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1 RESUMEN 

Azotobacter vinelandii produce dos polímeros: el polisacárido 
extracelular alginato y el poli-ester intracelular poli-f3-hidroxibutirato 
(PHB). El cósmido pSMU588. de la biblioteca genómica de A 
vinelandii, disminuye la mucoidia y por lo tanto la producción de 
alginato en la cepa mucoide de A. vinelandii ATCC 9046. El 
pSMU588 se mutagenizó al azar con el transposón miniTn5/acZ1 
seleccionandose. por su incapacidad de disminuir mucoidia. en la 
cepa ATCC 9046, el cosmido mutante pSMU588-21. Al ser 
secuenciado el locus responsable de la disminución de mucoidia se 
encontró un una fase abierta de lectura (tal) cuya secuencia 
hipotética de aminoácidos mostró 65°/o de identidad con GacS de 
Pseudomonas. esta proteína es una cinasa transmembranal que 
pertenece a un sistema regulador de dos componentes, cuyo 
regulador de respuesta (GacA) es un activador global que controla 
varios productos de metabolismo secundario y factores de virulencia. 
Al tal se le llamó de igual forma gacS. El gen gacS se clonó 
generando el plásmido pMC15: también se construyó una cepa con 
una mutación no polar en gacS. El pMC15 y la mutación en gacS 
reducen significativamente tanto la producción de alginato, como la 
transcripción de algD. un gen que codifica una enzima clave en la 
biosintesis del alginato. La mutación en gacS también reduce la 
acumulación de PHB y afecta el enquistamiento. De igual forma, 
caracterizamos el gen que codifica el par regulador de GacS. Usando 
el gen gacA de Pseudomona.s, identificamos el gen homólogo en A 
vinelandii. La proteína predicha a partir de gacA de A. vinelandii 
mostró 87 º/o de identidad con GacA de Pseudornonas . .Junto a gacA, 
se identificó un homólogo al gen uvrC de Pseudomonas. En 
mutantes gacA , como era esperado. se disminuyó la producción de 
alginato y la transcripción del gen algD. En conjunto, los datos 
anteriores indican que el sistema global gacSIA regula la síntesis de 
poi ímeros en A. vinelandii. 
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1 ABSTRACT 

Azotobacter vinelandii produces two polymers: the extracellular 
polysaccharíde alginate and the intracellular polyester poly-b­
hydroxybutyrate (PHB). A cosmid clone (pSMU588), from an A 
vinelandii gene library diminished alginate production in A vinelandii 
mucoid strain ATCC 9046. The nucleotide and predicted amino acid 
sequence of the locus responsible for the mucoidy suppression 
revealed 65'% identity to Pseudornonas GacS, a transmembrane 
sensor kinase of the two-component regulators, whose cognate 
response regulator. GacA, is a global activator regulating severa! 
products and vírulence factors. Plasmid pMC15 harboring gacS, and 
a straín carrying a gacS non-polar mutatíon were constructed. Either 
pMC15 and the gacS mutatíon significantly reduced algínate 
production and transcription of algD, the gene coding far the key 
enzyme GDP-mannose dehydrogenase of the alginate biosynthetíc 
pathway. We found that the gacS mutation also reduced PHB 
accumulation and impaired encystment. We also characterized the 
gacA gene encoding the GacS cognate response regulator GacA. We 
used the Pseudornonas gacA to identify the A. vinelandii gacA 
homologue. The predicted gacA protein showed 82'?'o identity to 
Pseudomonas GacA. Downstream of gacA, a homologue of the 
Pseudornonas uvrG gene was also identified. A strain carrying a gacA 
mutation was constructed as expected, the gacA mutation impaired 
alginate and PHB production as well as transcription of algD. Taken 
together, these data indicate that the gacSA global system regulates 
polymer synthesis in A. vinelandii. 

V 



11 INTRODUCCION 

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram negativa, de vida 
libre, fijadora de nitrógeno, cuyo género presenta una característica 
poco común entre bacterias y más aún entre gram negativas. Bajo 
condiciones adversas, A. vinelandii tiene la capacidad de 
diferenciarse morfológicamente generando formas celulares latentes 
resistentes a la desecación (quistes). El desarrollo de un proceso de 
diferenciación exitoso está relacionado con la producción de los 
biopolímeros alginato y poli-/3-hidroxibutirato. En nuestro grupo existe 
interés en comprender, a nivel molecular. la producción de ambos 
biopolímeros así como su papel en el proceso de diferenciación, 
además, el uso industrial que en potencia tienen ambos 
biopolímeros. genera un interés adicional en su estudio. 

Ciclo de vida de Azotobacter vinelandii 

hllh.h.1n11~·rlf•• :- ..Jr" ''"'n 

Fig. 1 . Ciclo de vida de Azotobacter vinelandii. Ver detalles en el texto 

A. vinelandii presenta dos fases en su ciclo de vida, una fase de 
crecimiento vegetativo y una fase de vida latente (Fig.1 ). La célula 
veget.::itiva de A. vinelandii es de tipo bacilar con flagelos perítricos 
que posibilitan su movilidad. Actualmente se desconocen las 
condiciones ambientales que determinan el término de la fase 
vegetativa y el inicio del proceso de diferenciación. En el laboratorio, 
bajo condiciones propicias para la fijación de nitrógeno. el proceso de 
diferenciación puede inducirse con /3-hidroxibutirato ó n-butanol. Una 
vez inducidas. las células pierden su movilidad y se presenta una 
última división celular que genera dos células esféricas de menor 
tamaño, las cuales se cubren por dos capas llamadas intina y exina, 



constituidas principalmente de alginato. una vez que termina este 
proceso. se generan las células diferenciadas denominadas quistes. 
Los quistes maduros son células de 1 .5 micras de largo X 2 micras de 
ancho constituidos por un cuerpo central o basal, que en su interior 
contiene gránulos del polímero de reserva poli-f3- hidroxíbutirato 
(PHB). y envolviendo al cuerpo basal a manera de cubierta. se 
encuentran las capas de intina y exina (Fig. 2). Bajo condiciones 
favorables, el quiste inicia un proceso de germinación con el 
hinchamiento del cuerpo central. posteriormente se presenta la 
ruptura de Ja exina. y finalmente emergen dos células que adquieren 
nuevamente movilidad (Saddof, 1975 .. Wyss et al .. 1961 ). 

Fig. 2. Quiste maduro de A. vinelandii. EX .. exina, IN .. intina. CB., cuerpo 
basal., PHB .. poli-¡3-hidroxibutirato. 

Función biológica del alginato y del PHB en Azotobacter 
vinelandii 

Como se mencionó. el alginato es esencial en la biogénesis del 
quiste maduro, ya que la intina y la exina contenienen 13 y 32 ~~ de 
alginato en peso seco, respectivamente (Lin y Sadoff. 1969), por lo 
que mutantes no productoras de alginato son incapaces de formar 
quistes maduros (Mejia-Ruiz et al .. 1997). 

A. vinelandii produce alginato también en condiciones de 
crecimiento vegativo; en estas circunstancias se crée que es 
importante en la adhesión de Ja bacteria a superficies (Costerton et 
a/., 1987 .. Clementi, 1997). o actuando como una barrera contra la 
difusión de oxígeno o metales pesados (Fyfe y Govan, 1983., 
Clementi, 1997). 
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El PHB es un poli-ester que pertenece a la familia de los 
polihidroxialcanoatos (PHA ·s) los cuales son sintetizados por más de 
90 géneros bacterianos como reserva de carbono y energía. En A 
vinelandii, Stevenson y Sokolofsky ( 1 996) han sugerido que el PHB 
podría funcionar como fuente de carbono y energia para desarrollar 
el proceso de enquistamiento. estableciendo una correlación directa 
entre la cantidad de PHB acumulado en etapas previas al 
enquistamiento y el porcentaje de quistes formados en el cultivo. Los 
lípidos son los productos celulares más importantes del metabolismo 
del 13-hidroxibutirato durante el enquistamiento. por lo que la síntesis 
de lípidos esenciales y típicos del enquistamiento, tal como las 5-n­
alkilpironas, el 5-n-tricosil resorcinol y derivados galactosidos de 5-n­
alquilresorcinol, podría estar relacionada con la disponibilidad de 
PHB (Reuch y Sadott, 1981., Su et al., 1981 ). 

Por otra parte se crée que la señal fisiológica que desencadena 
el proceso de diferenciación podría ser la depolimerización del poli-13-
hidroxibutirato. De esta forma. la adición al medio de cultivo de 13-
hidroxibutirato o bien de n-butanol. que genera 13-hidroxibutirato, al 
metabolizarse produciría una situacion similar a la depolimerización 
del PHB (Reuch y Sadoff. 1983., Gama et al., 2000) lo cual dispararía 
el proceso de diferenciación. 

Aplicaciones del alginato y PHB. 

a )Composición del alginato. 

Los alginatos son una familia de heteropolímeros compuesta 
por monómeros de ácido gulurónico (G) y ácido manurónico (M) 
unidos por enlaces ¡3(1-4). La distribución y contenido de los 
monómeros es variable. pudiéndose encontrar cadenas con 
secuencias alternas (-M-G-M-G-M-) o bien con bloques de 
monómeros alternados (-M-M-M-G-G-G-M-M-M-), donde el número 
de monómeros en Jos bloques es irregular (Haug et al., 1971) (Fig 3). 
En presencia de calcio u otros cationes divalentes. los alginatos 
tienen la capacidad de formar geles termoirreversibles. Al interactuar 
los residuos de ácido gulorónico con los cationes. éstos forman 
puentes entre cadenas de alginato que generan estructuras 
diméricas, las cuales a su vez pueden. agregarse unas a otras 
generando una estructura de gelificacion que se conoce como "caja 
de huevo" (Steginsky et al., 1992., Clementi, 1997). La variabilidad en 
la distribución y contenido de ácido gulurónico y ácido manurónico es 
importante, ya que esto permite tener alginatos con diferente 
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capacidad de gelificación: un alginato con alto contenido de ácido 
gulurónico genera geles rígidos y resistentes, en tanto un alginato 
con un contenido bajo de éste ácido produce geles suaves y elásticos 
(Clementi, 1997). 

N~O OH -o- O ~H ' 
- -º o N•O H 

O~~ONa 
NoO 0 / \-1-oH 

OH ll 
o~'o' 

H 0-...._ 0 
NaO OH 

Figura 3. A) Estructura de los bloques homopoliméricos manuronicos {M) y 
gulurónicos {G). B) Bloques heteropoliméricos manurónicos-gulurónicos {M­
G}, los cuales constituyen la molécula de alginato {Clementi F., 1997). 

b) Aplicaciones del alginato. 

En la industria alimentaria y farmacéutica. los alginatos se usan 
como aditivos capaces de viscosificar, estabilizar, emulsionar y 
gelificar soluciones acuosas. Actualmente. se esta estudiando su uso 
en recubrimiento y protección de heridas. así como en tecnologías de 
inmovilización de células y enzimas (Clementi. 1997 ). 

En la actualidad. los alginatos usados en la industria se e><traen 
de algas cafés del género Laminaria, Macrocystis y Ascophyllum. 
Aunque se tiene conocimiento general sobre la proporción ácido 
manurónico/ácido gulurónico (M/G) de los alginatos provenientes de 
cada especie de alga, la composición está siempre sujeta a 
variaciones ambientales y a la edad del tejido del cual se extrae. Lo 
anterior genera una gran variación en la calidad del alginato de algas 
usado comercialmente. Ante esta situación, la producción de 
alginatos de origen bacteriano con calidad uniforme se presenta 



corno una alternativa interesante (Rhern y Valla, 1997). Los alginatos 
producidos por A. vinelandii tienen una composición muy similar a la 
de los alginatos de mejor calidad de extraídos de algas. por lo que A 
vinelandii se ha perfilado como el mejor candidato para producir 
alginato por medios biotecnológicos (Clementi. 1997). 

c)Composición y aplicaciones del PHB. 

CH 3 O 

[ 
1 11 1 

- -o-cH-CH2C"Jn 

Fig. 4. Estructura química de poli-P·hidroxibutirarato 

El poli-¡3-hidroxibutirato es un homopolímero constituido por 
monómeros de 13-hidroxibutirato (Fig 4). Desde el punto de vista 
biotecnológico, los poli-hidroxialcanoatos son compuestos muy 
interesantes, ya que pueden formar plásticos con propiedades 
semejantes a las del polipropileno y el polietileno. con la ventaja de 
ser plásticos biodegradables provenientes de una fuente renovable 
(Dawes, 1990). A pesar de lo anterior su explotación comercial en la 
actualidad es limitada, ya que se tienen rendimientos bajos con altos 
costos; sin embargo. es probable que en un futuro los estudios sobre 
éstos polímeros permitan obtener materiales plásticos con 
características específicas para ciertos usos con costos razonables 
de producción (Steinbüchel y Valentin, 1995). 

Biosíntesis del alginato 

Desde mediados de la década de los setentas se conoce las 
rutas biosintéticas del alginato tanto en A vinelandii (Fig. 5) como en 
algas. encontrándose. en general, actividades enzimáticas similares 
(Pindar y Buck. 1975) 

En la biosíntesis de alginato en A vinelandii . los azucares de 
seis carbonos (a excepción de la fructosa) son usados como fuente 
de carbono, y se metabolizan a piruvato por la vía Entner-Doudoroff. 
Posteriormente, el piruvato ingresa al ciclo de ácidos tricarboxílicos y 
finalmen'te por gluconeogénesis se sintetiza fructosa 6-P (Gacesa. 
1998). La fructosa 6-P se utiliza como sustrato por la 
fosfornanosaisomerasa (PMI) para generar manosa-6P. ésta a su 
vez se convierte a manosa 1-P por la fosfomanosa mutasa (PMM). 
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En el siguiente paso biosintético, la man osa 1-P se activa vía GTP por 
la GDP-manosa pirofosforilasa (GMP), generando GDP-manosa, 

Fig. 5. 
1998). 

Fructosa 6 íosfato 

~ Fosfomanosa isomerasa (AlgA) 

Manosa 6 íosfato 

~ Fosfomanomutasa (Alg(:l 

Manosa 1 íosfato 

J GDP manosa pirofosforilasa (AlgA) 

GDPmanosa .J GD P manosa deshidrogena.o¡a CA Jgl)) 

GDP manurónico J polimerJsa/cxponación (AlgS. 44. J. K) 

poJimanurónico 

J 
Orto-aceti~ación CA tgF. l V) 
Corte (algmasa) 
cpimcrizacíón (al&<i) 

Alginato 

] 

Activación de 
prt. .. "Cursorcs 
(citoplasma) 

J Oxid.ílción de 
prec ursorcs 
(citoplasma) 

J PDiimenzac1ón 
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Ruta biosintetica del alginato en Azotobacter vinelandii (Gacesa. 

la que posteriormente se oxida a ácido manurónico por la enzima 
GDP-manosa deshidrogenasa (GMD). En P. aerugmosa. una 
bacteria productora de alginato, filogenéticamente muy cercana a A 
vinelandii, la síntesis de ácido GDP-manurónico es el paso crítico en 
la producción de alginato, ya que el ácido manurónico además de ser 
el precursor directo del polímero es también precursor de la GDP­
ramnosa (Rocchetta et al., 1999), un metabolito usado en la síntesis 
de lipopolisacáridos. Una situacion similar, se creé ocurre en A 
vinelandii, por lo que la GDP-manosa deshidrogenasa (AlgD) puede 
ser un punto importante en la regulación de la biosíntesis del alginato. 

El ácido manurónico se polimeriza en la membrana interna 
formando ácido polimanurónico. Algunos residuos del polímero se 
acetilan por una aciltransferasa, y se exporta fuera de la célula. Una 
vez fuera algunos residuos no acetilados se epimerizan a ácido 
gulurónico por la enzima C-5 epimerasa. y se produce así el alginato. 
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Genética molecular de la biosíntesis de alginato en A. 
vine/andii. 

a) Genes Estructurales 

Varias especies del género Pseudomonas producen alginato, 
la más estudiada al respecto ha sido P. aeruginosa, ya que el alginato 
es un factor de virulencia importante en los procesos infecciosos en 
los que interviene (May y Chakrabarty, 1994., Deretic et al., 1994)_ En 
P. aeruginosa, a excepción del gen que codifica para la fosfomanosa 
mutasa, todos los genes biosintéticos se encuentran agrupados a 
manera de operón. 

