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RESUMEN
Pseudomonas aeruginosa produce los biosurfactantes ramnolipidos (rhls), los
cuales son compuestos tensioactivos que, ademas de estar asociados a la
virulencia de la bacteria, presentan un uso biotecnolégico potencial. P.
aeruginosa sintetiza dos familias de ramnolipidos dependiendo del nimero de
residuos de ramnosa que contengan (mono- y di-rhis). Se sabe que el operon
rmIBDAC codifica las enzimas involucradas en la sintesis de dTDP-L-ramnosa,
azucar precursor tanto de la biosintesis del antigeno O del lipopolisacarido
(LPS) como de la produccion de mono y diramnolipidos. Estudios de expresion
heteréloga en Escherichia coli han demostrado que la dTDP-L-ramnosa es un
factor limitante para la produccion de ramnolipidos. Ademas, la expresion de
los genes de biosintesis de ramnolipidos (rhlAB y rhIC) forman parte del
regulon rhl de la respuesta QS, que se sobre expresan durante la fase

estacionaria para aumentar la produccidon de ramnolipidos.

El objetivo del presente trabajo es determinar los mecanismos de regulacion
del operon rmIBDAC en condiciones de baja y alta produccién de ramnolipidos
por P. aeruginosa. La expresion del operon rmIBDAC se cuantificé a través de
la actividad de B-galactosidasa de diversas fusiones transcripcionales con lacZ
evaluadas en diversos fondos genéticos. Los resultados obtenidos mostraron
que el promotor de rmIB se expresa constitutivamente durante la fase
exponencial de crecimiento. La expresion del operon rmIBDAC aumenté
durante la fase estacionaria de manera independiente al medio de cultivo (LB,
baja produccion de ramnolipidos o PPGAS, alta produccion de ramnolipidos).
Dicha induccién de la expresion depende de los reguladores RhIR y o°. El
operon rmIBDAC se expresa a partir de tres promotores. Los promotores P1 'y
P3 son responsables de la expresion basal del operén rmIBDAC a lo largo de la
curva de crecimiento, y se expresan de manera independiente a RhIR. El
promotor P2 depende parcialmente de RhIR y °. Este promotor presenta una
caja las atipica ubicada 44.5 bases rio arriba del promotor P2. Este es el primer
trabajo que identifica una caja las atipica funcional que reconoce

especificamente RhIR.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa produces rhamnolipid biosurfactants (rhls) that are
tension-active surface compounds. These molecules besides being associated
with the virulence of this bacterium, have a potential biotechnological use. P.
aeruginosa synthesizes two rhamnolipids families based on the number of
residues containing rhamnose (mono- and di-rhis). It is known that the rmIBDAC
operon encodes enzymes involved in dTDP-L-rhamnose synthesis, which is one
of the sugar precursors of the O antigen lipopolysaccharide (LPS) and also of
mono- and di-rhls. Heterologous expression in Escherichia coli has shown that
dTDP-L-rhamnose is a limiting factor for rhls production. Furthermore, the
expression of the biosynthetic rhamnolipids genes (rhlAB and rhIC) which is
induced at the stationary phase of growth, depends on the quorum sensing
(QS) rhl regulon.

The aim of this project is to determine the regulatory mechanisms of operon
rmIBDAC under low and high rhamnolipids production conditions in P.
aeruginosa. rmIBDAC operon expression was quantified through (-
galactosidase activity expressed by various transcriptional fusions with lacZ
gen. These transcriptional lacZ fusions were evaluated in different genetic
background. The results obtained showed that rmIB promoter is constitutively
expressed during the exponential phase of growth, and that rmIBDAC operon
expression increased during the stationary phase independently of the culture
medium, (LB medium where low levels of rhils are produced and PPGAS
medium were a high production of rhis is achieved). This induction depends on
the QS transcriptional regulator RhIR and the stationary sigma factor, oad
rmIBDAC operdn is expressed from three different promoters: P1 and P3
promoters are responsible for basal expression of the operon rmIBDAC along
the growth curve, and are expressed independently of RhIR. The P2 promoter is
partially dependent RhIR and o° and contains and atypical las box at 44.5 base
from P2 promoter. This is the first work that identifies an atypical las box that is

functional and specifically recognizing by RhIR.
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1. INTRODUCCION

1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa que pertenece a la clase
y-proteobacteria (Soberén-Chavez, 2001). P. aeruginosa es ubicua y puede
encontrarse en ambientes tan diversos como suelos (Atzél y col., 2008), dunas
(Gaonkar y col., 2012), mares (Khan y col., 2008), aguas someras (Selezska y
col., 2012), aguas pristinas (Wingender y Flemming, 2011; Mena y Gerba, 2009) y
residuales (Schwartz y col., 2006); ademas de colonizar los tejidos de plantas
(Bardoel y col., 2011; Starkey y Rahme, 2009) y animales (insectos, nematodos,
peces y mamiferos) (Limmer y col., 2011; Zaborina y col., 2009; Clatworthy y col.,
2009). P. aeruginosa presenta una alta versatilidad metabdlica que le permite
habitar ambientes tan peculiares como el petroleo (Karadzic y col., 2006) o utilizar
hidrocarburos alifaticos, compuestos aromaticos y solventes halogenados como

fuente de carbono (Soberon-Chéavez, 2001).

En humanos es un patdgeno oportunista y es la tercer bacteria mas frecuente en
la infecciones intrahospitalarias. Los individuos inmunocomprometidos y pacientes
que padecen fibrosis quistica son susceptibles a desarrollar infecciones
secundarias por dicha bacteria (Martin y Yost, 2011; Hauser y col., 2011; Moore y
Flaws; 2011; Lyczak y col.,, 2000). Existen dos elementos intrinsecos a P.
aeruginosa que potencian su patogenicidad: a) su alta resistencia natural a
antibioticos (Breidenstein y col., 2011) y b) su variada produccion de factores de

virulencia (Girard y Bloemberg, 2008; Van Delden e Iglewski, 1998).

1.2. Produccién de factores de virulencia

Los factores de virulencia son bioproductos que favorecen la invasion y
patogenicidad de los microorganismos (Kipnis y col., 2006). P. aeruginosa sintetiza
mas de veinte factores de virulencias distintos (http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs),

los cuales se pueden dividir en dos grandes grupos (Figura 1): los asociados a la



célula (lipopolisacaridos, flagelo, pili tipo IV, sistemas de secrecion y alginato) y los
exoproductos (ramnolipidos, autoinductores, exotoxinas, proteasas, &acido
cianhidrico, piocianina y sideréforos). Dichos factores favorecen la colonizaciéon e
invasion del hospedero y la proteccién de la bacteria del sistema inmune de
vertebrados (Van Delden e Iglewski, 1998). La expresion de los factores de
virulencia depende de la respuesta sensora de quérum (Schuster y Greenberg,
2006).

adhesinas

flagelo
\ alginato

EXOPRODUTOS:

Proteasas

+ clastasa LasB

+ elastasa LasA

+ fosfatasa alcalina

Hemolisinas

+ fosfolipasa C

+ ramnolipidos

exotoxina A

exoenzima S

piocianina

autoinductores (C12 y PQS)
Figura 1. Factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa. Las flechas rectas indican los
factores de virulencia asociados a la bacteria, la lista de exoproductos esta sefalada por la flecha
curvilinea. LPS, lipopolisacaridos; C12, 3-oxo-dodecanoil homoserina lactona; PQS, 2-heptil-3-

hidroxy-4-quinolona. Modificado de Van Delden e Iglewski, 1998.

1.3. Respuesta sensora de quérum en Pseudomonas aeruginosa

La respuesta sensora de quérum (“quorum sensing response”, por sus siglas en
inglés, QS) induce la expresion de mas de 300 genes (Hentzer y col., 2003;
Schuster y col., 2003; Wagner y col., 2003), dentro de los cuales se encuentran los
genes productores de los factores de virulencia (Smith e Iglewski, 2003) y de
ramnolipidos (Soberén-Chévez y Miller, 2000). Estos ultimos son biosurfactantes
relacionados en la formacion de biopeliculas (Davey y col., 2003) y la utilizacion de

hidrocarburos como fuente de carbono (Zhang y Miller, 1992).



La respuesta QS fue descrita inicialmente en la bacteria marina Allivibrio fischeri;
la cual, al aumentar su poblacién, produce luz en los érganos especializados de
algunos peces y calamares (Fuqua y col., 2001). Por lo tanto, la respuesta QS es
un mecanismo de regulacion de los genes de bioluminiscencia en condiciones de
alta densidad poblacional. Esto se debe a que la bacteria sintetiza y secreta al
medio una molécula inductora (3-oxo-hexanoil homoserina lactona) que al
acumularse interactta con el factor transcripcional LUxR e induce la sintesis de

luciferasa (Greenberg, 1999; Urbanowski y col., 2004).

La respuesta QS en P. aeruginosa es de mayor complejidad que la observada en
A. fischeri, no solo por ser un sistema que involucra multiples vias; sino por estar
modulada por factores medioambientales y por diversas condiciones de estrés
(Soberén-Chavez y col., 2005a). La expresion de los genes regulados por la
respuesta QS en P. aeruginosa depende de la expresion jerarquica de los
regulones las y rhl y de la sintesis de dos autoinductores (Als), 3-oxo-dodecanoil-
homoserina lactona (30-C;,-HSL) y butanoil-homoserina lactona (C4-HSL). Estos
Als son sintetizados por las homoserina lactona sintasas Lasl y Rhll,
respectivamente (Schuster y col., 2003; Wagner y col., 2003). Ambos Als al unirse
a sus respectivos reguladores RhIR y LasR, activan la transcripcién de diversos

genes.

La respuesta QS (Figura 2) inicia con la sintesis basal del regulador transcripcional
LasR y del autoinductor 30-C1,-HSL (lasl, 30-C1,-HSL sintasa). Este se acumula
al aumentar la densidad celular y alcanza una concentracion umbral que favorece
la dirmerizacion de LasR (Kiratisin y col., 2002). EI complejo LasR/30-Cj,-HSL
induce la expresion de varios factores de virulencia (FV) y de los genes
regulatorios del segundo sistema QS, rhl. La enzima Rhll sintetiza al autoinductor
C4-HSL, éste interactia con RhIR y juntos activan la expresion de otro conjunto de
genes biosintéticos de FV (Soberén y col.,, 2005). Especificamente, RhIR

promueve la expresién de los genes involucrados en la sintesis de ramnolipidos



(rhlAB y rhIC). Adicionalmente RhIR, en ausencia de C4-HSL, puede actuar como
represor de algunos genes como rhlA, rhiR, y lasB (elastasa B) (Medina y col.,
2003c; Anderson y col., 1999) y en presencia de su Al puede activar la expresiéon
de rhlA, lecA (lectina PA-IL) y el operon phzA1B1C1D1E1F1G1 (Medina y col.,
2003c; Winzer y col., 2000; Gallagher y col., 2002).

lasR rsal lasl

s S — e E—

rhil rhiR

1 2
D @ Lasl
_‘—A‘_—— LasR 3
\ 30-C,-HSL
o0 e T

Rhil

RhIR
L |
C,-HSL ”

lasA
lasB
toxA
rhiAB aprA

rhic xcpP

lasA xcpR
lasB HCN

rpoS
aprA
xcpP
xcpR
Piocianina
HCN

Figura 2. Sistema jerarquico sensor de quérum de P. aeruginosa. El esquema muestra la
cascada los componente de los regulones las y rhl. Los genes codifican lasR, regulador LasR; lasl,
30-C1,-HSL sintasa; rhIR, regulador RhIR; rhll, C,-HSL sintasa; lasA, elastasa LasA; lasB, elastasa
lasB; toxA, toxina A; aprA, metaloproteasa alcalina; xcpP, proteina de secrecién XcpP; XcpR,
proteina E del sistema general de secrecién; HCN, cianida de hidrégeno; rhlA, sintasa de
hidroxialcanoil-hidroxialcanoatos (HAAS); rhiB, ramnosil-transferasa |; rhiC, ramnosil-transferasa |l;

rpoS, factor sigma 38.

A su vez, la respuesta QS es una red compleja de regulacion y esta modulada a
diferente nivel por diversos factores medioambientales y reguladores globales
descritos en la Tabla 1 (Williams y Camara, 2009). Dichos reguladores pueden
interactuar con la cascada de los regulones las y/o rhl y afectar la produccion de

FV, la formacién de biopeliculas y la movilidad.



