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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa produces rhamnose-containing glycolipid
biosurfactants which have several industrial and environmental applications. The
biosynthesis of these tenso-active molecules proceeds by two sequenttal rhamnosyl-
transfer reactions, each catalyzed by specific rhamnosyltransferase with deoxy-
thymidine-diphospho-L-rhamnose (dTDP-L-rhamnose) acting as rhamnosyl donor in
both reactions and f-hydroxydecanoyl-B-hydroxydecanoate or monorhamnolipid
acting as the respective recipients. Pseudomonas aeruginosa uses dTDP-L-rhamnose
in both lipopolysaccharide-O antigen and rhamnolipid production. Evidence is
presented here showing that the product of the aigC gene (which is invelved in alg
production through is phosphomannomutase activity and in LPS synthesis through its
phosphoglucomutase activity) participates in rhamnolipids production. presumably
catalyzing the first step in the dTDP-L-rhamnose pathway, i. e. the conversion of
glucose-6-phosphate to glucose-1-phosphate. We also show that other structural alg
genes, encoded in the alg operon, are not involved in rhamnolipids 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 rhamnolipids. Futher, the synthesis of activated rhamnose from glucose 6-
phosphate 1s achieved by the products of the rm!BCAD genes, which encode the
enzymes glucose-1-phosphate transferase, dTDP-glucose-4,6-dehydratase, dTDP-4-
keto-L-rhamnosc-3,5-epimerase and dTDP-L-rhamnose synthase, respectively. Here
we report the isolation, characterization and regulation of the operon rai/BCAD,
which is involved in dTDP-L-rhamnose biosynthesis. These genes were identified in
the Psendomonas aeruginosa genome project and iselated by hybridization using as
probe a part of the rm/B gene 1solated by PCR. Upstream of the rnif# gene we found
a sigma 70 and sigma S dependent promoter. We show that these genes are expressed

at a basal level in the exponential phase of growth and that, whenever RhIR s
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expressed, their expression level is highly increased in the stationary phase of
growth. We report that an #A/R mutant shows no activity of the RmIB enzyme and
their expression level and activity is decresed in the #poS mutant. These data suggest
that RhIR affects dTDP-L-rhamnose production through its influence on expression.



RESUMEN

La dTDP-L-ramnosa en Pseudomonas aeruginosa es un precursor tanto de la
biosintesis de antigeno O de los LPS de pared celular (el cual esta asociado a la
patogenicidad), asi como en la producciéon del biosurfactante ramnolipido el cual
tiene un gran potencial para su uso en la industria guimica, agricola, de limpieza
ambiental, etc. Se ha determinado que este precursor es limitante para el aumenio en
la produccién de este biosurfactante. Debido a esio, el objetivo de este trabajo es el
estudio de la biosintesis de la TDP-L-ramnosa, asi como la regulacion de los genes
biosintéticos (#m!). La sintesis de TDP-L-ramnosa se lleva a cabo mediante la
conversion de glucosa-6-fosfato a TDP-L-ramnosa, esta biosintesis puede ser dividida
en cinco reacciones. Primero una fosfoglucomutasa (AlgC) hace la conversion de
giucosa-6-fosfato a glucosa-1-fosfato, después la glucosa-1-fosfato
timidililtransferasa (RfbA) une un TTP a la molécula de D-glucosa-1-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 carbon tres y cinco por la dTDP-6-desoxi-D-glucosa-3,5-
epimerasa (R{bC). El paso final es la reduccion acoplada con NADPH para formar la
dTDP-L-rannosa catalizada por la dTDP-6-desoxi-L-manosa deshidrogenasa
(RfbD). Mostramos evidencia de que el producto del gen algC participa en la sintesis
de ramnolipidos probablementc actuando como la fosfoglucomutasa que interviene en
la sintesis de TDP-L-ramnosa y demostramos que ninglin otro gen alg participa en la
sintesis de ramnolipidos y dc los LPS. Por otro iado, identificamos los genes rmf
que participan cn los ultimos cuatro pasos de fa sintesis de la TDP-L-ramnosa. Esto
se llevo acabo mediantic ¢l andlisis con el banco de datos genémico de Pseudomonas
aeruginosa PAOL. S¢ clond un fragmento de 6.3Kb que lleva los cuatro genes

biosintéticos rmlABCD, s¢ determind que cstos genes estan organizados en un operdn



y se identifico su region promotora. Mediante analisis de “Dot blot” se observd que
estos genes son transcritos a nivel basal en fase exponencial y que al pasar a fase
estacionaria la transcripcion de estos genes se aumenta aproximadamente 4 veces. Asi
mismo, se observd que los RNAm de rAlR y rpoS también aparecen en la fase
estacionaria de crecimiento. Estos datos aunados a la falta de actividad enzimatica en
una mutante en el gen r#lR (el cual regula positivamente la transcripcién de rpoS) y
a una disminucién en la actividad enzimdtica y en el nivel del transcrito en la mutante
rpoS, nos sugieren que estos genes estan regulados por el sistema rAl de Quorum

sensing.

[}



Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas 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 patogeno oportunista de humanos
causando infecciones en pacientes inmunocomprometidos como enfermos de
quemaduras, cancer, SIDA, y fibrosis quistica, ademas se ha demostrado que
P.aeruginosa tambign infecta plantas e insectos. El éxito de P. aeruginosa se debe a
un impresionante arsenal de factores de virulencia que incluyen multiples compuestos
asociados a la célula tales como alginato, pili y lipopolisacérido, asi como productos
secretados tales como exotoxina A, exoenzima S, piocianina, elastasa, proteasa Las A,

proteasa alcalina, fosfolipasas y ramnolipidos. (Costerton, et af, 1980}

Ramnolipidos

El biosurfactante ramnolipido producido por Pseudomonas aeruginosa es uno
de los biodetergentes mas estudiados, consta de una cabeza polar 16nica constituida de
una o dos moléculas de ramnosa y una cola hidrofobica compuesta de uno o dos B-
hidroxiacidos (Fig. 1) (Rendell e al; 1990). Se ha propuesto la aplicacién de estos
biosurfactantes en la remosiéon de contaminantes como metales e hidrocarburos de
agua y suclos conlaminados, asi como en el control biolégico de algunas especies

fitopatogenas como Phytophtora capsici y Pythium aphanidermatum. (Raina
Miller,er al. 1992)
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Figura 1. Estructura quimica de los principales ramnolipidos producidos por

Pseudomonas aeruginosa.

Los ramnolipidos fueron reportados por primera vez por Jarvis et al., en
1949, el estudio de fa biosintesis de estos compuestos in vitro fué descrita por Hauser
y Kamovsky, 1954, 1957 y 1958, quiencs ademds demostraron que estos glicolipidos
son secretados al medio durante la fase estacionarta de crecimiento, Burger et 4l
1963 y 1966, describicron la sintesis enzimatica completa de los ramnolipidos
utilizando extractos celulares de P. aeruginosa y demostraron que la sintesis procede
por transferencias secuenciales dc un grupo ramnosil; donado por la timidin difosfo-
ramnosa {TDP-ramnosa); a una molécuia de B-hidroxiacidos, esta reaccidn es
catalizada por la ecnzima ramnosiltransferasa I. Rendell er al., 1990 caracterizaron los
ramnolipidos producidos por P. aeruginesa, siendo los principales: ¢l L-ramnosil-3-
hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato {mono-ramnolipido) y el L-ramnosil-L-ramnosil

-B-hidroxidecanoil-fi-hidroxidecanoato (di-ramnolipido) (Fig. 2), adicionalmente,

£n



existen ramnolipidos de diferentes cadenas de B-hidroxiacidos (Cs-Ci2} lo que indica

que [a enzima ramnosiftransferasa no es especifica para el B-hidroxidecanoil-B-

hidroxidecanoato.
° —fu"" CH, ¢ _fH'_' ;. COOH
CH , § ¢ HO Pt e CH;
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Figura 2. Biosintesis de los ramnolipidos en Pseudononas aeruginosa.

Ochsner et al., (1994), aislaron y caracterizaron los genes rh/ABR/
involucrados en la biosintesis de ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa (Fig. 3),
e¢llos proponen que cl complejo enzimdtico RhIAB se encuentra localizado cntre la
membrana y el periplasma, y que la proteina RhIB es la responsable de la actividad
catalitica. LI sistema rcgulador de la biosintesis (Fig. 3) estd constituido por una
proteina reguladora RhiR que sc activa por la union de un autoinductor (butanoil

homoserina lactona). ¢l cual se produce por [a enzima Rhll llamada sintctasa del
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Pseudomonas aeruginosa mediante el sistema "quorum sensing” RhIR

Figura 3. Regulacién de los genes biosintéticos de



autoinductor. El regulador positivo RhIR activado por la unién del autoinductor,
promueve la expresion de ios genes #hiAB que estan organizados en un operon, y
del gen rhil. Los genes rhiAB codifican para la ramnosiltransferasa I, mientras que
el gen rhIR codifica para la proteina reguladora y el gen rhif codifica para la
sintetasa del autoinductor, Estos ditimos dos genes se transciben apartir de su propio

promotor, mientras que rhid y rhiB forman un operén (Ochsner er al, 1995).

Posteriormente, Ochsner er al., 1995, reportan la expresion de los genes r1AB
bajo el promotor tac en E.coli, pero a pesar de que detectan actividad de
ramnosiltransferasa en los extractos celulares no observan la produccion de
ramnolipido. Proponen que la capacidad de producir ramnolipidos depende de la
disponibilidad de los sustratos precursores, timidin difosfo-ramnosa (TDP-ramnosa)
y el B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato, y que las concentracion intracelular de
estos precursores son limitantes en E. coli pero no en P. aeruginosa. Los precursores
del acido graso 3-hidroxidecanoil estan presentes en E. coli como intermediarios de
la via biosintética de acidos grasos insaturados de cadena larga (Magnuson K. et 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. Kornfeld,, 1961).