En A vinelandii, los genes que codifican las enzimas 
involucrados en la síntesis de alginato han sido caracterizados casi 
en su totalidad, a diferencia de lo reportado en P. aeruginosa, en A 
vinelandii los genes biosínteticos se encuentran agrupados en cuatro 
unidades transcripcionales (Fig_ 6). 

ul1:l: n1uc-·I """-·.// mucc· nruc/) 
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Al::U ( crE) 
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Fig. 6. Genes involucrados en la biosíntesis y regulación de alginato en 
Azotobacter vine/andii 

El gen algD, que codifica la GDP-manosa deshidrogenasa 
(GMD), se transcribe a partir de tres posibles promotores: uno de 
ellos (P1) es crE dependiente, el segundo promotor (P2) presenta una 
secuencia consenso típica de lospromotores d'º, mientras que la 
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naturaleza del tercer promotor a la fecha se desconoce (Campos et 
al., 1996). 

Mejia-Ruiz et al. (1997a, 1997b) describieron el operón 
integrado por los genes algB, alg44.algK y algJ. El gen algB codifica 
para una glucosil transferasa que ha sido relacionada con el proceso 
de polimerización. El producto de alg44 se presume puede estar 
implicado en el transporte del ácido polimanurónico hacia el espacio 
periplásmico. El gen algK codifica una lipoproteína esencial para la 
síntesis de alginato, que muy probablente participa en la 
incorporación de AlgJ en la membrana. AlgJ por su parte, es un canal 
iónico codificado por el último gen del operón que participa en la 
exportación del ácido polimanurónico hacia el exterior de la célula. 
Este operón presenta un inicio de trancripción cuya posible región 
promotora tiene una secuencia consenso similar a la de promotores 
cr" de Bacillus subtilis. 

Existe otro operón que incluye los genes algGXL V/FA. El gen 
a/gG codifica para la epimerasa que convierte algunos residuos no 
acetilados del ácido polimanurónico a ácido gulurónico. Los 
productos de Jos genes algXVIF estan involucrados en el proceso de 
acetilación. Por último, el gen algA codifica la enzima bifuncional 
fosfomanosa isomerasa/GDP-manosa pirofosforilasa (GMP/PMI). 
En este operón se han encontrado dos inicios de trancripción cuya 
posible región promotora no presenta un consenso similar a los de 
promotores ya caracterizados (Vazquez et. al., 1999). aunque se 
sabe que su transcripción no depende de crE (Lloret et al .. 1996). 

La enzima fosfomanomutasa (PMM) la codifica el gen a/gC en 
P. aeruginosa. En A vinelandii existe un gen homólogo que al igual 
que en P. aeruginosa. se encuentra fu-era de la región genómica 
donde se localizan los otros genes a/g. Actualmente se está 
estudiando su región reguladora (Gaona, 2000). 

b) Genes reguladores 

En A. vinelandii los genes algU, mucA, muca. mucC y mucD 
están organizados transcripcionalmente a manera de operón Fig. 6 
(Martínez-Salazar et. al., 1996). Un operón similar se ha descrito en 
P. aeruginosa (Boucher et a/., 1996). En ambas bacterias, a/gU 
codifica para un factor sigma similar al factor sigma E (cr") involucrado 
en la respuesta a estrés por calor en Escherichia coli (Deretic et al., 
1994). En A vine/andii este factor sigma promueve la transcripción 
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del gen algD a partir del promotor P1 (Moreno et al., 1999). Los genes 
mucA, muca. mucC y mucD son reguladores negativos de la 
biosíntesis del alginato (Martínez-Salazar et al .. 1996, León et al .. 
2000). Estudios realizados en P. aeruginosa. demostraron que MucA 
y Mues actúan como factores anti-sigma secuestrando a cr. 
mediante una interaccion proteína-proteína (Schurr et al. 1996). 
Muco en ambas bacterias tienen similitud con proteasas serínicas 
(Boucher et al., 1 996). Del gen mucC se conoce poco, sólo se sabe 
que tiene similitud con el ort4 de Photobacterium sp. cepa SS9, del 
que de igual forma se desconoce su función (Martínez-Salazar et al., 
1996., Boucher et al., 1 996). 

El gen algR codifica para un regulador de respuesta de un 
sistema de transducción de señales de dos componentes. 
Mutaciones en este gen dismisminuyen 50°/o la producción de 
alginato en A vinelandii, a diferencia de lo observado en P. 
aeruginosa. donde un gen homólogo es esencial para la producción 
de alginato. En P. aeruginosa, AlgR controla la transcripción del gen 
algD. situación que no ocurre en A. vinelandii. A la fecha el 
mecanismo por el cual algR controla la síntesis de alginato se 
desconoce (Núñez et al., 1999). 

Biosíntesis de PHB en A. vinelandii. 

En la biosíntesis de PHB estan involucradas tres actividades 
enzimáticas (Manchak y Page, 1994) (Fig.7). La primera reacción 
consiste en la condensación de dos moleculas de acetil-CoA por la 
enzima 13-cetotiolasa para dar acetoacetil-CoA. El acetoacetil-CoA 
formado se reduce por la acetoacetil-CoA reductasa. utilizando 
NADPH y produciendo D(-)-13-hidroxibutiril-CoA, que finalmente se 
polimeriza por la actividad de PHB sintasa. 

Génetica molecular de la biosíntesis de PHB en A. 
vinelandii. 

Los genes que codifican para las enzimas involucradas en la 
biosíntesis del PHB se están caracterizando en nuestro grupo. Ya se 
ha caracterizado los genes phbA y phbB. El gen phbA codifica para la 
13-cetotiolasa, en tanto el gen phbB codifica para la acetoacetil-CoA 
reductasa. Se tiene evidencia genética de que el gen que codifica 
para la PHB sintasa (phbC) se encuentra en el mismo locus (Cruz, 
2000). Un fragmento de DNA que contiene, posiblemente, estos tres 
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genes es capaz de reestablecer, por complementación heteróloga, Ja 
producción de PHB en una mutante phbC de Ralstonia eutrofa 
(Gerngross et al., 1994 .. Cruz. et al .. 2000). Aún no se sabe si los tres 
genes estan formando un operón como se ha observado en otras 
bacterias productoras de PHB (Schubert et al., 1991 ). 

~.Aºq::::. 
Acetoacetil-CoA 

~-NAOPH 

¡"._NADP• 

0-(-)-0-h•dmxObrC:º~ 

poli- 13- hidroxibutirato 

13-Cetotiolasa 
(pbhA) 

Acetoacetil-CoA 
reductasa 
(phbB) 

PHB sintasa 
(phbC) 

Fig. 7. Biosíntesis del poli-13-hidroxibutirato en A. vinelandii. 

Regulación de la biosíntesis de PHB. 

En general, en las bacterias productoras de PHB acumulan el 
polímero en respuesta a una limitación para su crecimiento, 
principalmente Ja falta de algún nutrimento como nitrógeno. fosforo. 
magnesio u oxígeno, en presencia de un exceso de fuente de 
carbono y energía (Anderson y Dawes. 1990). 

Por estudios realizados en A. vinelandii y en Azotobacter 
beijerinkii. se ha propuesto que el control de la síntesis de PHB se 
presenta principalmente a nivel post-traduccional. mediante la 
modificacion alostérica las enzimas de la vía (Senior y Dawes. 1973., 
Manchak y Page, 1994). Un punto de control importante es la 
actividad de Ja enzima ¡3-cetotiolasa, que se activa cuando la relación 
acetil-Coa/CoA es alta, situación que se puede dar cuando se 
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acumula NADH o NADPH como respuesta a la baja concentración de 
oxígeno en el medio. Estas condiciones también favorecen la 
actividad de la acetoacetil-CoA reductasa. 

Aunque en otras bacterias existen otros niveles de regulación 
en la biosíntesis de PHB (Miyake et al .. 1997 .. Miyamoto et al., 1998., 
Schembri et al .. 1995). en el género Azotobacter, a la fecha, no se ha 
reportado otro tipo regulación más que el descrito. 

Sistemas reguladores de dos componentes. 

En bacterias. los sistemas reguladores de dos componentes 
son el principal mecanismo mediante el cual contienden y responden 
a cambios o señales del medio ambiente. Estos sistemas están 
formados por dos proteínas: una proteína con capacidad de detectar 
dichas condiciones o señales. y una proteína reguladora que en la 
mayoría de los casos. es un regulador transcripcional, cuya actividad 
es controlada por la primera. 

a) Primer componente. 

El primer componente del sistema es una proteína que tiene 
actividad de cinasa. A estas proteínas regularmente se les conoce 
como cinasas histidínicas. Con algunas excepciones. estas proteínas 
presentan en la parte amino terminal dos dominios 
transmembranales (TM1 y TM2). que flanquean una porción de la 
proteína que se situa en el periplasma: a esta región se la ha llamado 
dominio de entrada y se la ha involucrado funcionalmente en la 
detección de las señales ambientales. La región citoplásmica de la 
proteína tiene varios motivos conservados que tienen relación directa 
con el proceso de fosforilación: a estos motivos. en su conjunto, se 
les conoce como módulo transmisor. El módulo transmisor 
comprende las cajas H. N. D/F. y G. La caja H contiene una histidina, 
la cual es el residuo donde se fosforilan esta clase de proteínas. Los 
motivos N, D/F, y G 1?stan involucrados en diversos puntos del 
mecanismo de fosforilación (Parkinson y Koffoid. 1992) (Fig. 8A) 

Existen cinasas histidínicas que presentan variaciones en el 
contenido de éstos dominios. Algunas de ellas son proteínas 
citoplásmicas que no tienen dominios transmembranales. También 
existen Cinasas histidínicas que presentan dominios adicionales 
(lshige eta! .. 1994): RcsC y ArcB son ejemplos típicos de estos casos. 
RcsC presenta, además de Jos dominios ortodoxos, un dominio 
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similar al dominio de fosforilación de los segundos componentes de 
estos sistemas (Stout y Gottesman. 1990). ArcB, además de tener 
todos los dominios presentes en RcsC, tiene un tercer dominio de 
fosforilación en su porción carboxilo terminal, distinto a los dos 
dominios anteriores (Fig. 8B) (Georgellis et al., 1997). 

b)Segundo componente 

Los segundos componentes son llamados reguladores de 
respuesta y están constituidos por dos dominios: el dominio de 
fosforilación se encuentra en extremo amino terminal y se conoce 
como módulo receptor (donde el aminoácido susceptible a ser 
fosforilado es un residuo de ácido aspártico): el segundo dominio se 
conoce como dominio de salida y generalmente se pega a DNA (Fig 
8). 
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Fig. 8. Organización estructural de los miembros de sistemas reguladores de dos 
componentes. A) Sistemas con cinasas h1stidinicas tipicas B) Sistemas con cinasas 
hist1dinicas multidominios. 

c)Mecanismo de transducción. 

Por estudios en los sistemas NtrC/B y EnvZ/OmpR de 
Escherichia coli se ha propuesto el siguiente mecanismo: 
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Una vez que la señal se detecta. un residuo de histidina del 
dominio transmisor de la cinasa histidinica se fosforila. utilizando ATP 
como donador de fosfato. Se tienen evidencias de que las cinasas 
histidínicas, en condiciones fisiológicas. se encuentran en forma de 
dímero, y que la fosforilación se da por un mecanismo transmolecular 
donde cada molécula fosforila a su pareja en el dímero (Yang y 
lnouye, 1991., Ninfa et al., 1 993 .. Swanson et al .. 1993) (Fig 9A). 

Con el dominio transmisor fosforilado, el fosfato se transfiere al 
dominio receptor del regulador de respuesta: al respecto se sabe que 
esta transferencia la cataliza el regulador de respuesta más que por 
la cinasa histidínica. La fosforilación del dominio receptor del 
regulador de respuesta genera cambios conformacionales en la 
proteína, que posibilitan su unión a la región promotora de sus genes 
blanco (Mizuno y Mishima. 1990 .. Stock et al .. 1995) . 

La inactivación del regulador de respuesta se puede dar de 
varias formas. en algunos casos. la labilidad intrínseca del enlace del 
fosfato determina el período de actividad del regulador de respuesta 
(Stock et al.. 1995). Existen sistemas en los cuales la cinasa 
histidínica también puede defosforilar a su regulador de respuesta 
(Weihong et al., 1998) y, por último, existen sistemas con fosfatasas 
accesorias que modulan también la actividad de su regulador de 
respuesta (Slat y Eisenbach. 1994). 

En los sistemas con cinasas multidominios. actualmente se 
está entendiendo la manera en el cual se transduce la señal. Las 
características estructurales de estas cinasas histidínicas están en 
estrecha relación con su función. Según el modelo propuesto por 
Georgellis et al. (1997) basado en trabajos realizados con el sistema 
ArcS/A, una vez que ocurre la fosforilación del dominio transmisor 
(H1 ), el fosfato se transfiere al residuo de ácido aspártico del dominio 
receptor (O 1 ). del cual, a su vez es transferido a la histidina del tercer 
dominio de fosforilación (H2). ubicado en el carboxilo terminal. 
Finalmente, se trasfiere al regulador de respuesta ArcA. 
Recientemente, este grupo ha reportado que al aumentar la 
concentración de Ares. ésta tiene también la capacidad, in vitro, de 
defosforilar a ArcA, mediante un mecanismo inverso de transferencia 
de fosfatos 01 <-H2<-ArcA, en el cual no interviene el dominio 
transmisor de Ares (Georgellis et al., 1998) (Fig 9S). 
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Fig. 9. Mecanismo de transducción de señales en sistemas de dos componentes con 
A)Cinasas típicas y, B) Cinasas multidominios, 1) fosforofiación y, 2) defosforilación. 
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11 ANTECEDENTES 

El estudio de la regulación de la biosintesis de alginato en A 
vinelandii es un área interesante y novedosa de investigación. Por los 
estudios realizados en nuestro grupo (Mejia-Riuz et al .. 1997 .. Nuñez 
et al .. 1999 y Vazquez et al., 1999), sabemos que en A vinelandii 
existen diferencias sustanciales con respecto a la regulación 
reportada en P. aeruginosa (Deretic et al .. 1994). 

La producción de alginato confiere un fenotipo mucoide a las 
colonias de A vine!andii. Con la finalidad de encontrar genes 
reguladores negativos de la biosintesis del alginato, se transfirieron 
los cósmidos del banco genómico de la cepa UW136 (a!gU) a fa 
cepa mucoide A TCC 9046 (cepa silvestre). De esta forma, por su 
capacidad de suprimir la mucoidia. y por ende la producción de 
afginato, se seleccionaron los cósmidos pSMU588, pSMU865 y 
pSMU986 (Tabla 3). Los cósmidos seleccionados se hibridaron 
contra sondas de genes reguladores conocidos en P aeruginosa. El 
pSMU588 no mostró señal de hibridación alguna, lo cual sugería que 
este cósmido contenía reguladores aún no descritos de la síntesis de 
alginato. Al locus contenido en este cósmido se le llamó muc5BB 
(Martínez-Salazar et al., 1996). 

CEPA PROOUCCIO:'lt DE /\LGINA TO* 

ATCC90-46 151.9 ± 7.5 

A TCC9046/pCPl 3 159.0 ± 9.6 

A TCC9046/pSl\1986 57.1 ± 3.2 

A TCC9046/pS.i\1 U588 52.9 ± 4.2 

A TCC9046/pS.i\I U865 44.4 ± 3.2 

Tabla 1. Efecto de los cósmidos supresores de mucoidia en la producción de 
alginato en la cepa ATCC 9046 A. vinelandii (modificado Salazar et. al. 1996). 
·Producción de alginato en mg de alginato por mg de peso húmedo 
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IV OBJETIVO INICIAL 

Con los antecedentes anteriores, en primera instancia se 
resolvió identificar y caracterizar el gen o genes responsables del 
efecto regulador negativo que. sobre la biosíntesis de alginato, ejerce 
el cósmido pSMU588. 

V RESULTADOS 1 

Mutagénesis del pSMU588 

Con el objetivo de caracterizar el locus mucSBB, el pSMU588 se 
mutagenizó al azar usando el transposón miniTn5/acZ1 (de Lorenzo 
et al.. 1990); se generaron. 20 mutaciones independientes en el 
cósmido. 