1.4. Sintesis de dTDP-L-ramnosa, precursor de ramnolipidos y LPS

En P. aeruginosa, el azlucar activado precursor de la sintesis de ramnolipidos es la
desoxi-timidin-di-fosfo-L-ramnosa (dTDP-L-ramnosa) (Lang y Woullbrandt, 1999;
Sober6n-Chavez y col., 2005b). Dicho precursor ademas se requiere para la
sintesis del nucleo y el antigeno O del LPS (Rahim y col., 2000; King y col., 2009;
Lamy col., 2011).

En la Figura 3 se esquematiza la ruta biosintética de la dTDP-L-ramnosa a partir
de glucosa-1-fosfato. RmIA (E.C.2.7.7.24; timidiltransferasa) es la enzima que
cataliza la transferencia de un timidilmonofosfato (dTDP) a la glucosa-1-fosfato
(Blankenfeldt y col., 2000b). RmIB (E.C.4.2.1.46; dTDP-D-glucosa 4,6 dehidratasa)
cataliza la oxidacion del grupo hidroxilo del carbono 4 del residuo de la D-glucosa
(Allard y col., 2001). La tercer enzima, RmIC (E.C.5.1.3.13; dTDP-4-ceto-6-deoxi-
D-glucosa 3,5-epimerasa) cataliza la reaccion de epimerizacion de los carbonos 3
y 5 del anillo 4-ceto-6-desoxi-D-glucosa. Finalmente, RmID (E.C.1.1.1.133; dTDP-
4-ceto-6-desoxi-L-manosa reductasa) reduce el carbono 4 del grupo ceto de la
porcion 4-ceto-6-desoxi-L-manosa, dando lugar a la formacion de dTDP-L-ramnosa
(Graninger y col., 1999). Las enzimas biosintesis de dTDP-L-ramnosa estan en el

operon rmIBDAC (Stevenson y col., 1994; Marolda y Valvano, 1995).



D-glucosa

) glucosa-6-fosfato
OH “py

glucosa-1-fosfato

dTDP-D-glucosa

e, Gy dTDP-6-deoxi-D-xilo-d-hexulosa

=7 g7 dTOP
HQ-—.

OH
dTDP-L-Aha

dTDP-B-deoxi-L-lixo-4-hexulosa

Figura 3. Ruta biosintética de la dTDP-L-ramnosa. Glk, glucocinasa; AlgC, fosfomanomutasa;
RmIA; glucosa-1-fosfato timidililtransferasa; RmiIB, dTDP-D-glucosa 4,6-dehidratasa; RmIC, dTDP-
4-dehidroramnosa 3,5-epimerasa; RmID, dTDP-4-dehidroramnosa reductasa. Modificada de King y
col., 2009.

Los ramnolipidos son compuestos tensioactivos que, ademas de estar asociados a
la virulencia de la bacteria, tienen un uso biotecnolégico potencial (Nitschke y col.,
2005; Soberén-Chavez y Déziel, 2005). P. aeruginosa sintetiza dos familias de
ramnolipidos que se caracterizan por el nUumero de residuos de L-ramnosa que
contienen (Lang y Wullbrandt, 1999). Los ramnolipidos de P. aeruginosa se
sintetizan por tres reacciones secuenciales. RhIA cataliza la dimerizacion de
intermediarios de la biosintesis de &cidos grasos para producir los fB-
hidroxialcanoil-B-hidroxialcanoatos (HAAs) (Déziel y col., 2003; Zhu y Rock, 2008);

mientras que RhIB (ramnosil transferasa ) transfiere a los HAAs una primer



molécula de ramnosa a partir de la dTDP-L-ramnosa para formar el mono-
ramnolipido. Este ultimo es sustrato de RhIC (ramnosil transferasa Il) que agrega
una segunda molécula de ramnosa, usando también dTDP-L-ramnosa como
precursor, y produce el di-ramnolipido (Rahim y col., 2001). El operon rhiAB
(Ochsner y col., 1994) y el gen rhlC (Rahim y col., 2001) codifican las enzimas
biosintéticas de los ramnolipidos. Estudios de expresion heterdloga en E. coli han
demostrado que la dTDP-L-ramnosa es un factor limitante para la produccion de
ramnolipidos (Cabrera y col., 2006). Ademas, la expresion de los genes de
biosintesis de mono-ramnolipidos (rhlAB) depende del regulador RhIR, involucrado

en la respuesta QS (Medina y col., 2003).

Los lipopolisacéridos (LPS) son el principal factor de virulencia de P. aeruginosa
(Pier, 2007) relacionado con la respuesta inmune innata y adquirida del
hospedero. Los LPS son los glucolipidos mas representativos de la membrana
externa de la bacteria. La L-ramnosa es un componente esencial del nacleo de
oligosacaridos del LPS que producen algunas cepas de P. aeruginosa (Figura 4)
(Rahim y col., 2000; Kocinova y Lam, 2011). El nucleo externo (“outer core”) del
LPS se compone de tres tipos de azucares D-glucosa, L-ramnosa Yy D-
galactosamina; los cuales forman parte de las Unicas glicoformas identificadas en
P. aeruginosa, 1(O-), también llamada desnuda y 2(O+), denominada cubierta
porque se contintia por polisacarido O. En la glicoforma 1 la L-ramnosa’ se une de
forma (1—6) a la D-glucosa'; mientras que en la glicoforma 2, la L-ramnosa® se
une de forma (1—3) a la D-glucosa' (Sadouskaya y col., 2000; Bystrova y col.,
2006). La ramnosiltransferasa MigA cataliza el enlace L-ramnosa” (1-6) D-
glucosa" y la enzima WapR cataliza el enlace L-ramnosa® (1—3) D-glucosa' (Poon
y col., 2008). El Esquema de Tipificaciébn Antigénica Internacional (IATS, por sus
siglas en inglés) reconoce 20 serotipos distintos de LPS en P. aeruginosa, los
cuales contienen en su nucleo alguna de las formas glicosiladas 1(O-) o 2(0O+)
descritas anteriormente (Lam y col., 2011). Ademas, los genes migA y wapR
también son regulados de manera positiva y negativa, respectivamente, por el
sistema RhIR/RhII (Kocincova y col., 2012).
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Figura 4. Estructura del “core” del LPS de P. aeruginosa. Estructuras de las formas glicosiladas
1 y 2. Los azlcares no sefialados presentan una configuracién a. Los puntos representan
substituciones no estequiométricas o substituciones no presentes en todas las cepas. Los genes
sefialados estan relacionados o se sospecha su relacion el los eventos enzimaticos de biosintesis
y los asteriscos denotan la existencia de evidencia experimental. migA, a-1-6-ramnosiltransferasa;
wapH; probable glicosiltransferasa de Glc"; waaP, LPS cinasa; wapG; probable glicosiltransferasa
de GalN; waaF; heptosiltransferasa IlI; waaC, heptosiltransferasa |I; waaA; Kdo transferasa; wapR,
a-1-3-ramnosiltransferasa. Ala, alanina; Cm, grupo carbamoil; Etn, ethanolamina; GalN, 2-amino-2-
deoxi-galactosa; Glc, glucosa; Hep, L-glicero-D-mano-heptosa; Kdo, &cido 3-deoxi-D-mano-octo-2-

ulosonico; Rha, ramnosa. Modificado de King y col., 2009.

1.5. Regulacion dependiente de RhIR y 6°

El regulador RhIR activa la expresion de los genes diana cuando esta unido a Cy-
HSL y reconoce a una secuencia de DNA denominada caja las (Medina y col.

2003; Soberdon-Chavez y col., 2005). Las cajas las estan conservadas y pueden
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ser reconocidas tanto por RhIR como por LasR (Whiteley y Greenberg, 2001), con
distinta afinidad y de manera dependiente de la secuencia (De Kievit y col., 2002;
Schuster y Greenberg, 2007). LasR interactlia con su secuencia blanco solamente
en presencia de 30-Ci,-HSL (Kiratisin y col., 2002). RhIR, por el contrario, puede
unirse a su secuencia blanco en presencia y ausencia de C4-HSL y actuar como
represor o activador, respectivamente (Medina y col., 2003c). Las cajas las (Tabla
2) de los genes regulados por LasR presentan una secuencia consenso sNNCTN,
CNs.dAGNN3 (nucledtidos invariables en negrillas) (Whiteley y col., 1999; Medina y
col., 2003a; Gilbert y col., 2009; Croda-Garcia y col., 2011; Wurtzel y col., 2012).
Se ha propuesto que los genes regulados por RhIR o por LasR contienen cajas las
con un consenso sNNCTN3AN4TN3AGNN3 (nucleédtidos invariables en negrillas)
(Whiteley y Greenberg, 2001; Soberon-Chavez y col., 2005a) u otro concenso
propuesto recientemente sNNCTNCCNsTN3AGNN3 por Wurtzel y colaboradores
(2009). Adicionalemente, Schuster y Greenberg (2007) hicieron un analisis in silico
de genes regulados directamente por RhIR y reportaron la existencia de cajas las
con una secuencia atipica sN,CTNCCAGN,TTNGNAGNS3 (nucledtidos invariables
en negrillas) (Tabla 2); sin embargo, no se ha demostrado experimentalmente su

funcionalidad.

Tabla 2. Relacion de las cajas las y los genes regulados por los sistemas las y rhl.

Gen caja las’ Regulacién® Referencia
rsalL AACTAGCAAATGAGATAGAT L De Kievit et al., 1999
gsc-104(PA2592) AACTACCAGTTCTGGTAGGT L Whiteley et al., 1999
lasl ATCTATCTCATTTGCTAGTT L Seed et al., 1995
lasA TACTGGAAAAGCTGATAGTT L Toder et al., 1994
lasB OP2 ACCTGCTTTTCTG-CTAGCT L Rust et al., 1996
rhiR-1 ATCTGCGCGCTTG-ACAGCG L Medina et al., 20032
rhiIR-2 CCCTCGCCCCACGACCAGTT L Medina et al., 20032
rhiR-3 TGCTGGCATAACAGATAGGG L Croda et al., 2011
rhiG ATCTGTGCATTGCCGCAGTA L Campos et al., 1998
mvfR CGCTAACAAAAGACATAGGT L Xiao et al., 2006
PA0572 CAACCAGAACAGATAG L Wurtzel et al., 2012
PA2384 CTATCAGATCTGATGG L Wourtzel et al., 2012
PA2069 CGACCAGATCTGGCAG L Waurtzel et al., 2012
PA1784 CTATCCGTTCTGGGAG L Waurtzel et al., 2012
PA1221 CTACCAATTCTCATAG L Wurtzel et al., 2012
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cbpD CCGTCACATTTGGTAG L Wourtzel et al., 2012

chiC CTGCCAATTGTGGTAG L Wurtzel et al., 2012

Irs1 sRNA CTGTGAGATCTGGGAG L Wurtzel et al., 2012

Irs2 sSRNA CTACCAAAACAGGTAG L Wourtzel et al., 2012

lecA TCCTGCATGAATTGGTAGGC LR Winzer et al., 2000

hcnA ACCTACCAGAATTGGCAGGG LR Pessiy Hass,2000

rhlA TCCTGTGAAATCTGGCAGTT LR Pearson et al., 1997
gsc-117(PA1869) CACTGCCAGATCTGGCAGTT LR Whiteley et al., 1999

lasB OP1 ACCTGCCAGTTCTGGCAGGT LR Rust et al., 1996

rhll CCCTACCAGATCTGGCAGGT LR De Kievit et al., 2002

phzA1 ACCTACCAGATCTTGTAGTT LR Whiteley et al., 1999
gsc-126(PA3327) ACCTAACAGATTTGTAAGTT LR Whiteley et al., 1999
gsc-132(phzS) CCCTACGCGGCCTTGGAGCC LR Whiteley et al., 1999

rhliS2b CAAGAATTGATCTGGCAGGT LR De Kievit et al., 2002

vgsR ACCTACCAGAACTGGTAGTT LR Li et al., 2007
gsc-1028A-13T  ACCTGCCAGGAATGGCAGGT LR Whiteley y Greenberg, 2001
phzM AACTACAAGATCTGGTAGGT LR Wourtzel et al., 2012

rmil ACCTACCAGATCTGGGGTTG R Aguirre-Ramirez et al., 2012
Spi{i% ‘c))ueSta n NNCTNCCAGNNTTNGNAGNN R Schuster y Greenberg, 2007