Los analisis realizados en nuestro laboratorio utilizando una £.coli que lleva
los plasmidos pUOQ98 o pUQ%4 (rhlAB y rhlIABR bajo el promoior tac
respectivamente) creciendo en medio de cultivo bajo en fosfatos y suplementado con
ramnosa nos indican la presencia de biosurfactante ramnolipido. Estos resultados
sugieren gue ¢l precursor limitante de la biosintesis de ramnolipidos ¢n E.coli ¢s la

TDP-ramnosa. Debido a esto, nosotros nos interesamos en la biosintesis y regulacion



de este precursor.

dTDP-L-ramnosa

Las desoxihexosas se encuentran como componentes estructurales de pared
celular, en polisacaridos, lipopolisacaridos, glicoproteinas, glicolipidos,
oligosacdridos y como intermediarios de algunas vias degradativas y biosintéticas en
bacterias, plantas y animales. Los dos miembros mas 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, agricola, ambiental y
farmacéutica. El polisacando “gellan™ producido por Pseudomonas elodea estd
compuesto por L-ramnosa, L-manosa, D-glucosa y B-D-glucosamina. Se ha
propuesto su utilizacién en la industria de alimentos como gelificante y espesante.
Los ramndsidos compuestos que contienen ramnosa, son producidos por algunos
microorganismos y plantas; actualmente son sintetizados quimicamente utilizando
como materia prima la L-ramnosa. Los miembros mas 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)
Via Biosintética

La sintesis de TDP-L-ramnosa (Fig. 4) se lleva a cabo mediante la conversion
de TDP-D-glucosa a TDP-L-ramnosa (Marumo K. ef af, 1992), en cuatro reacciones:
primero, la glucosa-|-fosfato timidililtransfcrasa (RfbA) une un TTP a la molécula
de D-glucosa-1-fosfato liberando un pirofosfato y formando la dTDP-D-glucosa.
Segundo, la dTDP-D-glucosa sc deshidrata por la dTDP-D-glucosa-4,6-deshidratasa

(RfbB) para formar dTDP-4-ccto-6-desoxi-D-glucosa la cual ¢s epimerizada en ¢l



carbén tres y cinco por la dTDP-6-desoxi-D-glucosa-3,5-epimerasa (RfbC). El paso
final es la reduccion acoplada con NADPH para formar la dTDP-L-ramnosa
catalizada por la dTDP-6-desoxi-L-manosa deshidrogenasa (RfbD) (Zhang et af.,
1993).

D-Glucosa-1- fosfato

TTP
Rmla (glucosa-1-Fosfato
b timidiltransferasa}

dTDP-D-qucosa

RmiB (dTDP-D-glucosa-
4,6-deshidratasa)

@ﬂo?

dTDP-1-ceto- b—dcso\: D-glucosn

L RmiC (dTDP-6-desoxi-
D-glucosa-3.5-¢pimerasn)

dTDP-A-ceto-O-desoni-l-mannos.

anen
Rmil) (d IDP-6-desoxi-
*ALP L-manngsa-deshidrogenasa)

470r

;

CH 4

(

o Ot

A1 DP-E-ramnosa

Figura 4, Via de biosintesss de la dTDP-L-ramnosa



Genética de la Biosintesis de TDP-L-Ramnosa

El aislamiento de los genes #fb BDAC para la sintesis de TDP-L-ramnosa de
Salmonella typhimurium lo llevd acabo Jiang et al., (1991). Ellos realizaron los
analisis enzimaticos de los productos de estos genes y determinaron que el gen rfbA
codifica para la dTDP-D-glucosa timidililtransferasa, que el gen /b8 codifica para
la dTDP-D-glucosa-4,6-deshidratasa, que el gen rfbC codifica para lta 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 rfbB que encabeza el grupo de genes, lo que sugiere que se
encuentran organizados en un operdn. Se han sobreexpresado los genes rfbBDAC de
Salmonella typhimurium en E. coli bajo el promotor T7 y se han obtenido entre 5-20
mg de L-ramnosa de extractos celulares (Marumo et af, 1992). Los genes »/BBDAC
de E.coli VWI187 se han caracterizado y se ha determinado que se encuentran
organizados en un operon, y que presentan entre un 60 al 92% de identidad con los
genes de S. eyphimurium. (Tabla 1) (Marolda et al., 1995)

En Xanthomonas campestris (perteneciente a la misma familia que
Pseudomonas aeruginosa) se encontrd un fragmento de 3.9 Kb que lleva los genes de
la sintesis de dTDP-L-ramnosa, ¢stos presentan una identidad a nivel de aminoacidos
de 38 al 67% con los genes de S. rvphimurium (Tabla 1). No se encontrd ninguna
secuencia promotora consenso parecida a las de F£.coli. Sin embargo, la
complementacion de mutantes de £.coli se logrd, lo que indica quc la expresion de
los genes se llevo 2 cabo (Koplin ef @/, 1993). También se han clonado y secuenciado
los genes quc codifican para la via biosintética de dTDP-1.-ramnosa de Shigelia,
(Klena and Schnaitman, 1993) Yersinia (Zhang et al., 1993) y Klebsiella (Clarke et

al., 1992) en cstos organismos los genes cambian su orden, no obstante permanecen



organizados en un solo operdn. En Azorhizobium (Goethals ef al., 1994) y Neisseria
(Robettson ef al., 1994) se encuentran como genes cripticos que debido a mecanismos

de rearreglos genéticos no son funcionales.

Tabla 1. Comparacion de la identidad de los genes rfb de Salmonella typhimurium
con otras bacterias.

Bacteria Gen

E. coli 92% 76% 60% 73%
X campestris 56% 57% 38% 67%

Regulaciéon de la Biosintesis de dTDP-L-Ramnosa

Los trabajos relacionados con la regulacion de los genes #/b son de regulacién
postranscripcional. En E.coli, Shigella flexneri y en Salmonella se ha repottado que
cn la parte 3° del operén de los genes rfb sc encuentra un gen denominado r/2.X el
cual se transcribe a partir del promotor del operén. Los primeros nucleétidos del
gen rfbX junto con los ultimos del gen r/b forman una estructura secundana la
cual le da estabilidad al RNAm (Macpherson er af;1995). Existe otra estructura
secundaria que se forma justo al extremo 57 del operén rfb; que ocuita el sitie de
unién al ribosoma del RNAm (Macpherson ef «f; 1994). En bacterias de bajo G+C,
los genes /b ticnen un alto contenido de G+C por lo que se ha propucsto que ¢n estos

microorganismos ¢l mecanismo de regulacion de estos genes se lleva acabo por la



presencia de un alto nimero de codones raros (Macpherson er af; 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 unién de un co-regulador de la

transcripcion o que esté involucrada en eventos de recombinacion (Hobbes M. and
Reeves; 1994).

Lipopolisacaridos

La TDP-ramnosa es precursor en la biosintesis de algunos constituyentes
celulares v metabolitos secundarios, en P. aeruginosa participa en la sintesis del
lipopolisacarido de pared, el cual se produce en diversas bacterias gram negativas.
Los lipopolisacaridos constituyen la mayor parte de la membrana externa de las
bacterias gram negativas. Los lipopolisacaridos son moléculas que consisten de un
complejo heteropolisacarido fosforilado que esta covalentemente ligado a una
molécula de lipido A que contiene glucosamina. La porcidn de polisacaridos se ha
dividido en dos regiones mayoritarias una regién interna “core” y una periférica
denominada antigeno O (Paui D. Rick, 1996). La region “core” estd dividida en
“core” interno constituida de actdo 3-desoxi-D-octulosonico y L-glicerol-D-mano-
heptosa. El core externo tienc como constituyentes; a la glucosa, a la ramnosa, a la
galactosamina y a {a alanina.

El antigeno O del lipopolisacirido (también dcnominado banda B) en
Pseudomonas aeruginosa csta formado en ciertos scrotipos, por L-ramnosa ademads
de otras amino azucarcs inusuales. El antigeno O tienen gran importancia ya que

participa en ¢l reconocimicnto intracclular y la resistencia a fa hisis celular de
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bacterias patogénicas por lo que es utilizado para identificacién de cepas y como
vacuna. (Dasgupta et al,1994).

Otro antigeno presente en P. aeruginosa (Fig. 5) utilizado para la
serotipificacion es el llamado antigeno comun o banda A que se compone de un
homopolimero de D-ramnosa. La ramnosa en el antigeno comun tiene configuracion
D mientras que la ramnosa que se encuentra en el antigeno O tiene configuracion L.
Es interesante que el antigeno O de muchas Pseudomonas fitopatdgenas, tales como
Pseudomonas syringae también contienen D-ramnosa como principal compenente y
algunas de ellas poseen una estructura similar a la del antigeno comin de

Pseudomonas aeruginosa. (Yuriy Knirel, 1990).

ANTIGENO COMUN

| |

Rha— Rha— Rha —Glc

J

Abe Rhl'd — (e KDO
Man —Man ~-Gal =~ Glc — Gl = GalN = Hep — Hep— KDO LIPIDO A
Ala
ANTIGENO O LPS CORE

Figura 5. Estructura del lipopolisacarido de pared de Pseudomonas aeruginosa.