Los cósmidos mutantes se transferieron uno a uno a la cepa 
mucoide ATCC 9046. Se observó que el cósmido mutante pSMU588-
21, era incapaz de abatir la mucoidia en la cepa ATCC 9046. Una vez 
que fué corroborada la presencia del transposón, mediante 
hibridación tipo ·-southern ... se determinó cuantitativamente el efecto 
regulador del pSMU588-21 (Tabla 2). Este resultado sugería 
fuertemente que el transposón afectaba un locus responsable de la 
supresión de mucoidia. 

CEPA 

ATCC 9046 

A TCC 9046/pSM V588 

ATCC 9046/pSJ\JU588-21 

PRODliCCJO:'\' DE ALGJ:-.;_.\. TO 
(µg/nig de proteína) 

1660 ± 38 

660 ± 25 

1320 ± 68 

Tabla 2. Efecto de los cósmidos pSMUSBB y pSMUSBB-21 en la producción 
de alginato en fa cepa A TCC 9046 de Azotobacter vinelandii. 
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Subclonación y secuenciación de la región afectada por el 
transposón. 

Mediante la comparac1on del patrón de restricción del cósmido 
silvestre con el mutante y por hibridación del cósmido mutante 
contra el transposón. se determinó que el transposón se insertó en 
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Fig.1 O. Mapa físico de los plasmidos construidos en el estudio del gen gacS. 
Las flechas indican la dirección de la transcripción. Los cassettes que confieren 
resistencia a sp estan representados por triangulos invertidos. Los 
oligonucleótidos con los cuales se amplificó gacS se esquematizan con lineas. 
Abreviaturas E, Eco RI; H. Hindlll; S, Smal; Sa, Sall: Sp, Sphl. 
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un fragmento San de 0.8 kb. El fragmento que contiene el transposón 
así como el fragmento silvestre correspondiente. fueron subclonados 
en pBluescriptllKS+, y se generaron las clonas pMC1 y pMC3, 
respectivamente (Fig.10). Ambas clonas se secuenciaron, y la 
secuencias nucleotídicas obtenidas se compararon contra el banco 
de datos Gene Bank, usando el algoritmo BLASTN. La comparación 
mostró que el transposón había afectado un gen homólogo a lernA, 
un gen dePseudomonas syringae que codifica para una proteína 
detectora de un sistema de transducción de señales de dos 
componentes. 

El alineamiento entre la secuencia del pMC3 y lernA nos reveló 
que la región secuenciada correspondía al extremo 3' de una fase 
abierta de lectura (tal) putativo, y que se tenía secuenciado 
aproximadamente del nucleótido 2000 al termino del gen (aprox. 
nucleotido 2700), teniendo poco más de 50 pb hacia abajo del 
posible codón de término. De acuerdo al análisis anterior, faltaban 
por secuenciar aproximadamente 2 kb hacia el extremo 5 'del tal 
hipotético. Por mapeo de restricción se localizó un fragmento Smal 
de 2.5 kb, que contiene parte del fragmento San de 0.8 kb. Este 
fragmento se clonó en pBluescriptllKS·. y se generó el plásmido 
pMC5 (Fig. 10). Una vez determinada la secuencia nucleotídica del 
pMC5, se empató con la secuencia nucleotídica del pMC3. teniendo 
así 3 kb de secuencia nucleotídica del locus afectado por el 
transposón. 

Análisis de la secuencia nucleotídica del locus rnucSBB 

Al analizar las 3 kb de secuencia nucleotídica. se encontró unta! 
del tamaño esperado (2.7 kb}(Fig 11 }, cuyo producto hipotético 
presentó aproxidamente 65 ~b de identidad con las sigientes 
proteínas: LemA de Pseudomonas syringae (Hrabak y Willis, 1992), 
ApdA de Pseudomonas F/uorescens (Corbell y Loper, 1995), RepA 
de Pseudomonas viridiflava (Liao et al., 1994), y PheN 
dePseudomonas tolaasii (Han et al., 1997). Todos los reguladores 
anteriores, a exepción de ApdA de P. fluorescens, controlan la 
producción de factores de virulencia esenciales en procesos 
infecciosos que estas bacterias realizan en diversos tejidos 
vegetales. En P Fluorescens, ApdA controla Ja biosíntesis de 
antibióticos (Tabla 3). De igual forma, Ja secuencia aminoacídica 
predicha también mostró identidad significativa con ExpS de Erwinia 
carotovora (Eriksson et al., 1998), RpfC de Xanthornonas campestris 
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pv.campestris (Tang eta!., 1991), y BarA de Escherichia coli (lshige 
et al., 1994). Los reguladores RpfC y ExpS controlan la expresión de 
genes de virulencia, en tanto. BarA es esencial para iniciar el proceso 
infeccioso del tracto urinario en cepas uropatogénicas de E coli 
(Zhang y Normak, 1996). 

De forma general. mutaciones en /emA. pheN ,repA .apdA, rpfC 
y expS generan fenotipos pleiotrópicos. con deficiencias notables en 
la producción de metabolitos secundarios (Tabla 3). 

Recientemente se ha determinado llamar gacS (del inglés 
.. global antibiotic and cyanide control·") a los genes funcionalmente 
homólogos lemA. pheN ,repA y apdA; en consonancia con esto. al fa/ 
localizado en el locus muc588 se le 1 lamó gacS. 

BACTERI/\ 
(REGULADOR) 

Pse11don1or1as L•o·rin¡:at:" 
(GacS) 

P.,·e11dor11011asfl11orece11s 
(GacS) 

P.\·eudo111011aL\. oleo1·ora11s 
(GacS) 

Pseudo111011as toolusL'fd 
(PheN) 

Pse11do111011a .... · l'iridiflai·a 
(RepA) 

Eru·i11ia carotoi·ora 
(ExpS) 

Esclzericlzia co/i 
(Bar A) 

Salt11onella typl1in111riru11 
(Bar.·\.) 

.--Ya11t/zo111011as ca111pestris 
(RpfC) 

HEGLJL\CIO.-.; 

Producción ck· Proteasas y Fi-
toto:xinas* .. 

Producción de .·\ntibi<Jticos, HCN, 
y proteasas 

Antibióticos. Protesa, HCN v 
llon1oscrín-lactonas .. 

Producciún de Protcasas y Fi­
totoxinas* 

Proteasas. Pectato liasa v 
glucogalacturonidasa* .. 

Pectato liasa, Pectina Jiasa 
celulasa y protcasa* 

Sideróforos y receptores para 
con1plejos de sideróforos* 

Expresión de genes de invasi­
vidad* 

Proteasas, Pecta to liasa, a mi­
lasa y goma xantana* 

%10 

65 

65 

65 

65 

65 

55 

35 

35 

25 

Tabla 3. Identidades y regulación realizada por homólogos a GacS de A. 
vinelanddii. • los productos regulados son factores de virulencia. 
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Fig 11. Secuencia nucleotídica de la reg1on que contiene el gen gacS y su 
correspondiente secuencia aminoacidica deducida. Los codones de inicio y 
término se encuentran subrayados. El inicio de la traducción se indica con una 
flecha. El sitio de la inserción del miniTn51acZ1 se ilustra con un triangulo 
invertido. 

Todas las proteínas reguladoras con las que presenta 
identidad GacS de A vinelandii son cinasas histidínicas. que 
pertenecen a sistemas de transducción de señales de dos 
componentes. Estas proteínas son cinasas histidínicas multidominios 
similares a Ares. las cuales además de tener los dos dominios 
transmembranales (TM1 y TM2) y el dominio transmisor (H1 ). 
presentan dos dominios adicionales de fosforilación (01 y H2). 
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Fig 12. Alineamiento entre las proteínas GacS de P. syringae y A. vinelandii. 
Los motivos involucrados en el evento de fosforilación se encuentran 
enmarcados; los residuos susceptibles a ser fosfosforilados estan señalados 
con un asterisco. Los dominios transmembranales estan subrayados. Los 
residuos idénticos estan sombreados. 
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Analizando la secuencia nucleotídica del pMC1, pudimos 
determinar que la mutación generada por el miniTn5/acZ1. en el 
pSMU588 se debió únicamente a un fenómeno de inserción y no a 
otros eventos moleculares. frecuentes en este tipo de mutaciones 
como las ablaciones o las duplicaciones. 

La figura 12 muestra un alineamiento entre GacS de A 
vinelandii con GacS de P. syringae: como se puede ver. en ambas 
proteínas existen los dominios antes descritos. 

Construcción de la mutantes .JM1 y .JM2. 

Una vez que se determinó que gacS era posiblemente el 
responsable del efecto regulador del pSMU588, se planteó generar 
una mutante cromosoma! A TCC 9046 gacS para determinar el efecto 
de la mutación en la producción de alginato. 

Como primer paso en la construcción de la mutante antes 
descrita, la fracción del gen gacS contenido en el pMCS se 
interrumpió con el cassette L!sp el cual confiere resistencia a 
espectinomicina (Fellay et al.. 1987). Las inserciónes del nsp se 
realizaron de tal forma que gacS y el gen de resistencia se 
transcribieran en la misma dirección y en dirección contraria. 
generando los plásmidos pMC7 y pMC8 (Fig. 1 O). En A vinelandii . 
cuando los cassettes.!'.:.! se insertan de tal forma que éste y el gen que 
se interrumpe se transcriban en la misma dirección, se generan 
mutaciones no polares. ya que no son respetados los terminadores 
transcripcionales de los cassettes n (Mouncey et al., 1995). 

Los plásmidos pMC7 y pMC8 se transformaron en la cepa de A. 
vinelandii ATCC 9046 y se seleccionaron transforma11tes resistentes, 
a espectinomicina en las que probablemente se presentó un 
fenómeno de doble recombinación homóloga. Después, se probó por 
hibridación tipo ""Southern·", la presencia de las mutaciones. El 
caracter polar y no polar de las mutaciones se probó por hibridación 
ARN/ADN tipo ··srot blof-. A la mutante que presenta la mutación no 
polar se le llamó JM1 y a la que porta la mutación polar se le 
denominó .JM2 (Fig 13). 



A 
gacS 

B e 
ATCC 1 2 J 

1 2 ·' ..... 1-
Jl\I 

.l . .&.a 

2io11; - 2-'b 
J.65 

Ji\l 2 
D.76 

l.h!'-

Fig 13.Construcción de las mutantes JM1 y JM2. A) Mapa físico de la inserción 
polar y no polar del cassette nsp en el gen gacS. B)Hibridación tipo 
··southern·· de ADN genómico de las cepas ATCC 9046 (carril 1), JM1(carril 2) y 
JM2 (carril 3) contra un fragmento interno Sphl de 2.0 kb del gen gacS. C) 
Hibridación ARN-ADN tipo ··s1ot blot·· con ARN total de las cepas ATCC 9046 
(1 ), JM1 (2) y JM2 (3) contra un fragmento San de 0.6 kb ubicado al extremo 3' 
del gen gacS. 

Producción de alginato en las mutantes JM1 y JM2. 

El locus donde se encontró el gen gacS, se seleccionó 
originalmente como un locus regulador negativo. Por lo anterior, 
esperabamos que la mutacion del gen gacS, en el cromosoma de la 
cepa silvestre ATCC 9046, aumentara la producción de aginato 
Contrario a lo esperado, la producción del polímero en ambas 
mutantes tanto en medio Surk sacarosa (SS) sólido, como en medio 
SS líquido, se encontraba seriamente afectada. En medio sólido. la 
producción de alginato disminuyó tres veces, en tanto en medio 
líquido la producción se encontró prácticamente abatida (se 
disminuyó 60 veces)Tabla 4. 
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CEPA 

ATCC 9046 

J i\12 

Jl\11 

i\IEDIO BS SOLIDO 
(n1:.:ln1g protcin.a) 

l .2-t6 ± 0.1 50 

0.465 ± 0.05J 

0.4 1 1 .± 0.025 

:'\IEDIO BS LIQUIDO 
(n1J!/rn~ protcinn) 

2.177 ± 0.450 

O.OJ6 ± 0.002 

O.O 19 ± O.OOJ 

Tabla 4. Efecto en la producción de alginato de las mutaciones polar y no 
polar del gen gacS en la en la cepa A TCC 9046 de Azotobacter vinelandii . 
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VI OBJETIVOS 11 

Con los resultados anteriores se plantearon nuevas preguntas: 
¿regula GacS de manera dual la biosíntesis de alginato?, 
¿finalmente, que genes de la biosíntesis de alginato estan regulados 
por GacS?, ¿esta regulación es de tipo transcripcional?. ¿existe 
relación entre gacS y el proceso de diferenciación morfológica?, ¿que 
gen codifica el segundo componente de GacS?, de acuerdo a los 
cuestionamientos anteriores, se plantearon los siguientes objetivos: 

Objetivo general 

Estudiar el papel del sistema regulador de dos componentes 
GacS/A en la biosíntesis de alginato y en el proceso de diferenciación 
morfológica en A. vinelandii. 

Objetivos Particulares 

a)Confirmar que el efecto regulador negativo del pSMU588 se debe a 
gacS. 

b)Determinar posibles blancos finales de regulación entre los genes 
de la biosíntesis de alginato. 

c)Explorar si existe relación entre gacS y el proceso de diferenciación 
morfológica. 

d)Caracterizar el gen que codifica el segundo componente del 
sistema GacS/A en A. vinelandii. 
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VII RESULTA DOS 11 

El efecto regulador negativo del pSMU588 se debe a gacS. 

Los datos de producción de alginato en las mutantes gacS (JM1 
y JM2) evidencian que gacS regula positivamente la síntesis de 
alginato. Sin embargo, el locus muc5BB fue seleccionado 
originálmente como un locus regulador negativo. por lo que cabía la 
posibilidad de que el efecto regulador negativo se debiera a otro gen. 
y que la incapacidad reguladora del pSMU588-21 respondiera más a 
un efecto polar de la mutación que a la interrupción de gacS. 

El gen gacS se amplificó por PCR y se clonó en el vector 
pKT230. El plásmido generado. llamado pMC15 (Fig.1 O). se 
transfirió a la cepa de A. vinelandii ATCC 9046 y se observó que 
tenía un efecto aun mayor que el pSMU588: este hecho nos permitió 
concluir que cuando se introducen. en un plásmido, copias extras del 
gen gacS. tiene capacidad de regular negativamente la producción 
de alginato (Tabla 5). 

CEPA 

.ATCC 9046 

A TCC9046/pS:'\I L'588 

A TCC9046/p ,'\ 1C1 5 

PRODUCCIO;'I." DE ALGINATO 
(µg/mg prot.) 

1246 ± 15 

666.± 39 

16 .± 1.8 

Tabla. 5. Efecto regulador de plasmidos que contienen el gen gacS. sobre la 
producción de alginato en la cepa A TCC 9046. 

El gen algD es regulado a nivel transcripcional por GacS 

El gen algD codifica la enzima GDP-manosa deshidrogenasa, 
cuya actividad compromete precursores metabólicos, compartidos 
con la síntesis de lipopolisacáridos. hacia la biosíntesis de alginato. 
(Rocchetta et al., 1 999) por lo que se puede esperar que este gen y 
su producto constituyan un punto importante en la regulación en la 
producción de alginato. Anteriormente, Campos et al. ( 1996) habían 
determinado la existencia de correlación entre la transcripción de 
algD y la producción de alginato. Por los argumentos. anteriores se 
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exploró la posibilidad de que gacS. vía su regulador de respuesta, 
regulara la transcripción de algD. para lo cual se construyeron 
mutantes gacS con carácter polar y no polar (Wl12-1 y Wl12-2, 
respectivamente) en el tondo genetico de la cepa Wl12, que contiene 
una fusión transcripcional cromosómica algD-/acZ (Campos et al., 
1996). La construcción de las mutantes Wl12-1 y Wl12-2 se realizó 
de manera simililar a lo descrito para las mutantes .JM1 y .JM2. 

