, carrying the mucABCD genes coding for negative regulators of
Algl activity, is intrcduced into the ATCC 9046 strain (20, 29). However,
in this case, encystment proceeds a step further, since cyst struciures
formed by ATCC $046/pSMUBB5 lack the intine layer but show a well-

£

structured exine. Both the Algl and AlgR proteins are essential for

encysiment, so it is a possibility that AlgR could activate genes involved

D

_}
48}
[3

in the encysiment process whose promoters are recogniz oy Algld. The

«

putative AIgR reouirement for iranscripticn of genes involved in
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encystment may facilitate the identification of such genes. Transcription
of algR is not abrogated in the a/gl mutant strains, accordingly, the aigR
nromcter does not have Algl consensus seguences. This indicates the
potential existence of another sigma factor invoived in alginate and
encystment control,

in P. aeruginosa, the algR gene is flanked by the hemC gene located
immediately downstream {28) and the fimS gene coding for the putative
cognate sensor kinase of AlgR, which is located immediately upstream of
algR and is involved in twitching motility (39). The argH gene is located
upstream #imS (Fig. 1). Our characterization of the al/gR fianking regions
in A. vinelandii identified the hemC gene immediately downstream of the
algR and the argH gene 230 nt upsiream of the algR (Fig. 1). No ORFs or
other recognizable features are found within these 230 nt. Thus, fim& was
nct present upstream algR;, we also found that sequences homologous {0
fimS were not present elsewhere in the A. wvineglandii chromosome. Type 4
fimbriae is associated with twitching motility and is found in some
pathogenic bacteria (38), there is no evidence that A. vinelandii possesses
type 4 fimbriae, thergfore this may be the reason for the absence of fimS
in this bacterium. The cognate sensor kinase of AlgR remains unidentified
in A. vinelandil.

It was recently shown that in P. aeruginosa, phosphorylation of
neither AlgR nor AlgB is needed for alginate production ({18},
Phosphoryiation is assential for the activity of most BR so far studied; an

exception Iz ihe non-phosphorylated RR Degl that activates the late

[9]]



competence genes comC and comG, whereas phosphorylated DegU is
required for ihe expression of genes encoding degradative enzymes (30).
Similarly, it was postulated that in P. aeruginosa, non-phosphoryiated
AlgR is invoived in alginate production while the phosphorylated AlgR may
play a role in twitching motility (38).

Another hypothesis proposed to explain the lack of AigR
phosphorylation is that mucoid strains containing non-phosphorylated RR
are not typical wild-type strains but carry mutations in the mucA gene and
synthesize high levels of AlgU. Thus, mucoid P. geruginosa mucA strains
may have elevated levels of RR that bypass the need for phosphorylation.

Whether phosphorylation of the A. vinelandii AlgR is necessary for
activation of its target cyst promoters remains to be investigated. Further
studies will heip to clarify the role of RR such as AlgR in signal
transduction and its interaction with AlgU-BRNA polymerase.

Finally, while trying to complement the A. vinelandii algR mutants
with the cosmid pMSR1506, we detected an inhibition in alginats
production and encystment caused by this plasmid. Inhibition of
encystment could be a consequence of the reduction in alginate. However,
we have previously shown inat strains that produce alginate similar io
ATCC 9046/pMSR1506 are able to encyst (28). We provided evidence
indicating that this inhibition is not caused by algR itseif. Thus, other loci
that participate in alginate and encystment conirel lie in the algR

chromosomal region.
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this work

Strain/plasmid Reievant characterisiics Scurce/reference

A. vinelandii
ATCC 8046
UW136
AEIV

ATRS8
ATR8C1
ATRS
SMU88
Wil2

WIR1

P. aeruginosa
PACH
FRD810
8852

E. coli

DH5¢

Highly mucoid

Natural algl mutant sirain, nonmucoid

Mucoid

ATCC 9045 with a polar algA::Tc mutation

ATR8 derivative, aigh +. Spr

ATCC 9045 with a Tc mutation downstream a/gH
ATCCQ046 with a algl:Km mutation

ATCC 8046, algD-lacZ

WI12 with an a/gR::Sp mutaticon

Wild type
algR::Smrnon-mucold

Lt
algR, non-mucoid

SupkE44, AlacU169, hsdR17, recAl, endAl,

gyrASe6, ihi-1, ralA7

T

RK2-derived cosmid veclior, Tor Ky

20
Svein
This
This
This
29

2
This

I

TN

Valla
work
Wwork

work

work



pAD1039 Cosmid containing P. aeruginosa DNA A. Chakrabarty
including algR, derived from pCP13. Ter

pMSR1506 Cosmid containing 25 kb of A.vinelandii DNA This work
inciuding algR, derived from pCP13. Tcr

oMSR1507 pMSR1506 derivative carrying an algR:Sp mutation This work

pPCNR1 pUC18 derivative carrying a 1.5 kb EcoR] This work
fragment containing 5'aigR end

pCNR101 pCNR1 derivative containing an al/gR:Tc mutation This work

pCNR102 nCNR1 derivative containing an al/gR::Sp mutation  This work

nCNR2 pBluescriptSK+ derivative carrying a 2 kb Pst/ This work

fragment containing 3’algR end and hemC
pCNR201 pCNR2 derivative containing a tefracycline This work
cassette ligated into the unique Sphl site located
80 nt downstream the aigR TGA stop codon
pSFE12 pBiuescript SK+ derivative carrying the entire This work
algR gene amplified by PCR. It contains a
spectinomycin cassetie ligated into the polylinker
pBluescriptSK+ Plasmid used for subcloning DNA Siratagene
to be segquenced. Aps
pUC18 lasmid used for subcioning DNA Stratagene

to be sequenced. Apr
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Table 2. Alginate production and encystment in difierent A. vinelandii strains