La sintesis def antigeno O y de la region “core” del lipopolisacarido ocurre por

diferentes mecanismos, La clongacion de la regidn “core” se lleva a cabo a través de



transferencias secuenciales de monosacéridos a partir de nucléotidos donadores de
azicares al final de la cadena creciente de polisacaridos no reducido. En contraste, el
antigeno O se ensambla independientemente como un polimero unido al lipido y
subsecuentemente transferido a la glucosa no reducida del core completo.

Los genes para la biosintesis de la banda A y banda B de los LPS de
Pseudomonas aeruginosa serotipo O5 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 PAOL. Burrows, et al; en 1996 reportan la
caracterizacion molecular de dieciseis genes involucrados en la sintesis de la banda B
o antigeno O entre los que se incluyen los genes de la biosintesis de N-acetil
fucosamina y del icido 2-acetoamido-3-acetamidino-2,3-didesoxi-D-manuronice; tres
glicosiltransferasas; dos polimerasas y un posible gen de transporte. La
caracterizacién de los genes de la banda A esta en proceso (Rochetta, ef al; 1999).

Alginato

El alginato es un exopolisacarido producido por Pseudomonas aeruginosa
durante infecciones en los pulmones de los pacientes con fibrosis quistica (Darzins
and Chakrabarty, 1984), es un polimero lineal compuesto de residuos de acido 3-D-
manurdnico O-acetilados (M) v de su epimero (C5) el acido c-L-guluordnico (G),
unidos por enlaces f-(1-4). Los residuos M y G estdn organizados en bloques a lo
largo de la cadena de alginato formando regiones homo y heteropoliméricas,
mientras que la primera tiene bloques M, la dltima estd compuesta de ambos
mondmeros arreglados en sccuencias alternadas, compucsto de dimeros MGy
residuos GMM y MMG. El alginato en prescncia de cationes divalentes como Ca+2,

experimenta un cambio conformacional lo que resuita en la formaciéon de un gel



debido a la dimerizacion y agregacion 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 enzimaticas en acido GDP-
manurénico el cual es el sustrato de polimerizacion. El 4cido polimanurdnico
resultante se excreta y sc modifica por una O-acetilasa y una C-5 epimerasa
extracelulares para dar el producto final alginato. La genética molecular de la
biosintesis de alginato se ha estudiado ampliamente (Deretic et al, 1994; May vy
Chakrabarty, 1994).

fructosa-6-fosfato

fosfomanosa isomerasa (AlgA)

manosa-6-fosfato

fosfomanomutasa {AlgC}
manosa-1-fosfato
GDP-manosa pirofosforilasa (AlaA)
GDP-manosa
‘ GDP-manosa deshidrogenasa (AlgDh)
GDP-icido manurdnico
Polimerasa (Alg8, Algdd, AlgX)
proteina formadora del poro (Algll)
Epimerasa {AlgG)
Liasa (AlgL)

Acetilasa(Alzl, Algd, AlaF)
Alginato

Figura 6. Ruta biosintética del alginato cn Pseudomonas aeruginosa.
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Los genes biosintéticos se encuentran agrupados en una sola regién del
cromosoma; organizados en un operdn polisistronico; excepto algC. (Fig. 7) (Lloret
et al, 1996; Nufiez, 1998).

o &R

A.IgR\
P
v( .
algC
S s Y
AVAT IV
—-— s
o algD alg@ zlgdd  algK agE algG  algX algl algl algd algF algd
1031 S | I i 1 | I [ 1k DU, - u|

Cluster Biosintético del
minuto 34

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

Pseudomonas aeruginosa.

Zielinski, N.A. et a/ en 1991, Clonaron y caracterizaron el gen algC que
codifica para la enzima fosofomanomutasa esta enzima participa en la sintesis de
alginato, convirtiendo la manosa-6-fosfato a manosa-1-fosfato para la formacién de
los residuos de acido manurénico. Goldberg, J. B. et al, en 1993, reportaron que la
enzima fosfomanomutasa (afg(C) participa en la sintesis de antigeno O del
lipopolisacarido de la parcd, mediante su actividad fosfomanomutasa. Mas tarde
Coyne, M., et al, 1994 reporta que la sintesis de la region “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-1-fosfato, y que AlgC es una enzima con actividad tanto de

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

¢ WhpW ¢ l AlgA

manosa-6-fosfato —— AlgC ——— mangsa-6-fosfato

¢ h O\

manosa-1-fosfato glucosa-1-fosfato  manosa-1-fosfato

Lo |

GDP-manosa LPS GDP-D-manosa
AleD Epimerasa \
ANTIGENO O
GDP-manuronato GDP-D-ramnosa
ALGINATO ANTIGENO COMUN

Figura 8. Vias de biosintesis de LPS y alginatos donde participa la enzima

bifuncional AlgC con actividad fosfomanomutasa-fosfoglucomutasa.

Ll gen algC es el inico gen estructural de la sintesis de alginato que se
encuentra fuera del “cluster” biosintético. Este gen tiene 1388 nucleotidos y se sabe
que su regulacion es dependiente del factor sigma E (AlgU) y del regulador de
respuecsta AlgR que pertenece al sistema de transduccion de sefiales de dos
componentes {Fig. 7) (Mohr, ¢f al., 1992).

“Quorum sensing”

Las bacterias llevan a cabo censos poblacionales eficieniemente. Sc han

encontrado muchos cjemplos de genes, operones y reguelones bacterianos que se
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expresan preferentemente en alta densidad celular y que son regulados por proteinas
relacionadas con las proteinas LuxR y Luxi de Vibrio fisheri y por feromonas
difusibles llamados autoinductores, la mas importante la Oxo-hexanoil homoserina
lactona (OHHL). Las proteinas LuxR y LuxI son importantes como modelo para
describir {a funcion de esta familia de reguladores transcripcionales; LuxR es un
receptor de OHHL y un activador transcrpicional dependiente de OHHL y LuxI
dirige la sintesis de OHHL. La OHHL es difusible a través de 1a envoltura celular y la
concentracién intracelular de este se incrementa fuertemente por bacterias

productoras cercanas.

La region entre /uxR y {ux{ contiene los elementos regulatorios del promotor
lux. El gen fuxl se autorregula positivamente. A niveles basales de la transcripcién
del operon de luminiscencia la produccidn de autoinductor es baja, cuando la
densidad celular aumenta, la concentracién de autoinductor se incrementa hasta
alcanzar una concentracion critica en la cual el autoinductor se une a el activador
transcripcional LuxR aumentando la transcripcion de operén de luminiscencia asi

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

Sistemas similares regulan factores de patogénesis en Erwinia spp.
Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas aeruginosa y muchos otros genes de

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



Organismo
Agmbacterium
tume ficrens

Chiomobacterium
violaceum

Erwimacarotovora
Erwinia stewati
Escherichia colt

Vibrio
(Photobacterium)
fischer:
Pseudomon «
aeruginosa

Serratia ligue ficiens

Fenotipo

Con jugacion

Antibidticos, exoenzimas,

violaceina

Antibioticos, exoenzimas
Exopolisacardo
Divisién celular
Bioluminiscencia

Proteasa alcahina.
elastasa, exotoxina A,
exgenzima S,
neuraminidasa,
hemolisina.
Quitina§a. elastasa,
piocianing,
ramnolpidos,RpoS
Motilidad, fosfolipasa

Autoinductor
sintetasa

Tral

Cvil

Carl

Esal

LuxI

Las]

Rhll

Swrl

Regulador
transcripcional
TR

CviR

CarR

EsaR

Sdia

LuxR

LasR

RhIR

Autoinducto

OOHL

HHL

OHHL

OHHL

OHHL.HHL

OdDHL

BHL

BHL

Tabla 2. Sistemas de regulacion “quorum sensing” en diversos microorganismos.

Los analisis 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 homdlogos de LuxR

y entre el 28 y el 35% para los homdlogos de LuxI. Las proteinas homologas a LuxR

y Luxi producen autoinductores los cuales son acil homoserina lactonas similares o
idénticos al OHHL de Vibrio fisheri (Fuqua, ef al ,1996) (Tabla 2).
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“Quorum sensing” en Pseudomonas aeruginosa

En Pseudomonas aeruginosa la regulacién activada por autoinductor (acil-
homoserina lactona) esta involucrada en la regulacion de diferentes exoproductos
incluyendo la elastasa, la proteasa alcalina, la proteasa /asA4, la hemolisina, la
piocianina y los ramnolipidos, estos productos se sintetizan (cuando la densidad
celular es alta) en la fase estacionaria de crecimiento. Este mecanismo de regulacién
es denominado “quorum sensing” (Salmond G.P.C. et af, 1995).

Pseudomonas aeruginosa contiene dos sistemas de “quorum sensing”, Las y
Rhl. Entre ambos sistemas existe una herarquia en el cual el sistema LasR es
dominante sobre Rhl, tanto transcripcional, como postranscripcionalmente (Fig. 9).
Se ha demestrado que LasR activa la transcripcion de rAIR, asi como la produccion
de autoinductor Butanoil homosering lactona (BHL) producido por Rhil. Adema la
interaccion de RhIR-BHL es bloqueada por el autoinductor dodecanoil homoserina
lactona (OdDHL) producido por Lasl, inhibiendo la transcripcién de los genes

dependientes del sistema Rhl (Latfi, et af, 1996, Fuqua and Greenberg, 1998).
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Figura 9. Cascada regulatoria de los sistemas de “gquorum sensing” presentes en
g p

Pseudomonas aeruginosa.