"Las letras resaltadas indican las bases invariables. “L, se refiere a la activacién del gen por
LasR/30-C,-HSL; R, se refiere a la activacién por RhIR/C4,-HSL y LR se refiere a la activacion por

ambos sistemas. Modificada de Soberén-Chéavez y col., 2005

El factor sigma alternativo de fase estacionaria (c° o o°%) en P. aeruginosa
participa en la regulacion del metabolismo celular para la formacion de
biopeliculas, la resistencia a antibioticos y la virulencia (Fujita y col., 1994; Hong y
col., 2005). Asimismo, o> afecta la respuesta QS (Whiteley y col., 2000) a través
de la regulacion de rhll. Ademas, los sistemas las y rhl presentan una regulacion
cruzada con RpoS; donde, aproximadamente, el 40% de lo genes de ambos
regulones se afectan positiva 0o negativamente por > (Schuster y col., 2004).
Particularmente, los genes rhlA, lasB y el operén hcnABC (responsable de la
produccién de acido cinahidrico, HCN) se expresan de manera dependiente a ¢~
(Schuster y Greenberg, 2007); mientras que lecA (lectina I) (Winzer y col., 2000) y
rhlIAB (Medina y col., 2003b) tienen, respectivamente, promotores dependientes o

parcialmente dependientes de c°.
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El mecanismo de regulacion y las secuencias consenso de los promotores

S principalmente han sido descritos en Escherichia coli

dependientes de o
(Hengge-Aronis, 2002; Typas y col.,, 2007). Ademas las secuencias de
reconocimiento se encuentran altamente conservadas en las Enterobacterias
(Chiang y Schellhorn, 2010). Los sitios preferenciales de unién de los factores ¢"°
y o> sobre los promotores que regulan se describen en la Figura 5. Para ¢'°, las
secuencias consenso -10 y -35 son similares entre los promotores de E. coli (caja -
10, TATAAT y caja -35, TTGACA) y P. aeruginosa (-10, TAtAAT y caja -35,
TTGaCc) (Dominguez-Cuevas y col., 2005). La selectividad de o° por sus
promotores depende principalmente de: a) una alta tolerancia a variaciones
menores de la secuencia consenso en comparaciéon de ¢’° que es mas restrictivo
y, b) elementos de reconocimiento alrededor de las secuencias consenso que

contra-seleccionan a ¢’° (Typas y col., 2007).
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Elementos  distales TUP:  estimulan Espaciador: o5 es mds compatible que o™

selectivamente la transcripcion  de los a promotores con espaciadores largos (17
promotores  dependientes de o los + Iph).
subtipos de elementos UP proximales no
son reconocidos por o, Compactadores A/T: elementos  que Discriminador rico en AJT:
y estimulan  la  actividad transcripeional, clemento conservado en los
localizados en las posiciones =29 a <25 v promotores dependientes de o,
-22a-18. aumentan la selectividad.
F F Y
Elemento UP -35 ext-10 -10 +1
AAWWWTCTTTT | NNAAAA -4 pb- TTGACA| -12pb- TRTG N TATAAT -5-8 pb- R Eo™

ARAWWWWTTTT -10 pb- tTGaCA |-10-14 pb- TRTK C TAYaCT Taa -2-5pb- R Ec®
{ideal W) (ideal W)

|

Caja -35: elementos menos conservados

en promotores dependientes de o
susceptibles a ser degenerados en su Caja -10: pueden poseer degeneracidn
minima: es usual en genes dependientes

de 0® v, por lo tanto, o es mds tolerante.

secuencia y localizacion.

Ci-13): etigueta de los promotores dependientes
de o*; proporciona selectividad.
Ti-14): aumenta la selectividad.
Gi-14): elemento que promueve la actividad

pero no influve en la selectividad.

Figura 5. Secuencia consenso para el reconocimiento por c"° y c°. En negrillas se sefialan las

% 0 6°. Los elementos de las

secuencias conservadas en los promotores dependientes de o
secuencias -35 y -10 de los promotores dependientes de ¢° estan indicados en itdlicas (las letras
minUsculas corresponden a los nucleétidos menos conservados). Los elementos subrayados, junto
con los elementos -10 y -35, contribuyen a la selectividad de c°. En las cajas se resumen las
funciones mas relevantes de cada elemento en los promotores. R, purinas (A/G); Y, pirimidinas

(TIC); K, ToG; W,Ao0T; M, Ao C. Modificada de Typas y col., 2007.
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2. ANTECEDENTES

Estudios anteriores de nuestro de investigacion mostraron que el operon rmIBDAC
presentaba una expresion basal durante la fase exponencial de crecimiento y que
dicha expresion aumentaba cuatro veces durante la fase estacionaria (Olvera,
2000). Los transcritos de rmIB en la mutante rpoS disminuyeron y la actividad
enzimatica de RmIC se vio afectada en el fondo genético rhlR. Dichos
experimentos sugerian una posible regulacién dependiente de la respuesta QS
sobre el operén rmIBDAC (Olvera, 2000). Asimismo, el gen rmIB se induce por la
respuesta QS en células planctonicas (Schuster y col., 2003) y en biopeliculas
(Wagner y col., 2003). Sin embargo, no existen otras evidencias experimentales

qgue confirmen la regulacion directa por el sistema rhl sobre el operén rmIBDAC.

Por lo cual, en el presente trabajo estudiamos los mecanismos de regulacién del
operdon rmIBDAC por la respuesta QS bajo condiciones de alta y baja produccion
de ramnolipidos. Se lograron identificar tres promotores, donde el promotor P2 se
induce en la fase estacionaria de manera dependiente a RhIR y o°. Asimismo,
este promotor presenta una caja las atipica funcional que es reconocida
anicamente por RhIR/C4-HSL. El trabajo es relevante por ser el primer reporte en

donde se identifica una caja las atipica, funcional y especifica para RhIR/ C4-HSL.
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3. HIPOTESIS

La expresion del operon rmIBDAC en condiciones de alta produccion de
ramnolipidos depende del sistema rhl en Pseudomonas aeruginosa.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General:

Determinar los mecanismos de regulacién del operon rmIBDAC en condiciones de

alta produccion de ramnolipidos por P. aeruginosa.

4.2. Objetivos Particulares:

- Determinar la expresion del operén rmIBDAC en medios de alta y baja
produccion de ramnolipidos (PPGAS y LB, respectivamente) y en los
fondos genéticos rhIR y rpoS a lo largo de la curva de crecimiento.

- Determinar el(los) inicio(s) de transcripcién del operén rmIBDAC.

- Determinar la funcionalidad de la caja las atipica.
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5. METODOLOGIA

5.1. Condiciones de cultivo.

Los experimentos partieron de preindculos crecidos en medio LB (0.1 % Bacto
triptona, 0.5 % extracto de levadura, 1 % NaCl, pH 7.0, Miller, 1992) a 37° C en
agitacion (225 rpm). Los preindculos se diluyeron a 0.1 DOggonm €n 30 ml de LB o
PPGAS (0.02 M NH4CI, 0.02 M KCI, 0.12 M Tris/HCI, 0.0016 M MgSO,, 0.5 %
glucosa, 1 % peptona, pH 7.2; Cheng vy col., 1970) e incubaron a 30° C 6 37° C en

agitacion constante. A lo largo de la curva de crecimiento se tomaron muestras

para determinar el crecimiento en unidades de densidad Optica y evaluar la

expresion a través de la actividad de B-galatosidasa. Las cepas y plasmidos

empleados en el presente trabajo se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 3. Lista de material biolégico.

Cepasy Genotipo y fenotipo Referencia
plasmidos
Cepa
Cepas silvestre de P. aeruginosa Hancock y
PAOL Carey, 1979
PAO1 (lasR::Tc) Gambello e
PAOR1 Iglewski, 1991
PAO1(ArhIR::Gm) Rahimy col.,
PAO1 (rhiR) 2001
PAO1 (rpoS::Gm) Medina y col.,
PAS1 2003b
PAO6359 PAO1 (rpoN::QQKm) I2-|0eg3rl|er y col
PAO1 (rhIR, rpoN) PAOL(ArhIR::Gm, rpoN::Km) Este trabajo
Plasmido
Vector para construccion de fusiones transcripcionales  Pearson y col.,
pLP170 con lacZ, contiene origenes de replicacion para E. coliy 1997
P. aeruginosa; Ap"
Derivado de pLP170 con la fusiéon rmiB::lacZ(1) (899 pb)  Cabrera-
RML-P1 gue rio arriba contiene un fragmento del gen PA5160, el  Valladares y col.,
P : gen de tRNA completo, la regién promotora y una porcion 2006
codificante de rmiB, Ap®
RML-2 Fusion rmIB::lacZ(2) derivada de pRML-P1 que contiene  Este trabajo
P la regién promotora completa de rmiB, Ap~.
Fusién rmiB::lacZ(3) derivada de pRML-P1 que contiene  Este trabajo
pRML-3 parte del gromotor rmIB donde se ubica la caja las

atipica, Ap".
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Derivado de pUCP18 que contiene el operén completo  Cabrera-

pRML-4 rmIBDAC (6.3 kb) regulado por su propio promotor, Ap® Valladares y col.,
2006
Derivado de pRML-P1 que contiene una sustitucion del  Este trabajo
pRML-P1(AA) dinucledtido GC por AA en la posicion 3y 4 de la caja las
atipica.
Derivado de pRML-P1 que contiene una mutacién  Este trabajo
pRML-P1(CC) (sustitucion del dinucledtido AA en las posiciones -89 y -

90 por CC) en la secuencia -10 del promotor P2.

Derivado de pRML-2 que contiene una mutacion  Este trabajo
pRML-2(CC) (sustitucion del dinucleétido AA en las posiciones -151 y -

150 por CC) en la secuencia -10 del promotor P3.

5.2. Cuantificacion de la actividad de B-galactosidasa.

La actividad de la enzima B-galactosidasa se determind de acuerdo al protocolo
modificado de Miller (1992). Brevemente, una alicuota (1 ml) del cultivo se
centrifug6é a 13,000 rpm por un minuto, la pastilla se resuspendié en un volumen
de amortiguador Z (0.06 M Na;HPO,.7H,0, 0.04 M NaH,PO4.H,0, 0.01 M KClI,
0.001 M MgSQy, 0.05 M B-mercaptoetanol, pH 7.0) y se volvio a centrifugar en las
mismas condiciones. La pastilla se resuspendio, un volimen de amortiguador Z y
se hicieron diluciones de la muestra en un volumen final de 1 ml del amortiguador
Z suplementado con SDS al 0.001 %. A cada dilucién se agregaron 10 ul de
cloroformo, se mezclaron con vortex e incubaron por 10 min a 28° C. Mas tarde,
se agregaron 200 ul de ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactopiranésido, 4 mg/ml), la
muestra se agitd con vortex e incubd bajo las mismas condiciones. Se tomoé el
tiempo hasta que la suspension se torné amarillenta y la reaccién se detuvo con
500 ul de Na,CO3 1 M. Posteriormente, se determiné la absorbancia de la muestra
a DO420nm Y DOssonm. Cada dilucién se hizo por triplicado. Para calcular la actividad
de B-galactosidasa (cantidad de ONPG hidrolizado por minuto por densidad

celular) se empleo la ecuacion de Miller:

1000 [ DO, — (DO, % 1.75) ]

Unidades Miller =
txXvx DO,

t = tiempo de reaccién (min).

v = volimen de la dilucién (ml).
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5.3. Manipulacién de acidos nucléicos y amplificaciones.

La manipulacion de los &cidos nucléicos y técnicas de clonacion se basaron en los
protocolos descritos por Sambrook y col., 1989. Los oligonucleétidos empleados
para la construccion de fusiones transcripcionales, secuenciacion y mutagénesis

dirigida se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos empleados en este estudio.

Oligonucleétido Secuencia (5'-3)
rmiB62 CGCCCGCGGCTGGTACCCGGCG
rmiBc CACTTCGAATAGAATTCCGGGTCA
rmiBm TGTCGCAAGCTTCGCCGGTATAG
rmiB+87 ACCACCGGCTCGTCATGCAG
laczr CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACG
lasllAA GGTCAGATGCACAAACCAGATCTGGG
lasllAA-r CCCAGATCTGGTTTGTGCATCTGACC
P210CC CCATTTTTCCCGTACTCCTCGTCGTCTTCACG
P210CC-r CGTGAAGACGACGAGGAGTACGGGAAARAATGG
P310CC GGCACTTCGAATACCATGCCGGGTCAGATGC
P310CC-r GCATCTGACCCGGCATGGTATTCGAAGTGCC

Las reacciones de amplificacion para las fusiones rmiB::lacZ(2) (392 pb) y
rmiB::lacZ(3) (551 pb) se emplearon las parejas de oligos rmIBc-rmiB62 (10 uM) y
rmIBm-rmIiB62 (10 uM), respectivamente. Las amplificaciones se hicieron con la
enzima Taq Pol (5 U/ul, PROMEGA) y apatir del DNA plasmido pRML-4 (100
ng/ml) (Tabla 3). Las reacciones de amplificacién se corrieron con el programa 94°
C por 5 min, 94° C por 45 s, 60° C por 45 s, 72° C por 1 min por 35 ciclosy 72° C
por 10 min finales.

