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ABSTRACT 

Pseudomonas aeruginosa produces rharnnose-containing glycolipid 

biosurfactants which have several industrial and environrnental applications. The 

biosynthesis of these tenso-active rnolecules proceeds by two sequential rhamnosyl

transfer reactions, each catalyzed by specific rharnnosyltransferase with deoxy

thyrnidine-diphospho-L-rharnnose (dTDP-L-rharnnose) acting as rharnnosyl donor in 

both reactions and p-hydroxydecanoyl-p-hydroxydecanoate or rnonorharnnolipid 

acting as the respective recipients. Pseudomonas aeruginosa uses dTDP-L-rhamnose 

in both lipopolysaccharide-O antigen and rharnnolipid production. Evidence is 

presented here showing that the product of the algC gene (which is im'olved in alg 

production through is phosphornannornutase activity and in LPS synthesis through its 

phosphoglucomutase activity) participates in rharnnolipids production. presumably 

catalyzing the first step in the dTDP-L-rharnnose pathway, i. e. the conversion of 

glucose-6-phosphate to glucose-l-phosphate. We al so show that other structural alg 

genes, encoded in the alg operon, are not involved in rharnnolipids nor LPS 

production. These results show that the AlgC protein plays a central role in the 

production of the three P. aeruginosa virulence-associated saccharides: alginate. LPS 

and rharnnolipids. Futher, the synthesis of activated rharnnose from glucose 6-

phosphate is achieved by lhe products of the rmlBCAD genes, which encode lhe 

enzyrnes glucose-I-phosphate transferase, dTDP-glucose-4,6-dehydratase, dTDPA

keto-L-rharnnosc-3,5-epimerase and dTDP-L-rhamnose synthase, respectively. Here 

we re pOr! lhe isolation, characlerizalion and regulalion of the operan rmIBCAD, 

which is involved in dTDP-L-rhamnose biosynthesis. These genes were identificd in 

the Pselldol1l0110S aerugillosa genolllc projcct and isolatcd by hyhridization using as 

probe a part ofthe rmlB gene isolaled by PCR. Upstream orthe nnlB gene we found 

a sigma 70 and sigma S dcpendein promoler. Wc show that Ihese genes are expressed 

at a basal levcl in the exponential phase oi" gro\Vlh and Ihat, \\ hene"er RhlR is 



expressed, their expression level is highly increased in the stationary phase of 

growth. We report that an rhlR mutant shows no activity of the RmlB enzyme and 

their express ion level and activity is decresed in the rpoS mutan!. These data suggest 

that RhlR affects dTDP-L-rhamnose production through its influence on expression . 

. , 



RESUMEN 

La dTDP-L-ramnosa en Pseudomonas aeruginosa es un precursor tanto de la 

biosíntesis de antígeno O de los LPS de pared celular (el cual esta asociado a la 

patogenicidad), así como en la producción del biosurfactante ramnolípido el cual 

tiene un gran potencial para su uso en la industria química, agrícola, de limpieza 

ambientaL, etc_ Se ha determinado que este precursor es limitante para el aumento en 

la producción de este biosurfactante_ Debido a esto, el objetivo de este trabajo es el 

estudio de la biosíntesis de la TDP-L-ramnosa, así como la regulación de los genes 

biosintéticos (rm/). La síntesis de TDP-L-ramnosa se lleva a cabo mediante la 

conversión de glucosa-6-fosfato a TDP-L-ramnosa, esta biosíntesis puede ser dividida 

en cinco reacciones. Primero una fosfoglucomutasa (AlgC) hace la conversión de 

gl ucosa-6 -fosfato a glucosa-l-fosfato, después la gl ucosa-l-fosfato 

timidililtransferasa (RfbA) une un TTP a la molécula de D-glucosa-l-fosfato 

liberando un pirofosfato y formando la dTDP-D-glucosa la dTDP-D-glucosa-4,6-

deshidratasa (RfbB) lo transforma a dTDP-4-ceto-6-desoxi-D-glucosa la cual es 

epimerizada en el carbón tres y cinco por la dTDP-6-desoxi-D-glucosa-3,5-

epimerasa (RfbC). El paso final es la reducción acoplada con NADPH para formar la 

dTDP-L-ramnosa catalizada por la dTDP-6-desoxi-L-manosa deshidrogenasa 

(RfbD). Mostramos evidencia de que el producto del gen algC participa en la síntesis 

de ramnolípidos probablemente actuando como la fosfoglucomutasa que interviene en 

la síntesis de TDP-L-ramnosa y demostramos que ningún otro gen alg participa en la 

síntesis de ramnolípidos y de los LPS. Por otro lado, identificamos los genes /'Inl 

que participan en los u\timos cuatro pasos de la síntesis de \a TDP-L-ramnosa. Esto 

se llevo acabo mediante el análisis con el banco de datos genómico de Pseudolllol1as 

aerugil10sa PAOI. Se clonó un fragmento de 6.3Kb que lleva los cuatro genes 

biosintéticos I'mIAnCJ), se determinó que (!stos genes están organi7ados en un opcrón 



y se identificó su region promotora. Mediante análisis de "Dot blot" se observó que 

estos genes son transcritos a nivel basal en fase exponencial y que al pasar a fase 

estacionaria la transcripción de estos genes se aumenta aproximadamente 4 veces. Así 

mismo, se observó que los RNAm de rhlR y rpoS también aparecen en la fase 

estacionaria de crecimiento. Estos datos aunados a la falta de actividad enzimática en 

una mutante en el gen rhlR (el cual regula positivamente la transcripción de rpoS) y 

a una disminución en la actividad enzimática y en el nivel del transcrito en la mutante 

rpoS, nos sugieren que estos genes están regulados por el sistema rhl de Quorum 

sensing. 

(, 



Pseudomonas aeruginosa 

Pseudo monas aeruginosa es una bacteria gram negativa; ubicua y altamente exitosa, 

presente en una gran diversidad de habitats incluyendo suelo, rizosfera, agua dulce y 

ambientes marinos. Este microorganismo es un patógeno oportunista de humanos 

causando infecciones en pacientes inmunocomprometidos como enfennos de 

quemaduras, cáncer, SIDA, y fibrosis quística, además se ha demostrado que 

P.aeruginosa también infecta plantas e insectos. El éxito de P. aeruginosa se debe a 

un impresionante arsenal de factores de virulencia que incluyen múltiples compuestos 

asociados a la célula tales como alginato, pili y lipopolisacárido, así como productos 

secretados tales como exotoxina A, exoenzima S, piocianina, elastasa, proteasa Las A, 

proteasa alcalina, fosfolipasas y ramnolípidos. (Costerton, el al, 1980) 

Ramnolípidos 

El biosurfactante ramnolípido producido por Pseudomonas aerllginosa es uno 

de los biodetergentes más estudiados, consta de una cabeza polar iónica constituida de 

una o dos moléculas de ramnosa y una cola hidrofóbica compuesta de uno o dos Il

hidroxíácídos (Fíg. 1) (Rendell el al; 1990). Se ha propuesto la aplícación de estos 

biosurfactantes en la remosión de contaminantes como metales e hidrocarburos de 

agua y suelos contaminados, así como en el control biológico de algunas especies 

fitopatógenas como Phytophtora capsici y Pythium aphanidermatum. (Raina 

Miller,et al. 1992) 
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OH OH 

L-ramnosil-~-hidroxidecanoil13-
hidroxidecanoato 

MONO-RAMNOLIPIDO 

L-ramnosil-L-ramnosil-~-hid["oxidecanoil-~
hid.-oxidecanoato 

Dl-RAMNOLIPIDO 

Figura 1. Estructura química de los principales ramnolípidos producidos por 

Pseudomonas aeruginosa. 

Los ramnolípidos fueron reportados por primera vez por Jarvis el al., en 

1949, el estudio de la biosíntesis de estos compuestos in vitro fué descrita por Hauser 

y Karnovsky, 1954, 1957 Y 1958, quienes además demostraron que estos glicolípidos 

son secretados al medio durante la fase estacionaria de crecimiento. Burger el al.. 

1963 y 1966, describieron la síntesis enzimática completa de los ramnolípidos 

utilizando extractos celulares de P. aerugillosa y demostraron que la síntesis procede 

por transferencias secuenciales de un grupo ramnosil; donado por la timidin difosfo

ram nasa (TDP-ramnosa); a una molécula de ~-hidroxiácidos, esta reacción es 

catalizada por la enzima ramnosiltransferasa 1. Rendell el al., 1990 caracterizaron los 

ramnolípidos producidos por P. aer/lgillosa, siendo los principales: el L-rall1nosil-~

hidroxidecanoil-~-hidroxidccanoato (mono-ramnolipido) y el L-ramnosil-L-ramnosil 

-Il-hidroxidecanoi l-Il-hiclroxidecanoato (di-ramnolípido) (Fig. 2), adicionalmente, 



existen ramnolípidos de diferentes cadenas de J3-hidroxiácidos (C8-C12) lo que indica 

que la enzima ramnosiltransferasa no es específica para el J3-hidroxidecanoil-J3-

hidroxidecanoato. 

W ~o\. U W 
~-r-o-r-o-l Timldlna I 

OH OH o· o· 

+ 
HO-fH- CH2-C-o-f.r- CH~-COOH 

(fH2~ (rH2)6 

CH3 eH] 

Timidin-difosfo-ramoosa ~-hidroxidecanoil-l3-hidroxidecanoato 

TD- - J Ramnosi1transfe~asa 1 
--, 11 
~ O~1H-CH2-C-O- fH"""" CH;- COOH 

X", f 'f"'¡' 'f"" i '"( L-ramnosil-~-hidroxidecanoil-
OH OH eH 3 eH J ~-hidroxidecanoato 

~
TDP-RamDOSa MONO-RAMNOLIPIDO 

ID Ramnosiltransfcrasa 2 

Ir 
0pH o~fH-CH~-C-O-fH-CH2-COOH 

CH 3 fíHl16 <fH 2ls 
CH J CH J 

OH P L-ramnosil-L-Ta.mnosil~\3-

~ 0"J hidroxidecanoil-~-
~ hidroxidecanoato 

Dl-RAMNOLIPIDO O" O" 

Figura 2. Biosíntesis de los ramnolípidos en Pseudolllol1as aerltgil1osa. 

Ochsner e/ al., (J 994), aislaron y caracterizaron los genes rhlABRI 

involucrados en la biosíntesis de ramnolípidos de Pseudolllollas aerugillosa (Fig. 3), 

ellos proponen que el complejo enzimático RhlAB se encuentra localizado entre la 

membrana y el periplasma, y que la proteína RhlB es la responsable de la actividad 

catalítica. El sistema regulador de la biosíntesis (Fig. 3) está constituido por una 

proteina reguladora RhlR que se activa por la unión de un autoinductor (butanoil 

homoserina lactona). el cual se produce por la enzima Rhll llamada sintetasa del 

" 



ramnollpldos 

'" ---.. autoino'uctor o... 

Figura 3. Regulación de los genes biosintéticos de ramnolípidos en 
Pseudomonas aeruginosa mediante el sistema "quorum sensing" RhIR 

10 



autoinductor. El regulador positivo RhlR activado por la unión del autoinductor, 

promueve la expresión de tos genes rhlAB que están organizados en un operón, y 

del gen rhlI. Los genes r"IAB codifican para la ramnosiltransferasa 1, mientras que 

el gen ,hlR codifica para la proteina reguladora y el gen ,hJI codifica para la 

sintetasa del autoinductor, Estos últimos dos genes se transciben apartir de su propio 

promotor, mientras que rhlA y rhlB forman un operón (Ochsner el al, 1995). 

Posteriormente, Ochsner el al., 1995, reportan la expresión de los genes rhlAB 

bajo el promotor lae en E.coli, pero a pesar de que detectan actividad de 

ramnosiltransferasa en los extractos celulares no observan la producción de 

ramnolípido. Proponen que la capacidad de producir ramnolípidos depende de la 

disponibilidad de los sustratos precursores, timidin difosfo-ramnosa (TDP-ramnosa) 

y el fl-hidroxidecanoil-fl-hidroxidecanoato, y que las concentración intracelular de 

estos precursores son limitantes en E. coli pero no en P. aeruginosa. Los precursores 

del ácido graso 3-hidroxidecanoil están presentes en E. coli como intermediarios de 

la via biosintética de ácidos grasos insaturados de cadena larga (Magnuson K. el al, 

1993). El sustrato donador, TDP-ramnosa se encuentra en una gran variedad de 

bacterias. Se ha demostrado que E. coli es capaz de producirlo, sin embargo, la 

capacidad de formar TDP-ramnosa es cuatro veces menor en extractos celulares 

crudos de E. coli que en los de P. aeruginosa (Glaser L. and S. Kornfc\d., 1961). 