Al cuantificar la transcripción del gen algD-lacZ en la mutante 
Wl12-1, crecida en medio BS liquido, se encontró que la trancripción 
del gen algD-/acZ se afecta severamente al estar ausente el gen 
gacS (Fig 14). Un efecto similar se observó en la mutante Wl12-2 
(datos no mostrados). 
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Fig.14. A) Actividad ¡3-galactosidasa y B) Crecimiento de las cepas Wl12 
(barras negras y cuadrados). WI 12-1 (barras grises y triángulos), y WI 12/pMCl 5 
(barras blancas y círculos). 

Una vez que probamos que cuando gacS, también regula 
negativamente la síntesis del polímero. nos dimos a la tarea de 
probar que la regulación negativa, de igual forma, se realiza 
controlando transcripcionalmente el gen algD. Para ello medimos la 
transcripción de algD-lacZ en la cepa WI 12 en presencia del pMC15 y 
encontramos como era esperado, una disminución significativa en la 
transcripción del gen algD-lacZ (Fig 14). 



Como se mencionó el gen algD presenta tres inicios de 
transcripción: un primer inicio (P2) corresponde a un promotor cr 
dependiente, otro inicio de transcripción (P1) presenta un consenso 
que corresponde a un posible promotor c:i7º y un tercer inicio (P3) que 
no presenta secuencia consenso obvia en su posible región 
promotora. Para confirmar los resultados obtenidos con la fusion 
transcripcional algD-lacZ, se realizó un experimento de ··Primer 
extension·· del gen algD con ARN de las cepas ATCC 9046, .JM1 y 
ATCC 9046/pMC15. En las dos últimas se encontró que a las 48 h de 
crecimiento, están ausentes los tres inicios de la transcripción del gen 
algD, lo cual concuerda con la medición de la transcripción de a/gD­
lacZ en este tiempo y condiciones de cultivo (Fig. 15). 

A B 
O"E 

-.:\5 -10 ::'Q" 
TGTAAíGGCAAAAAGATAGCGACCGCGAAAGCGGG:GGCCCATGACGAAC 

CGAACATGGATCGCTTGAGCAGTT AT AAAGCATCCCITGCAACCTGCCTTT 
0"70 

-35 -to 1"7 
TAACGCCAGCTCATTTGGCACGACATTTTATTGACTATAATTCGGCCTGCA 

.1"7 
AATTTCCCTTGAAGXCGCCGGCAATGTGACGACCAAGGGTTTTAGTCGTC 

GACTTTTCGTTAAATAAGGACGAGGTGAACGCAATG ~- - •· ... 
• ----z -

--=· • 
Fig.15. Inicios de transcripción del gen algD. A) Secuencia de ADN de la 
region reguladora del gen algD. Los triangulas indican los rnicros de 
transcripción, el codón de inicio ATG esta indicado con una barra. B) Inicios de 
transcripción de algD en las cepas ATCC 9046 (carril 1), .JM2 (carril 2) y ATCC 
9046/pMC15 (carril 3). 
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Estudio del papel de gacS en el proceso de diferenciación 
morfológica de A. vinelandii. 

Con la finalidad de establecer si gacS esta relacionado con el 
proceso de diferenciación morfológica. se evaluó la capacidad de 
diferenciación de las mutantes gacS (JM1 y JM2). Los ensayos 
mostraron que fas mutantes JM1 y JM2 son incapaces de 
diferenciarse (Tabla 6); sin embargo. quedaba por aclarar si el 
control se daba a través de regular la síntesis de alginato. o bien si 
gacS regulaba otros productos génicos esenciales para el 
enquistamiento. Una respuesta parcial al planteamiento anterior se 
dio al cuantificar la producción de alginato en medio de inducción de 
enquistamiento (Burk con n-butanol como fuente de carbono): se 
encontró que fas mutantes gacS. en este medio, no producen 
alginato (Tabla 6). por lo que la incapacidad de diferenciación que 
presentan las mutantes, probablemente se deba a la falta de 
alginato. Aún así, no podemos descartar la posibilidad de que GacS 
este regulando de manera paralela otros productos necesarios en el 
desarrollo del proceso de diferenciación. 

CEPA 

ATCC 9046 

.J:\J1 

J i\12 

ALGI i" A TO 
(pg/m~ prot.) 

BS BB 

1246 ±: 15 1717+11 

411 + 25 38 + 2.8 

-465 + 53 29 + 3.5 

E;-.oQL"JSTA;\JJENTO 
(%) 

7.2 

<0.0001 

<0.0001 

Tabla 6. Producción de alginato en medio Surk (sólido) teniendo como fuente 
de carbono sacarosa (BS) o butano! (SS) y porcentaje de enquistamiento de 
las cepas ATCC 9046. JM1 y JM2. 

A la fecha, en nuestro laboratorio se han caracterizado tres 
genes esenciales para el proceso de enquistamiento. y cuya función 
la realizan de manera independiente a la producción de alginato. 
Estos genes son: a!gU, algR y aldH1. el primero codifica para el factor 
cr (Moreno et al., 1999); el segundo para un regulador de respuesta 
de un sistema de dos componentes (Nuñez et al., 1999). y el tercero 
una aldehido deshidrogenasa involucrada en el metabolismo del n­
butanol (Gama et al., 2000). Se exploró la posibilidad de que alguno 
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de estos genes se regulará transcripcionalmente por gacS; en los dos 
primeros casos por ·-Primer extension .. (datos no mostrados) y en el 
último mediante una fusión transcripcional aldH1-/acZ (datos no 
mostrados). Los resultados negativos obtenidos mostraron que 
ninguno de ellos está regulado transcnpcionalmente por GacS. 

Regulación de la producción de poli-¡3-hidroxibutirato (PHB) 
por GacS 

Al observarse al microscopio óptico las mutantes JM1 y JM2 
(ATCC 9046 gacS. no polar y polar respectivamente), es notoria la 
disminución de gránulos de PHB; ante esta observación, se cuantificó 
la producción de PHB en la mutante JM1. y se encontró que la 
acumulación de PHB esta disminuida aproximadamente de 7 a 8 
veces con respecto a la cepa silvestre (Tabla 7). Paralelamente, se 
realizaron estudios de microscopía electrónica en las mismas cepas, 
confirmándose la observación hecha en el microscopio óptico en 
relación al tamaño y número de gránulos de PHB (Fig 16). 

Fig.16. Micrografias electrónicas de células de Azotobacter vinelandii crecidas 
en medio Burk Sacarosa durante 48 hrs. A) Cepa ATCC 9046, B) cepa JM2 y 
C) Cepa ATCC 9046/pMC15. Las flechas señalan los gránulos de PHB. La 
barra indica una esca/a de 0.4 ~1m. 
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El efecto regulador negativo que gacS ejerce en la producción 
de alginato, cuando se introduce en un plásmido, se presenta de 
manera similar en la producción de PHB (Tabla 7). 

CEP.-\S 

ATCC 9046 

ATCC 9046/p:\ICl5 

.J:\12 

PllB 
(µg/mg prot.) 

413.1 ± 17.8 

48.5 ± 0.5 

49.6 ± 0.9 

Tabla 7. Producción de PHB en las cepas ATCC 9046, ATCC 9046/pMC15 y 
JM2. 

GacS regula a nivel transcripcional la biosíntesis de PHB. 

En estudios previos de la forma en que se regula la biosintesis 
de PHB en A. vinelandii, se reporta que la regulación se da 
principalmente a nivel post-traduccional, controlando la actividad de 
las enzimas biosintéticas (Manchak y Page., 1994). Propusimos 
determinar si GacS controla a nivel transcripcional o a nivel post­
traduccional la producción de PHB. Para contestar la pregunta 
anterior, se transfirió la mutación gacS::L:!.sp al genoma de la cepa 
AJ2 (Cruz. 2000), una derivada de la cepa UW136 con una fusión 
transcripcional cromosómica phbB-lacZ: a la mutante se Je llamó AJ2-
2. y en ella pudimos determinar que Ja transcripción de phbB se 
disminuye en proporciones similares en las que se disminuye Ja 
producción de PHB en ausencia de gacS. Este hecho, nos indica que 
en A. vinelandii GacS regula a nivel transcripcional la síntesis de PHB 
(Tabla 8). Aunque no se descarta la posibilidad de que tambien exista 
regulación post-traduccional. 

CEP/\S 

A.J2 

.-\J2-2 

Act. P-Galactosidasa 
(lJ. ;\lillcr) 

1630 ± !03.6 

360 ± 29.3 

Tabla a.Transcripción del gen phbB el las cepas AJ2 y AJ2-2. La transcripción 
se determinó midiendo la actividad p-galactosidasa de la enzima codificada 
por el reportero lacZ de la fusion transcripcional phbB-lacZ. 

33 



Caracterización del gen que codifica el 
componente del sistema GacS/A de A. vinelandii. 

segundo 

Una vez caracterizado el gen que codifica el primer 
componente del sistema de transducción de señales de dos 
componentes GacS/A. en A. vinelandii, nos propusimos caracterizar 
el gen que codifica el segundo componente del sistema. 

Ya que el producto hipotético de gacS presenta identidades 
altas con la proteínas detectoras del los sistemas GacS/A reportadas 
en varias especies del género Pseudomonas, se partió de la 
hipótesis de que el gen que codifica para el segundo componente del 
sistema GacS/A en A. vinelandii debería ser un gen homólogo a los 
descritos en Pseudomonas. Se amplificó por PCR el gen gacA de P. 
aeruginosa (Reimmann et al., 1 997). el cual se usó como sonda para 
rastrear por hibridación el gen en el banco genómico de la cepa 
UW136. De esta forma, se seleccionó el cósmido pSMU1886. 
Mediante mapeo por restricción, se determinó que posiblemente el 
gen homólogo se encontraba contenido en un fragmento Sa/i de 0.8 
kb, de la misma forma se localizó un fragmento Clal de 2 kb, que 
contenía el segmento Sal 1 antes descrito. Ambos fragmentos se 
clonaron, generando los plasmidos pSAFA1 y pSAFA2 
respectivamente (Fig. 20). El pSAFA1 se secuenció y la secuencia 
nucleotídica se comparó contra el banco de datos GeneBank. 
confirmando así, que se había clonado un homólogo a los genes 
gacA de Pseudornonas. Cuando se alineó la secuencia contra los 
genes gacA reportados, se observó que ésta se truncaba 
aproximadamente a 20 pares de bases del posible codón de término. 
Para completar la secuencia del tal se secuenció la parte faltante. 
usando el pSAFA2 como templete. Con 0.8 kb secuenciados se 
realizó un análisis posterior, encontrandose un fa/ de 0.65 kb. (Fig. 
17). El producto hipotetico del tal presentó 87°/o de identidad con 
GacAde P. aeruginosa (Reimmann eta/., 1997)(Fig 18). 
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Fig 17. Secuencia nucleotídi::a de la reg1on genómica que contiene el gen 
gacA y el inicio del gen uvrC con su correspondiente secuencia aminoacidica 
deducida. Los inicios de la traducción se indican con flechas. 
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• GllcAAV MIRVLVVDDH DLVRAGITR!-1 L/illICGLQVV CQGSSGEE...;L KF..ARDLKPDV so 
GacAPa Mih."VLV\.."DDH DLVR7G!:TRM LADIEG!...QV\/ G":JAL-.:'GE:X:L Y..l...ARE.LK PD\/ so 

* GacAA.v ILMD\/l-:?.-!PG.I GGLEATRKLV RSNPDIKVIA \ITVCEEDPFP TRL.'-:QAGAAG J.00 
GacAPa VLMDVKMPGI GGLE.'\ TR.'<LL RSQPorr.-vvv VTVCEEDPFP TRL1'1QAGAAG 100 

• GacAA.v =TKCU'IALDE HVQ..t"\.IRQ\lFA GiiRY!-SPQIA OOLALKAFQP QOSGSPFDLL 150 
GacAPa Yt-!TKGAGLEE M\.'OAIRQ\lFA G(_)RYISPQI.1' ... OOr...,..'"\LKSFOP QQHDSPFDSL lSO 

GacAl\v SEREIQIAf-'~ Ir....,~2~t0/QSI SDKLCLS?KT \t!~YRY?.IFE F..LSI1'1SDVEL :!'JO 
Gc"lC.lú>a SEREIQIAL.'! r ... ~~:CHh\,'QSI SDKLCLSPKT \/r'""'rl."R.YRIFE r:LSI'TSD\r"""'r.L ~ , 

GacAAv ALl..A VR.YG!·~' D..:'\.SS .:_4 
Ga.cAPa ALL.-'"\VRHGM\l n,..~-\.S -~ 

Fig 18. Alineamiento entre las proteínas GacA de P. aeruginosa y A. 
vine/andii. Los residuos involucrados en el evento de fosforilación se 
encuentran marcados, el residuo susceptible de ser fosfosforilado esta 
señalados con un asterisco. El dominio de unión a ADN esta subrayado. Los 
residuos similares en ambas proteínas estan sombreados. 

GacA regula positivamente la biosíntesis de alginato 

Con el objetivo de construir mutantes gacA se mutó el gen 
gacA, contenido en el pSAFA2. mediante la inserción del cassette 
.Q gentamicina (Dgm) que confiere resistencia a gentamicina 
(Alexeyev et al.. 1995), generando el plásmido pSAFA3(Fig.19). 
Posteriormente, usando el plásmido pSAFA3 se construyó Ja 
mutante ATCC 9046 gacA (.JM3). 

La mutante .JM3 presenta un fenotipo no mucoide en placa, a 
diferencia de la mutante .JM2 (ATCC 9046 gacS) que es parcialmente 
mucoide en estas condiciones de crecimiento. Al cuantificarse la 
producción de alginato en la mutante .JM3, en medio SS líquido, de 
acuerdo con la observación anterior. no se detectaron cantidades 
sigificativas de alginato (Tabla 9). 

Para descartar un posible efecto de polaridad, se complementó 
la mutante .JM3 con el plasmido pSAFA4, un derivado del pKT230 
que contiene el gen gacA . amplificado por PCR. 
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Fig.19. Mapa físico de los plásmidos construidos en el estudio del gen gacA. 
Las flechas indican la dirección de la transcripción. Los cassettes que confieren 
resistencia a gm estan representados por triángulos invertidos. Los 
oligonucleótidos con los suales se amplificó gacA se indican con lineas. 

El pSAFA4 fue capaz de restaurar la producción de alginato en 
la mutante JM3, por lo que pudimos concluir que el fenotipo de la 
mutante se debe únicamente a Ja ausencia de gacA (Tabla 9). 

CEPA 

ATCC 9046 

A TCC 9046/pKTT230 

J;\13 

Jl\13/pSAF A4 

PRODVCCJON ALGI:'\ATO 
(µg/rng prot.) 

2380 + .357 

1600 + 100 

ND 

2350 + 165 

Tabla 9 . Efecto de la mutación del gen gacA en fa producción de alginato en 
la cepa ATCC9046 de A. vinelandii. 
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GacA regula a nivel transcripcional el gen algO 

Si GacA forma parte de fa cascada de regulación en la que 
interviene GacS, su blanco final de regulación debe ser él mismo. 
Para probar fo anterior. se mutó el gen gacA en el fondo genético de 
la cepa Wl12 (ATCC 9046 algD-lacZ)(Campos et al., 1996), y se 
generó así Ja mutante WJM3. Como era esperado, Ja transcripción 
del gen algD en Ja mutante WJM3 se afectó de manera similar a lo 
observado en las mutantes gacS (cepa WJ 12-1) (Tabla 1 O). 

CEPA 

"'I J 2 

'W 1J2/p KT230 

"'JJ\13 

'\VJl\J3/pS.AFA4 

\VIJ2-J 

ACT. /3-GALACTOSIDASA 
(U. iHiller) 

5700 + 200 

4700 + 620 

110 + 20 

4600 + 620 

J 20 + Jo 

Tabla 1 O . Efecto de la mutación del gen gacA en la trancripción del gen algD 
La transcripción se determinó midiendo la actividad 13-galactosidasa de Ja 
enzima codificada por el reportero lacZ de la fusion transcripcional atgD- lacZ. 