5.4. Construccioén de las fusiones transcripcionales rmiB::lacZ.

Para la construccion de las fusiones transcripcionales rmiB:lacZ(2) vy
rmiB::lacZ(3), clonadas en los pladsmidos pRML-2 y pRML-3 (Tabla 3)
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respectivamente, los amplicones de 392 pb y 551 pb se purificaron a partir de
geles de agrarosa 1% en TAE 1X (solucion 10X, 0.4 M Tris-acetato, 0.010 M
EDTA, pH 8.2, 120 volts) con el kit QIAquik (QIAGEN) para productos de PCR.
Ambos fragmentos se digirieron con los cocteles enzimaticos EcoRI/Xhol y
Hindlll/Kpnl (PROMEGA) respectivamente y se clonaron en el vector de expresion
pLP170 con la T4 ligasa HC (Invitrogen). Todas la construcciones fueron
comprobadas por secuenciaciéon usando el oligo lacZr (Tabla 4) en las unidades
de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM y de la Universidad de

Texas en El Paso.

5.5. Transformacién bacteriana.

Para preparar las células competentes, las distintas cepas de P. aeruginosa se
crecieron en medio LB a 37° C con agitacion hasta 0.2 de DOgoonm. LOS cultivos se
enfriaron por 10 min a 4° C y se centrifugaron 5,800 rpm por 10 min en un rotor
SS-34 para Sorvall. Las células se lavaron dos veces con 0.5 vol de MgCl, 150
mM frio y se volvié a centrifugar. Finalmente se concentraron en 1/50 de voliumen

de una solucion MgCl, 150 mM mas glicerol 15%.

Se tomaron 20 ul de células competentes y se les agregaron hasta 100 ng de DNA
0 5 ul de reaccion de ligacion e incubaron en hielo por 1 h. Més tarde, se dio un
choque de calor a 37° C por 3 min y se incubaron nuevamente en hielo por 5 min
mas. Se agregd 1 ml de LB a las células e incubaron con agitacion a 37° C por 2
h. Las células se centrifugaron a 13,000 rpm por 2 min y la pastilla se resuspendi6
en 100 pl de medio LB. Finalmente, las células se sembraron en cajas de medio

LB (1.5 % agar) con ampicilina (200 ug/ml).

5.6. Busqueda de inicios de transcripcion.

Los inicios de transcripciéon se identificaron por la técnica de extension de primero

(“primer extension”). Los transcritos de las distintas cepas se purificaron con el kit

20



RNesay (QIAGEN) de acuerdo al protocolo para bacterias Gram-negativas. El
oligo fue marcado con [y*P] ATP [3000 Ci/mmol, Perkin Elmer Life Science]
usando la T4 polinucledtido cinasa (Amersham GE Life Science). La reaccion de
RT-PCR se llevé a cabo usando el oligo rmIB+87 (Tabla 4) y la transcriptasa
reversa SuperScrip 11l (200 U/ul, Invitrogen) a 55°C. La reaccién de secuencia se
llevé a cabo con el kit “fmol DNA Cycle Sequencing System” (Promega) usando
como templado el plasmido pRML-4 y el oligo rmIB+87. Los geles de 10% de

poliacrilamida y 42 % de urea se corrieron a 35 watts por 12 h.

5.7. Mutagénesis dirigida.

Las mutaciones puntuales de los plasmidos pRML-P1(AA), pRML-P1(CC), y
pRML-2(CC) se construyeron usando el kit de mutagénesis sitio dirigida
QuikChange II XL (Stratagene) y las parejas de oligos lasllAA/lasliAAr,
P210CC/P210CCr y P310CC/P310CCr (Tabla 4), respectivamente. Las

mutaciones se comprobaron por secuenciacion con el oligo lacZr.

5.8. Transduccién de la mutacién rpoN.

La construccién de la cepa PAOL(rhIR,rpoN) se llevé a cabo usando el fago E79
tv-2 de acuerdo al método de Morgan (1979). La cepa donadora PAOL(rhIR) se
crecio en 20 ml de medio LB a 37° C, 225 rpm por 18 h. La propagacion se hizo
colocando 1 vol del bacteriéfago (1x10° UFP/ml) mas 1 vol de células (1x10°
UFC/ml) en presencia de CaCl, 10 mM. La mezcla se incubd a temperatura
ambiente por 15 min y se agregdé a 3 ml de LB agar (0.8 %) lo cual se vacio sobre
cajas de LB agar (1.5 %) e incubd a 37° C por 16 h. Mas tarde se agrego a la
superficie de la caja 4 ml de amortiguador TMN (0.1 M NaCl, 0.05 M MgCl,, 0.1 M
Tris-HCI, 0.05 % Tween 20, pH 7.5) y se raspo la superficie para recuperar la capa
de agar suave con los fagos. El raspado se mezclé y centrifugd a 4500 rpm por 15
min y se recuperoé el sobrenadante, se agregaron ademas 300 ul de cloroformo y

se almacend a 4° C.
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La transduccién del fago E79 tv-2(rhIR) se hizo mezclando distintos voliumenes del
fago a una concentracién de 1x10° UFP/ml con 100 pl (5x10® UFC/mI) de células
de la cepa receptora PAO6359. La incubacion se hizo en presencia de CaCl, 10
mM por 15 min sin agitacién a 37° C. Dicha mezcla se lavo dos veces con 1 ml de
amortiguador TMN vy plated en cajas de LB suplementadas con kanamicinia (75

ug/ml) y gentamicina (200 pg/ml).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. La expresioén del operéon rmIBDAC depende de RhiIR 'y co.

Para explorar el promotor del operon rmIBDAC se hizo un andlisis in silico de la
region intergénica (384 pb) de los genes PA5160 y rmIB del genoma de PAOL1 (Dr.
Ramirez-Romero, Centro de Ciencias Genomicas, UNAM). En la Figura 6 se
muestran las diversas secuencias regulatorias putativas que presentaron valores
de probabilidad altos (“score”). Dichas secuencias corresponden a consensos para
los reguladores NarL, FleQ, RhIR o LasR (caja las I, caja las Il atipica y caja las
[II). Asi como las secuencias promotoras y codificantes de un tRNA y otros

posibles promotores.

4 CCGACCTGCCCCCCGACCAGATCGCCGACGGCTCCEECCTEGCCACCTTCCTGCGCACCCTCGRE
GGCAGCTTCGCCGCCTCGCTGACCACCTGGATCTGGCACCGCCGCGCCACCCAGCACACGCCTAC
CTCAGCGAAARCATCAGCCTCTACGACCCGGCCACCCACGAAACCCTCGCCCAGCTCGGCGGCAA
CACCCAGGCGAACGCGGCGCTGCTCGACCGGATGGTGCAGAGCCAGGCCTACATGATGTCCACCA
TCGACTACTTCACCATGCTCGGCTGGCTGTTCCTCGCCCTGCTGGTGATCATCTGGCTGGCCCGC
CCGCCGTTCGGCGCCAAGCCCGGECGCGGCCGCCTCCGGGCACTGAGGACGALACGGCATTCGGGCA
NarL
GGAARAATCAGTGGTTTACTCCTGGCGGCGGCTGGCTATAATGTCGCCCTCTTCGCCGGTATAGCT
=35 =10
CAGCTGGTAGAGCAACTGACTTGTAATCAGTAGGTCCCGGEGTTCGACTCCTGGTGCCGGCACCAT
caja las I
GAATCCCGRAARAGCCCCGCCTCGCGCGGGGCTTTTTGTTTTATCCTGCTTCCTTTICTACCCAGTG
caja las II -10
ATGGCACTTCGAATAGAATGCCGGGTCAGATGCACCTACCAGATCTGGGGTTGGCAGGATCGCCA
-35 caja las III
TTTTTCCCGTACTAATCGTCGTCTTCACGATCGATTGGTACACCTTGGCGGGACGTGTCGAAGCA
FleD

GCCCTACGGACAACCACTGCTTGAACAAGGTATGACTCATGACGATTCTCGTGACCGGCAGCGCC
GGCTTCATCGGCGCCAATTTCGTGCTCGACTGGCTGGCCCTGCATGACGAGCCGGTGGTCAGCCT
CGACAARGCTCACCTACGCCGGCAACCGGCAGARACCTCGCCAGCCTCGACGGCGACGCCCGGCALCA
CCTTCGTCGCCGGCGATATCGGCGATAGCCAGCTGGTAGCCCGCCTGCTCGCCGAGCACCAGCCG
CGGGCGATCCTCAACTTCGCCGCGGAATCCCATGTGGACCGCTCGATCCACGGCCCCGAGGALCTT
CATCCAGACCARACA

PA5160

PA5160.1

}

miB

Figura 6. Secuencia intergénica entre PA5160 y rmIB. Las secuencias codificantes y la direccion
de los genes se sefialan en gris claro. Las letras subrayadas indican las cajas -10 y -35 putativas.
Las cajas las putativas se indican en negrillas y en gris oscuro se sefialan las cajas de otros

posibles reguladores. La secuencia se obtuvo de la base de datos http://www.pseudomonas.com.
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Tales elementos regulatorios podrian participar en la regulacion de la expresion
del gen rmIB; por lo que clonamos distintas fusiones transcripcionales (Figura 7) y
cuantificamos su expresion en diferentes fondos genéticos, a través de la actividad

de B-galactosidasa.

384 pb

P2
P3 P1

PA5160 PA5160.1 rmiB::lacZ )

P2

P3 P1

PAS5160.1 rmiB::lacZ

G

P2

rmiB::lacZ >

Figura 7. Fusiones transcripcionales rmiB::lacZ. a) Fusion rmiB:lacZ(1l) presente en el
plasmidos pRMLP-1; b) fusion rmiB::lacZ(2) presente en el plasmidos pRML-2; c) fusion
rmIB::lacZ(3) presente en el plasmido pRML-3 (Tabla 3). Los inicios de transcripcion se indican con
flechas negras. Los inicios P1 y P2 se identificaron por “primer extensién” (Figura 9) y el inicio P3
putativo se asume por los datos de actividad presentados en la Figura 12. La posicion de las cajas

las se sefiala en lineas negras.

Se sabe que la produccién de ramnolipidos aumenta en la fase estacionaria
(Zzhang y Miller, 1994; Dekimpe y Deéziel, 2009). Esta produccion depende

directamente del aumento en la expresion de rhiR (Medina y col., 2003c; Ochsner
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y col., 1994), rhlAB (Ochsner y col., 1994) y rhiC (Rahim y col., 2001). Es probable
que un aumento en la expresion del operon rmIBDAC pudiera contribuir, ademas,
en la induccion de la sintesis de ramnolipidos (Olvera, 1994). Por tal motivo,
decidimos evaluar la expresion de las distintas fusiones en medio PPGAS (Cheng
y col., 1970), el cual es bajo en fosfatos y favorece dicho aumento (Zhang y Miller,
1994).

Las fusiones transcripcionales rmiB::lacZ(1), rmiB:lacZ(2) y rmiB:lacZ(3)
mostraron una expresion constitutiva durante la fase exponencial de crecimiento
(Figura 8a,b, y c) en el fondo genético de la cepa silvestre. Todas las fusiones
aumentaron su expresion hasta tres veces los niveles basales a las 10 h de
cultivo; dichos niveles se mantuvieron altos a tiempos largos de la fase
estacionaria. La fusion rmiB::lacZ(2) se contruy6é debido a que los reultados de
Olvera (2000) indicaban que el inicio de transripcion se encontraba en la region
promotoral del gen PA5160.1, el cual no se habia identificado entonces. Sin
embrago, las fusiones rmiB::lacZ(1) y la fusion rmiIB::lacZ(2) presentaron un patrén
similar de expresion entre si en los fondos genético silvestre y rhiR". Esto indica
que la expresion del gen PA5160.1 no afecta la regulacion del operon rmiIBDAC.
De manera independiente, la fusion rmiB::lacZ(3) presentd una expresion diez
veces menor en sus niveles basales y en su induccion durante al fase estacionaria
comparado con las dos fusiones mencionadas anteriormente. Los datos sugieren
que todos los elementos regulatorios del gen rmIB se encuentran rio abajo de la
base -196, justo donde termina el gen tRNA-Thr (PA5160.1). Adicionalmente se
puede concluir que algunos de los elementos regulatorios necesarios para la
induccion durante al fase estacionaria se conservan en al fusién rmiB::lacZ(3) y

son dependientes de RhIR (ver mas adelante).