Los análisis realizados en nuestro laboratorio utilizando una E.coli que lleva 

los plásmidos pU098 o pU094 (r"IAB y r/¡IABR bajo el promotor lac 

rcspectivamente) creciendo en medio de cultivo bajo en fosfatos y suplementado con 

ramnosa nos indican la presencia de biosurfactante ramnolípido. Estos resultados 

sugieren que el prccursor limitante de la biosíntesis de ramnolípidos en E.coli es la 

TDP-ramnosa. Debido a esto, nosotros nos interesamos en la biosíntesis y regulación 

11 



de este precursor. 

dTDP-L-ramnosa 

Las desoxihexosas se encuentran como componentes estructurales de pared 

celular, en polisacáridos, lipopolisacáridos, glicoproteínas, glicolípidos, 

oligosacáridos y como intermediarios de algunas vías degradativas y biosintéticas en 

bacterias, plantas y animales. Los dos miembros más representativos de este grupo 

son la L-fucosa y la L-ramnosa. La L-ramnosa forma parte de muchos compuestos 

que tienen amplio potencial en la industria alimentaria, agrícola, ambiental y 

farmacéutica. El polisacárido "gellan" producido por Pseudomonas e/odea está 

compuesto por L-ramnosa, L-manosa, D-glucosa y ~-D-glucosamina. Se ha 

propuesto su utilización en la industria de alimentos como gelificante y espesante. 

Los ramnósidos compuestos que contienen ramnosa, son producidos por algunos 

microorganismos y plantas; actualmente son sintetizados químicamente utilizando 

como materia prima la L-ramnosa. Los miembros más conocidos de este grupo son 

el "quercetrin" que es utilizado como colorante en la industria textil y el "rutin" que 

es utilizado con fines terapéuticos como protector capilar. (Glaser, Luis., 1963) 

Vía Biosintética 

La síntesis de TDI'-L-ramnosa (Fig. 4) se lleva a cabo mediante la conversión 

de TDI'-D-glucosa a TDI'-L-ramnosa (Marull1o K. el al, 1992), en cuatro reacciones: 

primero, la glucosa-l-fosfato limidililtransferasa (RI11i\) une un TTP a la molécula 

de D-glucosa-I-fosfato liberando un pirofosfato y formando la dTDI'-D-glucosa. 

Segundo, la dTDI'-D-glucosa se deshidrata por la dTDP-D-glucosa-4,6-deshidratasa 

(RfbB) para formar dTDP-4-ceto-6-desoxi-l)-glucosa la cual es epimcrizada en el 

l' 



carbón tres y cinco por la dTDP-6-desoxi-D-glucosa-3,5-epimerasa (RfbC). El paso 

final es la reducción acoplada con NADPH para formar la dTDP-L-ramnosa 

catalizada por la dTDP-6-desoxi-L-manosa deshidrogenasa (RfbD) (Zhang el al., 

1993 ). 

~Qo, 
~ 

O-Glucosa-I- fosfato 

~ 

RmlA (glucosa-l-Fosrato 
timidiltransferasa) 

RmlB (dTDP-D-glucosa-
4,6-dcshidratasa) 

dTD p·-S-ccto-6-dc\o \ i- O-glucosa 

~ RnllC (dTDP-6-dc~oxi-
l)-gl uco~:'I-3 ,5-cpimc raSA) 

OH (), 

d I ()1'-L-rnmm)~¡1 

FIgura 4. Vi" de biosinteslS de la dTDP-L-ramnosa 
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Genética de la Biosíntesis de TDP-L-Ramnosa 

El aislamiento de los genes rfb BDAC para la síntesis de TDP-L-ramnosa de 

Salmonella typhimuri1ll11 lo llevó acabo Jiang el al., (1991). Ellos realizaron los 

análisis enzimáticos de los productos de estos genes y determinaron que el gen rfbA 

codifica para la dTDP-D-glucosa timidililtransferasa, que el gen rfbB codifica para 

la dTDP-D-glucosa-4,6-deshidratasa, que el gen rfbC codifica para la dTDP-6-

desoxi-D-glucosa-3,5-epimerasa y que la dTDP-6-desoxi-L-manosa deshidrogenasa 

esta codificados por el gen rfbD. Encontraron dos secuencias promotoras en el 

extremo 5' del gen rfbE que encabeza el grupo de genes, lo que sugiere que se 

encuentran organizados en un operón. Se han sobreexpresado los genes rfbBDAC de 

Salmonella Iyphimurium en E. coli bajo el promotor T7 y se han obtenido entre 5-20 

mg de L-ramnosa de extractos celulares (Marumo et al, 1992). Los genes rfbBDAC 

de E.coli VWI87 se han caracterizado y se ha determinado que se encuentran 

organizados en un operón, y que presentan entre un 60 al 92% de identidad con los 

genes de S. Iyphimurium. (Tabla 1) (Maro Ida el al., 1995) 

En Xanlhomonas campeslris (perteneciente a la misma familia que 

Pseudomonas aeruginosa) se encontró un fragmento de 3.9 Kb que lleva los genes de 

la síntesis de dTDP-L-ramnosa, estos presentan una identidad a nivel de aminoácidos 

de 38 al 67% con los genes de S. Iyp/¡imuriul/I (Tabla 1). No se encontró ninguna 

secuencia promotora consenso parecida a las de E.eoli. Sin embargo, la 

complementación de mutantes de Ecoli se logró, lo que indica que la expresión de 

los genes se llevo a cabo (Koplin el al., 1993). También se han clonado y secuenciado 

los genes que codifican para la vía biosintética de dTDI'-L-ramnosa de S/¡igella. 

(Klena and Schnaitman, 1993) Yersinia (Zhang el al .. 1993) y Klehsiella (Clarke el 

al., 1992) en estos organismos los genes cambian su orden, no obstante pcnnaneccn 

,., 



organizados en un solo operón. En Azorhizobillm (Goethals el al., 1994) y Neisseria 

(Robertson el a/.. 1994) se encuentran como genes crípticos que debido a mecanismos 

de rearreglos genéticos no son funcionales. 

Tabla 1. Comparación de la identidad de los genes rfb de Salmonella typhimurium 

con otras bacterias. 

========================================= 

Bacteria 

E. coli 

X campes Iris 

92% 

56% 

76% 

57% 

60% 

38% 

Regulación de la Biosíntesis de dTDP-L-Ramnosa 

73% 

67% 

Los trabajos relacionados con la regulación de los genes r(b son de regulación 

postranscripcional. En E.coli. Shige/la .flexl1eri y en Salmonella se ha reportado que 

en la parte 3' del operón de los genes rfh se encuentra un gen denominado r(bX el 

cual se transcribe a partir del promotor del operón. Los primeros nucleótidos del 

gen rfbX junto con los últimos del gen r(bD forman una estructura secundaria la 

cual le da estabilidad al RNAm (Macpherson el al; 1995). Existe otra estructura 

secundaria que se forma justo al extremo S' del operó n rfl); que oculta el sitio de 

unión al ribosoma del RNAm (Macpherson el 01: 1994). En bacterias de bajo G+C, 

los genes rfh tienen un alto contenido de G+C por lo que se ha propuesto que en estos 

microorganismos el mecanismo de regulación de estos genes se lleva acabo por la 
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presencIa de un alto número de codones raros (Macpherson el al; 1995). Se ha 

encontrado una secuencia de 39 pb conservada denominada JUMPstart (Just 

Upstream Many Polisaccharides-associated gen start) que tienen dos secuencias 

directas repetidas GGTAGC y una secuencia rica en G+C se propone que esta 

secuencia puede funcionar como un sitio de unión de un co-regulador de la 

transcripción O que esté involucrada en eventos de recombinación (Hobbes M. and 

Reeves; 1994). 

Lipopolisacáridos 

La TDP-ramnosa es precursor en la biosíntesis de algunos constituyentes 

celulares y metabolitos secundarios, en P. aeruginosa participa en la síntesis del 

lipopolisacárido de pared, el cual se produce en diversas bacterias gram negativas. 

Los lipopolisacáridos constituyen la mayor parte de la membrana externa de las 

bacterias gram negativas. Los lipopolisacáridos son moléculas que consisten de un 

complejo heteropolisacárido fosforilado que esta covalentemente ligado a una 

molécula de lípido A que contiene glucosamina. La porción de polisacáridos se ha 

dividido en dos regiones mayoritarias una región interna "core" y una periférica 

denominada antígeno O (Paul D. Rick, 1996). La región "core" está dividida en 

"core" interno constituida de ácido 3-desoxi-D-octulosonico y L-glicerol-D-mano

heptosa. El core externo tiene como constituyentes; a la glucosa. a la ramnosa, a la 

galactosarnina y a la alanina. 

El antígeno O del lipopolisacárido (también dcnominado banda B) en 

Pseudomonas aerugll10sa está formado en ciertos scrotipos, por L-ramnosa además 

de otras amino azucares inusuales. El nntígcno O tienen gran importancia ya que 

participa en el reconocimicnto intracelular y la resistencia a la lisis celular de 
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bacterias patogénicas por lo que es utilizado para identificación de cepas y corno 

vacuna. (Dasgupta el al,1994). 

Otro antígeno presente en P. aeruginosa (Fig. 5) utilizado para la 

serotipificación es el llamado antígeno común o banda A que se compone de un 

homopolímero de D-ramnosa. La ramnosa en el antígeno común tiene configuración 

D mientras que la ramnosa que se encuentra en el antigeno O tiene configuración L. 

Es interesante que el antígeno O de muchas Pseudomonas fitopatógenas, tales corno 

Pseudomonas syringae también contienen D-ramnosa corno principal componente y 

algunas de ellas poseen una estructura similar a la del antígeno común de 

Pseudomonas aeruginosa. (Yuriy Knirel, 1990). 

A1'ITIGENO COMUN 

I I 
Rha - Rha- Rha -Gle 

1 

Abe 
Rha - Ole KDO 

1 I 
Man - Man - G<ll - Gle - GJe - GalN - Hcp - He p - KDO 

~----~II~ ______________ ~ 
I\NTIGENO O LPS CORE 

Figura 5. Estructura dcl lipopolisacárido dc parcd de Pseudolllonas aerugillosa. 

La síntesis del antigeno O y de la región "core" del lipopolisacárido ocurre por 

diferentes mecanismos. La elongación de la región "eore" se lleva a cabo a través de 

17 



transferencias secuenciales de monosacáridos a partir de nucléotidos donadores de 

azúcares al final de la cadena creciente de polisacáridos no reducido. En contraste, el 

antígeno O se ensambla independientemente como un polímero unido al lípido y 

subsecuentemente transferido a la glucosa no reducida del core completo. 

Los genes para la biosíntesis de la banda A y banda B de los LPS de 

Pseudomonas aeruginosa serotipo 05 se han clonado. Los que corresponden a la 

banda A se encuentran en el minuto 11-13 y los de la banda B en el minuto 37 del 

cromosoma de Pseudomonas aeruginosa PAO l. Burrows, et al; en 1996 reportan la 

caracterización molecular de dieciseis genes involucrados en la síntesis de la banda B 

o antígeno O entre los que se incluyen los genes de la biosíntesis de N-acetil 

fucosamina y del ácido 2-acetoamido-3-acetamidino-2,3-didesoxi-D-manuronico; tres 

glicosiltransferasas; dos polimerasas y un posible gen de transporte. La 

caracterización de los genes de la banda A esta en proceso (Rochetta, et al; 1999). 

Alginato 

El alginato es un exopolisacárido producido por Pseudomonas aeruginosa 

durante infecciones en los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica (Darzins 

and Chakrabarty, 1984), es un polímero lineal compuesto de residuos de ácido ~-D

manurónico O-acetilados (M) y de su epímero (C5) el ácido Ci-L-guluorónico (G), 

unidos por enlaces ~-( lA). Los residuos M y G están organizados en bloques a lo 

largo de la cadena de alginato formando regiones homo y heteropoliméricas, 

mientras que la primera tiene bloques M, la última está compuesta de ambos 

monómeros arreglados en secuencias alternadas, compuesto de dímeros MG y 

residuos GMM y MMG. El alginato en prescncia de cationes divalentcs como Ca+2, 

experimenta un cambio conformaclOnal lo que resulta en la formación de un gel 
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debido a la dimerización y agregación de las cadenas de alginato (Clementi, 1998). 