Strain Genotype Alginate{ug/mg of protein) Encysiment
BSa BBb (%)

ATCC 9046 wild type 3612 + 624 2648 + 322 516 + 1.7

ATRS8 algR:Tc 1357 + @2 820 + 20 0.004+ 0.002

ATRB801 ATR8/algR + 4171 + 292 N.De 1.19 + 0.13

ATR@ alghl = N.D. N.D. 1.05 + 0.19

Wi12 algD::lacZ 258 + 45 1121 + 148 521 + 1.0

a Burk's medium suplemented with 2% of sucrose as carbon source.
b Burk’s medium suplemented with 0.2% of n-butanoi as carben source.

¢ Not determined.
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Table 3 Complementation of P. aeruginosa algR mutants by A. vinelandii

algR

Strain Genotype Mucoidy  Alginate productiona
ug/mg of protein

FRDg810 algh- - 51.8 + 3

FRD810/pAD1038 /P. a. algR+ ps 7607 + 1082

FRD810/pMSR1506 /A, v. algR+ + 648 + 74

FRD810/pCP13 /vector - 113 + 24

8852 algR- - 28 + 8

8852/pAD1038 /P. a. algR+ ++ 9218 + 1400

8852/pM5R1506 [A. v. algR- + 1434 + 162

8852/pCP13 /vector 10.3 = 1.3

a Alginate was determined in cells grown 48 nh on solid PIA medium
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Table 4. Effect of plasmid pMSR1506 on alginate production and encystment

in A. vinelandii.

Strain Alginate productiona Encystment (%)
BSe BRBe

ATCC 9046 3612 + 624 2648 + 322 56 +1.7

ATCC 9046/pMSR1506 440 + 50 265 + 25 0.003 + 0.00t

ATCC 8046/pMSR1507 215 1+ 10 327 + 35 0.002 + 0.0008

ATCC 9046/pCP13 3070 + 57 2141+ 27C 8.4 + 1.3

j&X
e
o
o
o
23

a Alginate pro expressed in pg/mg of protein.
£ Burk’'s medium suplemented with 2% of sucrose as carbon source.

¢ Burk’s medium suplemented with 0.2% of n-butanol as carbon source.
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Legends to figures.

Figure 1. (A) Comparison of the P. aeruginosa and A. vinelandii chromosomal
algR region. (B) Physical map of the plasmids constructed in this siudy. Arrows
indicate the direction of franscription. Antibiolic resistance casseites are
represented by inverted triangles Abbreviation: C, Clal; E, EcoRi; P, Pstl; S, Smal,
Sp, Sphf; X, Xhol.

Figure 2. (A) Insertional iractivation of the algR gene in A. vinelandii ATCC
9046. (B) integration of plasmid pSF12 into the ATR8 chromosome. (C) Southern
biot hybridization of total genomic DNA digested with EcoF/ endonuclease with
plasmid pCNR1 as probe. t, ATCC 9048; 2, ATRS; 3, ATR801.

Figure 3. Alignment of the predicted amino acid AIgR sequence from A.
vinelandii (Av.)} and its homolog frem P. geruginosa (P. a.). ldentical residues are
shaded and the conserved Asp8and Asps4 residues are marked (7).

Figure 4. Primer extension analysis of aigD transcription in ATCC 8046 and
ATRS8 strains. (A) DNA sequence of the 5'end of algD. Arrows indicate the start
sites of aigD transcription. The ATG initiation codon is cverlined. (B) Primer
extension of the algD gene in strains ATCC 8046 { line 1) and ATRS8 ( line 2).
Figure 5. Eleciron micrograpns of ihe cysts formed by strains ATCC 8046 (A)
and ATR8 (B} are shown. Abbreviaticns: EX, exing; N, inting; CB, cenlral sody,
PHB, poly-3-hydroxibutyrate. Bars, 0.4 um.

Figure 6. Primer extension analysis c¢f algR transcription in strains ATCC 20486,
SMUB8 and UW136. (A) DNA seguence of the 5'end of aigA. The arrow indicates the

e

. .
i ne

siart site of aigR transcriction. The ATC initiation codon is cverlined.

¥

compiaementary seguence where the cligonucieotide used for primer extension
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analysis was generated, is underlined. (B) Primer extension of the algR gene in
strains SMUBS ( line 1), UW136 { line 2) and ATCC 2046 (line 3).
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