La cepa JM3 tiene un mayor sensibilidad a luz ultravioleta 
(UV) 

Al analizar la secuencia de Ja región donde se encuentra gacA. 
encontramos que, el codón de término de gacA, sobrelapa con el 
codón de inicio de un gen homólogo a los genes uvrC. Una situación 
similar se ha reportado en las bacterias donde se encuentran gacA o 
sus homólogos (Reimmann et al., 1997; Eriksson et. a/., 1998). El gen 
uvrC codifica para una exonucleasa que participa en Jos procesos de 
reparacion de daños en el ADN causados por luz ultravioleta 
(Moolenaar et. al., 1987). Por lo anterior, probamos Ja sensibilidad a 
UV de la mutante JM3, que como ya se describió tiene una mutación 
en gacA , la cual probablemente es polar sobre genes que estén 
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siendo cotranscritos con gacA. Como era esperado, la mutante 
presentó mayor sensibilidad a UV que la cepa silvestre; por otra 
parte, el plasmido pSAFA4 fue incapaz de restaurar la resistencia a 
UV (Fig. 1 9). 

Tiempo de exposrcrón (Seg) 
o 10 15 25 

ATCC 9046 

JM3 

JM3/pSAFA4 

A TCC 9046/pKT230 

Fig. 19. Sensibilidad a luz ultravioleta de las cepas ATCC 9046, JM3 y ATCC 
9046/pSAFA4 de A. vinelandii. 
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VIII DISCUSION 

En este trabajo, al estudiarse el locus rnucSBB. se caracterizó el 
gen gacS en A. vinelandii, el cual codifica para una cinasa histidínica 
que presenta identidades altas con cinasas del par GacS/A descrito 
en varias especies del género Pseudornonas. Las proteínas 
homólogas a GacS/A también se han descrito en las bacterias 
fitopatógenas Erwinia carotovora (ExpS) y Xanthornonas carnpestris 
(RpfC). En E coli, el sistema BarA/UvrY es un par regulador 
homólogo a los pares GacS/A que ha sido relacionado con procesos 
infecciosos de la bacteria en vías urinárias (Zhang y Normak, 1996; 
Georgellis, 2000). Recientemente. se repórto un par homólogo en 
Sa/rnone//a typhirnuriurn, que fué llamado BarA/SirA. y que controla la 
expresión de genes de invasividad esenciales en la patogénesis de la 
bacteria (Altier et al.. 2000). Como podemos ver, este sistema 
regulador de dos componentes esta ampliamente distribuido en 
bacterias gram negativas: regula productos de metabolismo 
secundario que en la mayoría de los casos son factores de virulencia. 
En bacterias no patogenas. asociadas a plantas, donde ha sido 
reportado, el sistema regula la producción de metabolitos 
secundarios importantes en la relación bacteria-planta; como 
ejemplos de este caso. tenemos a P. fluorescens y P. aurefaciens 
donde el sistema GacS/A regula la producción de antibióticos que 
inhiben el crecimiento de hongos patógenos de plantas con las que 
establecen interacción. El sistema GacS/A de A vinelandii reportado 
en este trabajo es un caso interesante, ya que es el primero 
reportado en una bacteria de vida libre. 

El pSMU588 se seleccionó originalmente por su capacidad de 
disminuir la producción de afginato en la cepa ATCC 9046. Al ser 
caracterizado el locus regulador contenido en el cósmido, se 
encontró que el gen gacS era el responsable del efecto regulador 
observado. Estos datos. en conjunto con la disminución de la 
producción de alginato en mutantes gacS sugieren que GacS ejerce 
un efecto regulador dual sobre la síntesis de alginato: el efecto 
regulador positivo podría estar mediado por la activación, que por 
fosforilación, llevaría a cabo GacS sobre su regulador de respuesta, 
el cual, a su vez activaría la transcripción de sus genes blanco. La 
regulación negativa podría estar mediada por la defosforilación que 
GacS realizaría sobre su regulador de respuesta, lo cual 
posiblemente ocurriría al tener una mayor concentración de GacS. 
Una mayor concentación de GacS se daría como consecuecia de 
aumentar su dosis génica, lo cual, se consigue al introducir los 
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plásmidos supresores. Con la anterior hipótesis, se puede dar una 
explicación al aumento del efecto regulador de gacS al ser clonado 
en un vector con un mayor número de copias (clona pMC15) (Tabla 
6). La Figura 21 esquematiza la posible regulación dual realizada por 
GacS sobre algD. 

Fig.21. Modelo hipotético de regulación del gen atgD por el sistema GacS/A 
en A. vinelandii. 

La hipótesis anterior se apoya en los trabajos de Georgellis et 
al. (1997), quienes trabajando con ArcB, la molecula prototipo de 
estas cinasas multidomínios, han propuesto un modelo de 
tranferencia intramolecular, de fosfato H1->D1->H2->D2. como 
mecanismo molecular a través del cual éstos sistemas regulan 
positivamente la actividad de su regulador de respuesta (Fig.9B). 
Recientemente. éste grupo ha reportado que esta clase de histidín­
cinasas multidomínios, al aumentar su concentración. tienen también 
la capacidad in vitro de defosforilar a su regulador de respuesta. 
mediante un mecanismo inverso de transferencia c'e fosfatos 01 <­
H2<-D2. en el cual no interviene el dominio H1 (Georgellis et al .. 
1998). A la fecha. no han sido reportadas las condiciones in vivo que 
permitan observar los efectos de esta regulación negativa mediada 
por la defosforilación del regulador de respuesta. por lo que no ha 
sido definida la relevancia in vivo de este hecho. 
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En nuestro caso, también habría que aclarar si el aumento de la 
concentración de la cinasa es una condición fisiológica que se da 
normalmente en la bacteria o bien es un artificio generado por la 
introducción de gacS en multicopia. 

En A. vinelandii. GacS forma parte de una cascada de 
regulación la cual controla a nivel transcripcional la biosíntesis de 
alginato, regulando específicamente el gen algD. Como se mencionó, 
este gen codifica para una enzima clave en la canalización de 
metabolitos comunes con otras vías hacia la síntesis de alginato. El 
gen a/gD presenta tres inicios de transcripción, que corresponden a 
promotores de diferente naturaleza. En la mutante JM2, no se 
detectó inicio de transcripción alguno del gen algD. lo cual sugiere 
que GacS es necesario, en el tiempo y condiciones de cultivo 
probadas. para iniciar la transcripcion de algD a partir de los sitios 
mencionados. Un hecho similar al anterior se ha reportado en P. 
f!uorescens, donde GacS regula la expresión de genes con 
promotores de diferente naturaleza. Algunos genes son regulados 
por GacS controlando los niveles del factor cr5

; sin embargo, existen 
otros productos regulados por GacS cuyos genes no requiren de cr5 
para su expresión ( Whistler et al., 1998). 

La cinética transcripciona/ de la fusión algD-lacZ (Fig. 14) en 
mutantes gacS muestra que la trancripción de éste gen no depende 
de GacS en la fase de crecimiento exponencial. Contrario a lo 
observado, en fase estacionaria. donde GacS es esencial para 
transcribir el gen algD. Experimentos preliminares de .. Primer 
extension .. recientemente realizados, mostraron que a las ocho horas 
de cultivo (fase de crecimiento exponencial) el gen algD se trancribe 
a partir de los promotores P2 y P3 en las mutantes gacA y gacS, 
mientrás que a las 24 horas (fase pre-estacionaria) y 48 horas de 
cultivo (fase estacionaria) no existe transcripción del gen algD a partir 
de ninguno de sus promotores. tal como ya había sido observado. 
Otro dato relevante, obtenido en este experimento, es que en la 
cepa silvestre, en fase de crecimiento exponencial, algD no se 
transcribe a partir del promotor P1. mientras que en fase pre­
estacionaria y estacionaria aumenta de manera creciente su 
transcripción a partir de este promotor, lo cual sugiere fuertemente 
que el promotor P1. que se consideraba ci'º dependiente, sea un 
promotor de tipo cr5. Los datos anteriores sugieren que GacS y GacA 
son necesarios para transcribir el gen algD en fase pre-estacionaria y 
estacionaria. pero son prescindibles en fase de crecimiento 
exponencial; posiblemente en esta fase de crecimiento la trancripción 
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de algD sea estimulada por reguladores independientes al sistema 
GacS/A. Es muy factible que al igual que en P. fluorescens. el sistema 
GacS/A en A. vinelandii regule promotores cr5 dependientes: quedaría 
por aclarar si en A. vinelandii al igual que en P. fluorescens, el 
sistema GacS/A regula este tipo de promotores indirectamente,· 
controlando transcripcionalmente a rpoS (Whistter et al., 1 998). 

Una regulación como la descrita. implicaría probablemente el 
uso de intermediarios que estarian bajo el control de un regulador de 
mayor jerarquía, en este caso GacS. Reportes en P. aeruginosa y P. 
aurefaciens muestran que GacS/A controlan la producción de 
metabolitos secundarios. modulando el sistema de regulación 
conocido como "Ouorum sensing·· (Reimmann et al., 1997 .. Chancey 
et al., 1999). Estos hallazgos apuntalan la idea de que el sistema 
GacS/A es un regulador global de alta jerarquía del metabolismo 
secundario, por lo que no sería extraño que la regulación del alginato 
y PHB, efectuada por GacS/A en A. vinelandii, estuviera mediada por 
otros reguladores que a su vez se regularan por el sistema GacS/A. 

De acuerdo con el caracter de regulador global de GacS, 
encontramos que GacS en A. vinelandii regula también la biosintesis 
de PHB. La disminución de la transcripción del gen phbB en la 
mutante gacS, muestra que la regulación se da a nivel 
transcripcional. lo cual es un hecho relevante ya que este hallazgo 
rompe con la idea que se tenia desde los años setentas de que ta 
producción de PHB en A. vinelandii se regula solo a nivel post­
traduccional, controlando la actividad de las enzimas biosintéticas. La 
morfología de la mutante JM2 (ATCC 9046 gacS). mostrada por 
microscopía electrónica. sugiere que existen problemas en la 
estructuración de los gránulos de PHB. por lo que cabe la posibilidad 
de que GacS. además de regular los genes biosintéticos estuviera 
regulando la producción de fasinas. unas proteínas que intervienen 
en la formación del gránulo generando un ambiente hidrofóbico que 
favorece la síntesis del poli-ester (Wieczoreck et al., 1995). 

Recientemente, se reportó en Pseudomonas sp. 61-3 el gen 
phbR; que regula positivamente la síntesis de polihidrixialcanoatos 
(Matsusaki et al.. 1998). En Pseudomonas sp. 61-3, phbR se 
encuentra físicamente junto a los genes biosintéticos y regula a nivel 
transcripcional la producción del poli-ester. En A. vinelandii, se 
encontró un gen homólogo a phbR que, al igual que en P. 
aeruginosa, regula positivamente la biosíntesis de PHB (Segura y 
Espín, 2000). Ante este hecho, seria interesante explorar la 
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posibilidad de que la regulación realizada por GacS, sobre phbB. este 
mediada por PhbR. 

Los resultados obtenidos en los ensayos de enquistamiento y la 
cuantificación de alginato en medio de inducción (Burk con Butano! 
como fuente de carbono). sugieren que la incapacidad de 
diferenciación de las mutantes gacS se debe a la falta de alginato. 
aunque los resultados de estos experimentos no descartan la 
posibilidad de que, de manera paralela estén afectados otros 
productos esenciales para el enquistamiento. Por Jo anterior. se 
probó si alguno de Jos genes esenciales para el enquistamiento 
conocidos a la fecha y cuya función se da de manera independiente a 
la producción de alginato (algR. algU y aldH1), están regulados 
transcripcionalmente por GacS y no se encontró tal evidencia. 
Posiblemente. cuando se tenga un conocimiento más ámplio del 
proceso de diferenciación, se pueda dar una mejor respuesta a ésta 
pregunta. 

Al caracterizar el gen que codifica para el segundo componente 
del sistema GacS/A, encontramos que en A vine/andii existe un gen 
homólogo a los genes gacA reportados en otras bacterias (Rich et al. 
1994., Reimmann et al., 1997). Al igual que otros genes gacA, el gen 
gacA en A. vinelandii no se encuentra en la región cromosómica en la 
que se ubica gacS. Los fenotipos similares de las mutantres gacS y 
gacA· así como el hecho que compartan los mismos blancos finales 
de regulación en Ja biosíntesis de alginato y PHB (Peralta, 2000), 
evidencian genéticamente que gacA codifica el par regulador de 
GacS. 

La mutante A TCC 9046 gacA (JM3) presenta un fenotipo no 
mucoide en placa, a diferencia de la mutante ATCC 9046 gacS (JM2) 
la cual es parcialmente mucoide en estas condiciones de crecimiento. 
Lo anterior nos permite hipotetizar que, bajo estas condiciones, 
posiblemente se puede presentar una activación de GacA por vias 
alternas a GacS. Esto podría ocurrir mediante la fosforilación de 
GacA por otras cinasas o bien por pequeñas moléculas donadoras de 
fosfato, tal como acetil fosfato. Fosforilaciones similares por estas 
moléculas se han reportado en el sistema EnvZ/OmpR en E. coli 
(Lukat et al .. 1992). 

La sensibilidad a UV de Ja mutante JM3 puede ser explicada por 
el efecto polar de la mutación sobre uvrC. Como se mencionó gacA y 
uvrC se encuentran sobrepuestos. probablemente, formando un 



operón, arreglos similares se han descrito en varias especies del 
género Pseudomonas, E. coli, S. Thyphimurium y E. carotovora. En E. 
carotovora. mutaciones polares en el gen expA (homólogo a gacA). 
generan una mayor sensibilidad a UV, y una disminucion notable en 
la produccion de exoenzimas. Al complementar estas mutantes con 
el gen expA, se reestablece la produccion de exoenzimas pero no la 
resistencia a UV (Eriksson et. al .. 1998). En este caso, el fenotipo de 
sensibilidad a UV se ha explicado. al igual que en A. vinelandii, por el 
efecto polar de la mutación sobre el gen uvrC. Eriksson et al ( 1998), 
explican el hecho de que expA y uvrC se encuentren en el mismo 
operan en relación a patogenicidad; proponen que la respuesta de 
defensa del hospedero a la invasión bacteriana podría comprender la 
producción de sustancias que dañen el ADN bacteriano. por lo que 
tendría sentido tener genes de un sistema reparador de ADN junto a 
genes que controlen virulencia. En nuestro caso, A. vinelandii no es 
una bacteria patógena y presenta el mismo arreglo génico, por lo que 
creemos que la explicación anterior no se puede generalizar. En A. 
vinelandii la producción de polimeros está relacionada con 
situaciones desfavorables que finalmente llevan a la bacteria a 
diferenciarse. En tal situación, podría existir daño en el ONA y seria 
ventajoso tener relacionados transcripcionalmente genes que 
ayuden a contender con ambas situaciones. 
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IX CONCLUSIONES 

El presente trabajo permitió a nuestro grupo reportar un par de 
genes cuyos homólogos no habían sido relacionados con Ja 
regulación de alginato y del PHB en bacteria alguna; además de 
reportar la primera regulación documentada de PHB a nivel 
transcripcional en A. vine/andii. Por otra parte. se generaron datos. 
aunque no concluyentes. que podrían ayudar a comprender la 
regulación realizada por sistemas de dos componentes con cinasas 
multidominios. En general, las aportaciones de este estudio al 
modelo de trabajo de nuestro grupo se resumen en la Fig. 22. A 
continuación se puntualizan las conclusiones más relevantes de este 
trabajo: 

- El efecto regulador del locus rnucSBB contenido en el pSMU588 se 
debe al gen gacS. 

- GacS es un regulador positivo de Ja biosíntesis de alginato y PHB. 

- Cuando se introducen en un plásmido copias extras de gacS, éste 
tiene la capacidad de regular negativamente la biosíntesis de 
alginato y PHB. 

- GacS regula transcripcionalmente al gen algD, el cual codifica para 
una enzima clave en la biosintesis del alginato. 

- En A vinelandii, la producción de PHB está regulada a nivel 
transcripcional por GacS; dicho control se ejerce regulando la 
transcripción del gen biosintético phbB. 

- Es muy probable que el efecto regulador de gacS, en el proceso de 
diferenciación morfológica. se deba al control que gacS ejerce sobre 
la biosintesis de alginato. 

- Existe en A vinelandii, un gen homólogo a Jos genes gacA 
reportados en varias especies del género Pseudomonas, del cual 
tenemos evidencias genéticas. que codifica para el par regulador de 
GacS. 