La ruta biosintética del alginato (Fig. 6) se lleva acabo a partir de la fructosa 

6-fosfato; que se convierte a través de cuatro reacciones enzimáticas en ácido GDP

manurónico el cual es el sustrato de polimerización. El ácido polimanurónico 

resultante se excreta y se modifica por una O-acetilasa y una C-S epimerasa 

extracelulares para dar el producto final alginato. La genética molecular de la 

biosíntesis de alginato se ha estudiado ampliamente (Deretic et al, 1994; May y 

Chakrabarty, 1994). 

fructosa-6-fosfato 

¡ fosfomanosa isomerasa (AlgA) 

manosa-6-fosfato 

~ fosfomanomutasa (AlgC) 

ruanosa-l-fosfato 

+ 
GDP-manosa pi.-ofosforilasH (AlgA) 

GDP-manosa 

+ 
GDP-m:mosa dcshid.-ogcnasa (AlgO) 

GDP-lícido manurónico 

j 
Alginato 

Polil1lcr:lsa (Alg8, Alg44, AlgX) 
proteína formadora del poro (¡\.I~E) 
Epimcrasa (AlgG) 
Lias. (AlgL) 
Acctilasa(Algl, AlgJ, AlgF) 

Figura 6. Ruta biosintética del alginato en Pseudomonas aeruginosa. 
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Los genes biosintéticos se encuentran agrupados en una sola región del 

cromosoma; organizados en un operón polisistrónico; excepto algC. (Fig. 7) (Lloret 

el al, 1996; Nuñez, 1998). 

+ 

_ a/cD a(g8 al¡:44 alglí plgE algG algX algL algl afgJ alCF algA 

'r:=JC ::!! 

- Cluster Biosintetico del 
minuto 34 

Figura 7. Modelo de regulación de los genes biosintéticos de alginatos en 

Pseudomonas aeruginosa. 

Zielinski, N.A. el al en 1991, Clonaron y caracterizaron el gen algC que 

codifica para la enzima fosofomanomutasa esta enzima participa en la síntesis de 

alginato, convirtiendo la manosa-6-fosfato a manosa-l-fosfato para la formación de 

los residuos de ácido manurÓnico. Goldberg, J. B. el al, en 1993, reportaron que la 

enzima fosfomanomutasa (algC) participa en la síntesis de antígeno O del 

lipopolisacárido de la pared, mediante su actividad fosfomanomutasa. Más tarde 

Coyne, M.J., el al, 1994 reporta que la síntesis de la región "core" del LPS, formada 

por glucosa, galactosamina, heptosa y ramnosa, también esta afectada. Ellos 

demuestran que el producto del gen algC también participa en el paso de glucosa-6-

fosfato a glucosa-l-fosfato, y que AlgC es una enzima con actividad tanto de 

fosfomanomutasa como de fosfoglucomutasa (Fig. 8). 
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fructosa-6-fosfato glucosa-6-fosfato fructosa-6-fosfato 

+ IVbpW + ~ AlgA 

manosa-6-fosfato 

manosa-I-fosfato 

~ AlgA 

GDP-manosa 

~ AlgD 

,,-LGIN"-TO 

- AlgC - manosa-6-fosfato 

f+\ 
glucosa-l-fosfato manosa-I-fosfato 

LPS 

~ IVb,W 

GDP-D-manosa \ 

1 Epimerasa + ANTlGENOO 

GDP-D-ramnosa 

~ 
Figura 8. Vías de biosíntesis de LPS y alginatos donde participa la enzima 

bifuncional AlgC con actividad fosfomanomutasa-fosfoglucomutasa. 

El gen algC es el único gen estructural de la síntesis de alginato que se 

encuentra fuera del "cluster" biosintético. Este gen tiene 1388 nucleótidos y se sabe 

que su regulación es dependiente del factor sigma E (AlgU) y del regulador de 

respuesta AlgR que pertenece al sistema de transducción de señales de dos 

componentes (Fig. 7) (Mohr, el al., 1992). 

"Quorum scnsing" 

Las bacterias llevan a cabo censos poblacionales eficientemente. Se han 

encontrado muchos ejemplos de genes. operones y regulones bacterianos que se 



expresan preferentemente en alta densidad celular y que son regulados por proteínas 

relacionadas con las proteínas LuxR y LuxI de Vibrío fisherí y por feromonas 

difusibles llamados autoinductores, la más importante la Oxo-hexanoil hornos erina 

lactona (OHHL). Las proteínas LuxR y LuxI son importantes como modelo para 

describir la función de esta familia de reguladores transcripcionales; LuxR es un 

receptor de OHHL y un activador transcrpicional dependiente de OHHL y LuxI 

dirige la síntesis de OHHL. La OHHL es difusible a través de la envoltura celular y la 

concentración intracelular de este se incrementa fuertemente por bacterías 

productoras cercanas. 

La región entre luxR y luxI contiene los elementos regulatorios del promotor 

luxo El gen luxI se autorregula positivamente. A niveles basales de la transcripción 

del operón de luminiscencia la producción de auto inductor es baja, cuando la 

densidad celular aumenta, la concentración de autoinductor se incrementa hasta 

alcanzar una concentración crítica en la cual el autoinductor se une a el activador 

transcripcional LuxR aumentando la transcripción de operón de luminiscencia así 

como la de la sintetasa del autoinductor (Greenberg, 1998). 

Sistemas similares regulan factores de patogénesis en Erwinia spp. 

Agrobaclerilll11 fumefociens') Pseudomonas aeruginosa y muchos otros genes de 

bacterias gram negativas (Fuqua, el al ,1996) (Tabla 2). 



Organismo Fenotipo Autoinductor Regulador Autoinducto 
sintetasa transcrípcional 

Aglobacterium Conjugación TraI TraR OOHL 
tumepe/eflS 

Chmmobccterium Antibióticos, exoen Zlmas, Cvi[ CviR HHL 
violaeeum violaceina 

Envinla earotovora Antibiotlcos, exoenzimas CarI CarR OHHL 

Erwinia stewartÍl Exopolisacando Esa! EsaR OHHL 

Escherichia eoll División ceh.lIar ? SdiA ? 

Vibrio Bioluminiscencia LuxI LuxR OHHL,HHL 
(Photobacrerium) 
fisehen 
Psel.ldomona> Proteasa alcahna. L"I ~R OdDHL 
aeruginoso. elastasa, exotoxina A, 

ex oenzima S, 
neuraminidasa, 
hemolisina. 
Quitinas a, elas tas a. RhII RhIR BHL 
piocianina, 
ramno lípidos ,RpoS 

SerraJia lzquefcclens Motilidad, fosfolipasa Swd. ? BHL 

Tabla 2. Sistemas de regulación "quorum sensing" en diversos microorganismos. 

Los análisis genéticos de estos sistemas han revelado ciertas regiones altamente 

conservadas, sin embargo, los niveles de similaridad total en secuencia Son 

frecuentemente bajas entre el 18 y el 25% de identidad entre los homólogos de LuxR 

y entre el 28 y el 35% para los homólogos de Luxl. Las proteínas homólogas a LuxR 

y LuxI producen autoinductores los cuales son acil homoserina lactonas similares o 

idénticos al OHHL de Vibrio fisheri (Fuqua, el al ,1996) (Tabla 2). 
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"Quorum sensing" en Pseudomonas aeruginosa 

En Pseudomonas aeruginosa la regulación activada por autoinductor (acil

homoserina lacto na) esta involucrada en la regulación de diferentes exoproductos 

incluyendo la elastasa, la proteasa alcalina, la proteasa lasA, la hemolisína, la 

piocianína y los ramnolípidos, estos productos se sintetizan (cuando la densidad 

celular es alta) en la fase estacionaria de crecimiento. Este mecanismo de regulación 

es denominado "quorum sensing" (Salmond G.P.c. el al, 1995). 

Pseudomonas aeruginosa contiene dos sistemas de "quorum sensing", Las y 

Rhl. Entre ambos sistemas existe una herarquía en el cual el sistema LasR es 

dominante sobre Rhl, tanto transcripcional, corno postranscripcionalmente (Fig. 9). 

Se ha demostrado que LasR activa la transcripción de rhlR, así como la producción 

de autoinductor Butanoil homoserina lactona (BHL) producido por Rhll. Adema la 

interaccion de RhlR-BHL es bloqueada por el auto inductor dodecanoil homoserina 

lacto na (OdDHL) producido por Las!, inhibiendo la transcripción de los genes 

dependientes del sistema Rhl (Lalifi, el al, \996, Fuqua and Greenberg,\998) . 
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¡_,~~ las! 

N-dodecanoil HSL 

~ ... m.".7Ji1~.Ti!§ .. 1hiL~ 

Rhll@ 

• 
N-butinl HSL 

rhlA8 11 
maS 11 

I Rh!R 

~ 

plocjanlna ? 
HCN 
leclmas 
chitinasa 

lasA 

Figura 9. Cascada regulatoria de los sistemas de "quorum sensing" presentes en 

PseudomonGs oeruginosa. 

Sistema l.asR-Lllsl 

La proteina LasR es un homólogo de LuxR que actúa como activador 

transcripcional en presencia de el autoinductor de Pseudolllonas aerugillosa OdDHL 

(N-(3-oxododccanoil-L-homoscrina lactona), cuya sintesis es dirigida por La sI 

homologo de Luxl. Cuando la densidad celular es alta PAI-l alcanza el umbral de 

concentración y sc unc a LasR causando que la proteína se vuelva un activador 

transcripcional. l.asR-OdDHL controlan la transcripción de diversos genes de 



virulencia de Pseudo monas aeruginosa, Incluyendo lasI, lasB, apr. laxA y así como el 

sistema regulatorio Rhl (Pesci, el al 1997) 

Sístema RhlR-Rhll (VsmR-Vsml): gen regulador /'hlR 

Ochsner el al., en 1994, aislaron y caracterizaron los genes rhlABRI 

involucrados en la biosíntesis de ramnolípidos de Pseudomanas aeruginosa. El 

sistema regulador de esta biosíntesis está constituido por una proteína reguladora 

RhlR que se activa por la unión de un auto inductor (butanoil-L-homoserina lactona), 

producido por la enzima RhII (sintetasa del autoinductor). (Ochsner el al, 1995) 

El gen regulador rhlR pertenece a la familia de los genes IlIxR. Estas proteínas 

tienen un sitio de unión a DNA y otro de unión a un autoinductor, el regulador RhlR 

participa también en la regulación de la elastasa, proteasa y piocianína (Ochsner el 

al,1994) 

Factor sigma 38 (RpoS) 

El factor sigma 38 se identificó originalmente en Escherichia co/¡ y en 

Sal/11ol1ella Ivphilllllrill/11 como un factor sigma alternativo que activa la expresión 

de numerosos genes requeridos para mantener la viabilidad celular durante la fase 

estacionaria de crecimiento Ó cuando las células están experimentando deprivación 

nutricional (Kolter, el al 1993, Loewcn, el al 1994). La activación de estos genes 

hace a la bacteria más resistente al estrés ambiental como dcpri\'ación nutricional, 

estrés osmótico y estrés oxidativo. RpoS juega un papel importante en las células 

creciendo exponencialmente que son expuestas al incremento de la osmolaridad, 

además Induce más de 30 genes en respuesta a varios facton::~ de estrés. RpoS 



también activa a genes de virulencia en diversas bacterias incluyendo, Sa/monella 

typhimurium, Escherichia co!i y Shigella f/exneri. (Herrgge-Aronis, 1996) 

Dentro del genero Pseudomonas, el papel de RpoS es generalmente de 

regulador de respuesta al estrés. En P. j1uorescens RpoS también regula la 

producción de antibióticos y afecta la actividad de control biológico de la bacteria. 

La transcripción del gen rpoS de Pseudomonas aeruginosa se activa por el 

sistema RhlR-BHL lo que indica que este gen está bajo el control de "quorum 

sensing". RpoS esta involucrado en la regulación de numerOSos genes que son 

importantes para la sobrevivencia bajo condiciones adversas. En Pseudomonas 

aeruginosa se ha reportado que afecta factores de virulencia como alginatos, cata lasa, 

exotoxina A, piocianina, pioverdina y motilidad (Sang-Jin Suh, el al 1999). 



OBJETIVO GENERAL: 

Estudiar la biosÍntesis de la dTDP-L-ramnosa y la regulación de los genes 

biosintéticos en Pseudomonas aeruginosa. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

a) Caracterizar los genes involucrados en la biosíntesis de la TDP-L-ramnosa de 

Pseudomonas aeruginosa. 

b) Establecer algunos aspectos de la regulación de los genes biosintéticos de dTDP-L

ramnosa de Pseudomonas aerugil1osa. 
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MATERIALES Y METOnOS 

Cepas bacterianas, plásmidos, medios y condiciones de cultivo: 

Las cepas utilizadas en este trabajo se presentan en la Tabla 3. Las cepas de E. 

coli se crecieron en medio Luria Broth (LB; Gibco, BRL, Burlington, Ontario, 

Canada) a 37"C. Las cepas de P. aeruginosa se crecieron en medio PIA (PIA; Difco 

Laboratories, Detroit, Michigan) a 29'C. Los antibióticos utilizados en los medios de 

selección fueron: ampicilina (Sigma Chemical Co., SI. Louis Missouri) 200 ~g/ml 

para E.coli; carbenicilina 200 ~g/ml para P. aeuginosa; gentamicina (Sigma Chemical 

Co., SI. Louis Missouri) 10 Y 300 ~g/ml para E.coli y P. aeruginosa respectivamente; 

tetracic1ina (Sigma Chemical Co., SI. Louis Missouri) 200 ~g/ml para P. aeruginosa. 