En el fondo genético rhIR la induccion de la expresion de todas las fusiones
durante la fase estacionaria se vi6 afectada; no asi la expresion basal. Por lo
tanto, los datos sugieren que el operén rmIBDAC podria estar regulado

positivamente por RhIR/C4,-HSL durante la fase estacionaria. Asimismo, el
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aumento de la actividad transcripcional de la fusiones estudiadas se podria
correlacionar con la induccion de la sintesis de ramnolipidos al inicio de la fase
estacionaria (Dekimpe y Déziel, 2009), mientras que la expresién basal coincide
con la produccion de LPS a lo largo de la curva de crecimiento.

A través de ensayos de “primer extension”, se determinaron dos inicios de
transcripcion (Figura 9a) del operén rmIBDAC. El promotor P1 corresponde al sitio
de inicio de la transcripcion localizado en la base -28 a partir del inicio de
traduccibn y presenta secuencias consenso de reconocimiento para o>
(GGACGTGTCGAAGCS;, los sitios -12 y -24 se indican en negrillas), ubicadas 12
pb rio arriba de P1 (Figura 9b). El transcrito a partir de P1 se expresa en las fases
exponencial (0.6 DOgoonm) Yy estacionaria (1.5 DOgoonm) de crecimiento y fue
detectado en los fondos genéticos PAOL(rhIR) y PAO1(rpoS). Por lo tanto su
expresion es independiente de los reguladores RhIR y o°. Es probable que el
promotor P1 sea responsable de la expresién basal en todas las fusiones (Figura
8); la misma que no se afecta por los reguladores RhIR y o> (Figura 8a). La
regulacion directa de ¢°* sobre la expresién del gen rmIB se evalué a través de la
actividad transcripcional de la fusion rmiB::lacZ(1) en los fondos genéticos rpoN" y
rhIRrpoN" (Figura 10). Sin embargo, bajo las condiciones estudiadas no se detect6
efecto algunos sobre dicha expresion basal y la induccion del operon rmIBDAC en

la fase estacionaria.

26



Ea 50
— = 1.0
Eé 5340
= E
= £ Zaw :
w
> = 320 01 ©
E o o O
5 S 10
o+ r r T T 0.0
0 5 10 15 20 25
hours
C
. F 1.0
= ® PAO1
X £ W PAO1L(rhiR)
£ 2 A PAS1
= 01 O
g
=
L] LI LI GG
0 5 10 15 20 25

hours

Figura 8. Expresion de las fusion rmIBDAC::lacZ en distintos fondos genéticos. a) Fusion
rmiB::lacZ(1) clonada en el plasmido pRMLP-1; b) fusion rmiB::lacZ(2) clonada en el plasmido
pRML-2; ¢) fusion rmiB::lacZ(3) clonada en el plasmido pRML-3. Los fondos genéticos que indican
los simbolos se describen en la Tabla 3. Actividad de B-galatosidasa en simbolos cerrados;
crecimiento en simbolos abiertos. Los resultados son el promedio de al menos tres experimentos
independientes.
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Figura 9. Caracterizacion de la region promotora del operén rmIBDAC. a) Identificacion de los
sitios de inicio de transcripcion por ensayos de “primer extension” en los fondos genéticos de PAO1
(P), rhIR” (R) y rpoS™ (S). Carriles 1, muestras de RNA tomadas en la fase exponencial (0.6
DOgoonm); carriles 2, muestras de RNA tomadas en la fase estacionaria (1.5 DOggonm). LOS carriles
G, A, T, C indican la secuencia de referencia. b) Representacion de la regiéon promotora del operén
rmIBDAC. Los inicios de transcripcion (P1, P2 y P3) se indican con flechas negras; los sitios de
reconocimiento de la RNA polimerasa (-10 y -35 o -12 y -24) se subrayaron; la caja las atipica se
indica en negrillas. El sitio de inicio del promotor P3 no fue detectado por “primer extension” por lo

gue es sefialado con un signo de interrogacion.
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Figura 10. Efecto de rpoN sobre la expresion del operon rmIBDAC. Los simbolos cerrados
sefialan la actividad de B-galactosidasa, los simbolos abiertos indican el crecimiento. Los fondos
genéticos que indican los simbolos se describen en la Tabla 3. Los resultados son el promedio de
al menos tres experimentos independientes.

El promotor P2 se localiza en la base -80 pb a partir del inicio de traduccion
(Figura 9b) y contiene una caja -10 (sTACTAAz) a 7 pb rio arriba, separada por
18 pb de la caja -35 (sTTGGCAg3). El transcrito que inicia en P2 no fue detectado
por “primer extension” en los fondos genéticos rhIR™ y rpoS™ (Figura 9a), lo cual
sugiere una regulacion positiva por las proteinas codificadas por ambos genes.
Las secuencias putativas -35 y -10 propuestas para el promotor P2 cumplen con
otros elementos consenso de reconocimiento para o> (Figura 5) que transcribe
preferencialmente promotores con cajas -10 y -35 especiadas por 17 pb + 2 pb

(Figura 5) (Typas y col., 2007), lo que sugieren un a regulacion directa.
A través mutagénesis dirigida sustituimos las bases AA por CC de la caja -10 del

P2 en la fusion rmiB::lacZ(1) y evaluamos su actividad transcripcional (Figura 11).

La mutacion mencionada provoco la pérdida de la induccion en la fase
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estacionaria; incluso los niveles de expresion de la mutante resultaron por debajo
de los niveles basales observados en el fondo genético rhIR". Los datos anteriores
indican que el promotor P2 es el mayor responsable de la induccion del operén
rmIBDAC durante la fase estacionaria (Figuras 8 y 9a) y su expresion depende
parcialmente de RhIR y ¢°. Sin embargo, debido a que los niveles de expresién de
la mutante en la caja -10 del promotor P2 se encuentran por debajo de la
expresion basal observada en las mutantes rhIR y rpoS, concluimos que este
promotor ademas de inducirse por el regulador transcripcional RhIR y por la RNA

polimerasa con el factor o°

, tiene una expresion constitutiva por la RNA
polimerasa con el factor ¢’ que es la que contribuye a la mayor parte de la

expresion basal de este promotor (Figura 11).
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Figura 11. Expresion de las mutantes en la caja -10 del promotor P2 y la caja las atipica del
operon rmIBDAC. Expresién del plasmidos pRML-P1 y sus mutantes derivadas pRML-P1(AA) (en
la caja las atipica) y pRML-P1(CC) (en la secuencia -10 del promotor P2) (Tabla 3) a diferentes
tiempo del crecimiento. Barras negras, expresion del plasmido pRML-P1 en el fondo de la cepa
PAOL; barras grises y blancas, expresion del plasmidos pRML-P1(AA) en los fondos de las cepa
silvestre y PAOL(rhIR); barras rayadas, expresion del plasmidos pRML-P1(CC) en la cepa silvestre.
Los datos son el promedio de tres experimentos independientes.
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Figura 12. Expresion de la mutante -10 del promotor P3 en el fondo genético rhIR. La
expresion del plasmido pRML-2 (barras blancas y rayadas) y su mutante derivada pRML-2(CC)
(barras gises y negras) en los fondos genético de las cepas PAOl y PAO1(rhiR) (Tabla 3),

respectivamente. Los datos son el promedio de tres experimentos independientes.

El analisis in silico mostré un promotor putativo (P3) que se localiza 140 pb rio
arriba del inicio de traduccion. Este contiene secuencias -10 (sTAGAAT3) y -35
(sTCTACCj3) separadas por 18 pb (Figura 6). Para evaluar si dicho promotor es
funcional, mutamos los nucleétidos AA por CC de la caja -10 en la fusion
rmiB::lacZ(2) y cuantificamos su actividad transcripcional en los fondos genéticos
silvestre y rhIR (Figura 12). El efecto de la mutacion sobre la caja -10 del promotor
P3 solo fue evidente en ausencia de RhIR. Es posible que RhIR pudiera estar
jugando un papel represor sobre el promotor P3 en la cepa silvestre a tarvés de la
caja las | (Figura 6), de manera semejante a la regulacion del operén rhlAB
(Medina y col., 2003c). Sin embargo, en ninguno de los ensayos de “primer
extension” se pudo determinar su inicio de transcripcion, aun en ausencia de rhiR.
Por lo tanto, los promotores P3 y P1 pudieran estar relacionados con la expresion
basal del operén rmIBDAC necesaria para la produccion de dTDP-L-ramnosa que
garantice la sintesis de LPS de manera independiente a RhIR; aunque como se
menciond, esta expresion basal parece provenir en su mayoria del promotor P2
(Figura 11).
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6.2. La caja las atipica es funcional.

A través del analisis in silico, se identific6 una caja las Il atipica
sACCTACCAGATCTGGGGTTGgy (Figura 6) (en negrillas se sefialan los sitios de
coincidencia con los consensos para cajas reconicidad por RhIR propuestos por
Schuster y Greenberg, 2007 y en cursiva los propuestos por Wurtzel y col. 2012
para ). Esta caja se ubica en la 44.5 pb rio arriba del inicio del promotor P2. Para
demostrar su funcionalidad, por mutagénesis dirigida, sustituimos las bases CT
por AA de las posiciones 3 y 4, en la secuencia en la fusién rmiB::lacZ(1). La
expresion de la mutante disminuyd en el fondo genético de la cepa silvestre y de
manera dramatica en el fondo rhIR" (Figura 11). Los datos indican, entonces que la

caja las atipica es funcional.

Es posible que la caja las | (Figura 6), identificada in silico, sea funcional, debido a
que contiene los elementos que LasR reconoce @ tipicamente
(TGCTTCCTTTCTACCCAGTG3, las negrillas indican las bases consenso)
(Gilbert y col., 2009). Existen evidencias sobre genes que presentan promotores
con multiples cajas las especificas para LasR (Gilbert y col., 2009 y Wurtzel y col.,
2012). El arreglo genético del operén rmIBDAC analizado in silico nos sugiere un
promotor con mdltiples cajas las; sin embargo, esto no fue abordado

experimentalmente.

Para demostrar que la caja las Il atipica se regula directamente por RhIR, se
hicieron ensayos de expresion heterdloga en E. coli con la fusion rmiB::lacZ(3)
(Figura 3, Anexo |, Aguirre-Ramirez y col.,, 2012). Dicha construccion sélo se
indujo en presencia de la proteina RhIR y C4-HSL. LasR no tuvo efecto sobre su
expresion aun cuando el medio fue suplementado con 30-C;,-HSL. Los datos
sugieren que RhIR es el regulador responsable de la induccion del promotor P2 y

que dicha activacion es dependiente de C4-HSL.
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Adicionalmente, se hizo una construccion artificial cromosomal en E. coli, que
contenia a la caja las Il atipica flanqueada por las secuencias -10 (s TATAAT3) y -
35 (s TTGACA3) consenso de los promotores transcritos por la RNA plimerasa que
tiene el factor ¢’° y fusionada al gen reportero lacZ (Tabla 2, Anexo |, Aguirre-
Ramirez y col.,, 2012). Esta fusidbn se expres6 de manera constitutiva y fue
reprimida al cincuenta porciento en presencia de RhIR o RhIR-C4,-HSL. En
condiciones de sobreexpresion de LasR y aun en presencia de 30-C;,-HSL no se
observd efecto alguno. Por lo tanto, la caja las atipica es reconocida
especificamente por RhIR y RhIR/C4-HSL. Este es el primer trabajo que demuestra
la existencia de una secuencia de reconocimiento especifica para RhIR que no

une de manera detectable al complejo LasR/30-C;,-HSL.

El analisis in silico mostré un promotor putativo (P3) que se localiza 140 pb rio
arriba del inicio de traduccion. Este contiene secuencias -10 (sTAGAAT3) y -35
(sTCTACCj3) separadas por 18 pb (Figura 6). Para evaluar si dicho promotor es
funcional, mutamos los nucleétidos AA por CC de la caja -10 en la fusion
rmiB::lacZ(2) y cuantificamos su actividad transcripcional en los fondos genéticos
silvestre y rhIR" (Figura 12). El efecto de la mutacion sobre la caja -10 del promotor
P3 solo fue evidente en ausencia de RhIR. Es posible que RhIR pudiera estar
jugando un papel represor sobre el promotor P3 en la cepa silvestre a través de
las cajas las | (Figura 6), de manera semejante a la regulacion negativa del operén
rhlAB (Medina y col., 2003c). Sin embargo, en ninguno de los ensayos de “primer
extension” se pudo determinar su inicio de transcripcion; aun en ausencia de rhiR.
Por lo tanto, los promotores P3 y P1 estarian mas relacionados con la expresion
basal del operén rmIBDAC necesaria para la produccion de dTDP-L-ramnosa que
garantice la sintesis de LPS de manera independiente a RhIR.
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6.3. La induccion del operéon rmIBDAC es independiente del medio de cultivo

y la temperatura.