- La mayor sensibilidad a UV de la mutante ATCC 9046 gacA (JM3), 
es muy probable que se deba al efecto polar de la mutación, sobre el 
gen uvrC. 
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Fig. 22- Modelo de regulación de biopolímeros en A. vinelandii. 
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X PERSPECTIVAS 

- Expresar y purificar a GacS y a GacA, para demostrar que GacS 
tiene la capacidad tanto de fosforilar como de defosforilar a GacA. 

- Definir el papel de los residuos de fosfosforilación de GacS en fa 
regulación negativa. y determinar si existe concordancia con los 
datos generados in vitro en el sistema ArcB/A. 

- Determinar si la regulación de GacS/A sobre la producción de 
alginato y PHB se da de manera directa o indirecta. 

- En caso de existir regulación indirecta encontrar los intermediarios 
de esta vía de regulación. 

- Confirmar que: en A. vinelandii el sistema GacS/GacA regula 
promotores de tipo cr", y determinar, si esta regulación se da 
controlando los niveles del factor cr". 
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XII APENDICES 

a) MATERIALES Y METODOS 

Cepas bacterianas y plásmidos 

Las cepas y plásmidos usados en este trabajo se describen en la 
Tabla 1. 

Tabla 1.- Cepas y plásmidos usados en este trabajo. 

.-l=orohacrer \"Ú1t .. ·la11dii 

ATCC 9046 
U\V 136 
AJ2 
JMI 
JM2 
JM3 
\Vl12-1 
\VJM3 
\Vl12-2 
\VJM3 
\Vll2 

Esc..-hcrichia coli 

DH5a 

517.1 

Sl7.IA.pir 

Pseudo11101ras 
aeruginosa 

PAOI 

Plásmidos 

pSMS588 

pSMU1886 
pKT230 
pUTminiTn 5/acZI 

pBluescriptlIKS­
pMCI 

Fenotipo/Genotipo 

Cepa silvestre. n1ucoidc 
cepa no mucoidc. al._r:L' 
U\V 1 36. rhhB-lacZ 
J\1utante no polar ATCC 9046 gacS 
Mutante polar A TCC <)046 gacS 
J\1utantc polar A TCC 9CH6 gac.·l 
i\1utantc no polar \\'112 RacS 
Mutante pnlar \VI 12 gacS 
Mutante no p,1lar \VI 12 gacS 
Mutante polar \\º112 gac.·I 
A TCC 9046. a/g/ J-la<·/. 

SupE././.~/ac( :/fil,l.fzsdR I 7.rccA l .cndA J .gy 
r.-/l,lfi.1'1i- l .rel.-I 1 
tlzi prn hwl (rm·),.<'C.·/::RP4-2-Tc'::Mu 
Kmr::Tn7 Tp' Sm' 

517.1 que expresa la proteina Apir por lo que 
es capaz de mantener plasmidos pUT 

Cepa Silvestre 

Cósmido que contiene el gen gacS 

Cósmido que contiene el ,gen gacA 
Vector de clonación 
Plásmido que alberga el miniTn5/acZI. solo 
replicable en cepas ;..pir 
Vector de clonación 
derivado del pBluescriptllKS". contiene un 

Referencia 

Colección A TCC 
Bishop y Brill. 1977 
Cruz. 2000 
Este Trabajo 
Este Trabujo 
Este Trabajo 
Este Trabajo 
Este Trabajo 
Este Tr.Ibajo 
Este Trabajo 
Campos. et al .. 1 996 

Gibco BRL 

Simon et al .. 1 983 

de Lorenzo et al .• 1990 

Holloway et al .• 1 979 

Maninez-Salazar 
etal., 1996 
Este Trabajo 
Bagdasarian et al .• 1982 
de Lorenzo et al .• 1990 

Stratagene 
Este trabajo 
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pMC3 

pMC5 

pMC9 

pMCIS 

pMC7 

pMCS 

pSAFAI 

pSAFA2 

pSAFA3 

pSAFA4 

tTa~cnto Sall. con Ja n1utaciún generada por el rníniTn5 lac.7-1 en el gen gacS 
derivado del pBluescriptllKs·. contiene un 
fr.i¡,,"Tllento silvestre Sa/I de O.S kh que 
corresponde a la n .. •gi<.."ln · atCctada por d 
transposón 
pBluescriptllK..S ·. qut..· conticnc un fragn1c:nto 
Snzal de ~-5 kb qui: i.:orrcspon'-.h.· la posihlc 
r<•,gion pro1noton..1 y parte Llcl gen gacS 
pBlucscriptllK.S ·.que contiene un fragrncnto 
Fh11dlll de 9.0 kb que alberga al gen gacS 
Derivado dc:l pKT.23<>. '-='-irHiL"nc el gen R'-'CS 
y su posible n.:giún pn_1111ntora a111plificado 
por PCR 
Derivado del p:'\.1C5. c..:nntit.·rH: una n1utación 
polar en el gen gacS !!t...·ncrada por la 

inscrcion de cassette !lsp en un sitio único 
EcoRI 
Derivado del p:vJC.5. (..'l'nllcnc una n1utacíún 
no polar en el gcn gacS generada por la 

inscrcion de cassctlc .S...!.sp ~n un sitio Unico 
EcoRI.. 
Derivado del pBluescript!IKS·. contiene un 
fi-J¡,,"Tllcnto San de O.l> kb en el que se 
encuentra panc del gen gac.-1 y su posible 
región promotora 
pBluescriptKIISº. <1uc contiene un 
fi-J!,"Tllento Cla1 d.: 2.0 kh en el que st: 
encucntr-J integro el gen gac.-1 y su posible 
región promotÜra 
Derivado del pKT230. contiene el gen RGCA 
y su posible región pron1otnra 
Derivado del pS:-\.F A.3 con una mutución por 
inscrsión en el gen gacA generada por la 
licación del cassette !.2:gn1. en un sitio único 
Stul 

Medios y condiciones de cultivo 

Este tr.ibajc> 

Este trabajo 

Este trabajo 

Estt: trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Este trabajo 

Los cultivos de A vinelandii se realizaron en medio Burk 
Sacarosa (SS), cuya composición es la siguiente (g/I): K2HP04, 0.8; 
KH2P04, 0.2; Sacarosa, 0.2; Na2S04, 0.183; MgCl2.6H20 0.16; 
FeS04. 7H20. 0.005; Na2Mo04.2H20. 0.0002; CaCl2.2H20, 0.073. 
El pH se ajustó a 7.2. 

P. a eruginosa se creció en medio PIA ( Pseudomonas isolation 
agar), DIFCO. 

50 



Para la cuantificación de alginato y de PHB se utilizaron cultivos 
crecidos durante 48 h. en matraces de 125 o 250 mi que contienen 
un volumen de medio que corresponde a una quinta parte de 
volumen total del matraz. Todos los cultivos se incubaron a una 
temperatura de 30 ºC con una velocidad de agitación de 200 rpm. 

Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en matraces de 
125 mi con 25 mi de medio o de 250 mi con 50 mi de medio en 
incubadora con agitación a 200 rpm. 

Los antibióticos utilizados para A. vinelandii y E. coli fueron (en 
µg/ml): Acido Nalidíxico (Nal) 10 y 20; Ampicilina (Ap}, no utilizado y 
200; Espectinomicina (Sp), 100 y 100; Kanamicina (Km), 3 y 30; 
Rifampicina (Rif}, 10 y no utilizado; Tetraciclina (Te), 30 y 20, 
Gentamicina (Gm) 2 y 10., Estreptomicina (Sm) 2 y 20. 

Cruzas para transferencia de plásmidos por conjugación y 
transformación de A. vinelandii 

Las cruzas triparentales se realizaron utilizando el plásmido 
ayudador pRK2013 (Figurski y Helinski, 1979) y se seleccionaron en 
medio Burk sacarosa con el antibiótico requerido. La transformación 
de A. vinelandii se llevó a cabo con células competentes preparadas 
en BS sin fierro ni molibdeno (Page y Tigerstrom, 1978). 

Mutagénesis del cósmido pSMU588 

Para llevar a cabo la mutagénesis al azar del pSMU588, se 
realizaron cruzas biparentales entre la cepa receptora de E. coli 817 
(Rif') /pSMU588 (Te') y la cepa donadora de E. coli S17.1(il. pir 
Ap')/pUTminiTn5/acZ1 (Km'), la cual alberga el trasposón 
miniTn5/acZ en un vector suicida que solamente se replica en cepas 
'), pir. Las cepas padres se inocularon en 5 mi de i_B y se incubaron de 
8 a 12 horas. De estos cultivos se tomaron 200 µI y se mezclaron. Se 
inocularon 200 µI de la mezcla en LB sólido sin antibiótico y se 
incubaron toda la noche. Posteriormente. el tapete de crecimiento 
celular se levantó y se resuspendió en NaCI 0.85 ~'<>. A partir de esta 
suspención se realizarón diluciones de 1 X1 oº a 1X10·3

, de las cuales 
se inocularon 200 µI sobre LB Tc3°Km30Rif40 y se incubaron toda la 
noche. Al día siguiente, se probó la sensibilidad a Ap en cada una de 
las colonias seleccionadas; las colonias Ap' se descartaron ya que 
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posiblemente presentaban un fenómeno de cointegración (de 
Lorenzo et al., 1990). 

Entre las cepas Tc'Km'Rif'Ap• pudieron presentar dos eventos 
de transposición: la transposición del pSMU588 y la inserción del 
transposón en el cromosoma de la cepa S17.1. Para seleccionar el 
primer evento, los cósmidos presentes en las cepas Tc'Km'Rif'Ap• 
fueron transferidos a la cepa DH5a (Nal') de la siguiente manera: se 
inoculó la cepa receptora en 5ml de LB y se incubó toda la noche; al 
dia siguiente se inocularon 100 µI de este cultivo en LB sólido sin 
antibiotico y sobre ésta se sembraron, una a una, las colonias 
donadoras y se incubaron toda la noche. Al dia siguiente se transfirió 
la zona de crecimiento de las cepas donadoras a medio selectivo LB 
Tc3 ºKm3 ºNal2 º. seleccionando las cepas DH5a a las que se 
transfirieron los cósmidos que sufrieron un evento de transposición. 

Ensayos de supresión 
pSMU588-21 

de mucoidia y selección del 

Los cósrnidos mutantes generados en el proceso de 
mutagénesis fueron transferidos por conjugación a la cepa mucoide 
ATCC9046 de A vinelandii, siguiendo el protocolo reportado por 
Martínez-Salazar et al. (1996). Una vez transferidos se observó el 
efecto de los cósmidos mutantes sobre la mucoidia. Para comprobar 
el efecto anterior se cuantificó la producción de alginato. Ensayos 
similares se realizaron con el plásmido pMC15. 

Cuantificación de la producción de alginato 

La producción del polisacárido se midió después de precipitar 
el alginato con isopropanol y mediante la cuantificación 
espectrofotométrica de ácidos urónicos a 530 nm, de acuerdo a lo 
reportado (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973). 

Cuantificación del contenido de PHB 

La cuantificación del contenido celular de PHB se realizó por el 
método de Law y Slepecky (1961 ), mediante la separación del 
polímero por digestión con hipoclorito de sodio, su conversión a ácido 

52 



crotónico por tratamiento con ácido sulfúrico a 95 oc durante 1 O 
minutos, y su cuantificación espectrofotométrica a 235 nm. 

Ensayos de enquistamiento 

Para lograr la formación de quistes de A. vinelandii, se utilizó n­
butanol como inductor del proceso de diferenciación, según el 
método reportado por Stevenson y Soco/ofsky (1966). Las células de 
un cultivo crecido 18 horas en medio Burk con sacarosa 2°/o se 
cosecharon, se lavaron 2 veces con MgS04 10 mM y se sembraron 
en placas de medio Burk con n-butanol 0.2 o/o corno única fuente de 
carbono. Al cabo de cinco días, se recogieron las células de estos 
cultivos y se resuspendieron en MgSO~. 1 O mM. Se transfirieron 
alícuotas de esta suspensión conteniendo aproximadamente 1 os 
células, a filtros Millipore HA de 0.45 µm y se secaron a 30 oc por 
cinco días. Se determinó, por cuenta viable, tanto el número de 
células colocadas en los filtros, como el porcentaje de células 
resistentes a desecación (quistes) que se resuspendieron de los 
filtros secos. 

Microscopía electrónica 

Para la microscopía electrónica, las células se fijaron en 
glutaraldehído 2°/o y en tetraóxido de osmio; se deshidrataron con 
soluciones graduales de etanol, se trataron con óxido de propileno y 
se incluyeron en Epon 812, según lo reportado por Mejía et al. (1997). 

Manipulaciones de ADN y AAN 

Los procedimientos estándar para purificación de ADN total y 
de plásmidos, digestiones con enzimas de restricción, electroforesis 
en geles de agarosa, purificación de ADN de geles de agarosa. 
ligación de ADN y transformación de E. coli, se realizaron según lo 
descrito por Sambrook et al. (1989). Las secuencias de ADN se 
determinaron por el método de Sanger (Sanger et al., 1977). La 
purificación de ARN se realizó según lo reportado por Barry et al. 
(1992). Los ensayos de extensión de primeros, para la identificación 
del inicio de transcripción, se realizaron con 50 µg de ARN purificado 
de cultivos crecidos por 48 h en medio BS. La reacción de extensión 
de primeros se realizó de la siguiente manera: 
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Reacción de marcaje con gama ATP (P32
), del oligonucleótido 

algD1: Esta reacción se llevó a cabo con 1 U de la enzima 
polinucleótido cinasa (Boheringer). y 20 picomoles del 
oligonucleótido. el volumen de reacción fue de 20 µl. Se incubó por 1 
hora a 37 ºC. 

Reacción de extensión: Se utilizó el sistema de Amersham y se 
siguieron las instrucciones del fabricante. Se utilizaron. en la 
reacción. las siguientes cantidades: ARN, 50 µg, NaCI 2.5 M, 1.76 µl. 
Tris HCI 1 M, 0.66 µl. ofigonucleótido marcado (P32), 5 picomoles. 
inhibidor de enzimas degradadoras de ARN. 25 U (Boehringer), DTT 
10 mM, 3.7µ1, desoxiribonucleótidos (dATP. dGTP. dTTP y dCTP) 
40mM. 2 pi y 1 O U de la enzima Transcriptasa reversa RAV2 
(Amhersham). El ARN. junto con el cloruro de sodio, la solución de 
TrisHCI y los oligonucleótidos. se desnaturalizaron a una 
temperatura de 55ºC/3 ·_ Posteriormente se le añadió el resto de los 
reactivos, ajustando la reacción a un volumen de 40 µl. La extensión 
se realizó a 42ºC durante 1 hora. El ADN copia (cADN). resultante de 
la reacción de la transcriptasa reversa, se precipitó con 1 O µI de 
acetato de amonio 1 OM y 100 pi de etanol por un período mínimo de 
3 horas (o toda la noche). Después de centrifugar, el cADN, se lavó 2 
veces con etanol al 70%. El cAON se resuspendió en un volumen de 8 
µL Simultáneamente. se realizó una secuencia nucleotídica, usando 
el mismo primero para identificar el sitio de inicio de la transcripción. 

Análisis de secuencias 

Las secuencias se compararon con las bases de datos 
GeneBank y SWISS PROT utilizando algorítmos BLASTN y BLASTX 
versiones 1 A y 2.0 (Altschul et al., 1990). Las comparaciones 
específicas con un gen o proteína en particular se realizaron con el 
programa Gene Works 2.5 (lntelliGenetics, lnc.) Para el ensamblaje 
de secuencias. determinación de sitios de restricción, predicción de 
secuencias aminoacídicas y otros análisis fue usado el programa 
Gene Works 2.5. 



Cuantificación de la actividad de B-galactosidasa 

Se centrifugó un volumen adecuado de cultivo de las cepas 
Wl12 y derivadas, desarrolladas en medio BS a los tiempos 
indicados. Las células se lavaron con solución de MgS04 1 OmM hasta 
que estuvieron libres de alginato. La cuantificación de 13-
galactosidasa se realizó por el método de Miller (1972), con algunas 
modificaciones en la etapa de lisis celular (Ferrari,et al., 1985). El 
paquete celular se resuspendió en 1 mi de MgS04 1 O mM. Se tomó 
una cantidad adecuada de células, se trataron con lisozima (0.01 ~/o), 
y se incubaron a 37 oc durante 5 minutos. Enseguida se le adicionó 
tritón X100 (0.1 º/o) y se determinó la actividad de B-galactosidasa 
según Miller. Las unidades reportadas son unidades Miller que 
equivalen a los nmoles de orto-nitrofenol generados cada minuto a 
28 oc /mg de proteína. Todas las determinaciones se realizaron por 
triplicado. 