Para la determinación de ramnolípidos y de la actividad enzimática de la TDP

glucosa-4,6-deshidratasa; las cepas de P.aerugiltosa se crecieron en medio líquido 

bajo en fosfatos denominado PPGAS (Zhang and MilIer el al; 1995) a 200 rpm y a 

29'C. 

Tabla 3. Cepas y plásmidos utilizadas en esta trabajo. 

============================================================ 

genotipo o características relevantes 

P. aeruglJ10sa 

PAOl Cepa silvestrc no mucoidc 

PG201 Cepa silvestre pro(Otrófíca 

65El2 PG201 mutantc cn ,./¡/R 

PAOI17JOS::Gm 1'1\01 mutante en riJOS 

Referencia 

HolIoway, el al. 1979 

Guerra, el al. 1986 

Ochsner, el /1/. 1994 

Este estudio 



AK1012 

CDM111 

PA01 algD::Tc 

8830 

8858 

E. coli 

DH5a 

HBI01 

DH! 

Plásmidos 

pCLD28 

pRI556 

pRI168 

PA01 mutante en algC 

PAO l mutante en algR 

PAO l mutante polar en algD 

Aislado clínico mucoide 

8830 mulante en algC 

Cepa Hospedero 

Cepa Hospedero 

Doble mulante, afectada en el 

gen rfbD, y en la ram no sil 

transferasa de LPS 

pUC 19 conteniendo el promotor rmlB 

pUC 19 conteniendo el gen de la 

ramnosiltransferasa de LPS 

pUC 18 conteniendo el r(bD dc 

s. typ{¡imurium 

Coyne, el al. 1994 

Mohr, el al. 1990 

Chitnis, el al.1993 

Zelinski, el al. 1991 

Ze1inski, el al. 1991 

Gibco 

Gibco 

Clark, el al. 1992 

Este estudio 

C1ark, el al. 1992 

Clark, el al. 1992 

pCOC l pKS conteniendo el gen rpoS Este estudio 

pCOC2 pCOC l eon una inserción en el gcn rpoS Este estudio 

pRML4 pUCI911cvando los genes rmlRDAC Este estudio 

pUC 19 Vector de clonación Pro!l1ega 

pBluescript-1I KS Vector de clonación Stratagene 

pBSLl41 Vector que contiene el cassette de GI11 I\lcxeyev. el al. 1995 



pLPSl88l 

"JG309 

pUCPl9 llevando el gen algC 

pCP 13 llevando el ge;¡ algU 

Manipulación del DNA 

Coyne, el al 1994 

Goldberg el al 1993 

Los procedimientos estándar para purificación de DNA total y de plásmidos, 

digestiones con enzimas de restricción, electroforesis en geles de agarosa, ligación 

de DNA y transfonnación de E. coli se realizaron según lo descrito en Sambrook, el 

al. 1989. Las purificaciones de DNA de geles de agarosa se realizaron con el kit 

Gene CIean III (Bio/Can Scientific, Mississauaga, Ontario, Canada). Las secuencias se 

realizaron con la enzima thennosequenase (Amersham) 

Amplificación de la región promotora de rmlB y construcción del plásmido pCLD28 

La amplificación de la región promotora de rml B se llevó acabo mediante PCR 

utilizando la enzima Vent polimerasa de Amersham, se utilizó como templado el 

DNA cromosomal de P. aeruginosa PAOI; los oligonucleótidos utilizados rmlB6l 

(5' -CTGGCACCGCCGCGCCACCCAGC-3') y rl1llB62 (5' -CGCCCGCGGCTGGT A 

CCCGGCG-3') se diseñaron apartir dc la secuencia obtenida del banco de datos del 

genoma completo de P. aeruginosa (Pse/ldomonGs genome project; 

http/lwww.pseudomonas.com; Pathogencsis Corporation). La mezcla de apliftcación 

se preparó de la siguiente forma 200ng de DNA cromo so mal 50 pmol de cada 

oligonuclcótido, 2.5 mM ele dNTPs y I X de buffer que contiene MgCI2 2.25 mM. Se 

ulilizó un Robothermocycler gradicnt 40 (Stratagene). El producto amplificado dc 

X65pb se clonó en el vector de clonación pUCI9 en el sitio HincJI, esta construcción 

se denomino pCLlnX. 



Análisis de de hibridación DNA-RNA en gota ("Dot blo!") 

La purificación de RNA se realizó según la técnica de Barry el al, 1992 

modificada para P. aeruginosa. El RNA se fijo con UV y con NaOH 0.4 N en una 

membrana de nitrocelulosa Hybond N + (Amersham) conforme indicaciones del 

fabricante. Las sondas se marcaron radioactivamente por la técnica de "random 

primer" con el kit redi-primer de Amersham, según indicaciones del fabricante. La 

hibridación RNA-DNA se llevo acabo en condiciones desnaturalizantes con 

forrnamida (Sambrook el al., 1989). Se utilizó un sonda que contiene los genes 

ribosomales de Eseheriehia eoli, como estándar interno para la concentración de 

RNA total, obtenida del plásmido pKK3535, el cual fué facilitado por Virginia 

Wheaton de la Universidad de California, Santa Cruz, USA. 

Análisis de extensión de iniciadores 

Los ensayos de extensión de iniciadores "primer extension" para la 

identificación del inicio de transcripción, se realizaron con 50 Ilg de RNA purificado 

de cultivos crecidos en medio PPGAS. La reacción de extensión de iniciadores se 

realizó de la siguiente manera: la reacción de marcaje del oligo nucleótido rml-250 

(5'-GCCGGCACCAAGGACTCGGAACCCGGG-3') se llevó a cabo con gama ATP 

(P32), con la enzima polinucleótido cinasa (Boheringer), y 20 picomoles del 

oligonucleótido, el volumen de reacción fué de 20 Ill, se incubó 1 hr. Para reacción 

de extensión se utilizó el sistema de Amersham siguiendo la instrucciones del 

fabricante. Se utilizó en la reacción las siguientes cantidades RNA 50 Ilg, NaCI 2.5 

mM, 1.76 Ill, Tris HCI 1M, 0.66 Ill; del oligonucleótido marcado con P32, 5 pmol; 

inhibidor de enzimas degradadoras de RNA, 25 U; DTT 10 mM, 3.7 de dNTPs 40 

mM, 2 111 y 10 U de la transcriptasa reversa. El RNA junto con el NaCl, el Tris HCI 



y los oligonucleótidos, se desnaturalizaron a 55"C por tres minutos. Posterionnente 

se añadió el resto de los reactvos ajustando la reacción a 40 ¡.tI. La extensión se 

realizó durante I ha 42"e. El ONA copia (cONA) resultante de la reacción de la 

transcriptasa reversa, se precipitó con !O ¡.tI de acetato de amonio !O M Y 100 ¡.tI de 

etanol durante toda la noche. Después de precipitar el cONA se lavó con etanol a 

70% y se resuspendio en 10 ¡.tI. Simultaneamente se realizó una secuencia 

nucleótidica, usando el mismo iniciador para identificar el sitio de inicio de la 

transcripción. 

Actividad enzimática de dTOP-glucosa 4,6 deshidratasa 

La actividad se determinó como se describe en Marumo, el al. 1992. La 

reacción se llevo acabo con 15 ).1mol de TrisIHCl, pH 7.6, 1.2 ).1mol dTOP-O-glucosa 

y una alicuota apropiada de la enzima en volumen total de 500 ¡.tI Y se incubó a 3 Te. 

Se tomaron muestras de 50 ¡.tI de reacción a intervalos de 10 min adicionando 750 ¡.tI 

de NaOH 0.1 M Y reincubadas a 3TC por 20 mino La generación del producto de 

esta reacción se determinó mediante un análisis espectrofotométrico a 320 nm (E 320 

= 4600 M'¡ . cm'¡) la velocidad inicial en unidades de enzima (U) definidas como 

¡.tmol de producto (dTOP-6-dcsoxi-D-xylo-4-hexulose) fonnado por minuto por gr 

de proteína. 

Determinación de ramnolípidos 

La concentración de ramnolípidos se determinó midiendo la cantidad de 

ramnosa liberada después de una hidrólisis áeida usando el método de orcinol 

(Chandrasckaran, el al. 1980). La cantidad relativa de mono- y di-ramnolípido se 

determinó mediante cJ'<lmatogratla en eapa fina usando como solventes el oro formo-



metanol (1 :2) y cloroformo-metanol-hidróxido de amonio 5M (80:24:4) y revelando 

con alfa-naftol (Wild, el al; 1997). 

Amplificación del gen rpoS , construcción del plásmido pCOC2 y construcción de la 

mutante en rpos' 

El gen rpoS de P. aeroginosa se amplificó por PCR utilizando la enzima Vent 

polimerasa de Amersham. Se utilizó el DNA cromosomal de P. aeruginosa PAO 1 

como templado. Los oligonucleótidos utilizados rpoS 1 (5'-GGGGGAAGG 

ATTGAGGCTAGCAGCGACC-3') y rpoS2 (5'-GAAGCGGCGAATCACCA 

CACCA-3') se diseñaron en base a la secuencia de rpoS descrita por Tanaka and 

Takahashi, en 1994. La mezcla de amplificación se preparó como se describe en la 

amplificación del gen rmlB. El producto resultante tiene un tamaño de 1839pb, este 

fragmento se digirio con las enzimas de restricción PstI y Sma!. Este fragmento se 

clonó en el vector de clonación pBluescript-I1-KS (Stratagene), esta construcción se 

denominó pCOC 1. El gen rpoS subclonado se interrumpió en el sitio H¡nc Il 

mediante inserción de un cassette de gentamicina. La construcción con el gen rpoS 

interrumpido con el cassette de gentamicina se denominó pCOC2. La mutagensis se 

llevó acabo por electrotransformación del plásmido pCOC2 a la cepa PA01. Las 

doble recombinantes se seleccionaron por ser resistentes a gentamicina y sensibles a 

carbencilina. La mutagenesis fue corroborada por hibridación DNA-DNA tipo 

southern 

RESULTADOS V DISCUSIONES 

Artículo: l'he Pseud"mollas aerugillosa algC gene product particípatcs in 

rhamnolipid biosynthesis. 

;.1 
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Abstraet 

P,\('udomOIW\ (/r:rti[!illola produces exoproducts correlJ.tcd wIlh :ts pathogcnlc)(y Onc of these vlrulence·assodated {rallS 1$ 

the surfactallt rhanlllohpld. Thc productlOn of .\¡glnJ!C ,md hpopolY<;"lcchdridc (LPS) Me .lIso of lmpOrtancc for P. {/(·rl.l.gmll.la 

VI! ulcoce. The producl of the afgC gene (v. hieh i$ iovolvcd lO ,llglnate produetloo through ils phosphomaonomul~~c ,ICllVlly 
dnd In LrS ~ynthe\b lhrough 11\ pho~phogltlcomul:l~e aCllvlty) p.uIICtpJtc~ 10 rll.\mnohpid production. pre~uma"ly c.lt,dyzmg 
the fir$t ~¡CP io Ihe deoxY-lhy!Tlldlnc-dlpho~pho-l-rh.lmoo~c (dTDP-L-rhJmnQSc) pathway. the convcrslOO of glucosc-6-
pll0~pl"ltc lo g\\lC(lSC-\ -phosph,ltc Other stnn:.l\lfJ\ 11/1; gcnc~. cncollcll in the ,¡Ig opcmll, are ll0\ \lIvo\vd \1'1 rh.:.moo\ipid nm 
LPS produCllon. Thcsc rcsults ~how Iha! Ihc AlgC' protclll play~ a ceolr,ll role m thc pi oductlon of the thrcc l' (I('fugil1{1\'1I 

Ylrulcncc-,I~~oclatcd ~acch,lrtdc~: .dgmale, LPS .Uld rh.lmoolipid Ú \<)99 Pubh\hctl hy EI\c\'lcr !kl\:ncc O.V. Al! r¡ghl~ 

rc\crvcd. 

l. Introdut:tion 

P.\cw{mm>l)U\ ln'I'lI~III(}.~¡¡ \S :\\1 Oppt)I\\II\i::.'i\c hu
man p.lthogcn causl!lg scriou$ nO$OCllml:d mfccli,)/I" 

[1) Thc sccrctlon of numcrollS Im;ie con)pll\!nd~ and 

hydrolYllc C1I7.ylllcS 1$ cOl1d,l¡d \\Iith pa¡I1()~cnll'lty 

[21, The~c c!XllrnldllC!~ includ..: p!<>!l·n~<.::;, rhú~rhn

lipa .. \! l. ~'X,IIOXln A. pyocY,lnin ,md Ihdi1\lll)hpld~ 

131. 