Adicionalmente, evaluamos la expresiéon del oper6on rmIBDAC bajo distintas
condiciones de cultivo. En medio PPGAS a 30° C (Figura 13a), de alta produccion
de ramnolipidos no se observé la induccién de la expresion durante la fase
estacionaria detectada a 37° C (Figura 13b); ademas, los niveles de actividad
transcripcional fueron semejantes en las cepas silvestre y PAO1(rhIR). En el fondo
genético rpoS’, la expresion se redujo 0.5 veces y tampoco se observo induccion a
tiempos largo de la fase estacionaria. Datos generados por el grupo de trabajo de
la Dra. Soberdn sugieren que la induccion de la expresion del operon rmIBDAC, y
otros genes regulados por RhIR, se origina por un aumento en la produccion de
RhIR a 37° C. Dicho aumento se debe a una regulacién postranscripcional (datos
no mostrados, comunicacion personal Victoria Grosso-Becerra) del transcrito
policistronico rhIABR (Croda-Garcia y col. 2011). El aumento de RhIR induciria
ademas la expresién de los genes biosintéticos de ramnolipidos durante la fase
estacionaria (operon rhlAB) y, en consecuencia, la produccién de ramnolipidos
(Ochser y col., 1994; Medina y col., 2003b).
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Figura 13. Actividad transcripcional de la fusion rmIB::lacZ(1) en distintas condiciones de
cultivo. Las cepas se crecieron en medio PPGAS a 30° C (a) y 37° C (b) y medio LB a 37° C (c).
Los fondos genéticos que indican los simbolos se describen en la Tabla 3. Actividad de pB-
galatosidasa en simbolos cerrados; crecimiento en simbolos abiertos. Los datos son el promedio
de al menos tres experimentos independientes.
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Figura 14. Identificacion de los inicios de transcripcion del promotor de rmIB en distintos
medios de cultivo y temperaturas. Se indican los carriles con los productos obtenidos con el
RNA de las cepas PAO1/pRMLP-1 y PAO1(rhIR)/pRMLP-1. Ambas cepas se crecieron a 37° C en
PPGAS (P) o LB (L). Las muestras se obtuvieron a 0.6 (1) y 1.5 DOggonm (2) de crecimiento. Las

flechas indican los sitios identificados.

La induccion de la expresion del operon rmIBDAC en un medio de baja produccion
de ramnolipidos (medio LB; Ochsner y col.,, 1994) sucede desde las 6 h de
crecimiento (Figura 13c); sin embargo, ésta solo es 0.5 veces mayor que la
expresion basal. En ambos medios, LB y PPGAS, la expresion del promotor P2
depende de RhIR (Figura 14) y dicha regulacion es independiente de la fase de
crecimiento segun los resultados de “primer extension”. Debido a que que la
produccion de ramnolipidos es muy baja en LB y nula a las 6 h de crecimiento
(s6lo se detecta en la fase estacionaria tardia de crecimiento) pudiera ser que el
transcrito del operon rmIBDAC esté regulado postranscripcional o
postraduccionalmente en condiciones de baja produccion de ramnolipidos y de

manera independiente a RhIR.
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7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo demostramos que el operon rmIBDAC se expresa
constitutivamente durante la fase exponencial de crecimiento y aumenta su
expresion durante la fase estacionaria. Esta induccién se observo en dos medios
de cultivo distintos y a distintos tiempos: en la fase estacionaria tardia en medio de
alta produccién de ramnolipidos (medio PPGAS) y en la fase estacionaria
temprana en medio de baja produccion (medio LB). Esta induccion de la expresion
en la fase estacionaria es dependiente de RhIR, ¢° y la temperatura (sélo se
induce a 37° C).

La expresion del operdon se da a partir de tres promotores. ElI promotor P1 es
responsable de la expresion basal del operon, el cual no modifica su actividad
transcripcional a lo largo de la curva de crecimiento. Dicho promotor se regula de
manera independiente a RhIR y ¢°. A pesar del que el promotor P1 contiene

secuencias consenso para o

, no fue posible demostrar su efecto bajo las
condiciones estudiadas. EIl promotor P2 es el responsable de la induccion durante
la fase estacionaria y es parcialmente dependiente de los reguladores RhIR y ¢°.
El promotor P2 presenta una caja las atipica que es reconocida especificamente
por RhIR. Este regulador se puede unir a la caja las atipica en presencia y
ausencia del autoinductor C4-HSL. La caja las atipica es funcional y regula la
expresion del operén rmIBDAC a través del complejo RhIR/C4-HSL. Este es el
primer trabajo donde se identifica una secuencia funcional de reconocimiento
especifico para RhIR. Adicionalmente, se indentifico la actividad transcripcional de

un tercer promotor P3, el cual es funcional solo en ausencia de RhIR.

Finalmente, la sobre expresion del operon rmIBDAC favoreceria la sobre
produccion dTDP-L-ramnosa en la fase estacionaria de manera dependiente a la
respuesta QS a través del reguldn rhl. Los genes rhlAB y rhiIC, pertenecen a dicho
reguldn y, en conjunto, favorecerian la produccién de ramnolipidos durante la fase

estacionaria.
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8. PERSPECTIVAS

Determinar el efecto de la temperatura sobre la expresion del operdén
rmIBDAC.

Identificar las secuencias regulatorias dependientes de ¢* en el promotor de

rmiB.

Determinar el sitio de inicio del promotor P3.

Demostrar si la caja las | identificada in silico es funcional, si es reconocida

por RhIR y/o LasR y si tiene un efecto sobre la expresion del promotor P3.

Determinar las condiciones regulatorias del promotor P1 de rmiB,

identificando si es dependiente de ", como sugiere la secuencia.
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rhamnose biosynthetic enzymes, is regulated by the quorum-sensing
transcriptional regulator RhIR and the alternative sigma factor ¢°. Marisela Aguirre-
Ramirez, Gerardo Medina, Abigail Gonzélez-Valdez, Victoria Grosso-Becerra y
Gloria Soberdon-Chavez. Microbiology (2012) 158, 908-916.

47



Microbiology (2012), 158, 908-916

DOI 10.1099/mic.0.0564726-0

Correspondence
Gloria Soberon-Chavez
gloria@biomedicas.unam.mx

Received 14 September 2011
Revised 2 January 2012
Accepted 13 January 2012

The Pseudomonas aeruginosa rmIBDAC operon,

encoding dTDP-L-rhamnose biosynthetic enzymes,
is regulated by the quorum-sensing transcriptional
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Pseudomonas aeruginosa produces as biosurfactants rhamnolipids, containing one (mono-
rhamnolipid) or two (di-rhamnolipid) L-rhamnose molecules. The rhamnosyltransferase RhiB
catalyses the synthesis of mono-rhamnolipid using as precursors dTDP-L-rhamnose and 3-(3-
hydroxyalkanoyloxy)alkanoic acids (HAAs) produced by RhIA, while the rhamnosyltransferase
RhIC synthesizes di-rhamnolipid using mono-rhamnolipid and dTDP-L-rhamnose as substrates.
The Las and Rhl quorum-sensing systems coordinately regulate the production of these
surfactants, as well as that of other exoproducts involved in bacterial virulence, at the
transcriptional level in a cell density-dependent manner. In this work we study the transcriptional
regulation of the rm/IBDAC operon, encoding the enzymes involved in the production of dTDP-L-
rhamnose, the substrate of both rhamnosyltransferases, RhIB and RhIC, and also a component of
P. aeruginosa lipopolysaccharide. Here we show that the rm/BDAC operon possesses three
promoters. One of these transcriptional start sites (P2) is responsible for most of its expression
and is dependent on the stationary phase sigma factor ¢° and on RhIR/C4-HSL through its
binding to an atypical ‘las box'.

INTRODUCTION

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human patho-
gen that causes serious nosocomial infections. The secretion
of numerous toxic compounds and hydrolytic enzymes that
are involved in its pathogenicity is coordinately regulated at
the transcriptional level by the so-called quorum-sensing
response (QSR) (von Bodman et al, 2008; Williams &
Camara, 2009). These exoproducts include proteases,
phospholipase C, exotoxins, pyocyanin and rhamnolipids
(Lazdunski et al., 2004; Williams & Camara, 2009).

In liquid culture, P. aeruginosa mainly produces two forms of
rhamnose-containing glycolipid biosurfactant: rhamnosyl-f3-
hydroxydecanoyl-f-hydroxydecanoate (mono-rhamnolipid)

tPresent address: Departamento de Ciencias Quimico-Biologicas,
Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad Auténoma de Ciudad
Juarez, Mexico.

Abbreviations: C4-HSL, butanoyl-homoserine lactone; 30-Co-HSL, 3-
oxo-dodecanoyl homoserine lactone; RNAP, RNA polymerase; QS,
quorum sensing; QSR, quorum-sensing response.

A supplementary table, showing oligonucleotides used in this study, is
available with the online version of this paper.

and rhamnosyl-rhamnosyl-f-hydroxydecanoyl-f-hydroxy-
decanoate (di-rhamnolipid). The biosynthesis of these
tensio-active molecules proceeds by two sequential rham-
nosyl transfer reactions, each catalysed by a specific
rhamnosyltransferase (RhIB and RhIC, respectively), with
deoxythymidine diphospho-L-rhamnose (dTDP-L-rham-
nose) acting as rhamnosyl donor in both reactions and 3-
(3-hydroxyalkanoyloxy)alkanoic acids (HAAs), the product
of RhlIA catalysis (Déziel et al, 2003; Cabrera-Valladares
et al., 2006), or mono-rhamnolipid acting as the respective
recipients. The general biosynthetic pathway of rhamnoli-
pids has been reviewed (Soberon-Chavez et al., 2005b;
Miiller & Hausmann, 2011), and evidence of their role as
virulence factors has been published (Zulianello et al., 2006).

Besides being a rhamnolipid precursor, dTDP-L-rhamnose
is a lipopolysaccharide (LPS) precursor in a variety of
bacteria, including P. aeruginosa (Rahim et al., 2000). This
activated sugar has been implicated in bacterial pathogeni-
city (Ma et al, 1997, 2001; Bozue et al., 2005; Engels-
Deutsch et al., 2003). The dTDP-L-rhamnose biosynthetic
pathway consists of the conversion of glucose 1-phosphate
to dTDP-L-rhamnose via dTDP-glucose, dTDP-6-deoxy-D-
xylo-4-hexulose and dTDP-6-deoxy-L-xylo-4-hexulose
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(Marumo et al., 1992). The enzymes in this pathway are
highly conserved among bacteria and are absent from
eukaryotic cells, thus making them potential targets for
antibacterial drugs (Ma et al, 1997, 2001).

The transcriptional regulation of the genes encoding the
enzymes directly involved in rhamnolipid synthesis has
been reported. Both the rhlAB (Ochsner et al., 1994) and
PA1131-rhIC (Rahim et al, 2001) operons are positively
regulated by RhIR, which belongs to the family of LuxR
transcription activators (Lazdunski et al, 2004; von
Bodman et al, 2008; Williams & Camara, 2009). The
members of this family respond to the so-called bacterial
autoinducers, N-acylated homoserine lactones that har-
bour acyl constituents of various lengths. These small
signalling molecules accumulate and activate gene expres-
sion at high bacterial densities through the interaction with
specific transcriptional activators.

RhIR activates gene expression when coupled with
butanoyl-homoserine lactone (C,-HSL) (Medina et al.,
2003¢) through binding to a specific DNA sequence. ‘las
boxes” are conserved DNA sequences recognized by RhIR
or LasR, the second quorum sensing (QS) transcription
activator present in P. aeruginosa (Whiteley & Greenberg,
2001). These sequences determine whether LasR, RhIR or
both regulatory proteins regulate a gene, and subtle
changes may represent a big difference in the regulatory
protein binding affinity (Whiteley & Greenberg, 2001; de
Kievit et al., 2002; Schuster & Greenberg, 2007). LasR is
only able to dimerize and bind to its target DNA sequence
in the presence of the autoinducer 3-oxo-dodecanoyl
homoserine lactone (30-C,,-HSL) (Kiratisin et al., 2002),
while RhIR binds to rhlIA las box in both the absence and
the presence of C,-HSL (Medina et al., 2003c). In the
former case it functions as a repressor, while in the latter it
activates transcription (Medina et al., 2003c).