Sistema [.asR-Las]

La proteina LasR es un homologo de LuxR que actia como activador
transcripcional en presencia de e! autoinductor de Pseudomonas aeruginosa OdDHL
(N-(3-oxododecanoil-L-homoserina lactona), cuya sintesis es dirigida por Lasl
homologo de Luxl. Cuando la densidad celular es alta PAI-1 alcanza ¢f umbral de
concentracion y se une a LasR causando que la proteina se vuelva un activador

transcripcional. [asR-OdDHL controlan la transcripcion de diversos genes de



virulencia de Pseudomonas aeruginosa, Incluyendo las/, lasB, apr, toxA y asi como el
sistema regulatorio Rhi (Pesci, ef al 1997)

Sistema RhIR-RhII (VsmR-Vsml): gen regulador rklIR

Ochsner et al., en 1994, aislaron y caracterizaron los genes rhAlABRI
involucrados en la biosintesis de ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa. El
sistema regulador de esta biosintesis esta constituido por una proteina reguladora
RhIR que s¢ activa por la unién de un autoinductor (butanoil-L-homoserina lactona),
producido por la enzima Rhil (sintetasa del autoinductor). (Ochsner ef al, 1995)

El gen regulador rkIR pertenece a la familia de los genes [uxR. Estas proteinas
tienen un sitio de unién a DNA y otro de union a un autoinductor, el regulador RhiR

participa también en la regulacion de la elastasa, proteasa y piocianina (Ochsner et
al,1994)

Factor sigma 38 (RpoS)

El factor sigma 38 se identificé originalmente cn Escherichia coli 'y en
Salmonella tvphimurium como un factor sigma alternative que activa la expresion
de numerosos genes requeridos para mantener la viabilidad celular durante 1a fase
estacionaria de crecimiento ¢ cuando las células estén experimentando deprivacién
nutricional (Kolter, er af 1993, Loewen, ef uf 1994). La activacion de estos genes
hace a la bactcria mas resistente al cstrés ambiental como deprivacidn nutricional,
cstrés osmotico y estrés oxidativo. RpoS juega un papel importante ¢n las células
creciendo exponencialmente que son expuestas al incremento de la osmolaridad,

ademas induce mas de 30 genes en respuesta a varios factores de estrés. RpoS
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también activa a genes de virulencia en diversas bacterias incluyendo, Salmonella

typhimurium, Escherichia coli y Shigella flexneri. (Hengge-Aronis, 1996)

Dentro del genero Pseudomonas, el papel de RpoS es generalmente de
regulador de respuesta al estrés. En P. fluorescens RpoS también regula la

produccidn de antibidticos y afecta la actividad de control bioldgico de la bacteria.

La transcripcion del gen rpoS de Pseudomonas aeruginosa se activa por el
sistema RhIR-BHL lo que indica que este gen esta bajo el control de “quorum
sensing”. RpoS esta involucrado en la regulacion 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, catalasa,

exotoxina A, piocianina, pioverdina v motilidad (Sang-Jin Suh, ef a/ 1599).
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OBJETIVO GENERAL:

Estudiar Ia biosintesis de la dTDP-L-ramnosa y la regulacién de los genes

biosintéticos en Pseudomonas aeruginosa.

OBJETIVOS PARTICULARES:

a) Caracterizar 10s genes involucrados en la biosintesis de la TDP-L-ramnosa de

Pseudomonas aeruginosa.

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

ramnosa de Pseudomonas aeruginosa.



MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas, plasmidos, medios y condiciones de cultivo:

Las cepas utilizadas en este trabajo se presentan en la Tabla 3. Las cepas de £.
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 antibidticos utilizados en los medios de
seleccién fueron: ampicilina (Sigma Chemical Co., St. Louis Missouri) 200 ug/mi
para E.coli; carbenicilina 200 pg/ml para P. aeuginosa; gentamicina (Sigma Chemical
Co., St. Louis Missouri) 10 y 300 pg/ml para E.coli y P. aeruginosa respectivamente;
tetraciclina (Sigma Chemical Co., St. Louis Missouri) 200 pg/ml para P. aeruginosa.
Para la determinacién de ramnolipidos y de la actividad enzimatica de la TDP-
glucosa-4,6-deshidratasa; las cepas de P.aeruginosa se crecieron en medio liquido

bajo en fosfatos denominado PPGAS (Zhang and Miller ef al; 1995) a 200 rpm y a
29°C.

Tabla 3. Cepas y plasmidos utilizadas en esta trabajo.

Cepa 2enotine o caracleristicas refevantes Referencia

FP. aerugmosa

PAGI Cepa silvestre no mucoide Holloway, ¢r af. 1979
PG201 Cepa silvestre prototréfica Guerra, et al. 1986
65E12 PG20Y mutante en riiR Ochsner, et al. 1994

PAOIL »poS::Gm PAO! mulante ¢en rpoS Este estudio
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AKI1012 PAQOI mutante en algC Coyne, et al. 1994

CDM1/1 PAQO] mutante en algR Mohr, ef al. 1990
PAOIL algD::Tc  PAO! mutante polar en algD Chitnis, et al.1993
8830 Aislado clinico mucoide Zelinski, et al. 1991
3858 8330 mutante en algC Zelinski, et al. 1991
E. col

DHSa Cepa Hospedero Gibco

HE101 Cepa Hospedero Gibeo

DH1 Doble mutante, afectada en el Clark, et al. 1992

gen rfbD, y en la ramnosil

transferasa de LPS

Plasmidos
pCLD28 pUC!9 conteniendo el promotor rmiB Este estudio
pR1556 pUCI19 conteniendo el gende la Clark, et al. 1992

ramnosiliransferasa de LPS
pR1168 pUCI8 conteniendo el /6D dc Clark, et af. 1992

S, tvphimurium

pCOC! pKS conteniendo el gen rpoS§ Este estudio

pCOC2 pCOCH con una insercion en el gen rpoS  Este estudio

pRML4 pUCIY llevando los genes rml/BDAC Este estudio

pUCI9 Vector de clonacion Promcga
pBluescript-11 KS Vector de clonacion Stratagenc

pl3SI.141 Veetor que contienc el casscette de Gm Alexeyev, er af. 1995



pLPS1881 pUCP19 llevando el gen algC Coyne, et al 1994
AJG309 pCP13 llevando el gea algl/ Goldberg et al 1993

Manipulacion del DNA

Los procedimientos estindar para purificacion de DNA total y de plasmidos,
digestiones con enzimas de restriccion, electroforesis en geles de agarosa, ligacidn
de DNA v transformacion de E. coli se realizaron segin lo descrito en Sambrook, et
al. 1989. Las purificaciones de DNA de geles de agarosa se realizaron con el kit
Gene Clean III (Bio/Can Scientific, Mississauaga, Ontario, Canada). Las secuencias se

realizaron con la enzima thermosequenase (Amersham)
Amplificacidn de la regién promotora de »#miB y construccion del plasmido pCLD28

La amplificacion de la regidn promotora de rm/B se llevo acabo mediante PCR
utilizando la enzima Vent polimerasa de Amersham, se utilizé como templado el
DNA cromosomal de P. vernginosa PAOL; los oligonucledtidos utilizados rm{B86!
(5’-CTGGCACCGCCGCGCCACCCAGC-3"y y rmiB62 (5°-CGCCCGCGGCTGGTA
CCCGGCG-37) se disenaron apartir dc la secuencia obtenida del banco de datos del
genoma completo de P. geruginosa (Pseudomonas genome project;
http//www.pseudomonas.com; Pathogencsis Corporation). La mezcla de aplificacion
s¢ prepar6 de la siguiente forma 200ng de DNA cromosomal 50 pmol de cada
oligonucledtido, 2.5 mM de dNTPs v 1 X de bufter que contiene MgClz 2.25 mM. Se
ulilizé un Robothermocycler gradient 40 (Stratagenc). El producto amplificado dc
863pb sc clond ¢n el vector de clonacidn pUC9 en el sitio Hingll, esta construccion

sc denomine pCLD2E.



Analisis de de hibridacion DNA-RNA en gota {“Dot blot™)

La purificacion de RNA se realizé segin la técnica de Barry ef a/, 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 iécnica de “random
primer” con el kit redi-primer de Amersham, segln indicaciones del fabricante. La
hibridacién RNA-DNA se llevo acabo en condiciones desnaturalizantes con
formamida (Sambrook et al., 1989). Se utiliz6 un sonda que contiene los genes
ribosomales de Escherichia coli, como estandar interno para la concentracion de
RNA total, obtenida del plasmido pKK3535, el cual fué facilitado por Virginia
Wheaton de la Universidad de California, Santa Cruz, USA.

Andlisis de extension de iniciadores

Los ensayos de extension de iniciadores “primer extension” para la
identificacién del inicio de transcripcidn, se realizaron con 50 ng de RNA punficado
de cultivos crecidos en medio PPGAS. La reaccion de extension de iniciadores se
realizé de la siguiente manera: la reaccion de marcaje del oligo nucleétido rm/-250
(5’-GCCGGCACCAAGGACTCGGAACCCGGG-3") se llevo a cabo con gama ATP
(Ps2), con la enzima polinucledtido cinasa (Boheringer), y 20 picomoles del
oligonucleédtido, el volumen de reaccion fué de 20 pl, se incub6é 1 hr. Para reaccion
de extension se utilizo el sistema de Amersham siguiendo la instrucciones del
fabricante. Se utilizo en la reaccion las siguientes cantidades RNA 50 ug, NaCl 2.5
mM, 1.76 ul, Tris HCI IM, 0.66 ul; del oligonucleétido marcado con P32, 5 pmol;
inhibidor d¢ enzimas degradadoras de RNA, 25 U; DTT 10 mM, 3.7 de dNTPs 40
mM, 2 ply 10 U de la transcriptasa reversa. El RNA junto con el NaCl, el Tris HCI



y los oligonucleotidos, se desnaturalizaron a 55°C por tres minutos. Posteriormente
se aitadid el resto de los reactvos ajustando la reaccion a 40 ul. La extension se
realizd durante [ h a 42°C. El DNA copia (cDNA) resultante de la reaccion de la
transcriptasa reversa, se precipité con 10 ul de acetato de amonio 10 M y 100 ul de
etanol durante toda la noche. Después de precipitar el cDNA se lavd con etanol a
70% y se resuspendio en 10 pl. Simultaneamente se realizdé una secuencia

nucleotidica, usando el mismo iniciador para identificar el sitio de inicio de la
transcripcion.