• ('MI<'~p"ndm,1,HlI!i\J1 Tel. '51 (7'1 ~'ll('-'¡. 

:n 1~~ (7'j 172':-:'" r·m."I· l-'I""I/'I,bl"I).lIl1m\ 

1l1?~.IO')'!I·~):~~Il(~1 " 1'1'1') 1',,1>1,,10,'.1 h\ 11"',,,, """,'''c.' I1 \ 

1'11 .., (11 " ~ 111') -; ('PI 11111 \ ~ 1 1\ 

P lIC'n(~IIU1\a rroduc\!s m.linly ¡WO Iypc~ 01' rh,l!n

nohpld~ c..lllcd monorh,lmnolipid ,lnd dirhamnoh¡lld 

(Fli!,. \) Rh"mnolip\d prnd\\C\I01''l proc..:cds by tW() 

rhamno;,yl trall~r\!r l'C,jCIIOIlS, cach c:1l:tlYl.cd by a 

~pcclfic rh<\Ilmosyltr.ln~rcr.ISc [41 In bol!l of ¡hesc 

rcacIKms, dcoxy-!hYOlldlll\!-dlphospho-t,·1 hamnO$c 
(d rOP-1 -rhamllo~c) :le\<; :t~ Ihe rh:l!nr\O~yl donor 

and 1\-hydt~);.,ydccalloyl-~·hydm,\ydcCdll\lalC 01' 

mOIl0rh:l111nollpld .!lC lh..: rl'~pccI1Vc rCClplcnts. 

ProdUClil\l\ 01' Ihe C'\Oplllys.lcch.lIidc ,Ilg.lnal\! .md 
hp()poly~acch.trldc (1.PS) aH.' Impoll.ult fM l' (/('11/

gllW\1/ vilulcncc j~ 7] In Cy~llC libl,hl' (er-) . .111 lll· 

Ilo':ll!cd dl~C.l'C. l' 1/<'IlIgIIIO.\l1 chlolllcally C01(lI1I1C, 
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the lungs of palien!s and ¡he infectlOn by mucoid 
(algmate producing) Slréuns ¡S a majar factor for 
morbidlty and mortdl1!y [5]. LPS defect!vt P ueru
g/llosa strams are less vIrulent 10 mlee [6.7]. 

The LPS of P ueruglll05a mcludes lIpld A (endo
toxin). lhe LPS core ando attached to il. lhe O-ano
gen (also caBed S-band LPS) [8]. p, (/eruglllOlu 

makes a second polysaccharide anrigen anached to 
lhe LPS core [8]. WhlCh 1$ conserved among dlfferent 
isolates. ThlS cOTTlmon ami gen (also called A-banó 
LPS) 1$ composed mostly of [Hhamnose. The 0-
antigen structure IS rhe serotype-speclfic determmant 
and In some serotypes. Ir contams L-rhdmnose as one 
of irs comtituents [9J. Guanosine diphospho-man
nose (GDP-mannose). bestdes being an alginate pre
cursor. is the precursor of GOP-D·rhamnose for 
eommon antigen [10) (Fig 1), In P ar?/"Ug1l10~(I. there 
are at least two homologs of the algmate gene prod
uct. AlgA. ¡he blrunetiOnal enzyme phosphomannose 
isomerase-GDP-mannose pyrophosphorylase. and 
one of them. WbpW. IS lOvolved In common antigen 
biosynthesis [llj. Thus. the biOsynthesls ofrhamnose 
15 integral lo lhe productlon 01' at leaSl lwo polysae
eharide:; (Fig, 2). 

Thc mo1cculM g.cnet1c~ of alginalc produetion m 

P acrugIno.w have bcell wldcly studied [12) This 
mctabohc pathw¡IY lO\'ol\'c~ the cOovers¡~lIl (11' 1'1 uc
t~)sc·6-rhosph,ltc 10 GDP·m;¡nnose VI::! m301W$c-6· 
phosph,nt.: <tnd ¡n<1nrlO~c·l·ph(lsph.llc !rltcrmcdl;ltc~ 

(FIg. 1). Th..: comn1llrncnt cnzymc 1!1 ¡his p.Hhway 
is GDP·nl.l!1J)O~c {khydl~)gcna$c (cncodcd by lhe 
(/(gD ~cnc). wl\ich conv~'n$ GOP-manno~c.:t mel:lb· 
oh [e uscd 101 Ihe :-ylllhc~l~ of dilTclt'll! \aceh.ll'idcs 

T.ll'ok I 

Slr.lm <'r 1'1 hml.! I~~I",.,,,\ ,h.!f.I~I.I"U,-, 

sueh as GDP-D-rhamnose (lO}, lo GDP-mannuronie 
dCld. a dlrect alginate precursor The a(gC gene en
codes a phosphomunnomutase enzyme which cata
Iyzes ¡he second step in ¡he path\\.'3.Y. 1 e the con ver
SIOI1 of mannose-6-phosphate to mannose-i
phosphate. This enzyme has been shown to have 
al so a phosphoglucomutase actlvlty and tO be in
volved in LPS synthesis [13}, presumably particlpat
mg m the biOsynthesis of g!ucose and rhamnose 
needed for the formatlOn of core-LPS (Flg. 2). 

The algD gene IS located in a synthetic cluster 
WhlCh contains most of the genes encodmg the en
zymes mvolved 10 alginate synthesls. with the excep
tlOn of the algC gene. Thls alg gene cluster IS tran
scnbed as an operon [14]. which IS controJled from 
lhe o(gD promoter via positive transcripllOnal regu~ 
latton by the AlgR protem [!5]. 

We report here that AlgC actlvlty is essential 
for rhamnohplds productiOn. possibly through ItS 
phosphoglucomutase actiVity. while lhe products of 
the o(g genes lI1 the blOsynthetic cluster are not in
volved m rhamnolipld production nor m LPS syn
thesls 

2. M.1tcrials and methods 

] l. ,'v/¡crohlOlogical !1rocedures 

Bacterial strams and p1asmids Il~cd are ~hown in 
T,tblc 1. AntlblolÍc conccntratlon~ uscd for P (jel'U

gino,\a \.\'crc 300 Ilg ml- L earbclllclllm (eh) ,lod ISO 
~Lg. ml- L lelracydlllc (Te) 

:>,,,u~~ ," rcf~rcl1CC -------------------------------
¡''''()I \\"L.1-\~1''':: ~1<.,," U";" 
AI(L()IJ 

CD~1111 

r\()I"/~1> le 
SS1(1 

S~5~ 

Pll\l1l1<¡'; 

pU'SI~)\ 

I,JG1()<) 

I',\()I,,/~( nH,l.!111 LI'"'' 

1',\()I(t/d~ IllUl,\tll 

1',\O\"I,~f) "UH.ml "".iI,l~ 1<' ,'\pr"" Ih~ ,,/, f'cl\~' ,\j lk hlO'ynlhclt~ ('I'~")Il, le' 
~111""d (1 1,,,1.11,-. 11'\" 

~~lll,,/~{ "HII.\!\t. 11"II.nl,,~,"d. U'y' 

pl;(']'I') (',"\1.101"")' }' ,,,''''gm,,,,, 011'( I\~'''' Ch' 

1'('1'\1 ,"lb \11,' "I~I, ",'lI,' !C. 

\\ II<>\I"".\~ 

[1'1 
PI 
[1-11 

V'l 
VJI 

Ahhr~\I.ltI"n\ ,,,cd te'''l "IC~ '" (1' 1('h'l ,hl''',lIn!,h~I\",,1 ~('m') .,tld le' 11,' I U'S' me.m, f'""lu,'l1<m uf \\11.1-1\'1"- I I'S. II'S·1 nl~."" 
u" ,\ ", 1\ h",d 11'" 1'""1",,,,' 
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22. LPS charuclcn:allor¡ 

LPS W2..5 isolated and en2.faeter\zed by a West'l!rn 
blot procedure as descnbed (13]. 

23. Rhamnohpids delermil1u(/On 

The total rhamnohpids concentratíon was deter
mmed from cell culture supernatants in PPGA$ me
dium {!6] by measuring the rhamnose concentratlOn 
arter acíd hydrolysis usmg the orcino! method [17]. 
Thin layer chromatography was used to detect the 
two types of rhamnolip!ds produced in liqUld culture 

[161· 

3. Results and discussion 

3 J The AlgC prolelll IS llll'o/l'cd 111 r/wlI1no/¡ptd 
synt!¡esls 

We hypothesized that the phosphoglucomu¡asc ac
tlVlty of AlgC was rcsponslj\e for the production of 
glueose- 1 -phosphate. the precursor of dTDP-g!ucose 
and ultImatdy of dTDP-L-rhamnosc (Pig. 2), If this 
hypothcsis W<lS correcto an algC mutant should be 
unablc to makc rhamnohpids, Thc lack of glucose
I-phosphatc productlon In lhe ulgC mulant would 
.liso cxph\in thl! PI oduc\ion ()f a defccti\lc LPS. "mee 
ncither dTDP-glucosc nor dTDP-rhamnose. whlch 
.Ire corc-LPS precursors, would be m.lde. In a!~lct:· 

meot wllh thls hypothcsis. Ihe P¡\OI algC mtltan! 
Slrmn AKIOl2 does 11m producc rhamn()llpld~ ,11 

clctcctabk k\'c!s anct Ihe comrlcmcllI:\Iioll in /r(l/1\" 

01' Ihis mut:HlOn \\'lIh ¡he alg(" gen!;: (pla~mld 

pLPSI88) reslored Ihe ab¡J¡¡y lo rroducc rhamllolip
id~ (Table :; :md Flg. '\(3) 1111.1 LPS [DJ, 

T~) funhcr sulhtan!lale ;he AlgC lI\volvcmcn! in 
rh,lmnollpid produc!lon, \vc dc!crIlullcct ¡he "ynthcsl~ 
of ¡hcsc ~urfaclal\l~ by Ihe I\on·mucoid algC mtil,11l1 

den ved fnm1 ¡he I\\lIcold am] LPS dekclI\e CF bo· 
Lite 88:;0 .lrIt\ hy Ihe ~'omplcmcnlcd ~\fam l\l\Sl\ 
(pLPSlflRI Rhdl1l111111pid PI'¡)UUClltlll by Illt' liIut,lllt 
:-.11":lin was 1II1dctcc(.thk. whik ¡he Intltlductioll 01 

r\:l~mld pl"PSIXX Icndclc{1 ¡he ccII~ lIIuC\l¡d ,llld 

¡hey reg:\llwd the ,Ibtlny t.) [1lOduet' rh,I!llIl,\llpld~ 

CLlbk' 2) Jt \\.1' .d", .Ipp,IICIl! I'WI\l !hc~c d,'I,'IIIlI' 
n,lllon~ th,ll ,11.111\ SS,O ¡ll'ldl!<.:<:d hiph ¡halllo1-lll])td 

A) 

B) 
o 
11 

P
O -9H-CH2-C-O-91-1~-COOH 

Cti3 (?H2l6 (?!-b:l6 

CH3 C~ 

~o~ 
):-( 

OH OH 

r,~ 1, s<;hcnlJIIC rcprc...::ntJ!lon 01 m0norl1.!nmohpld (1\) ,md 

d,rh •• mnol,p,d {S¡ molccub 

kvels ¡¡nd that pld.smid pLPSISS did not reS{OrC lt~ 

production to mutant 8858 lo \\Ild·lype Ievels (Tablc 
2) M U!¡1nt 885g \\'a~ den ved ÍI úm ~tr,lin 8830 by 
EMS mut'3.g~ne"i" \23}. so i\ 1" rc"s)blc 1h.l! otlicr 
mutatlOos. dl~tinct fl'om IIlg(". lIlight be rcspon"ihlc 
lor Ihe Iack 01' as full complet1lent.ttl~l!1 by plasn\ld 
pLPSI SS. 'fhe LPS dcree! of qratn l\fI~() IS eau~ed b: 
Hn unicj¡!ntilied mUI,ltion wh\l.:h \\',l~ no! compl.:" 
mCllted hy pl<i~mid pLPSISS (r;¡bk 21 

Thc AlgC protón play" .1 central 1'.11.: In Ihe pro
duclion 01" thrcc f' 1/['llIgllII)I'(/ \lruknce·aS~(lC¡,lted 

llall~. ,\lglnale. rh:tmnllliplds ,lnd LPS .. tlthough 
¡he producllO!l 01' lbe~e compounus l~ ~uhjecl 10 ,1 

comrlctc1y dltl"crent gcncuc ,md cnVlrtlnmcnt,d regu· 
btion III¡!.hly mucold ~1!,tItlS .t1\~ 1l\,llnly found 1!1 

Ihe IlIng.~ al" CF p;'IIienh ¡ISJ G,·ne$ cnCl.ldmf.!, tl)(' 
lil~l <;pccilic rh,lmno<;yl lr:)n~\cr:l~c 1",)1 rb.lmnobpid 
pl"OduCtlllll (r{¡IAB) need th<: p\~~lll\'C tl,lthCnptlon.ll 
,1!.:!i\',tt¡)1 RblR [19J whtch f\llm~ P,ll! ,ll.l vel)' Cl)!ll' 
pI<:\. ICgUlatOt'y easc:td~' 12°1 ,\lid Tl"p\,nd, <;pct:llie¡¡Ih 
\tI I1tgh baclcn,ll dClhlltc, 1211 On (hc .)Ihel hand. 