After a mutagenesis screen for genes regulated by QS, it was
postulated that genes activated only by LasR/30-C,,-HSL
possessed las boxes with the sequence NNCTN,;,AGNN,
where nucleotides in bold type are invariable (Whiteley
et al., 1999). However, it has been reported that las boxes
with 11 nt instead of 12 nt between the invariable
nucleotides are also functional and recognized by LasR
(Medina et al., 2003a; Croda-Garcia et al., 2011). It has also
been proposed that genes regulated by RhIR and LasR
possess the sequence NNCTN3;AN,TN;AGNN (Whiteley
et al., 1999). These sequences are called las boxes because
they bind both QS regulatory proteins, albeit with different
affinities (Whiteley & Greenberg, 2001; Sober6n-Chavez
et al., 2005a). Following an in silico analysis of genes that
seem to be directly regulated by RhIR, the existence was
proposed of an RhlR-specific DNA-binding sequence (rhl
box) with the sequence N,CTNCCAGN,TTNGNAGN,
where nucleotides in bold type are invariable (Schuster &
Greenberg, 2007). However, no experimental evidence has
been reported on the existence of an RhIR-specific box that
lacks the conserved AG dinucleotide at positions 17 and 18.

In P. aeruginosa, the stationary phase sigma factor ¢° has
been shown to influence the expression of different QS-
regulated traits, showing a very complex interaction with
this system (Schuster et al., 2004a; Schuster & Greenberg,
2007). It has been reported that the genes that encode
lectins have a ¢°-dependent promoter (Winzer et al., 2000),
and that the transcription of the rhIAB promoter itself is
partially dependent on this sigma factor (Medina et al,
2003b).

The enzymes involved in the dTDP-L-rhamnose biosyn-
thetic pathway are encoded by rmlA, rmIB, rmlIC and rmlD
in P. aeruginosa (Rahim et al, 2000). These genes are
arranged as an operon (rm/BDAC) (Rahim et al., 2000).
Following transcriptome analysis, the rmIBDAC operon has
been suggested to be induced by QS (Schuster et al., 2003),
but this proposal has not been further addressed experi-
mentally, and the precise mechanism of this regulation has
not been reported.

Another P. aeruginosa gene involved in LPS biosynthesis,
called migA, has been shown to be regulated by the QSR,
specifically by RhIR (Yang et al, 2000), although the
precise role of MigA in LPS formation has not been
determined.

The aim of this work is the study of the transcriptional
regulation of the rmIBDAC operon in a culture medium
where high levels of rhamnolipids are produced, and to
determine the role of the QSR in this regulation. We show
that this operon has three promoters and that the
expression of one of these (P2) is dependent on the
stationary phase sigma factor ¢° and on the QS regulator
RhIR. This promoter has an atypical las box (rmIB box)
centred at —44.5 nt from the P2 transcriptional start site,
which is shown to be functional for RhIR/C,-HSL binding
and to be responsible for most of the transcriptional
activation of this operon. We show that the rml box is a
specific RhIR DNA-binding sequence (an rhl box), since it
is not recognized by LasR/30-C;,-HSL at a detectable level.
This is believed to be the first reported case of a DNA
sequence which is recognized solely by RhIR and not by
LasR/30-C,,-HSL.

METHODS

Microbiological procedures. Bacterial strains and plasmids used in
this work are shown in Table 1. The sequences of the oligonucleotides
used are shown in Supplementary Table S1. P. aeruginosa strains were
grown on PPGAS (Zhang & Miller, 1992) or on Luria—Bertani (LB)
(Miller, 1972) medium at 37 °C and 225 r.p.m. Antibiotic concen-
trations used were (in ug ml™h): ampicillin (Ap) 200, carbenicillin
(Cb) 200, gentamicin (Gm) 300 and tetracycline (Tc) 150. f3-
Galactosidase activity was determined as reported by Miller (1972).
One Miller unit corresponds to 1 nanomole of ONPG hydrolysed per
minute per ODggo unit. IPTG was used at a concentration of 1 mM,
while C,-HSL and 30-C;,-HSL were both used at 10 pM in the
experiments presented in Table 2. Expression of plasmid pMPRML-3
in Escherichia coli was induced in the presence of 10 uM C4-HSL or
1 uM 30-C;,-HSL (Fig. 3).
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plasmid Relevant characteristics Reference or source
Strains
PAO1 P. aeruginosa wild-type strain Hancock & Carey (1979)
PAO1ArhIR PAO1 derivative, ArhlR:: Gm Rahim et al. (2001)
PAS1 PAOL derivative, rpoS:: Gm Medina et al. (2003b)
MC4100 E. coli, araD139 A(argF-lacU169) rpsL150 thiAl relAl fib5301 deoC ptsF25 rbsR Casadaban (1976)
ABI-rhlA MC4100 derivative with a chromosomal ®(pZrhlA-lacZ) This work
ABI-rmIB1 MC4100 derivative with a chromosomal ®(pZrmIBI-lacZ) This work
ABI-lasI MC4100 derivative with a chromosomal ®(pZlasI-lacZ) This work
Plasmids
pLP170 Transcriptional lacZ fusion vector that contains an origin of replication for Pearson et al. (1997)
both E. coli and P. aeruginosa; Ap"
pRML-P1 pLP170 derivative with a rmiB-lacZ fusion containing the upstream tRNA Cabrera-Valladares et al. (2006)
gene with its promoter region as well as the complete 5’ rmliB region, Ap"
pRML-2 Deletion derivative of pPRML-P1 containing the entire rmIB upstream region, This work
starting at an internal position of the upstream tRNA gene, Ap".
Oligonucleotides rmlB62 and rmIBm (Supplementary Table S1) were
used to construct this plasmid
pRML-3 Deletion derivative of pRML-P1 containing only the sequences of the This work
rml box and the downstream sequences, Ap". Oligonucleotides rmIB62
and rmlIBc (Supplementary Table S1) were used to construct this plasmid
pRML-4 pUCP18 derivative encoding the rmIBDAC operon (6.3 kb) under its own Cabrera-Valladares et al. (2006)
promoter, Ap"
PRML-P1(AA) PRML-P1 derivative containing a mutation in the dinucleotide GC to AA This work
at positions 3 and 4 of the rml box. Constructed with oligonucleotides
lasITAA and lasITAAr (Supplementary Table S1)
pPRML-P1(CC) PRML-P1 derivative containing a mutation (changing AA at positions This work
—89 and —90 to CC) in the —10 sequence of promoter P2. Constructed
with oligonucleotides P210CC and P210CC-r (Supplementary Table S1)
PRML-2(CC) PRML-2 derivative containing a mutation (changing AA at positions —151 This work
and —150 to CC) in the —10 sequence of promoter P3. Constructed with
oligonucleotides P310CC and P310CC-r (Supplementary Table S1)
pMP220 Vector to construct transcriptional lacZ fusions, Tc" Spaink et al. (1987)
pMPRML-3 pMP220 derivative with a rmIB-lacZ fusion containing the same insert as This work
pRML-3, T¢"
pGMYC pUCP20 derivative encoding RhIR, expressed under the lac promoter, Ap" Medina et al. (2003¢)
pMT1 pUCP20 derivative encoding LasR, expressed under the lac promoter, Ap" Medina et al. (2003a)

Nucleic acid procedures. DNA manipulations were done as
reported by Sambrook & Russell (2001). DNA sequencing reactions
were done using the Thermo Sequenase kit (Amersham Life Science).
Oligonucleotides were radioactively labelled with T4 polynucleotide
kinase (Amersham Life Science) using [y->*PJATP [3000 Ci mmol '
(111 TBq mmol '), Perkin Elmer Life Science] as substrate. The
construction of a point mutation was done using a QuikChange II XL
site directed mutagenesis kit (Stratagene). All the constructions were
verified by automated sequencing using oligonucleotide lacZr
(Supplementary Table S1).

Primer extension analysis. P. aeruginosa strains were grown to
ODggp 0.6 or 1.5 and their total RNA was extracted using an RNeasy
kit (Qiagen). Primer extension reactions were done using the
SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. Reactions were carried out at 55 °C. The
experiments were done using oligonucleotide rmlB+87 (Supple-
mentary Table S1). The sequencing reaction was done with a fmol
DNA Cycle Sequencing System (Promega) using pRML-4 (Cabrera-
Valladares et al., 2006) as template.

Determination of RhIR DNA-binding ability. To measure RhIR
binding to different DNA sequences (las boxes) in vivo, we followed
the procedure described previously (Croda-Garcia et al., 2011) to
construct hybrid promoters with consensus —10 and —35 RNA
polymerase (RNAP) recognition sequences separated by 19 bp of the
sequence corresponding to a las box. We used either an rhlA or a lasl
las box as a control (Table 2).

Briefly, the procedure was as follows. Complementary oligonucleo-
tides with synthetic promoter sequences and an rhlA, rmiB or lasI las
box between the —10 and —35 RNAP recognition sites flanked by
EcoRI and BamHI restriction sites, were hybridized to form a dsDNA
fragment and cloned into plasmid pRS551 (Simons et al., 1987) to
produce transcriptional lacZ fusions. These plasmid-encoded lacZ
fusions were introduced into the E. coli MC4100 chromosome by the
method of Simons et al. (1987). Plasmids encoding RhIR (pGMYC;
Medina et al, 2003c) or LasR (pMT1; Medina et al, 2003a) were
introduced into E. coli strains (ABI-rhlA, ABI-rmlB1 and ABI-lasl,
Table 1) harbouring the chromosomally encoded lacZ fusions with
the synthetic promoters. The extent of lacZ repression in the presence
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Table 2. Ability of RhIR and LasR to bind different DNA sequences, as determined by repression of the /acZ expression of synthetic
promoters carrying the sequences shown between the =10 and —35 consensus RNAP binding sequences

Values shown are percentage repression, expressed using as 100 % the f-galactosidase activity of the chromosomal synthetic lacZ fusion in the

presence of the empty vector pUCP20. Plasmid pGMYC expresses the /IR gene and pMT1 expresses the lasR gene. Data shown are the mean from

three independent experiments and enzymic activity was determined in triplicate. Bold type shows nucleotides which have been reported to be

conserved in las boxes recognized by LasR and RhIR; italic type shows the atypical nucleotides in the rml box.

Box Sequence (5"-3") RhIR LasR
C4-HSL (10 pM) No C,-HSL 30-C,HSL (10 pM)  No 30-C;,-HSL
lasI ATCTATCTCATTTGCTAGTT >1 >1 70410 >1
rhlA TCCTGTGAAATCTGGCAGTT 504+ 1.5 504+1.5 543 >1
rml ACCTACCAGATCTGGGGTTG 50+5 50+5 >1 >1

of RhIR, RhIR/C,-HSL or LasR/30-C,-HSL corresponds to the
binding of these proteins with or without their corresponding
autoinducers (Table 2).

RESULTS AND DISCUSSION

Transcriptional regulation of the rm/BDAC operon

P. aeruginosa produces high rhamnolipid levels, starting at
the early stationary phase when cultivated under phos-
phate-limited conditions (Zhang & Miller, 1992). This
increased production is due to an increase in RhIR-
dependent rhIAB and rhiC transcription (Ochsner et al.,
1994; Rahim et al., 2001; Medina et al., 2003c). A positive
autoregulatory loop regulates RhIR expression from the
rhlAB promoter (Croda-Garcia et al., 2011). To determine
whether rhamnolipid production was accompanied by
an increase in the synthesis of dTDP-L-rhamnose, we
measured the expression of the rmIBDAC operon using an
rmlB-lacZ transcriptional fusion (pRML-P1, Table 1)
during growth of strain PAOl on phosphate-limited
PPGAS medium. The results showed that rmIBDAC
expression and presumably dTDP-L-rhamnose synthesis
were high throughout the P. aeruginosa growth curve, and
that they were further induced at the start of the stationary
phase (Fig. 1a). The dTDP-L-rhamnose synthesized during
the exponential phase of growth is presumably used in LPS
synthesis, while the induction of rmIBDAC transcription
coincides with rhamnolipid biosynthesis.

Using primer extension analysis of the rmIBDAC upstream
region we detected two transcription initiation sites (Fig.
2a). One of these promoters (P1), located at —28 nt from
the translational start site (Fig. 2b), seems to be expressed
at a low level (Fig. 2a) and has the characteristics of
promoters expressed by RNAP containing a ¢°* subunit,
since it has the sequence 5'-GGGACGTGTCGAAGC-3’,
where nucleotides in bold type correspond to typical —24
(GG) and —12 (GC) dinucleotides, present on promoters
transcribed by RNAP containing this alternative sigma
factor (Fig. 2b). Upstream of this putative o™ promoter, we
identified sequences compatible with FleQ and integra-
tion host factor (IHF) binding (data not shown). The

functionality of these factors for P1 expression was not
further investigated. The other transcriptional start site
detected by primer extension (P2), located at —81 nt from
the translational start site (Fig. 2a, b), seems to be
responsible for most of the transcription of the rmIBDAC
operon (Fig. 1a), as it shows a high level of expression (Fig.
2a).