Amplificación del gen gacS de A. vinelandii 

El gen gacS de A. vine/andii se amplificó por PCR, usando el 
plásmido pMC9 como templete, con los oligonucleótidosgacS1 y 
gacS2 (Tabla 2). Las condiciones fueron las siguientes: 
desnaturalización, 95ºC/1 minuto; alineamiento, 63ºC/1 minuto; 
extensión, 72ºC/2 minutos. 20 ciclos; con un último ciclo de extensión, 
72ºC/1 O minutos. El producto resultante, se clonó en pKT230, para 
dar origen al plásmido pMC15. 

Amplificación del gen gacA de A. vinelandii 

El gen gacA de A. vinelandii se amplificó por PCR, usando 
como templete el plasmido pSAFA2, con los oligonucleótidos: jf1 y jf3 
(Tabla 2). Las condiciones de la amplificación fueron las siguientes: 
temperatura de desnaturalización, 94ºC/45 segundos; temperatura 
de alineamiento 65ºC/45 segundos; y temperatura de extensión de 
72ºC/1.30 minutos, 20 ciclos. Posteriormente se le dio un ciclo más de 
extensión a 72ºC/1 O minutos. El producto resultante, se clonó en 
pKT230, para dar origen al plásmido pSAFA4. 
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Tabla 2. Oligonucleótidos usados en la amplificación por PCR de los genes 
gacA y gacS 

Secuencia del oli~onucleótido 
5"-3" 

Oli~onuclcótidos usados en Ja 

AAGCGGAGLrCGAGCCGTCAGG 
GGCGGCATCGACCATGCCGTGGCG 
TTGCCCACCTCCCGGGTGG 
GGGTTGCCCACCTCGCAGG 

an1plificación de 
~acS ~acA 

KUC"S/ 
;:uc~;2 

jfl 
jf3 

Construcción de las cepas JM1, JM2 y JM3 

En los tres casos, se transformó la cepa ATCC 9046 con los 
plásmidos pMC7, pMC8 y pSAFA3, y se seleccionaron 
transformantes resistentes a espectinomicina, en el caso de las 
cepas JM1 y JM2, y resistentes a gentamicina para la cepa .JM3. En 
las transformantes seleccionadas se presentó un evento de doble 
recombinación homóloga, que fué confirmado por hibridación tipo 
··southern Bloc. 

Construcción de las cepas Wl12-1, Wl12-2 y WJM3 

Se transformó la cepa Wl12 con los plásmidos que pMC7, 
pMC8 y pSAFA3, y se seleccionaron transformantes resistentes a 
espectinomicina en el caso de las cepas WI 12-1 y Wl2-2; en tanto 
para la cepa W.JM3 se seleccionaron transformantes resistentes a 
gentamicina. El evento de doble recombinación homóloga en las 
transformantes se confirmó por hibridación tipo ··southern Blof". 

Ensayos de sensibilidad a luz ultravioleta 

Se inocularon en placas de medio BS, despues de ser lavadas 
con MgS04 1 O mM, cantidades similares de bacterias crecidas por 
48 hrs en medio BS líquido. Posteriormente, las placas inoculadas se 
expusieron O, 1 O, 15 y 25 segundos a luz ultravioleta generada por 
una lámpara germicida de 15 Watts. Una vez irradiadas, las placas se 
incubaron en obscuridad por 48 horas. 

b) ARTICULO PUBLICADO 
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The GacS Sensor Kinase Regulates Alginate and Poly-'3-
Hydro::-..ybutyrate Production in A=otohacter l'inelandii 

.l\1JGUEL CAST..-'\.ÑEDA. JOSEFINA GUZ.l\ti\.N. SOLED.-'\.D .l\1CJRE:":O. "'ºGUADALUPE L:SPÍ~·r 
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.-t:.otobat:ter 1·i11elandii pnKJuc.-es ª""º pnlyn1cr!'.: lhc C'-lral'l•Jlular J)oJ." !'l.aC"ch:irick afj!innlt.• and lhc.." inrr:1ct."lluh1r 
pol_n.-~lt.·r poly·P·h~dro'\)bur)"rnle f PlllJ). A cu~mid clont.• 1pS.\tLSS1i1 from an A. ri11t.·landii ¡:ene.· lihrar:io­
din1inished nli;:inntc pntduclinn h~ .-1. 1·ü1dandii muc-uid .. 1r:1in .\T("C t>O-a<o. The nudc.o.c1tidc :O.l·qut.•nct.· and 
prc:'Cliclt:d anlino udd se,1uencc of lht.• locu"\o rt.· .. pon.,iblt: íor rhc ruun•it.(\ .. uppn.·,~ion n·"\c;.ilc.·d 65":; idc.·ntil)" to 
.1•~ez,du1no11as GucS. a rrnnsmemhrune ~t.'n!!>or kina .. c.• of 111<· '"º·c<un¡u1nt:nr rci..::ulator-.. nho">t.' co¡:nate respon!'.e 
rei:;ululor. GacA.., is a global uC'1h·u1or rei:;ulaling !'l.e"\1:ral pr11duc1 .. and "\in.ah.•nt.•t.• fac1ur~. PJu-.rnid p'.\1Cl5. 
harhnring gacS. und a si rain Cllrf"'.:\·íni;: 11 gacS non polar 111u1ati1111 "Crt.• con..,1ru,·1ed. Eilht.·r p.,tCJ.S or lhe gacS 
n1uh11ion sii:nificnn1ly reduct.-d :..Ji..::inalc pnJ<fucriun and ln.1r1.,c-riplinn uf al¡:/), thc J:l'llC.' codini: fnr thc kt..., 
enz-yme GOP-n1annost." dc-h)·drni:enu<iC." of the ul¡:inah· hiw•.\rtlfll'tic parh"aJ. \\c.· found lh.at rhe ¡:ar.\· nnnalion 
ulso n..·ducc.'d PllH accumuJntion ¡111d impaired eru:·~ .. 1nwnt. Ta'-.t.·n lnJ.!elltt·r. lhe": d;.ua indiC"alc thut in .·f. 
1·i11ela11Jii lhc ¡:ac.f.J"'.·I ¡:Jobnl !")~h.·n1 n.·¡:ulate~ polJ·nu·r '~nlht.•.,h,. 

Az.ou,hactcr nnc/Jttdú I!'. a n11rngcn·fi'l(.ing '(_lll haclc.·num fhat 
undcrg«1c, lf1ffercnti;1t1on lo form dc!-.1ccat1on-n:"'l!'otant cy .. f!-. 
.and produce~ t\.u1 pulymcr!'o of indu ... 1nal 1mpor1~1m:c: afg1narc 
and ptily-P-hyúnl')o hutyratt..• (PHB). Both poi~ mcr:-. are in­

vnlvc..·d in thc cnc:v:-trnc:nl proc<:ss: al,ginarc ¡.., a componen! of 
lhc C)"•i.l c.:1p!-.ulc..• (2.S). and PIJB accumulat1oti corn.·J;11c., wifh 
thc frcqucncy of C)o'f form.:1lion (30) . 

. ·t. 1úu:i<u1Jti h;i.., h1.:cn !-.hown to fXl-'-'e!'o' ~1n al!!1narc h10 .. yn· 
ther1c .gene clu:o.tc.·r (.:=. Jh. ~O. 25. 3:!). (lrf:am7ed in lhrcc.: opl.·r­
nn'.I.. c.1nc of v. h1ch tran..,cnhc!'o u/gD cncoding u GDP-n1.annosc 
dch)Untj!c.."na~e. \1i.hich con ... crt:o. GDP-mannosc lo GDP-man­
nurnnic ;.iciJ. thc ... uh.,trale for .:11,!!inatc polymcnzauon The 
alt.:Untuc.·iflCfJ clu .. tcr cnntrol'> ;:1/g:1natc pn1t..1uct1on. i\lgU 1~ a 
cT,. h<1n111fog. ( J '}). The nu,cA ant..l n1uc!J gene' CtHJc for ncgati" e 
rc..·gulalor .... of .·\.lgU acti\ 1ry. In ... 1ra1n .ATCC 'J{J-ltl. tran!"cription 
of thc u~t:D !!c..·nc i!-. rniti:1tct..I at thrcc sllc~. onc llf v.tuch '' .·\.lgU 
depcndent (:!). AlgU activrty was shown llt he invoh.cd in thc 

c.'nt.~ .,trtlL'nl pn 1<.·c..º'' 1nd1..•pt..•ndcnt 11t 1t.., n1h: m ~ll~malt..' !-.)-"OlhL•Si~ 
t:J, 

Thrci: cnl'\nH:' ;.ire ul\(lhL'd 1n f'lfB f1io"nthc:'i' in A. l"Íltc~-
1.uz.lu: ;1 t3-J..~tdth1nl;t ... e. ari .:1CL"11laCl.'1"1-coerir.vmc .A n.:c.Juct<l!'.L~ 
o..1nd a PI IB .,vnlhcla"t: ( J S). PI IB .. vnihc'I' in >1. l ln•·landú wa!>. 
-..h1m111t1 he F-cl.!ulatcd at lhc: Jcvl.'l ,;,. rhe f3-J..elt1fh1ola!>.c activif'\ 
( 18L Thc _c:en~ .. C'OCPl~tn.c thc l"O;>'} mt..· ... partic1p;1trng lf1 PI nJ 
..,_\nlhc'1' 1n .·l. 1·111c/11r1,}u h;1vc n•lf ht..•1..•n rcp..1rtcd. 

~fernhcr. t.if nur .en1up ha\.'C pr1..·\11H1<.I;. rL·poned lh1..· iUenti­
tic<1l11111 ol cl1..,m1d rS~tl:5."\S frlHTl ;.i. !!en1..· t1;1nJ.. <lf nunmucl11U 
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_,SI'>. nol dercrmrncd. 

• CorrcspunUing au1hor. ~1<.tiling addrcs...': Departamento de: 1\ficn>• 
biologia ~fnh.:cul;ir. ln~llluto de Umlccnologia. Uni"·cn.id:id !'.'.acmn:.il 
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1..·,1don ........ ·rH:11d1nL! ;111111111 .i.._·a_t ... -.•:" .1nd -.~,, 

l"la'lotnid p.,ti·rs. "fp ruk· 11ut lhL" P'"'1/lllu~ 1'1.11 r/;1..,m1d 
pS'-!l':"S .... -:!J lltl /<Jll!-!L"f" ._tlprrL·..,..,cd ;i/_l.!lfl.lfL" pnidt1 ... ·ti.•n dllt_' 11• 
.i ri•1l.1r L'íf'--. .. -1 ld th1..· L'•u·.\ .. n11111- 1 n" /,11 // 1n-.1..·n1,1n r.ithcr 111:111 
!" th'-' l;u;l.. tlf thr.: J.;clt.\ ¡.:en1..· rr11dtH.."I. 1il1~•'lllH.·/.._·t1!1dL'" .1.!.i..:SJ 
1:=-·-.·\.·\(j("CiCi.-\.t1(-lCCi.·\.(i(.C(i'JC.-\(i(i-.>·1 .111....J t!.i,:S-2 ¡_.;;· • 

. ·\C<i<iTc;ccc;.Tc-rcc •.. \<:.·rrr<·ctic··1c·-.•·1 \\1.-'rL: u ... .._·d 111 
,.._uJ.11L". hi. l'CJ{ .. 1 tr:1L:'.n11..·nt c•1n1:11111nl! thL" l..'•''.\ CL·n .... · tl.111J...cd 
h\ fhL" .. \"J(_j 1,.·111.!llfl (:i.l(J hp t1p..,l1"L",llll) .. ;11ld lhL" .._¡, .. p L°l'dl>rl (:() 
hr dn\\n .. tr1..·;1n1). 1h1~ Jr;1L!m1.:nt \1.;1.., ... -1,•111..:d u11<• pl.1-.n11d 
pKT:'..10 ( 1 J. Th1..-· rc .. ulr;111t r1;1 ... 1JIHI. r.\fC 15. \\;¡ ... ft 1und ,, l h;1\C 
;1 n1uch ... trtlO!!Cr 1.-•fkTI (lfl ~d!!ITl:!IL' flftldllC!ltHl e I".1hk· l 1. '-."(lfl­
tirrnrng thL" n'-'µ;Jtl\L" clf1..·ct ot g,,,-_\ 1.in .d!-!irl;1tL' rrndtJ<..'t111n ~1nd 
nilln_!.! our th1..-· fl'<.l'"1h1h1~ nt .1 r-1/;1r dl ... ·1..·t 

C-un-.truction and d1ar.lC"lt.'rÍ.ration of ¡.:acS OJU[.;.JOt ... S....-n ... or 
J...1n;i ........... nt thc 1i.1.1•-cnrnp..ir1cn1 n.·!!11l;11t1r;. ..,,..,ll.'.rn-. u ... uall_, ;1L·t ;" 
pt1-..f/\I: f"1....'!!lJlólfll1" .. b_\ f"lhll .. f'hllr;./;1llll_I.! !he l..'ll1!'10ih.' f"L''f"l<l11.._t: 
r1....·!!ulatur. ·r11 rn .. ..._·-.t1g.1lc ¡¡ pci...1t1\1..-" rnk ••I .!.'"a•·.\ nn .d_!.!1naf1..· 
f1111 .. :--nrht·-.. .... ·\·rc·c· 110.:r. dl.'.r1-.:1ll\c.., l'.trn.1ni..: 1...·.i.·.' rnut;itr''º" 
\\Cri: cnn .. rru...:r .... ·L1 1r1 .·l. 1rrr,·,',1n.lt1 lhL· 1n ....... ·r1111n of !! c-;1,,ctte-. 
1ntn g .... ·nc: .. '""'llh lhL' -.;in11..· nr1L"ntal1on ,,.., !ht...• d1rc'-.·1100 nf tran· 
" .. ·nr11on rroLlucc ... nonf't•l;1r mut.llu1n .. "''h1 ... ·11 ;tlhl\' tr:1n .. 1..·np-
riun llf llJL• do"n ... 1re;1m !!L"tll.'.., 1n th1..· ..,~tr111..· t1r1..·n'O <:1. :..s). 
Pt1-.mid p.,tC5 .• 1 rBluc-.cnrt 1'.S( · J pl;1..,m1d "h1ch 1..·;1rrn:' ;1 
::.S-l..h 5nta 1 [):-.,;_.\. fr~11!n11.:n1 1nclul.f111c: gac.\·. \\~t.., u ....... ·L.J t1' 1..·l,n­
~truct gac.\ ::U·Sf"' muf;lluln .. ,-\ :-J....h tr;1,crncnt c11nra1n1n!! ;1 
'f'L'Ct1nnmyc1n n: . ..,1. ... tan1..·1..· J!Ctk· 11 !-Spl lrnni rl•1 ... n11d pi f P.J:'! l-Sp 
(7) "ª' 1n ... L"rlt:d 1nt11 thL· t1n1qu'--· /:"coRI -..r1..· pr1....· .. cnt \\1thin 

.i:.ac.\·. PJa-.m1d-. p:\tC7 <ind p~f(~ ..... \\llh llh .. ' C<l"':."Ifc Hl'L'rrL"ll JO 

nuth nrii:n::1tuir1 ... \\l..'íC: ... dc.;r..:d :1nLl 1n1n1duc .... ·d 1nto 'fr¡un 
.·\TCC t~IJ-lh. Sp' tran-.rnrm;1nr... \'-t..'rc ..... ·kclL'Ll. S1ra1n ... J:\1 l ;1nd 



A 

Timn (h) 