¡lll·I"· h,\\'e bcen nI) tCP,)ll~ ,Ir lC.>!U\.llt"tl ,)1 LPS pr,l. 
duc!t<lt\ :11 (11,· !I,IIl~t:ltP(I(l¡\.,1 k'ld, 
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fructose-6-phosphste 

¡ VJbpW 
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GDP-mannose 

~ AlgD 

GDP-mannuronate 

~ 
ALCIl\ATE 

~ R.IC 

dTDP-6-deol.y-L--I)'x0-4-hexulosc 

~ RmlO 

dTDP-L-rhamnosc 

/ '-

Cructose-6-phosphate 

COMMON Al'o'TIGEN 

COR~>Lrs RIIAMNOLlPID 

r,g. ~. $.;:hc'I\_'\I<: rcprc-.cnl.ll",n {Ji' ¡he r, <"'I"~"'(II" rAOl mct,lb{lloc r<.'Lll';~ 1'01 Ihe rr,'dllction "r rh,unnohp,d. ,IIS1"~I~ .md U'S. ¡\bbr¡;. 
V,.nIO"~ Me ~Ivcn In lhe teM. Huid .'rr<'''' réprc,cnl mul\1ple ctll~n,,\hC 'l<'p~, AI~A .IlH] WbrW .Ln: ,hown lWlce bc~:",,~ lile} .,re ll\func· 
11011,11 CI1/~mc,. a, ,k~~"h~J i" [he' I,'\! 

T,ll,k 2 

rr(l¡Ju~I),>n 01 rh~mnohp,d-;' ~~ dt!krcnl l' ,,,·m;.:,,,,,,,, 'Ir.ll'" 

Slr.un 

PI\OI 
1'1\01 (pJG1()<)j 

r\KIOI2 
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I"'en rCI',,,,,'d ,n ,h,' hIn.""" .11_ 11", ,h,,,,,, ," 1 ,1>1<' I 



e Ohw<I ('1 ,,/ f FEl,,fS U,,"'¡""¡Ol{1 L,-I1<-r, 179 (/999) 85-90 

A) 

Time (hrs) 

B) 

• 
Fi~:. J. (A) Tun,· c"tlr,~ ,)( rh."nn"lir,d rr"<h'~l,,,n O ,'nd growlh 
() 01' Ihe rAOI ,Ir.11I\ \11th I ) "ud wilh"uI (.) 111.1~mI(J pJG~O<) 

(B) Th1t\ I.I)'e, chrom.II"!:t,alll "r rh.mlll<\hrl,h produccd ;)1 24 h 
o( rn"llh bv Ihe (oll"w"I~ \Irlll". (1) I'AOI. (2) u/¡:C 11\111.\1\1 

AKlot2. I'l ,\KlIl12 1¡'I.1'$I~~) .Ind (4) rAOI (l'lC,O'>l ;\r. 

r,,,,, ,110>\ Ih~ ll'i)'r.Il"'" ,,1' m''Ih>tll.lmno¡ir'''¡ (\.iR) .Ind <I"b,lIll' 

"011['1.1 I\)I\ l. 

3:! Efl'('CI o{ Ih(' In'd o/ A/gC \'\[lre.,'\'ion Of! 

rIUIIII!lollf'ulfl/'U//I/( (/1111 

The: prodllctit\n 01' lhc~L' $Urf,IClllfltS wa~ delC1' 

mil\ed 11l CDM II!. ,1 PJ\OllllgR mulanl 1221 (Tahle 
l). sltlce AlgR h,IS b~'en \'~pOl'ted tll acllvate u/xC 
lr.l!lSCnpllllll [2.11 Ih: ~:lIne l'ham1lo1ipids ;\nu LPS 
kvd~ \Ver.: prl)duccd Itl Ih\.' \\'lld·IYrc PAOI :ll1d 11~ 

IIlgR lIlUI:lIl1 (r:thle 2). ~ug~':~111l¡!. Ih,1I Ihe lM"d, 

AlgR·l1ldcrelldclll. tI.llhel'lplillll ll! (/11.:(' h \ullio.:lcnl 

to express the AlgC actl\l1ty m\lolved In rhamnolipld 
and LPS production_ 

The activity of the alternatIYe sigma factor AlgU is 
tne limlting step in the expression of al! the alg genes. 
Includmg algC [23-26]. To determine whether an 1Il

crease m alge expreSSlOn resulted ID an increas~ In 
rhamnohpld productlOn. \Ve transferred to the PAOl 
$1raID the plasmid pJG309. which expresses high 
AlgU levels and renders the stram mucoid. The O\'er
expression of AlgU, and presumably of AlgC. has no 
effect on the level of rhamnoliplds productlOn (Table 
2). nor 011 the time course of thelr productlon {Fig. 
3A) These results suggest that the AlgC act!\"lt) is 
not ¡he hmitmg step in rhamnohplds productlon. 

Even though the amount of rhamnohpJds pro
duced by the mucoid strain PAOI (pJG3091. cxpress
l!1g hlgh AlgC levels, is not slgmfieantly mcr~ased. 
the ratio of dirhamnohpid to monorhamnoliptd pro
duced is ralsed (Fig 3B). These results suggest ¡hat 
the incrcase in AlgC activity causes an incredse of 
dTDP-L-rhamnose and that the increased availabillt) 
of this substrate of the: rhamnosyl transferas.:s ID· 
volved In rhamnohpld synthesls displ.lcc:s the equihb
num tt)wards the productlon of surfactants \\lth t\\O 

rhamno:->c moietles, 

3.3. The {lrO/(:IfI~ cncodl!d hy [!re 1I1g o{laOI/ ar.: nOI 
Im'o/n-tI /11 rllllmn()!t{lu{\ nor LPS blO.\\·ntherh 

pUlh\\'u)'s 

Mut<lnl PAOlalgD"Tc does nCll exprcss any ~'f 

lhe alginate biosynthclic genes. wnh Ihe e,\ccprio1l 
o( o/xC. bcc.lu~e Ihe mutation c,tuscd by Ihe ins.,'l'
lion tlr Ihe Tc reSlsta1lC": c.ls<.enc 1ll Ihe /lIgD t~ene ¡~ 

11(\1;\1' {)¡) the c¡¡prcs~¡on 01" .\11 .he a/~ gcne~ L,r Ihe 
bil1synthcI1C llpcron Mutant PAOlu/gD Tc proctu
cc~ IHlrm,11 kvds 0( rh,lI\lnohptd~ Cfah1c ::!) ano h,l~ 

11\1 (.krecI 1ll ils LPS. showlIlg thal IhL' llllly u/,.:: ~cnc 
pi Llctucl which pal tlclratcs in the rnlduCllL)n \11" th.:~L' 

~,\CL"h:\lldc~ !~ AlgC 

.\d,n()wlcdgctllcnts 

\Ve thank Jn$din.\ Guzm¡'¡n flll" ha tcehlllc.tl ,I~

.. hl.lIlC~' Tlw P,l1l of thl~ rc~e,ln:h dl)1le' 111 ~k\le,l 

\\.1' I'U1H.kd ltl p.UI by Ihe N.lI1ollal 111~llIUtC ,11' Fn· 
\IHlnlll\.'nt.tl He,l1th SCIC'I1CC'. (;1.1111 1'-I? E~tf-l9-10 
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Caracterización de los genes rml involucrados en la síntesis de la TDP

L-ramnosa 

En diversos microorganismos el grupo de genes biosintéticos de la TDP-L

ramnosa ya se ha reportado. Estos cuatro genes denominados rjbABCD se 

encuentran organizados en un operón. Con el fin de identificar los genes de la 

síntesis de la TDP-L-ramnosa dentro de el genoma de Pseudomonas aerllginosa 

mediante análisis de homología (Pseudomonas geno me project; 

http//www.pseudomonas.com; Pathogenesis Corporation) utilizamos la secuencia 

nucleotídica de los genes biosintéticos de la TDP-L-ramnosa de Xanlhol11ol1as 

campestris (organismo relacionado genéticamente con P. aeruginosa). Dentro del 

contig 54 se encontraron cuatro marcos abiertos de lectura que presentan identidad 

con los genes rjb de X campestris. 

El ORF 1 presentó identidad con el gen rfbB de diversos microorganismos 

entre ellos X campestris, Salmonella typhimurium, Shigella flex/leri y E. co/i 

(Tabla 4). El gen r[bB codifica para una dTDP-D-glucosa-4,6-deshidratasa. El ORF 

2 presenta identidad con el gen r[bD; este codifica para la dTDP-6-desoxi-L-manosa 

deshidrogenasa, la cual es la última enzima de la vía biosintética de la TDP-L

ramnosa. El ORF 3 presentó identidad con el gen r[bA el cual codifica para la 

glucosa-l-fosfato timidililtransferasa. El ORF 4 presenta fuerte identidad con el gen 

r(be que codifica para la dTDP-6-desoxi-D-glucosa-3,S-epimerasa. Estos resultados 

sugieren fuertemente que estos ORFs forman el grupo de genes de la biosintesis de 

dTDP-L-ramnosa los cuales denominamos rml en P. aeruginosa (Fig. 10). 
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CCI'GGATCTG r..carcr{'IT{' r.c;cACCCAGC AtXACGCCTA CC'iX:AGCGAA A"J::ATCH8CC TCTACGACCC GGCCACCCAC G¡;¡'¡":CC1'CG CCCMXTCGG 100 
Ollgo rmlEl>l 

~ GGG,;.2G'TG!1: GAAGC.>DXC Tu::GGACAAC C':\CroCTrGA .~ATG ACTCATGACG AT'OC'J'CGTGA CCGGCAGCGC CGGCTICATC 700 

rmIB MT ILVTGSAGFI 

GGCGCCMTT TCGl'GC'TCGA Cl'GGC'IQX:C C'rGCATGACG AGCCGG'I'I.X>? C~ ~ ACGCCGGCM CCGGCAG~ C'J'CC.a:AGCC 600 
GANF VL:l WLA LBDE PVV SLD KLTY AGN RQN LA5L 

Ohgo rml9iSi! 
TCGl\CGl.3CGA CGCCCGGCAC .'ICC'I"K:GT'CG r:cGIXfJATAT CGIXGA::;:.¡;,c CAGCTGG'I'-.G CCCGCCTGCT Q3TGNiCOC CAr.cg;cr.q; CGATCC'!CM 900 

DGD AROl TFVA GDI GDS QLVA RLL AEH QPRA ILN 

CTI'CGCCGCG GAATCCCATC 'ffiG.!ICCGC'!'C GATCC~ CCCGACGACT TCATCCi'.GN: CAN:A'r'eGI'C GGCACCTI'CC OCCTGCl'GGA /'.GAAr;r:GCGC 1000 
FAA ESHV DRS IHG ?EDr IQT l'lIV GTFR LLE EV" 

CCCTI',C"¡\3GG GCGCGCTGGA GCCGGI',AG.."G ~AT 'J'CCGC'rTCCT CCACG?CTCC ACCGACGAAG TCTATGGCTC GC!'GOCACCG ;..G..'"GA7CCGG 1100 
AY;','G ALE PEA KAAF RF':' HV5 TDEV YGS LAP SD?A 

Ccr'IO..cCGA G;..;cAH:CGC TACGAGCCGA r.oCHnCCr::;:;. CTCGGCG1'CC ~ CCGACCNX'T AG1'GCGGGCC TA'J'CACCACA Cr::;:ATCCOCT 1200 
F1'S NNiic YE?N S?Y SAS ,,'>'AS DHL VRA YHilT YC:' 

~ H:.CACC»Cr CCTCGf>XM CT1'CGCCCCC TACCACTTCC CGC~ CATCCC;crc G'I'GA'!'CC;.cA ACO:CC'l'CGC CGGC;;;.¡:;cCG 1300 
PVL TTNC SNN YG? '{!iF'? l':KL ¡PL VIHN ALA GK? 