The putative —10 (5'-TACTAA-3') and —35 (5'-
TTGGCA-3") sequences corresponding to the P2 promoter
are separated by 18 bp (Fig. 2b). Adjacent to the P2
promoter and centred at —44.5 bp from this start site we
detected a sequence resembling a las box, but with an
atypical sequence (5'-ACCTACCAGATCTGGGGTTG-3")
that did not contain the AG sequence at positions 17 and
18 that has been reported to be invariable for LasR and
RhIR recognition sequences (Whiteley & Greenberg, 2001;
Whiteley et al., 1999). The functionality of this atypical las
box is addressed below.

Transcription of the rmIBDAC operon from the P2
start site is RhIR- and 6°-dependent

To determine whether rmIBDAC expression was RhIR-
dependent, we measured the expression of the rmIB-lacZ
fusion encoded on plasmid pRLM-P1 in the PAO1ArhIR
mutant. We found that in this mutant the rmIBDAC
operon was still expressed at a constitutive level through-
out the growth curve, but that the induction of its
expression at the beginning of the stationary phase was
lost (Fig. 1a). The analysis of the rmIBDAC transcriptional
start sites in the PAO1ArhIR mutant showed that the P2
promoter was dependent on RhIR activity (Fig. 2a). These
results suggest that the induction of the expression of the
rmIBDAC operon in early stationary phase is dependent on
RhIR through its activation of the P2 promoter.

Promoters that contain 18 bp between the —10 and —35
sequences for the recognition of RNAP have been shown in
E. coli to be preferentially transcribed by RNAP containing
a ¢° subunit (Typas & Hengge, 2006). To determine
whether P2 expression was transcribed by RNAP contain-
ing this alternative sigma subunit we determined the
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Fig. 1. Kinetics of rm/IBDAC operon expression during growth of
P. aeruginosa PAO1 and its mutant derivatives cultured on
PPGAS medium. (a, b) Results obtained with plasmids pRML-P1
and pRML-3, expressed in the PAO1 wild-type strain and its
mutant derivatives. Open symbols, ODgqo values; closed symbols,
f-galactosidase activity. Circles, PAO1 wild-type strain; squares,
rhIR mutant derivative (PAO1ArhIR); triangles, PAO1 rpoS mutant
PAS1. (c) Expression of plasmid pRML-P1 and its mutant
derivatives pRML-P1(AA) and pRML-P1(CC) in P. aeruginosa
strains at different time points. Black bars, plasmid pRML-P1
expressed in PAO1; grey bars, plasmid pRML-P1(AA), which
inactivates the RhIR-binding site in the wild-type strain; white bars,
the same plasmid in the PAO1Arh/IR mutant; hatched bars,
plasmid pRML-P1(CC), which carries mutations inactivating the
—10 sequences of the P2 promoter on PAO1.

expression of the rmiB—lacZ fusion encoded in plasmid
pRML-P1 in a PAO1-derived rpoS mutant (PASI, Table 1).
We found that the kinetics of rmIBDAC expression wre

very similar in the PASI (rpoS mutant) and PAO1ArhIR
mutants (Fig. la), and that a P2 transcriptional start site
could not be detected in either mutant (Fig. 2a). These
results show that P2 promoter expression is both RhIR-
and RpoS-dependent. It is possible that we were unable to
detect the residual expression of the P2 promoter in
exponential phase in the PAS1 and PAO1ArhIR mutants
using primer extension analysis.

Identification of the rm/ box as an RhIR-specific
binding site (rh/ box)

The data regarding the RhlR-dependent expression of the
P2 promoter suggest that the rml box is functional, since it
is positioned in the typical place where this transcriptional
regulator binds to promoter sequences (—44.5 nt from the
transcription start site) (Fig. 2b). To test this hypothesis we
constructed a lacZ transcriptional fusion which started
immediately upstream of the rmiB-las box (pRML-3, Table
1), eliminating 494 bp from the 885 bp insert of plasmid
PRML-P1. The lacZ fusion encoded on plasmid pRML-3
showed the same pattern of expression as that encoded on
plasmid pRML-P1 in PAOL1 and its rhIR mutant derivative,
albeit at a lower level (Fig. 1b), showing that the insert in
this plasmid contains the sequences required for RhIR-
dependent expression.

To further confirm the functionality of the rml box for
RhIR binding and P2 promoter activation we used several
different strategies.

First we constructed an rml box mutant derivative of
plasmid pRML-P1, changing the CG to AA at positions 3
and 4 of the box [plasmid pRML-P1(AA), Table 1], and
found that RhIR-dependent induction of the lacZ fusion
encoded on this plasmid was completely abolished (Fig.
1c), suggesting that this sequence is functional for RhIR
binding and activation of rmIBDAC transcription from the
P2 promoter.

To determine RhIR binding to the rml box and to further
confirm its ability to activate transcription from the P2
promoter, we measured the expression of different lacZ
fusions in an E. coli background. The functionality of the
rml box for RhIR binding in vivo was determined using an
artificial lacZ fusion inserted in the E. coli MC4100
chromosome. This artificial lacZ fusion was constructed
by inserting the 19 nt sequence of this putative RhIR-
binding site (rml box, Table 2) between —10 and —35
RNAP consensus binding sequences. Using this construct
we were able to measure the binding of a protein to the
DNA sequence between the RNAP binding sequences by
the repression of lacZ expression. In this experiment we
used as a positive control the las box of rhlA, which is
preferentially bound by RhIR, both in the presence and in
the absence of C,-HSL [in the former case RhIR activates
transcription, while in the latter case it acts as a repressor
(Medina et al.,, 2003b)]. As a negative control for RhIR
binding and control of binding specificity, we used the
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—
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Fig. 2. Characterization of the transcriptional
arrangement of the P. aeruginosa PAO1
rmIBDAC operon. (a) Identification of the
transcription start sites by primer extension
analysis of the rm/IBDAC upstream region in the
PAO1 (P) genetic background and in its rhIR
(R) and rpoS (S) derived mutants (PAO1ArhIR
and PAS1, respectively, Table 1). Lanes: 1,
RNA purified from cells in the exponential phase
(ODggo 0.8); 2, RNA start sites obtained with
RNA purified from PAO1 cells in early stationary

-163 phase (ODggo 1.5). The DNA ladder used to

obtain the DNA sequence is shown. (b)
Schematic representation of the rm/IBDAC
promoter region, showing the three promoters
and the rm/ box (bold type) described in this
work. The transcription start sites (P1, P2 and
P3) are shown by arrows and the correspond-
ing RNAP recognition sequences (-10 and
-35, or =12 and —24) are underlined. A
question mark next to P3 denotes that this start
site was not detected by primer extension and
thus that its location is not certain.

DNA sequence of the lasI las box, which is specifically
bound by LasR/30-C;,-HSL (Schuster et al., 2004b). The
results obtained clearly showed that RhIR is able to bind to
the rml box both in the presence and in the absence of C,-
HSL, as it does to the rhlA las box, and that LasR/30-C,,-
HSL is not able to bind to this sequence at a detectable level
(Table 2).

The ability of LasR/30-C,,-HSL to activate rhlA transcrip-
tion in the E. coli background, albeit at a reduced level
compared with the transcription of this gene by RhIR/C,-
HSL (Medina et al., 2003c¢), shows that LasR is able to bind
to this sequence to some extent. To determine whether the
rml box was also recognized by LasR/30-C,,-HSL to some
extent, we expressed plasmid pMPRML-3, which contains
the same insert as plasmid pRML-3, but in a different
vector plasmid (Table 1, Fig. 3), in the E. coli background
in the presence of plasmids encoding genes expressing
either RhIR (pGMYC, Table 1) or LasR (pMT]I, Table 1),
and by adding their corresponding autoinducers. The
results showed that RhIR/C,-HSL activates rmIB transcrip-
tion, while LasR/30-Cy,-HSL has no activity towards this
promoter (Fig. 3).

100 -

——

rmIBDAC operon expression
(Miller units)

Fig. 3. Expression of the rm/IBDAC operon in an E. coli
background. White bars, plasmid pMPRML-3 in the presence of
plasmid pGMYC encoding RhIR, with the addition of 10 uM C,-
HSL (C4); black bars, pMT1 encoding LasR, with the addition of
30-C4,-HSL (C12). —, No addition.

http://mic.sgmjournals.org

913



M. Aguirre-Ramirez and others

20 7

Milller units (x 10%)
S o

w
M

Time (h)

20

Fig. 4. The P3 promoter is only functional in
the absence of the RhIR-dependent QSR.
Data show the expression in the PAO1
background of plasmid pRML-2 (white bars),
containing the complete rm/B promoter region,
its mutant derivative pRLM-2(CC) with muta-
tions that inactivate the —10 sequences of
promoter P3 (grey bars), pRML-2 in a
PAO1ArhIR mutant background (hatched
bars), and pRML-2(CC) in the same rhiR-
deficient strain (black bars).

Taken together these results show that the rmIBDAC
operon is specifically activated by RhIR/C,-HSL and that
LasR/30-C,,-HSL does not recognize the rml box.

The P2 rmIB promoter shows some RhIR- and o°-
independent expression

The expression of the lacZ fusion encoded on plasmid
pRML-P1 in the PAO1ArhIR mutant showed a high level of
expression throughout the growth curve (Fig. 1a), which
was similar to that shown by the lacZ fusion encoded on
plasmid pRML-P1(AA) in this mutant background (Fig.
Ic). To determine whether the basal level of expression,
which was independent of RhIR, was dependent on the P2
promoter, we constructed a mutant in plasmid pRML-P1
that inactivated the —10 region of this promoter [pRML-
P1(CC), Table 1]. This mutation reduced rmiB::lacZ
expression in the PAO1 background to much lower levels
than the mutation that inactivates the rml box (Fig. 1c).
This result strongly suggests that the rmIBDAC P2 pro-
moter contributes most of the expression of this operon
and that its dependence on RhIR and ¢° for activation is
not absolute.

The P3 start site contributes to rm/IBDAC
activation only under conditions where RhIR is
not functional

In silico analysis of the rmIB upstream region revealed
the presence of a putative promoter (P3, Fig. 2b) at
approximately —140 nt from the translational start site
(the putative —10 region of this promoter spans between
—150 and —156, and the —35 region between —171 and
—176, Fig. 2b). To test the functionality of this putative
promoter we constructed a mutation to change the AA
dinucleotide at positions —152 and —151 to CC, thus
inactivating the putative —10 RNAP recognition sequence
[plasmid pRML-2(CC), Table 1]. This mutation was
constructed in plasmid pRML-2, which is a pRLM-P1
deletion derivative with a 550 bp insert containing the

whole 5" rmIB untranslated region and a truncated up-
stream tRNA gene (Table 1).

We found that the lacZ fusion encoded on plasmid pRML-
2 showed a similar pattern of expression to that of pRML-
P1 both in PAO1 and the PAO1ArhIR mutant (Fig. 4), and
that inactivation of the —10 sequence of promoter P3
had no effect on the wild-type background, although it
considerably reduced rmiB expression in the PAO1ArhIR
mutant background (Fig. 4). The molecular basis for the
repression of the P3 promoter in the wild-type strain was
not determined.

Promoter P3 was not detected by primer extension analysis
(Fig. 2a). This is the expected result for the wild-type strain
PAOI, since P3 expression is very low if it is expressed at all
(Fig. 4a). However we do not have an explanation for
our inability to detect by primer extension analysis the
RNA start site that corresponds to promoter P3 in the
PAOI1ArhIR mutant. These results suggest that promoter
P3 is important for the expression of the rmIBDAC operon
under conditions where the QSR is not active. Under these
circumstances the dTDP-L-rhamnose produced would be
solely used for LPS synthesis.

In conclusion we have described how the rmIBDAC operon
is expressed by three promoters, one of which (P2) is
partially RhIR- and ¢°-dependent. This pattern of regu-
lation permits the high basal expression of the genes that
encode enzymes involved in dTDP-L-rhamnose synthesis,
which is fundamental to the production of this activated
sugar used as an LPS precursor, and also the coordinated
induction of these genes with the RhIR-dependent expres-
sion of genes encoding enzymes responsible for rhamno-
lipid biosynthesis (RhlA, RhIB and RhIC).
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