Actividad enzimdtica de dTDP-glucosa 4,6 deshidratasa

La actividad se determind como se describe en Marumo, ef af. 1992, La
reaccion se llevo acabo con 15 pmol de Tris/HCI, pH 7.6, 1.2 pmol dTDP-D-glucosa
¥ una alicuota apropiada de la enzima en volumen total de 500 ! y se incubd a 37°C.
Se tomaron muestras de 50 Ui de reaccidn a intervalos de 10 min adicionando 750 pl
de NaOH 0.1 M y reincubadas a 37°C por 20 min. La generacion del producto de
esta reaccion se determiné mediante un analisis espectrofotométrico a 320 nm (€ 320
= 4600 M-1 . cm-1) la velocidad inicial en unidades de enzima (U) definidas como

umol de producto (dTDP-6-desoxi-D-xylo-4-hexulose) formado por minuto por gr
de proteind.

Determinacion de ramnolipidos

La concentracion de ramnolipidos se determiné midiendo la cantidad de
ramnosa liberada despucs de una hidrdlisis acida usando el método de orcinol
(Chandrasckaran, er af. 1980). L.a cantidad relativa de mono- v di-ramnolipido sc

determing mediante cromatografia en capa fina usando como solvenies cloroformo-




metanol (1:2) y cloroformo-metanol-hidroxido de amonio 5M (80:24:4) y revelando
con alfa-naftol (Wild, et al; 1997).

Amplificacién del gen rpoS , construccion del plasmido pCOC2 y construccién de la

mutante en rposS.

El gen rpoS de P. aeruginosa se amplificé por PCR utilizando la enzima Veat
polimerasa de Amersham. Se utilizé €l DNA cromosomal de P. aeruginosa PAO1
como templado. Los oligonucleotidos utilizados rpoS1 (5°-GGGGGAAGG
ATTGAGGCTAGCAGCGACC-3") v rpoS2 (5°-GAAGCGGCGAATCACCA
CACCA-3") se disefiaron en base a la secuencia de rpoS descrita por Tanaka and
Takahashi, en 1994. La mezcla de amplificacion se prepard como se describe en la
amplificacion del gen rm/B. El producto resultante tiene un tamafio de 1839pb, este
fragmento se digirio con las enzimas de restriccién Pstl y Smal. Este fragmento se
clond en el vector de clonacidn pBluescript-II-KS (Stratagene), esta construccion se
denomind pCOCI1. El gen rpoS subclonado se interrumpié en el sitio Hinc II
mediante insercion de un cassette de gentamicina. La construccidn con el gen rpoS
interrumpido con el cassette de gentamicina se denomind pCOC2. La mutagensis se
llevd acabo por electrotransformacion del plasmido pCOC?2 a la cepa PAOI. Las
doble recombinantes se seleccionaron por ser resistentes a gentamicina v sensibles a

carbencilina. La mutagenesis fue corroborada por hibridacién DNA-DNA tipo
southern

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Articulo: The Pseudomonas aeruginosa algC genc product participates in

rhamnolipid biosynthesis.
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Abstract

Pyetetornonas ¢eruginosa produces exoproducts correlated with :ts pathogeniaty One of these virulencesassociated traits is
the surfactant rhamnohpid. The production of alginate and lipopolysaccharide {LPS) are alse of importance for £ weruginosa
vitulence. The product of the afeC penc (which i invelved 1n algimate production through its phosphomannomutisse activity
and 1n LS synthesis through its phosphoglucomutase actvity) pazticipates in rhamnohpid production, presumably catalyzing
the first step in the deoxy-thyvomdine-diphospho-1-riuimnose (dTDP.L-rhamnose) pathway. the conversion of glucose-6-
phosphate to plucose-1-phosphate Other structural afg genes. encoded in the ofg operon, are not wvolved wm rhamnolipid ner
LPS product:on, These results show thut the AlgC proten plays 1 central role i the production of the three 7 aeruginesa

virulence-associated succhardes: algnate, LPS and thamnolipid € 1999 Publshed by Elwevier Sownce BV, All rights
reserved,

Kewwends Rhamnohpid, Lipepolysawechamde: Aginatg. Paademonas aeruguiasa

L. [ntroduction P acrugmesa produces mainly two types of rham-

nolipids called menorhamnolipid and dirhamnolipmd

Prendomonus seruginesd 18 an oppoiunistic hu- {Fig. 1Y Rhamoolipd production proceeds by two
man pathogen cousing serious nosocomal tnfections rhamnosy! transfer reactions, cach eatalyzed by a
[1} The seerenon of numerous toxie compounds and specific rhaminosyltransferase (4] In both of these
hydrolytie enzymes s cotrelated with pathosenicity reactions,  deoxy-thymidine-diphospho-t-1hamnase
[2]. These exoproducts include proteases, phospho- (dEFDP- -rhamnose) acts as the rhamnposyl donor
hipase L exotoxin A, pyocyanin and 1hamnolipeds and  f-hydroaydecanoyl-f-hydroaydecanoate or
131 monorhamnohpid are the respective recipients,

Production of the exopolysacchande alpnnte and

lipopolysacchuande {LPS) are impoitant for P wern-

* Comespanding author Tet, 153 (70 M1633, gaows visulence |5 7] 0 eysu libross (€17, an an-
Bax 482 (7 172388 Vemanl plop bt pnam ms leated discane, £oweragme chironeally colonies
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the lungs of patients and the infecton by mucoid
(alginate producing) strains 5 a major factor for
morbidity and mortahty [3). LPS defective P aeru-
gimose strans are less viruleni to mice [6.7].

The LPS of P weruginosa includes ipid A (endo-
toxin}, the LPS core and. attached to it. the O-anu-
gen (also called B-band LPS) [8]. P werugmosa
makes a second polysaccharide antigen attached to
the LPS core [8]. which 15 conserved among different
isolates. This common antigen (also called A-band
LPS) 15 composed mostly of p-rhamnose. The O-
antigen structure 13 the serotype-specific determinant
and 1n some serotypes. it contamns L-rhamnose as one
of its constituents {9]. Guanosine diphospho-man-
nose {(GDP-mannose). besides being an alginate pre-
cursor. is the precursor of GDP-p-rhamnose for
common antigen [10] (Fig 2}, In P acrugwosa. there
are at least two hamologs of the alginate gene prod-
uct. AlgA, the bifunctional enzyme phosphomannose
isomerase-GDP-mannose  pyrophosphorylase. and
one of them. WbpW. 15 involved 1n common antigen
biosynthesis {11]. Thus, the hosynthess of rhamnose
15 Integral to the production of at least two polysac-
charides (Fig. 2).

The molecular geneucs of alginate preduction in
£ acrugmese have been widely swugied f12] This
metabalic pathway nvolves the conversion of fiue-
tose-g-phosphate to GDP-mannose via mannose-6-
phosphate and mannose-1-phosphaie intermediates
(Fig. 2). The commuiment enzyme mn this pathway
35 GDP-mannose dehydiogenase (encoded by the
afgf2 gene), which convertis GDP-mannose, a metab-
olie used for the synthess of different saceharides

Table

Pt it and ploanids used w this work

Steamy o plisid

Relevant charactonstios

O Ohvere ot of FTFEMS Murobwlagy Letters 179 (1098) 85-9)

such as GDP-p-rhamnose [10}. 1o GDP-mannuronic
acid, a direet alginate precursor The «lgC gene en-
codes a phosphomannomutase enzyme which caza-
iyzes the second step in the pathway. 1 e the conver-
sion  of mannose-6-phosphate  t© mannose-i-
phosphate. This enzyme has been shown to have
also a phosphoglucomutase activity and 1o be in-
volved in LPS synthesis [13]. presumably participat-
ing 1 the biosynthesis of glucose and rhamnose
needed for the formation of core-LPS (Fig. 20,

The algD pene 15 located in a synthetic cluster
which contains most of the genes encoding the en-
zymes mmvolved 1n alginate synthesis, with the excep-
non of the «/gC gene. This alg gene cluster 1s tran-
scribed as an operon [14], which 15 controlled from
the «/gD promoter via positive transcriptional regu-
lation by the AlgR proten [E5].

We report here that AlgC actwity is essential
for thamnolipids producton, possibly through its
phosphoglucomutase activity, while the products of
the ufg genes m the biosynthetic cluster are not in-
volved in rhamnolipid production nor in LPS syn-
thesis

2. Materials and methods

21 Micralbmwological procedures

Bacterial stramns and plasmids used are shown in
Table 1. Anubiotic concentrations used for P aeru-
ginosa were 300 pg ml™' carbenicillin (Cb) and 150
pe mi™! retracychine (Te)

Sowree or reference

Ira 0 Wil twpe Sraan LS B diniloway
AK L2 PAOLaled mutany LIS 3
COMIA PAO el mulant {22

PO atey 10 FAO e mitant unahle o avpress U wfe penes of the iosyatheue operon, 147 HE)!