CTGCCCA'!'C'l' lI.Cro:;c;;.CGG CCx,¡:;;.r;A'J'C CGCCJlJ:TCCC 'J'CTACG"rCAA GGACCATIIX AGCGCCA'J'CC GCCGGG'I'Ce"!' CG.v.acCGGG CAlC'TCGCCG 1400 
LPIY CDG QQI RD' .. IL '{V¡; DHC SAIR RVL EAG QLGE 

J«;lC::;rAC,v< TCi'CC..c;cC,cc -xG;.x:.c"VlJi MXXCMJ.f:.Ci: CG.>.CC'J'GGT'C Ct\C"CCCTCT GCGCCATCCT CGACC,~\G CAGett.cGCG CCG,\CGGCCC 1500 
TYN VCG WNEK ,iN:' DVV <:TLC AIL DQ"- Q¡>RA DGR. 

CACCrATCGC GN;;C,\G,i'XA CC'n'CG1'C",i CG,;'TCC1'CCG GGCCXI'CA1'C GCCGe"!',\CGC C,\TCG.NTCCC ACCCCCC'!'CC AGeOCCAGC'T' GCGC'I'CC",X; 1600 
~YR. CQI'!' "V¡; DR.j> GIoPR R\',\ 0,\ TR.LE ~EL C'!IK 

CCGCCo:;;...,V;. CCM'CCAG...c CGc,cNrCCGC ;W,::,iCCCTC',c C~!\."CT cc;.c;.;.¡:c¡v:, GACTC'.xrr,c; CCTIJ"\CG1',V<; Cl«GC7GCC TACCGCCter 1100 
P,'IIi:T c'r CtR KTV"~ ',1', .. ::>NQ D\1V,\ NVT f.G;,. YRI:W 

CCcro:;G1';,,'I C,ctCl'i,::CCA TG",;-cCOCAT C(;'l."tC':'CC'J'C C'«'GCCt;.;.:;(~ CC:C,\('",'TCGG CT'G.-.G,\C.cr~:; 1;,\GCGCI;.c,CC TGCCGCCGCT GCCCGMC'!'C 1300 
V G K O '( t, 

,ml() H NPr 1.1,;" G,\NG QVe; \,'CL QrI.,\L AI't. GO::" 
C1 .... ''''J'''C"I'C":''C t\CCG1':;'r~("":C; r.GCCC,\l'C'T":" GCCG,'C~C::(,'; ;";, .. :",:X;Ci\.".CC ,X:'G/'ICTCG':'1' C(',cc.cCGN:>C (".('.ccGCt,C'!"T C,\TCG1'CAAC GC'CGG'racc'r 1900 

LVCD RR~ ,'ID:" AO" Cí,A :,LV RAER PO? :V'J AC,\'{ 
,IC/>CCOCCG1' GG..'Ci..ACC.l;C C/'IG,\CCG/\N Cr.:C:,'C,\¡'CCI.:; tCi; .... C'i\,A';'..: ;,,\T".::CCCGCG CCG"rCCCC.GT ;..c-rcc:CC;.c G;.,c,cccG.."GG ccrccc;:;co: 2000 

el,V Lll\'¡ !,:S:)f, ')NA '{l.; ~,\¡>,A VilV L;,F .. I\;,A CGr, 
C1\X(."1'1","'C C¡,~'7';V ... -XCi, CCC,\e"!'1\CC'1' C7'TCG;\:::ro:: I.'.CC.(',CCACCC 'lV.."t:i;";"l'C(.C CCN:e;¡\cccc CCCl.cCGGCC CGCTG,'.,GCCT M';':::CC.c.l;~ 2100 

WL.V r!YST Di'V rDe i\GSV ?F,\ cOA PTGr L::;V yeO 
N::C,iACC7CG ;,.;.¡;c.c.(:NX,\ G:X'C,\TCC'GC GCC,\O:CGCT GCcrt.:c;.:.'C7 ':;AC':"!"!'CCCC ,\CL;,,,-:('1\x:c: TC'l',\CCt::Cf',c OCCCGCOXA ,\;cr.CCCCA ~~OO 

TK:..r: l.~CO "rR A"G~ R'j:. :c'R TSWV Y ",\ Rr:C Nr/r: 
;,r,;~~;,-r~:-r cr:nrC'1':'.r,c,~ r::c.-~\..~r .. C1~ ;.r{~;,,'.t~'f'~;v\ r.(:-¡,.(;',,)'. '1: c: ...... r,-..c;'t'!'CC o.":r,cr.~rrN' ,-,V'J-C'-"':,~;,I~ M'~,"'!'(':':''::c.:c M:"'1r--;.,,::rC',c ) lO!) 

l'HL fl["i GQP,P i., ;v" ')I)FG ;,('" ,,;,1'. :AD v',,\ 
CC't\I,:~~ ... -r;.'C'ffi CIU::I'1('C1'C':' c.C';'(';(;I,: ... ;XT cr.,'.(:CT\...;c:,\ ;:-.r,v;:r: ... x:c,\ Cc::(',cCllCC1',\ CGlC,-"'1·GG'!'\:.' GiXro..:C(;CC; ,\C.N .. l''0..~'C GCN:,,"":'CT¡,l' ?400 

O,\t. 0,<1,0:: ',¡nl" ... , "R,\ r:T'" III.V ¡,:~cr. T::~J H y 
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";l.FV IEQ "LE ~GWE LQA TPO RVLP IAT EDY PVPA 
CGwo:::m'CC GGCCAATlIX CGCC'ICGl\CA N:COCAAúCT Gt:;AN.;MiI:n:C Tl'CGGCCJ'OO TAC"roCCAGl>. CTGGCGC!'N: CA~ GCA'rGATCCA 2600 

KRP ilNS j'(LO~ RKL QOv "GLV LPO WRY HAGR MIO 
ffiAACTGAGC Gi1l3CN>GGAC CN:.TATGAAA CGCAAGGOCA TCATCC'K:GC CGGAGO:'TCG GGCACCCGCC "IO::ACCCGGC AI'CGCI03CC A7.'C'T'CCAJ>D.: 2700 

rmIA "11\ R,.;:G: ILA GGS GTRL HPA TLA ISKO 
ELSEQGPL 

AG'I"IGC'ffiCC GGTGTACGAC .'IJ\C..."(:GATGA TCTAC'!'>':CC GC'i'CAGTACC C'I'GA'r0:"r03 CGGGCA'I'CCG CG~"TACTG "TCATCTCCA CCCC~ 2800 
LLP VYD K<,MI YYP LST LHLA GlR EIL 1I5T PQO 

CACCCCACGC TI'CCAGCAm' 'I\X'I'GGGCGA CGGTTCGAAC TGCGCCC'ICG Nrra:AATA TGCCGTGCAA CCGTC0::C03 ~ CCAGG:X"TTC 2900 
TPR FQOL LGD GSN WGLO LQY AVa PSPO GLA QAF 

C'I'GI\.'l'CGGCG Mll'CGITCAT CGGC~AC C'rCAl3CGCOC lGGICC 1GGG CGl\CN\CC'rC TATTACGQ::.C ~ CGAG'J'lttIC ~ lOOO 
LIGE SFI GND LSAL VLG DNL YYGH DFH ELi.. GSAS 

~A GACCGGCO:X: AG'rGl"CTI'CG CCTACCACGT GCTGGACC'eG GAGCGCTACG GC'Cl'GGTCGA G'I'l'CGJlCC~ GGCGGCAKlG CCATCJG:CT noo 
QRQ TGA SVF" Y¡'¡V LDp ERYG VVB FOQ GGK" ISL 

~ ~NX: CCiAAG'I'CGAA CTl\CGCoorc ACCGGCC'ffiT A'ITI'C'I'ACG.'I. CCJ>O:J\OOl'G GTGGAC1!.TCG C'CJ>,(X;GACCT GANXCTICG 3200 
EEK PLEP KSN Y"V TGLY FYO QQv VOIA ROL KPS 

CCGCGCGGCG ~'J' CJoCCGACGTC AA..rccr::GCCT A'I'C'I'GGNiCG CGGCCAGe'TC Jl(;C(;I'GGAGA TO\.TGCGCCG CGGCTACO:::C ~T" 3300 
PRGE LEl TDV NRAY LER GOL SVEI MGR GYA WLOT 

CCGG:JlCCCA. CGATl'CGC'l'G C'1'CGAGGCCG GCCPGI"!'Ci'\.T CGCCACCCTG G1IGAACCOCC ~ 00I'GCCC'r0::: ~ TCOXI'ACCG 3400 
GTH DSL LEAG OFI ATL ENRQ GLK YAC PEEI AYR 

rx~ A'!'CGICGCCG CVCAJoCT'XA ~ GCiXCG:IGG ~ CT'lICOXOIA TAC.'C"ICMOC ~ ~ 3500 
QKW IOAA OLE KLA "PLA KNG YGO YLKR LLT ETV 

TACTG"TGAA ~CG: C"I'O::lCAA'l'l'C CCGAt:GrC"T CC'r\::I"I'CGAA CCCCGGGIGI 'lI:GGCGACG.'I. 'I'CGCGGA.'M'C T!'C"M'CGAAA. GCtH::1lN:.CA 3600 , ~ 
MK ATR LAlP OVl LFB PRVF GDO RGF FFES YNQ 

GCGCGCC"M'C GAl:)3A."GCCT ~TCC GG'I'l:JO:TI'C G'I'CC1\GGF<CA llCCA'I'ICOCG IlCCGCCCGl GGCGICCícc c:coo:::C'rCCA CT!CCJGA'lI: 3700 

RAF EEAC GliP VSF VQON HSR SAR GVLR GLH YOI 
CGGCAAOXC ~ GG"!'GCCCOX AC1I:TCGGCG FoGGI'M7CCA CCIaD:'CTC GACC'I'GCGTC GCGGCTCCCC GAC'C"'!"I"CG C~~ 3800 

RQAO GKL VRA TLGE VFO VAV OLRR GSP TFG QWVG 
CCCMCCCCT ~ T\JC.NU.:GCC AGATG'I'GCAT TCCGCCCOX 'l"I"CGCGCACG GCIICGlo:::a GC'ICJ>O:G1\A TACGCCG1Cr TCCl'CTACAA 3900 

ERL $AE NKRQ MWI P"G FAHe; FVV LSE YAEF LYK 
Gt">CC,"lCCCAC 't'TC"l'GGC',cc;c CCCAAC;.cr",:p, ACCCTC",cATC G'T'C'TIXAACC ATCCCCACC't CAN;ATC'C1>J:. TGCCco:TGC ACC,,'IttCCC ttiGC. !lCG 4000 

TTD FWAP EH E-: RCI VWN'D PEL KIO WPLQ o"p LLS 
CJ>C,..-..;.o::w:;c GLCACCCCM OXA.'l"K'GCC GNX'.ccGN:!' a::¡¡CCCC¡G AH::C'IX,1>CI:t) J\GCCI'CCGGA C1'CGGCGCM GGCGTG/l.TM Tr1'~T 4100 

BKOR QGK AO'A DA.PC FP 
CCCCTCCGCG II'rCCCCCCCA T,..cr:cclIGC CN:GIXNx:r ¡'C(,¡ ¡CGJe, TGMJ'GCCTr.. TITCCII1CCC 'l'OXCC."l'CCC 'I'OCTCATCCT tu:CCto:¡ 1 ~200 

Figura 10. Secuencia de los genes biosintéticos de la dTDP-L-ramnosa rmlBDAC 
de Pselldomol1Gs aeruginosa 



Tabla 4. Identidad a nivel de aminoácidos de los genes rml de Pseudomonas 

aeruginosa contra diferentes bacterias gram negativas. 