] Minoid (1 polate, TIPS A

RNSR SR afyd mutant, noamucond, LPSY 23]
Plisnds

pLIS IS PLCTIY continunp £ aermgmiot wlieC gene CWF [y

PIG I POPLY wanh the whel vene 1o f26]

Abbrevianansy used  eastinge fa Eh ' chloramphenkol (Ca'yand e (T LIS

ne A o B obind LS producd)

means praductien of sald-tvpe |18, LS means
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2 2. LPS characterization

LPS was isolated and characterized by 2 Western
blot procedure as described {13).

2 3. Rhamnolipids deternination

The total rhamnohpids concentration was deter-
mined from cell culture supernatants in PPGAS mne-
dium [{6] by measuring the rhamnose concentration
after acid hydrolysis using the orcinol method [17].
Thin layer chromatography was used to detect the
two types of thamnolipids produced in liquid culture
{16].

3. Results and discussion

31 The AlgC protem 15 uvolved m rhamnolynd
synthesis

We hypothesized that the phosphoglucomutase ac-
tvity of AlgC was responsible for the production of
glucose-1-phosphate, the precursor of dTDP-glucose
and ultimately of dTDP-t-rhamnose (Fig. 2). If this
hypothesis was correct, an afgC mutant shouid be
unable to make rhamnolipids. The lack of glucose-
l-phosphate production 1n the «feC mutam weuld
also explain the poduction of & defective LIS, wnce
neither dTDP-glecose nor dTDP-rhamnose, which
are core-LPS precursors, would be made. In agiee-
ment with this hypothesis. the PAOL algC mutant
strain AK L1012 does not produce thamnehpids
detectable levels and the eomplementation i frany
of this mutation with the afe(’ gene (plasmid
pLPS188) restored the abiliiy to produce rhumnelip-
ids (Table 2 and Fiz. 3B} and LPS [13].

To further substantiate the AlaC involvement in
rhamnohpid production, we deternuned the synthesis
of these surfactants by the nen-mucoid aleC mutant
derived from the mueoid and LPS defective CF iso-
late 883 and by the complemenmied sinun SR8
(PLPS188) Rhamnohpid production by the mutant
strain was undetectable, while the intioduction ol
plasnud pLPSISE rendered the cells mucmd and
they reguned the abiliy o produge rhamuoohpds
{Table 2} Howas abwo appaent llom these detethn-
natons that straes 8830 produced high thampelpid

“
~1

A)
1
H o] -?H—CHZ—C—O—?H—CRZ—COOH
CHa (?H;)s (FHale
CHsz CH3
OH OH
B)
It
H 0 —?H_CHz_C_O_?H—cHz_COOH
CHz (?Hz)s (gHz)e
CHz CHy
oH o
H o}
CHj
OH OH

Fig 1, Schemauc representation of monorhamnolipd (A) and

dithamnolipid {B) molecules

levels and that plasmid pLPS138 did not restore s
production to mutant 3858 to wild-type levels (Table
2y Mutant 8838 was derved flom strain 8§30 by
EMS mutagenesis 23], so 3 1S possible that other
mutations, distinet from i, might be responsible
lor the lack of s full complementation by plasmid
pLPSI88. The LPS defect of strmn 8830 is caused by
an unidentificd mutatien which was not comple-
mented by plasmid pLPSISS (Iable 2

The AlgC protein plays o eentral wole i the pro-
duction of three P werugmose virulence-agsoctated
ltmits, algmate. rhamnolipids and LPS, although
the production of these compounds 15 subject 10 4
completely different genetie and environmental regu-
latien Highly mucoid strams are munly found 1
the lungs of CF patients {18] Genes encoding the
firsy specthie rhamnosy) transterise o1 rhamnohpid
producnon (74 8) need the posinve transeriptional
activater RhIR F19] which forms pait of avery com-
plev regnlatory cascade [20] and 1responds speaificallh
o igh bactertsl denses (21 On the othet hand,
there have been no reports of reeulanion ol LIPS pro-
duction @t the nansetpoonal level,
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fructose-6-phosphate fructose-6-phosphate
l WhpW glucose-G-phosphate AlgA
mannose-§-phosphate !

—__‘A!gC'_—__ mannose-6-phosphate

|

magnose-1-phosphate glucose-1-phosphate mannose-i-phosphate
:' Alg Renld WhpW
GDP-mannose dTDP-D-glucose GDP-D-mannose )
AlgD Rmlf  Cooeies Bemerase ANTIGEN

GDP-mannuronate dTDP-6-deoxy-D-4-hexulose GDP-D-rhamnose

RmiC
ALCINATE dTDP-6-deory-L-Ayxo-4-hexulose  COMMON ANTIGEN

RmiD

dTDP-L-rhamnose
com.;.l{ RHAAMNOLIPID

Fig, 2, Sehemaue representation of the P eerugmese PAQL metabalie routes for the production of rhamnohpid. alginate and LPS. Abbre-

viauons are grven in the teat, Bold arrows represent muluple enzymatic steps, AlgA and WhpW are shown twice beciuse they ar¢ infunc.
Lonal ensymes, ds desenbed in the st

Table 2
Production ol rhamnplpd<t oy dellerdnt P owerngitows sifainy

Stramn Chinactermsbie™ Rlnsmaahod
AL Wildeivpe, non-mucend, LIS KRR &4
PAQL (p3GHY) Mucord, LIS Wt

AK 1012 Non-mugox, { P54 NI

AKI012 (pLPRIsEDY Non-muwond LRS- Mg
8810 Mucond, LPSY 636+
phEE Now-nuganl, [ P§? ND

RRSA (pLI*SISK) Mucod 1 Px! Mie7
GO Non-mucond, LP§" I
PAO Iy Te Non mucowd, LES” EARRAN

CND means ool detected Results iepeesent the mean 513 of the thamnehpud coneentsation from three cudtures The chamuanhipud con
centzation i espresed as py ml oal chaminese mochamolgudy evagted sl et from culture sipernataniy

PLES' means prodienon ol wikd nope TS TS means sa As or band TS produced 1he stram changtemsbes i ave alneady
been repuonted s the Ineratme are tha showas o Table |
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32 Effect of the level of AleC expression on
rhamnolipid producrion

The production of these surfactants was deter-
mined m COMI/L, a PAO el R mutant [22] (Table
1), since AlgR has been reparted to activate olgC
transerpuon (23 The same rhamnelipids and LPS
levels were produced i the wild-tvpe PAQOL and s
afe R mutint (Table 20 sugpestung that the basad,
AlpR-mdependent. bansernplion of afed s sullicient

Microlialegy Letiers 179 (1999 35-3) a9

to express the AlgC activity involved m rhamnolipid
and LPS production.

The activity of the alternative sigma factor AlgU 1s
the limiting step in the expression of ali the afg genes,
including algC {23-26]. To determine whether an 1n-
crease 1n algC expression resulted in an increase
rhamnolimd production, we transferred to the PACI
strain the plasmid pFG309, which expresses high
AlgU levels and renders the strain mucoid. The over-
expression of AlgU, and presumably of AlgC. has no
effect on the level of rhamnelipids production (Table
2). nor on the ume course of theirr production (Fig.
3A) These results suggest that the AlgC acuvity s
not the limiting step in rhamnolipids production.

Even though the amount of rhamnolipids pro-
duced by the mucoid strain PAG1 {pJG309), ¢xpress-
ing high AlgC levels, is not sigmificantly increased.
the ratio of dirhamnohpid to monorhamnolipid pro-
duced is raised (Fig 3B). These resuits suggest that
the incrcase in AlgC activity causes an increase of
dTDP-L-thamnese and that the increased availabihiy
of this substrate of the rhamnosyl transferases in-
volved 1n rhamneolipid synthesis displaces the equilib-
rnum towards the production of surfactants with vo
rhamnose moieties,

3.3, The proteins encoded by the alg operon are not
wnvalved o rhamnolipidy nor LPS buosyetheric
pathwayy

Mutant PAQigleD Tc docs not express any of
the alginate biosynthetic penes, with the cacoption
of wlgC, because the mutation caused by the mser-
tion of the Te resistance cassetie i the afgh pene is
polar on the expression of all the elg genes of the
biasynthetic operon Mutant PAOlaie? Te produ-
ces normal fevels of rhamnobpuds (Table 2) ind has
no defect i its LPS. showing that the only /g géne
product which patticipates in the praduction ol these
sacchintides 15 AlpC
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Caracterizacion de los genes rml/ involucrados en la sintesis 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 »fbABCD se
encuentran organizados en un operon. Con el fin de identificar los genes de la
sintesis de la TDP-L-ramnosa dentro de el genoma de Pseudomonas aeruginosa
mediante analisis de homologia (Pseudomonas genome project;
http//www_pseudomonas.com; Pathogenesis Corporation) utilizamos la secuencia
nucleotidica de los genes biosintéticos de la TDP-L-ramnosa de Xanthomonas
campestris (organismo relacionado genéticamente con P. aeruginosa). Dentro del
contig 54 se encontraron cuatro marcos abiertos de lectura que presentan identidad

con los genes rfb de X. campestris.

El ORF 1 presentd identidad con el gen rfbB de diversos microorganismos
entre ellos X. campestris, Salmonella typhimurium, Shigella flexneriy E. coli
(Tabla 4). El gen r/b8B codifica para una dTDP-D-glucosa-4,6-deshidratasa. El ORF
2 presenta identidad con el gen rfbD; este codifica para ta dTDP-6-desoxi-L-manosa
deshidrogenasa, la cual es la tltima enzima de la via biosintética de la TDP-L-
ramnosa. Gl ORF 3 presentd identidad con ¢l gen r/dA el cual codifica para la
glucosa-i-fosfato timidililtransferasa. EI ORF 4 presenta fuerte identidad con el gen
rfbC que codifica para ta dTDP-6-desoxi-D-glucosa-3,5-epimerasa. Estos resultados
sugieren fuertemente que cstos ORFs forman el grupo de genes de la biosintesis de

dTDP-L-ramnosa los cuales denominamos rorf en P. aeruginosa (Fig. 10).
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CGRAGUGTCC GGOCARTTOG CGOCTCGACA ADCGCRAGCT GCRACAGGTC TTCGGCCTGG TACTGCUAGA CTIGGOGUTAC CATGCUGGRAC GCATGATCCA 2600
KR P A NS RLDX RXL QQ@V FG6LYV L PD WRY HAGER HIRQ
GGRACTGAGC GAGCAGGGHMT CRUTATGRAA CG.MGGGCA TCATCCTOGE COGAGGCTOS GGCACTEGOC TGOACCCOGE ARCGCTORC ATCTCCAAGT 2700
miA % K ROK I I LA 6GS GTRUL HPA TULA I S5 XQ

EL S EQG©P L
AGTTGCTGOC GOTGTACGAL ARGCUGATGA TCTACTAZCC GCTCAGTACC CTGATGOTEG COGGCATCCG CGAGATACTG ATCATCTODA CCCCACAGGA 28500
L LP VYD K2MI YYP L ST LKHKLAGIR EIL ITIZST PQOD
CACCCCACGC TTCCASCAGT TGCTGEGOGA CGOTTCGAAL TGGGGCCTGE ACCTGCAATR TGOUGTGCAR CCOTOGCCGE ACGICTORC CCAGGICTTC 2900
T PR FQQL LGP G S ¥ WG6LDID LEY AVQ P SPD GLA QATF
CTGATCOG0G AFTCGTTCAT (GGUARCGAC CTCAGCGCGE TGGTCCOTOGG CAACAACCTC TATTACGGOC ADGACTTOCA CQAGTTOUTC GGRONGIGCTT 3000
LI G6GE § FI 6NP LSAL VLG DHNL YYGH DFHK ELGL GS5AS
CGCRAGOGUCA GRCCGGLOCC AGTGTCTTCE CCTACCACGT GCTCGAOTTG GRGCGCTACG GOGTGGTOGA GTTCGALCAS GGUGBCARGG CCATCRGTCT 3100
QRQ T6A SVFA YHV LD?P ERYG VVE FDOQ GG Xa IS5L
GGAAGRGARG CCACTGGAXS CRARGTOGAA CTACGCGGTC ACCGOCCTGT ATTTCTACGA CCRGCAGGTG GTGGACATCG CUAGGGRATT GANGCCTICG 3200
EEK PLE?P XSN YAV T6LY FYDQQQV VDIATRDL X PS5
CCGOGOGGCG AGCTGGAGAT CACCGACGTC ARCCOGOGOCT ATCTGGAGCG CGUCCAGCTC AGCGTGGAGA TCATGHHITG CGGCTALGIC TGGCTGGATA 3300
PR GE L EI TDHV NRAY LER 6Q1L 5V EI HGR 6Y A WILDT
COGECACDCA CGATTOGCTG CTCGAGGOCG GCCAGTTCAT CGOCACCCTG GAGRRCCGOL AGGGTCTCAA GHTGGUCTSC CCGGARGAGA TCGCCTACCG 3400
G TH P SL LEAG QFTI ATL ENRGEE GLEK VAC PEETI ATYR
GCAGARGTGG ATCGACGUCG CGCARCTGGA BAARCTCGOC GOGCOGLTGG CCAAGAMGE CTACGGCCAA TACCTCARGC GCCTGUTGAD CGAGACCGTG 3500
Q KW I DAA QL E XKLAR APLA KNG YG@Q YLXZR LLT ETV
TACTGATGRA AGCGACCCGE CTGGCAATTC COGACGTCAT CCTCTTCGAA COCCGGGTGT TCGGCGACGA TCGLGGATIC TTCTTCGRAA GETACRACCA 3600
Y . m

¥ K ATPR L AL P DVYI LFE PRVF GID RGF FFES YNOQ
GCGOGOCTTC GROGARGCCT GCGGTCATCC GGTCAGCTTC CTCCAGGACH ACCATTOGOG TTUCGOCIGT GGOSTCCTOC GOGKKICTCCA CTACCARATC 3700
R AF EEAC GHP Vs F Vv QDZN H A R G VLR GLH ¥ QT
MWWWWMAMAMWWWCWM 3800
R QqAO G KL VRA TLGE VFD VAV DLRR GSP TFG QWWVEGE
GOCARCGCCT GAGCOOGGAS ARCAAGCGCC AGATGTGOAT TCCCGCOCCE TTOGLGEALG GOTTCGTORT CCTCAGCCAM TACGOCGAGT TCOTCTALAR 3900
ERL § A E N KRQ HMWI PAG FrHG FVvV L SE Y AETF LYK
GACCACCCAC  TICTCGOOCC COCAACACGR ACCCTGCATC GTCTGGAMG ATCCOGAGTT GAAGATOGAC TGGCCCCTGC AGCATGLCCC CCTGLUTTICG 4000
T TOD FWARP EHE RC]JI VvVWWHND PEL K1D WPLOQG DAFP L LS
GASAROGAIC GOCAGCLCAA GGCATTOGOC GACGCCGACT GCTTCOCCTG AMDGGCAGGS MGCGACCGGA CTCGOUGCAA GGCGTGATAA TTTAGGGCAT 4100
E K DR QGXK AFfF A DADC F P .
COCGTCOG0G  ATCOOCCOGA TACTCOEACE CADGCCACGT TCGTTCCTCT TGAAMNGCCTA TTTCCATUNC TOOCCCTOSE TGGTCATCCT CGCCCTGCTT 4200
CTOGCGCCGE TOCTCTGECC COTGIAATAT TTCCCUGAGC CUTACTACAS CGACCACTTG GCCGAGCAGA ACCGOCAGAC GCTOGAOCTC TACGTCDCCA 4300
RCCTGCTCGG CACGCTGOGC CGLTACGAAG AALTOCCGCA GATCCTOGGC GGOCTGOCGG TGCTGCGCCA GGOCCTGCARM CRACCTGRCG ACCCGCTGCT 4300
CCAGAGATC GCCAACGAGE COCTOGCCGA CATCOGLCGA COCADCGGLG CORMOGTGRT CTACCTOCTS CARCCCGACG GOACCAZCCA GOTCGLCTCC 4500
ARCTGHACOC MAGCGGACAS MTTTOGTOCAC CGLARCTTOG CCTTCOOCCC CTATTATOGE GAGGCCATGE ACGROOGCCT GGCGRGLTTC TTCGOCCTSG 4600

Figura 10 . Secuencia de los genes biosintéticos de la dTDP-L-ramnosa rmiBDAC
de Pseudomonas aeruginosa



Tabla 4. Identidad a nivel de aminoacidos de los genes rml! de Pseudomonas

aeruginosa contra diferentes bacterias gram negativas.

Gen
Bacteria rmiA rmiB rmlC rmiD
E.coli 76% 64% 70% 62%
S.typhi 76% 65% 65% 60%
X.campestris 68% 70% 54% 55%
S flexrneri 75% 64% 60% 62%

Los genes rmi{ se aislaron a partir de un cdsmido obtenido mediante
hibridacién; (Cabrera,V.N., Tesis de Licenciatura. 1999) utilizando como sonda un
fragmento de 865 pb amplificado por PCR; que lleva parte del gen »m/B. Nosotros
subclonamos un fragmento Sph] de 6.3Kb que lleva estos genes (Fig.11); en el

plasmido pUCI19, esta construccton se denomind pRML4.
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Figura 11. Mapa del fragmento subclonado en el plasmido pRML4 que lleva los

genes {rnl) de la biosintesis de fa TDP-L-ramnosa



Para confirmar que estos genes estan involucrados en la sintesis de ramnosa,
realizamos la complementacion de la cepa DHI de E. coli pR1556 (Clark et al. 1992)
con el plismido pRMLA4. La cepa DH! es una doble mutante, la primer mutacion
afecta a la ramnosiltransferasa de LPS de pared; la cual es complementada por el
plasmido pR1556, la segunda mutacién se encuentra en el gen »fbD, llevando a la
produccion de LPS defectuoso, por la falta de la dTDP-L-ramnosa. El fago Ffm se
utilizd para la seleccién de la cepa complementada, este fago es capaz de lisar las
células que tiene un LPS defectuoso, como control positivo usamos la cepa DH!I
pR1556 pRI168 complementada con el gen r/bD de Salmonella tvphimurium. La
sobrevivencia de la cepa complementada con el plasmido pRML4 demuestra que los
genes rml de Pseudomonas aeruginosa restauran el LPS defectuoso de la cepa
mutante, mediante la produccién de la dTDP-L-ramnosa, lo que demuestra que estos

genes estan involucrados en la sintesis de la dTDP-L-ramnosa.

Analisis transcripcional del operén rm/

La regulacién transcripcional de los genes biosintéticos de la TDP-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 biosintesis de L.PS como en la
de los ramnolipidos. Con el fin de conocer algunos aspectos de la regulacidn
transcripcional de este operdn, nosotros realizamos analisis de la region corriente
arriba del gen rn{B. Mediante analisis computacionales se reconocio una secuencia
consenso promotora similar al promotor LacUVS5, el cual pertenece al grupo de

promotores tipo 11 que reconoce tanto a sigma 70 como a sigma S (Tanaka, et al.
1993).

El sitio de inicio de la transcripeidn sc determiné mediante ensayos de



extensién de iniciadores. Se identificd un sitio \inico de inicio de la transcripcion a
312 pb corriente arriba del codon de inicio de la traduccién (Fig. 12). Con el fin de
saber si existe diferencia en el sitio de inicio de la transcripcidén segun la fase de
crecimiento, se realizaron ensayos de extension de iniciadores en la fase exponencial
y estacionaria de crecimiento (datos no mostrados), no se encontré ningin nuevo
sitio de inicto de la transcripcion.