~================================================== 

Bacteria rmlA rmlB rmlC rmID 

---------------------------~------------------------------

E.coli 76% 64% 70% 62% 

S.typhi 76% 65% 65% 60% 

Xcampestris 68% 70% 54% 55% 

s.flexneri 75% 64% 60% 62% 

Los genes rml se aislaron a partir de un cósmido obtenido mediante 

hibridación; (Cabrera,V.N., Tesis de Licenciatura. 1999) utilizando como sonda un 

fragmento de 865 pb amplificado por PCR; que lleva parte del gen rmlB. Nosotros 

subclonamos un fragmento Sph 1 de 6.3Kb que lleva estos genes (Fig.ll); en el 

plásmido pUC 19, esta construcción se denominó pRML4. 

lKb 
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.'IftII! 
StyI Esp3I 

HI StyI 
11 
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FarollOSI ~ 
1 1 1 1 

Figura 11. Mapa del fragmento subclonado en el plásmido pRML4 que lleva los 

genes (/"1/1/) de la biosíntcsis de la TDI'-L-ramnosa 
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Para confirmar que estos genes están involucrados en la síntesis de ramnosa, 

realizamos la complementacíón de la cepa OH 1 de E. coli pR 1556 (Clark el al. 1992) 

con el plásmido pRML4. La cepa OH 1 es una doble mutan te, la primer mutación 

afecta a la ramnosiltransferasa de LPS de pared; la cual es complementada por el 

plásmido pR1556, la segunda mutación se encuentra en el gen rfbD. llevando a la 

producción de LPS defectuoso, por la falta de la dTOP-L-ramnosa. El fago Ffm se 

utilizó para la selección de la cepa complementada, este fago es capaz de lisar las 

células que tiene un LPS defectuoso, como control positivo usamos la cepa OH I 

pRI556 pRI168 complementada con el gen rjbD de Salmonella Iyphimurium. La 

sobrevivencia de la cepa complementada con el plásmido pRML4 demuestra que los 

genes rml de Pseudomonas aeruginosa restauran el LPS defectuoso de la cepa 

mutante, mediante la producción de la dTOP-L-ramnosa, lo que demuestra que estos 

genes están involucrados en la síntesis de la dTOP-L-ramnosa. 

Análisis transcripcional del operón rml 

La regulación transcripcional de los genes biosintéticos de la TOP-L-ramnosa 

en otros microorganismos se ha estudiado poco. En P. aeruginosa es importante su 

estudio debido a que la ramnosa participa tanto en la biosíntesis de LPS como en la 

de los ramnolípidos. Con el fin de conoccr algunos aspectos de la regulación 

transcripcional de este operón, nosotros realizamos análisis de la región corriente 

arriba del gen rmIB. Mediante análisis computacionales se reconoció una secuencia 

consenso promotora similar al promotor LacUV5, el cual pertenece al grupo de 

promotorcs tipo II que reconoce tanto a sigma 70 como a sigma S (Tanaka, el al. 

1993). 

El sitio de iniCIO de la transcripción se determinó mediante ensayos de 



extensión de iniciadores. Se identificó un sitio único de inicio de la transcripción a 

312 pb corriente arriba del codon de inicio de la traducción (Fig. 12). Con el fin de 

saber si existe diferencia en el sitio de inicio de la transcripción según la fase de 

crecimiento, se realizaron ensayos de extensión de iniciadores en la fase exponencial 

y estacionaria de crecimiento (datos no mostrados), no se encontró ningún nuevo 

sitio de inicio de la transcripción. 

Justo arriba de este sitio único de inicio de la transcripción se encontró la 

secuencia promotora con el consenso para cr70, antes identificada mediante los 

análisis de secuencia, lo que sugiere fuertemente que este promotor es funcional. 
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Figura 12. "Primer extension" de la región corriente arriba del operó n rml de 

Pseudomonas aeruginosa. A) Secuencia de DNA de la región S' del operón rml 
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comparándola con el promotor de Lac UV5. B) Sitio de inicio de la transcripción de 

los genes rml. 

La transcripción del operón rml aumenta según la fase de crecimiento. 

En Pseudo/llonas aeroginosa la producción de ramnolípidos ocurre en altas 

densidades celulares en medios con deprivación de fosfatos. Para determinar si la 

transcripción de los genes biosintéticos del precursor TDP-L-ramnosa también se 

induce en estas condiciones, se determinó la transcripción del gen rmlB a lo largo de 

la curva de crecimiento. Se realizaron análisis de hibridación de RNA-DNA "Dot 

blof' a diferentes densidades celulares en los medios PPOAS y LB, utilizando como 

sonda un fragmento del gen rmlB. Observamos un incremento drástico en la 

transcripción de este gen en la fase estacionaria de crecimiento en el medio PPOAS. 

Por otro lado, en el medio LB se observa una transcripción basal a lo largo de la 

curva de crecimiento (Fig. 13). Estos resultados concuerdan con que la producción 

de ramnolípidos se lleva acabo en fase estacionaria, en medio PPOAS (medio bajo en 

fosfatos). En comparación la síntesis de ramnolípidos no se detecta en medio LB 

(Ochsner, el al. 1994). 
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Figura 13. Análisis del transcrito del gen rmlS mediante "Dot blot" a lo largo de la 

curva de crecimiento. 

Con el fin de determinar si la transcripción de los genes rml se incrementa con 

la densidad óptica debido a la concentración celular o a la fase de crecimiento se 

realizó un análisis dc "dot blot" de los genes rpoS y rh/R a diferentes densidades 

ópticas en medio PPOAS y LB. Observamos que el gen rhlR presenta una 

transcripción basal durante toda la curva de crecimiento en medio LB (Fig. 14), 

mientras el nivel de transcrito en medio PPOAS sufre un incremento drástico en 

densidades ópticas altas. Estos resultados concuerdan con las observaciones de 

Pearson, el al; 1997; quienes encuentran el mismo efecto en medio con una fuente de 

nitrógeno mala. En el caso del gen rpoS el nivel de transcrito también se incrementa 

a densidades ópticas altas en medio de deprivación de fosfatos en comparación con el 

medio LB (Fig. 14). Estos resultados demuestran que la transcripción tanto de rhlR y 
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Figura 14. Análisis del transcrito de los genes .. /¡IR y .. poS mediante hibridación 

DNA-RNA durante la curva de crecimiento. A) Análisis de "001 blo!" de los genes 

,./¡/R y IpOS. E) Curva de crecimiento de P. ael1lginosa PAOI en medio LB y en 
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rpoS, como de los genes rml, se afecta por la deprivación de nutrientes y no solo 

dependen de la concentración celular. 

La síntesis de la TDP-L-ramnosa depende del sistema "quorum sensing" 

RhlR 

La síntesis de ramnolípidos se regula por el sistema "quorum sensing" RhlR, 

que activa los genes blanco cuando la densidad celular es alta, Para determinar si este 

sistema también regula la síntesis de la TDP-L-ramnosa, nosotros determinamos la 

actividad enzimática de la TDP-glucosa-4,6-deshidratasa (enzima codificada por el 

gen rmlB, primer gen del operón) en la mutante 65El2 afectada en el gen rhlR y en 

la cepa silvestre P020!. Observamos una disminución de la actividad enzimática de 

90% en comparación a la cepa silvestre (calculada en Ullmg de proteína). Así 

mismo, la síntesis de ramnolípido se encuentra completamente abatida en la mutante 

65El2 (Tabla 5), Estos resultados sugieren que la síntesis de la TDP-L-ramnosa es 

afectada por el sistema "quorum sensing" RhlR, 

Algunos de los genes regulados por los activadores transcripcionales de la 

familia Lux poseen corrientc arriba del inicio de la transcripción un secuencIa 

consenso de activación denominada caja lux (Fuqua, el al. 1996). En la rcgión 

corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción de los genes rml no se encontró 

ninguna secuencia parecida a la caja luxo Por lo que queda por determinarse el ni"el 

de la regulación y si la activación es directa o indirecta. 



Tabla 5. Producción de ramnolípidos y actividad enzimática de TDP-glucosa-4,6-

deshidratasa en diferentes cepas de Pselldomonas aerllgitlOsa. 

==================================================== 

CEPA 

PAOI 

PAOI rpoS::Gm 

PG201 

65EI2 (rhIR-) 

ND: No Detectado 

Actividad Enzimática (DI) 

1470 

540 

417 

71 

Ramnolípidos (¡J.g/mI) 

126 

178 

166 

ND 

El factor sigma S no interviene en la transcripción del operó n rml. 

Latifi, el al. 1996, demostraron que el gen rpoS que codifica para el factor 

sigma S, está bajo la activación del sistema "quorum sensing" RhIR. Estos 

antecedentes aunados a los resultados obtenidos, así como al tipo de promotor 

encontrado corriente arriba del gen 1'/1118 que parecia rcsponder tanto a sigma S 

como a sigma 70, sugerían que el factor sigma S podia estar involucrado en el 

aumento de la transcripción de estos genes en fase estacionaria. Con el objetivo de 

verificar esta hipótesis construimos una mutante rpoS mediante una inserción de un 

cassette de gentamicina. Se analizó la producción de ramnolípidos y la actividad 

enzímática de la dTDP-glucosa-4,6-deshidratasa. La actividad enzimática de la TDP

glucosa-4,6-deshidratasa (Tabla 5) en esta mutante disminuiye cn 63%, lo que sugiere 

que el ¡,rctor sigma S interviene en la síntesis de la dTDP-L-ramnosa en 

Pseudo!11ol1tls aeruginosa. Sin embargo, esta disminución no se ve reflejada en los 
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niveles de ramnolípidos (Tabla 5). Estos resultados demuestran que las enzimas Rml 

no son las enzimas limitántes en la síntesis de ramnolípidos. 

Con el fin de demostrar si sigma S es el factor que participa en la transcripción 

de los genes rml se realizaron análisis de "dot blot" en la cepa afectada en rpoS y en 

la cepa PAOl en donde se observó que la concentración del transcrito del gen rmiB 

disminuye un 23% en la mutante rpoS (Fig. 15). Estos resultados demuestra que el 

factor sigma S tiene un papel minoritario en la transcripción de los genes rml, y que 

afecta la actividad enzimática a través de otros factores regulatorios. 

RNAr 

rmiB 

PAOl rpoS-

Cepa Pixeles 

rmiB RNAr 

PAOI 2493 4356 

rpoS IR35 4489 

Figura 15. Análisis del transcrito del gen nnlB mediante "Dot bloC' en la mutante 

!'poS. 
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Modelo de regulación del operó n rml en Pseudomonas aeruginosa. 

Con todos los datos recavados hasta el momento, podemos proponer que la 

regulación de la síntesis de la TDP-L-ramnosa de Pseudomonas aerllginosa depende 

del sistema "quorum sensing" Rhl, como lo sugiere la disminución de un 90% en la 

actividad de la enzima RmIB (TDP-glucosa-4,6-deshidratasa) en la mutante 65El2 

(rhIR-). Sin embargo, se desconoce a que nivel RhIR afecta la síntesis de la dTDP-L

ramnosa en Pseudomonas aeruginosa. Los análisis obtenidos de la región promotora 

sugerían que esta regulación podría ser a través del factor sigma S (rpoS ), sin 

embargo los análisis de los niveles de transcripción de los genes rml en la mutante 

rpoS (Fig 14) demuestran que el promotor encontrado no responde al factor sigma S. 

Los análisis realizados demuestran que la regulación de este operón no es a través del 

factor sigma S, sino que existen otros factores regulatorio que afecta la actividad de 

la enzima TDP-glucosa-4,6-deshidratasa que depende del sistema Rhl o que 

posiblemente el mismo RhlR regule directamente estos genes (Fig 16). 

ramnOSlllranslorasJ -.--------r -->---> 

Figura 16. Modelo de regulación de los genes rml en Pseudo/Uol1as (/(!ruginoso. 
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CONCLUSIONES 

El gen algC participa en la síntesis de la dTDP-L-ramnosa, y por lo 

tanto en la síntesis de LPS y ramnolípidos. 

La actividad de a Ig C no es el factor Iimitante en la síntesis de 

ramnolípidos. 

Las proteínas del operón alg no están involucradas en la síntesis de LPS 

ni de ramnolípidos. 

Los genes rmlBDA C codifican para enzimas biosintéticas de la dTDP-L

ramnOS3. 

La transcripción del operó n rml presenta un aumento dramático en la 

fase estacionaria de crecimiento en medio con deprivación de fosfatos. 

El sistema "quorum sensing" RhlR esta involucrado en la sin tesis de la 

TDP-L-ramnosa 

El factor transcripcional sigma S no interviene en la transcripción del 

operón ¡·ml. 

Existe otro u otros factores regula torios dependientes de "quorum 

sensing" que afectan la sintesis de la dTDP-L-ramnosa. 



PERSPECTIVAS 

Determinar que otros factores regulatorios afectan la síntesis de TDP-L-ramnosa. 

Determinar si la activación del sistema rhlR sobre los genes rm/BDAC es directa o 

indirecta. 

Determinar si la activación del sistema rh/R sobre los genes rm/BDA C es 

transcripcional o postranscripcional. 

Determinar si existe regulación por retroalimentación en la vía biosintética de la 

dTDP-L-ramnosa. 

Comprobar que el aumento en la concentración de ramnosa modifica el equilibrio en 

la producción de mono y diramnolípido. 
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