Justo arriba de este sitio unico de inicio de la transcripeion se encontré la
secuencia promotora con el consenso para 670, antes identificada mediante los

analisis de secuencia, lo que sugiere fuertemente que este promotor es funcional.

A)

TCA GCCCLCTECUTATAATETCGCCCTCTTCGLC b
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Figura 12. “Primer extension” de la regién corriente arriba del operdn rml de

Pseudomonas aeruginosa. A) Secuencia de DNA de la regidén 5 del operén rm/
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comparandola con el promotor de Lac U¥35. B) Sitio de inicio de la transcripcion de
los genes rml.

La transcripcion del operén rml aumenta segin la fase de crecimiento.

En Pseudomonas aeruginosa la produccién de ramnolipidos ocurre en altas
densidades celulares en medios con deprivacién de fosfatos. Para determinar si la
transcripcién de los genes biosintéticos del precursor TDP-L-ramnosa también se
induce en estas condiciones, se determind la transcripcion del gen rm/B a lo largo de
la curva de crecimiento. Se realizaron analisis de hibridacién de RNA-DNA “Dot
blot” a diferentes densidades celulares en los medios PPGAS y LB, utilizando como
sonda un fragmento del gen »m/B. Observamos un incremento drastico en la
transcripcion de este gen en la fase estacionaria de crecimiento en el medio PPGAS.
Por otro lado, en el medio LB se observa una transcripcion basal a lo largo de la
curva de crecimiento (Fig. 13). Estos resultados concuerdan con que la produccion
de ramnolipidos se lleva acabo en fase estacionaria, en medio PPGAS (medio bajo en

fosfatos). En comparacién la sintesis de ramnolipidos no se detecta en medio LB
{Ochsner, et al. 1994).
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Figura 13. Analisis del transcrito del gen #m{B mediante “Dot blot” a lo largo de la

curva de crecimiento.

Con el fin de determinar si la transcripcion de los genes »m/ se incrementa con
fa densidad Optica debido a la concentracién celular o a la fase de crecimiento se
realizé un analisis de “dot blot” de ltos genes rpoS y rAIR a diferentes densidades
opticas en medio PPGAS y LB. Observamos que el gen rA[R presenta una
transcripcién basal durante toda la curva de crecimiento en medio LB (Fig. 14),
mientras el nivel de transcrito en medio PPGAS sufre un incremento drastico en
densidades o6pticas altas. Estos resultados concuerdan con las observaciones de
Pearson, er al; 1997; quienes encuentran el misimo efecto en medio con una fucnte de
nitrogeno mala. En el caso del gen #poS ¢l nivel de transcrito también se incrementa
a densidades Opticas altas en medio de deprivacion de [osfatos en comparacion con el

medio LB (Fig. 14). Estos resultados demuestran que la transcripeion tanto de ra/R y
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Figura 14, Analisis del transcrito de los genes rA/R y rpoS mediante hibridacidn
DNA-RNA durante la curva de crecimiento. A) Andlisis de “Dot blot” de los penes
riilR y rpoS. B) Curva de crecimiento de P. aeruginosa PAO! en medio LB y en

PPGAS.
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#poS, como de fos genes rml, se afecta por la deprivacién de nutrientes y no solo
dependen de la concentracion celolar.

La sintesis de la TDP-L-ramnosa depende del sistema “quorum sensing”
RhiR

La sintesis de ramnolipidos se regula por el sistema “quorum sensing” RhIR,
que activa los genes blanco cuando 1a densidad celular es alta. Para determinar si este
sistema también regula la sintesis de la TDP-L-ramnosa, nosotros determinameos la
actividad enzimatica de la TDP-glucosa-4,6-deshidratasa (enzima codificada por el
gen »miB, primer gen del operén) en la mutante 65E12 afectada en el gen rh{R y en
la cepa silvestre PG201. Observamos una disminucion de la actividad enzimatica de
90% en comparacién a la cepa silvestre (calculada en Ul/mg de proteina). Asi
mismo, la sintesis de ramnolipido se encuentra completamente abatida en la mutante

65E12 (Tabla 5). Estos resultados sugieren que la sintesis de ta TDP-L-ramnosa es
afectada por el sistema “quorum sensing” RhIR.

Algunos de los genes regulados por los activadores transcripcionales de la
familia Lux poseen corriente arriba del inicio de la transcripcidn un secuencia
consenso de activacion denominada caja lux (Fuqua, er al. 1996). En la regién
corricnte arriba deld sitic de inicio de la transcripeion de los genes »mf no se encontro
ninguna secuencia parecida a la caja lux. Por lo que queda por determinarse el nivel

de la regulacidn y si la activacion es directa o indirecta.
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Tabla 5. Produccién de ramnolipidos y actividad enzimatica de TDP-glucosa-4,6-

deshidratasa en diferentes cepas de Pseudomonas aeruginosa.

CEPA Actividad Enzimatica (UI) Ramnolipidos (pg/mi)
PAQ! 1470 126
PAO! rpoS::Gm 540 178
PG201 417 166
65E12 (rhiR-) 71 ND

ND: No Detectado
El factor sigma S no interviene en la transcripcion del operén rml.

Latifi, er al. 1996, demostraron que el gen rpoS que codifica para el factor
sigma S, esta bajo la activacion del sistema “quorum sensing” RhIR. Estos
antecedentes aunados a los resultados obtenidos, asi como al tipo de promotor
encontrado corriente arrtba del gen rm/B  que parecia rcsponder tanto a sigma S
como a sigma 70, sugerian que el factor sigma S podia estar involucrado en el
aumento de la transcripcion de estos genes en fase estacionaria. Con el objetivo de
verificar esta hipdtesis construimos una mutante rpoS mediante una insercion de un
cassette de gentamicina. Se analizé la produccién de ramnolipidos y la actividad
cnzimatica de la dTDP-glucosa-4,6-deshidratasa. La actividad cnzimatica de fa TDP-
glucosa-4,6-deshidratasa {Tabla 3) en esta mutante disminuiye ¢n 63%, lo que sugicre
que ¢l factor sigma S inlervienc cn la sintesis de la dTDP-L-ramnosa en

Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo. csta disminucidn no se ve reflejada en los

5



niveles de ramnolipidos (Tabla 5). Estos resultados demuestran que las enzimas Rml

no son las enzimas limitantes en la sintesis de ramnolipidos.

Con el fin de demostrar si sigma S es el factor que participa en la transcripcién
de los genes rm! se realizaron andlisis de “dot blot” en la cepa afectada en rpoS'y en
la cepa PAO1 en donde se observé que la concentracion 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 transcripcion de los genes rml, y que

afecta la actividad enzimatica a través de otros factores regulatorios.

£

rmiB
Cepa Pixeles
rmiB RNATr
PAO! 2493 4356
rpoS 1835 4489

Figura 15. Analisis del transcrito del gen rm/B mediante “Dot blot™ en la mutante

rpoS.



Modelo de regulacion del operon rm! en Pseudomonas aeruginosa.

Con todos los datos recavados hasta el momento, podemos proponer que la
regulacion de la sintesis de la TDP-L-ramnosa de Pseudomonas aeruginosa depende
del sistema “‘quorum sensing” Rhi, como lo sugiere la disminucion de un 90% en la
actividad de la enzima RmiB (TDP-glucosa-4,6-deshidratasa) en la mutante 65E12
(rh{R-). Sin embargo, se desconoce a que nivel RhIR afecta la sintesis de la dTDP-L-
ramnosa en Pseudomonas aeruginosa. Los analisis obtenidos de [a region promotora
sugerian que esta regulacién podria ser a través del factor sigma S (rpoS ), sin
embargo los andlisis de los niveles de transcripcion de los genes rm/ en la mutante
rpoS (Fig 14) demuestran que el promotor encontrado no responde al factor sigma S.
Los analisis realizados demuestran que la regulacién de este operén 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 RhIR regule directamente estos genes (Fig 16).
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Figura 16. Modelo de regulacion de los genes rml en Pseudomonas aeruginosea.



CONCLUSIONES

El gen afgC participa en la sintesis de la dTDP-L-ramnosa, y por lo

tanto en la sintesis de LPS y ramnolipidos.

La actividad de a4/gC no es el factor limitante en !a sintesis de

ramnolipidos.

Las proteinas del operdon alg no estan involucradas en la sintesis de LPS

ni de ramnolipidos.

Los genes rmIBDAC codifican para enzimas biosintéticas de la dTDP-L-

ramnosa.

La tranmscripcion del operdon rm! prescnta un aumento dramaitico en la

fase estacionaria de crecimiento en medio con deprivacion de fosfatos.

El sistema “quorum sensing” RhIR esta involucrado en la sintesis de la
TDP-L-ramnosa

El factor transcripcioral sigma S no interviene en la transcripcion del

operon rmi.

Existe otro u otros factores regulatorios dependientes de “quorum

sensing” que afectan la sintesis de la dTDP-L-ramnosa.
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PERSPECTIVAS

Determinar que otros factores regulatortos afectan la sintesis de TDP-L-ramnosa.

Determinar si la activacidn del sistema »4IR sobre los genes rm!BDAC es directa o

indirecta.

Determinar si la activacion del sistema ri/R sobre los genes rm/BDAC es

transcripcional o postranscripcional.

Determinar si existe regulacién por retroalimentacion en la via biosintética de la
dTDP-L-ramnosa.

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

la produccion de mono y diramnolipido.
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