J!\t.: '''-"n.· ''ºl~ucd ~1nd '''-·n: !'-hº''"· h~ S1nJth1..·rn hlor anal'\!'-1'. 
1t1 car~· rhc: g11c.\·::!!-Sp nonpol.1r .111.J pt1l.1r n1u1~lluHi .... r1..·~ru.:1..·-
1nc:h (data 1H1t ~ho\\.n). RNA ¡,olatc:d frum 'ltJlll' Jl\11. J!\t.:!. 
and ·.·\.·re-e· 1><J-tt1 ,,,.'-·n.· h_\f"nrducd \\1th a 700-hp traµnH .. ·n1 cnr­
n· ... pt11tding 1t1 rhc -~· ":nd tifgac.'1. fl)ohndu~11u1n 111 RNi\ fn1m 
1h •. ." ,.,,¡Jd l'\í''-' v.irh rhal ni rhc .i:cJc\ nonpol~1r J!\fl rnut;uu hut 
not \\ith th<it 11t th1.· J,,1.:! pnlar n1ut;1nt '"ª .. ot1-.cn1..·d cd;ua nnt 
..,fll"' nJ. l~111h gur.\ nn11;1nt ... 1ra1n.., produc..:d thn:cfuld ¡..._ • ..,.., .t1-
,!-'1nah.: rhan l/u..· p;in .. ·n1al "lra1n. /\TCC 1)0_;h_ \\IH.:n _!.!fll\\f1 nn 
''1l1d 1111. ... ·d1un1 ,., ah! ... : J ). \\°h1.:n 1.:ulrun:-. (lf ltH.'"l.' rntll~1nh \\en..· 
gn1\\11 t1n l1q111d nH.:d111m. ;1 JIJ. In t~t-l11ld rcd11r..·11un 1t1 a/~1n;11c 
pn1dur..·1111n '"1' dl.·11..·..:-11.:d. Thc-.1..· d.t1~1 HH.111.:;111..· lh;1t thc..· nl.'"gal1\.C 
1..·lh.: .. ·1 on ;d~1na11..· pH1dtJCl1Pn tih .. cr.t:d b dt•t: ll• thc..· b..:-1... lll thc 
.t;uc·.\ ~l.'nc..· pn1duct ;ind mit ((1 :t r,1Jo1r ctfccl. 

c;o1cS abo cuniroh l"JIB produc1ion. PI lH ~ranulc.., \\ere 
\f-.1hlc..· 1n cl.·lf.., ot \\fld·l)pl.' .·\.TCC 1>i>..Jt1 undc..·r .1 li_!!ht m11..·ru· 
... cttpl.·: htl\.\.C\Cr. 1111 PllB g.r;:1nt1k" \\crc uh .. c..·r.cd Hl cc..·11.., nJ 

..,train .. J:\tJ or J.'\t:. PllB ~1ccumulat1t1n 1n thc..·'l." ... 1r.11n .. \\;:1.., 

dctcrn1in1..·U. ,..\.., !>ihO\\O 1n T;1hlc l. crll11..·r ;.1 gac.\ rnutat1~1n cir 
pla ... miU p~IC).:'; C•lll'.--CU a .... gn1fican1 n..:Uuctuin 1n l'I rH ;ic .. ·u· 
rnular1on. Elcctn1n micrn..,cnp1c 1..""\an11na1i11n pf .. -u/1t1r1..·-. 11t 
:\.TCC 1>t1.it,. J;\tZ. anU ATCC tU).lo p'.\fCI~ \\;1-. 1..·.!rnl.'d t>UI ,1-. 
uc ... ..:-nl1c¡j pol..."\l(lll ... I) C.:!I). and thc rc ... ult~ ;tí"(." 'hP\\11 Hl r:IJ.!. l. 
In cl1ntoa~t ttl thc \\ild·t)pc .·'\TCC <111-lh. v.h...-n .. · brg l"llB _1:0.1n­
ulco;, ;:in.- oh .. cncU • .-.1rain~ J~t: ;ind ATCC 1 ~1J-lt1 p.\.ICJ ~ .1ppc;1r 
to contain nunlcrou._ vr..·r.· ~mall PI lfl cr.;1null.'' and t.11 ... nrc:a­
nizcU or amPrphic \\.hftt.; 'tructurc .. th-oir arir1..·ar tu cnnt;-11n 
Pl-JB. Thc!>-1.: oh!'!Cn·at1on' 1nd1c<1h: thoH CiacS ;1J...11 r1..·gulo1tc.., 
PI JB accumul;:11u.Hl. 

~rhc ctfcct nf thc J.:.acS mutó..ltion Pn o:tlg1n;1t1..· •1nd PI lH prn­
duction inU1c:111..·.., that O;.icS pla)-" a pn ... 1t1\t." n1lc 1n rh1..· r1..'!-!tl­
lat1nn llf p11l)'nlcr ')nthc!>iÍ' rn A. l·11zc·landil. Th1.., rl1k• '" lil..t."1~ 
Uuc to lht..: J...1n;:1!>i1..• act1\.1t\. of Ci;:1cS 1h;1t oc: ... ulh 1n ph11-..ph11~/;¡­
tinn ofCi<1c.-"'\.. lc;.1ú1nc 10-:1ctl\".;llil1n 111 ;1lc1natc and PI IH l.!1..·nl.0

" 

CJn the othcr h;1nd. ~,n thc ptl.·,1..·m.:1..· l'f thc .L•..-c.\ J.!1..·n1..· 1..:IPncd 

.1 U\.(•lf M:IUI. 

B 

11 ~, n 
T1rn1• (hi 

.. ' •• , \~ 1 : :. ' 

1010 lhL· pl'-."r~.'11 \.._·,.·t.ir. \\ilh ;¡ ._-~ip~ nurnf1,:r i•! 15 111 .:o (-l). thc 
~~nthc..,..., 111 thc.."'c..· p.11\rlll..'"f" 1.., "'.Cnili .. :;intl\ r1..·dur.:cJ. :'\ ...,n1ilar 
11fl..,1..•r.;1tu1n \\ ól'"> tep1Ht1..·U 1, 1r 1h...- ¡_·,, hc·n1·h1a < o!t h1..,11d1nc pni­
IC.:tn l..1n;1,c H.'-·..,c. \\h1eh. r.1_c1..·thcr \\llh H.1..- ... .-'\. pn..,111vcly n .. ·gu­
l;lfc' ") nrhc''' .11 1..·11Jan1c ~1.::1d. :1 -.·on1p11ncn1 t•f th1..· c:ip!-.ulc 
... -11nlcrnn!! rt: ... 1 ... tan .. : .. · (el d1..· ... 11.:1..·.;it111n lfl /.". ,.,,¡, (31 ). c·cu~ c.ar­
n1n_c. ;~ fll.t1lt1<.'11p_'.\ rC\é- r/.;1,n11d \\l..'íC ._fltn\ll ltl h.'dUCl.' lhC" JC\C") 

11t c11l.1n1 .. - .1c1d 1 IOJ. 1 ft1\\1.'\1..·r. th .... · n .. ·c.111\ 1..· l.·Ui.:ch 11h..,1.·n.cL! 
\\hl"íl l\\ll·CtlTllp11ncnl r1..·µuJ,11t1r:-- ''.\"t1..•1l1 ... OH1..0 po1..· ... 1..:1ll 00 OlUl­

IJC"llJ'~ pl.1..,ll11lh du n1lf rll0 <.·t:.., .... 1nl~ r..:tkr..·r '' n.tluo.tl !'<lltHHion; 
lhtl'•. thc..· n·ducc.:d ;tl_!!1n.11'-· k\ .. ·I ni:i! n:prl.·,1..·nt an art1f:.ict. 

Thc.· alJ,:IJ f.!t.·nc ¡... 0.1 r:u1.:11.·r of ... ignal tran .. duc-tion h)· GacS. 
ah:/J. lhc..· ~ene en1..·od1nµ CJIJP-rn.;1nno..,1..· dch,:..don_!!c.."na~...-. thc 
l..1.·:- cnl'~na: 1n 1h1..· ;il_!.!111<1tc h111-.:-·nth1..·tn: p;11h\\.ól). ~e1..·m .. lo he 
111_!.!hl~ r1..·gul:111..·ú . ..,,nct: 11 ... 1r:m ... cnptn111 c::1n u11ti;:11c trom thrcc 
ddll.·r1..·nt -.,re ... pi. a 11"-.. t'-p1..· nt pn1nh1t\.!r (2J: p2. con1rnlk·d hy 
11"

1 12.'J; :1nd r3. \\'1.0 lkt...:•min(,.·d \\h..:lhl.·r th .. · elfcc1 uf GacS oñ 
~il!-!1natc hin .. :- nthc..·:-.1.., "ª' c"\Crtl.·d nn th1..· tr;:1n .. cnptl(lO of thc 
a/L;/J !!l.'01.." by llll.'<hlHIOC: lh1..• f'~·c;iJ~H.:"lll"llf;l'C aCll\"lf\. OÍ ... tr;tin 
\\·11.:: ;1n ,\I('(" l1il-lr1 Zkn\;11/\'C '-·ar~lfll! ;1n uli.;l>:;/acZ ct.:nl.· 
ltl'li'° tin rile rr ..... ..,cn..:1....· ;utU .ih,cncc..· c1t .rl.1..,n11~! r'.\1CJ5). a'.-­
\\c.."11 a.-. lll -..ro;11n \\"11.:-1. J \\·11.: lÍl.."n\;1t1\c caonoinc 1hc-
1.;,;,".\::!!-Sp n11nr1..1lar mut;1n11n. Tht.· ~1-_;.!:il;1CTt,...1da'l.: a~ti\.1ty 
\\¡¡-. 111 .. ·:i,t101..·d ;1 ... r1.·p11Mr.:d h.\ !\lillco í:.21: J L" .. ·nrrc'l1nd!-- to J 
nmPI nf (J.nitr11phcnyl-0·1>-,!!•tl;1Chl..,1dc h)drol)?cd peo min pr.:t 
J..J.)-! 11t rrnll.·1n. Prntc1n \'ª" Ucll.'HTIH1Cd h) the [.o;.\.ry mcrhoU 
1 !:'1. .·\11 111c;1..,tnr.:n11..·nt .. \\Crc ÚtlOl.' in tnplicalc Thc..· J3-galac­
td ... 1d.a ... 1..· 01cln 11\ \\;1' Oll."a..,urc.:U dunnc 1!0P\\lh nn BurJ..."s n1c­

d11u11 'urplcm~nll.'c..1 wuh _.:!r; ... 111..·ro .. ~ 1'J·"i_~!. 2A J. In floth rhc 
\\"112-1 and \\.11~ r:\tCl5 ~rr:11n .. thr.: t'.:.-~,J/.1ct11,1c.J;i<.,C ilCti\.iry 
\'ª' r'-·dtH:'-·d (Fil!- .:!BJ. \\"e lkt1....·nnrn1..·d \\h1ch ol thc al~D 
pr(lm111cr.., \\;.¡.., rl.'~ulah:d fi:- (i;.1t·S. Pnrn...-r 1..0 "\lc..·n .. i11n ofu~¡:_D-<1n 
R~..'\ ,..,11l,1tcd fn1m .. 1ro11n.., J!\11 ;.ind .-'\TCC 1 ~0..i•1 r!\1CJ5 '-';t!-o 
p1..·rt<1rnt1..•d ;¡.., rn • ..'\ hltr ... !) dt.· ... cnh1..·d (.: J ~ .. rr1n11..·• c"cn ... ion 
ro11d11..:i... "1.:rc tlc1ccrcd \\ ith RN.-'\ fn•n1 lh1..·..,1..· ... ro;11n._ gtown for 



A 
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TGTAATGGCAAAAAGA T AGCG.ACCGCGA.AAGCGGGCGGCCCA TGACGAAC 

CGAACA TGGA TCGC'TTGAGCAGTT A T AAAGCA TCCCTTCc.A.ACCTCCCTTT 
<T70 

GACJ i 1 ICGl"IWTAAGGACGAGGTGA.ACGCAA-rn 
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..... P2 

- P3 

J J(ó_ J Primer '-"'?t.•nqnn .1n.11""' ,,f .-.',·fl rrMl''''fl'"'" r \ > 1 ' ' \. ,,·.¡ot.·r1..:t.· 
or thc ~- .:nd 111 ul>.•IJ. 1 ri •• ni:h.-" 1nd•t.·•I<" itlL· .. :.ori ,,h.,•'~,.;,,/> r '·""t.·•·f"'"'" 1 ht.· 
. -\.TCi inil1.11Jon ¡;t>dun '" 1>\1,.•r/1tn.•LI 1H) f'rrrn..:r t:\!Cí°h"'" "I f/lt.' ·•a:/J ¡.:c:r>t." rn .. ,r ... in .. ,, 1 ce.· •1tJ.:f> 1 l.ira· 1 ,_ J !l.1.: (l,tnc'. .: l .• 1rh! .\ l ( ( ,,.¡._;,. í'''~ ! .:; 1 l.11k ~) 

..is hin Jr4uh.1 BurJ.,:·.., mt.·d1um <.urpkmc:ntc.:d \\lth 2r; 'UCl"ll't.." 

(Fic. 3). Thi' rt.."~ulr ¡.,in acrt.·cmL·nt \\Íth 1hc f,1, .. f~-c;:d:1c1n ... 1-
UJ~C :1ctr .. ·i1" Jc.:vcl Ui:rcck•d

0 

t1nd1.."r thc: ... irn1..· 1..·undiri11ñ,_ ThL"'t: 
dar.u !-.ho\\. ·1ha1. in n.:!!ulatu1.c ;:dg1n;:111.: -':- nrftt.·-.1:-- Ci•1cS c..•u·rr-. 
intlu1.:ncc on rr.an~cnprinn of ufi:r> fn1m 1r-. thr1..·1..· pn1n1otcr~. 
Similarly. in />_\,·utlo11101uJs jluor,·con G.u.·S an.._J (J¡1c.·\ t1.."!!U/atc 
f!L'."OI.: C\.prc~'ion h! inthJt.~ncin_c rhe H" k·\1..·I-. u1 .nld1ru1n tu 
11c.:1ng rc..-4uireU h1r exprcv .. 1on nf !-!1.."n1..·-. n11r r~·~ul.111..·d h! cr' 

133). Thu ... rh1..· ("i;,¡cS...-\. 'Y·"'tcm c..·(1ntn1/.., 1..·,r.1t1..'"''ºº Jrcan prn­
rnnrcr' n .. ·c..·ocniz1..·d hv d1tlen:n1 .. ;l.!01;1 J¡1Cfc1r-.. In 1111 ... n·c:ard. 1r 
,, P<"~ihk· tl;ar thc piH:1fÍ\C a-" 11!~!> rnirncirr.:r. P 1. m:•! ;n ... 1c;1d 

he a <T'-c..JcpcnLlcnr promtJlcr. 
G.:..icA mu..r mcc..!1:11e ~•!!O.al tr:in-.dui::11nn 111..·f\\1..•1..·n Ci;a:S and 

uh.:E>. :.0.fcmhcr' ofnur !!n1up h;1\1..• llk·nt11icd 1n 1t11..·.-1. 1111t'/,u1.!11 

chromu,omc a ~ene homolocou~ t11 i.:ac.·I (~f. C:1...r:1i11..·<.fa, J. 
S;inchcz. und G~ r:~pín. unpu.hfi,heú ~c!->ulr-.J. \\"hcrhcr <Jou:.-\ 
Uirecrly inrcracr-. \\ilh thc u~i:D pn1mn11..·r r1.."!,!10n n:rn;11r1' 111 he 
dch..'rn1int:d. In/~ uun·ofacicn..\. Gac/\ tuncr111n" llfhlr1..·¡1m ni 
thc PhzR reµulator. in thc: ~ign<tl tran-.c..lucttnn p.1fh\\<I_\ 1h;11 

,, ,,,., 
t1..'l!lll.111..·-.. ar111h111t1c '\nlfic._1, \1;1 ;u:\/-h,1ni1 ... t.'rtnl.." l.11..·1unt:" (.~,~ 

rh;1-.. n ,, P•'""ihk· 1h;11111 .-1 1 u1t·/"nd1111rl11..•r r1..·;:11/;1ttir) pro1c1n-. 
n11..·d1.111..· "!!11.il 1r:1n,ducruin b1..•f\\'-.."<..'fl Ciac~. (1;1.._·,.\. •• 111ú uf..~D. 

11 '" d1JJ1 .. ·ul1 t11 'í1\.."l'uJ;111..· •'ti rh1..· 1;1t_l!1..·r ni '1µno1J rr;in"Juc11nn 
h\ (J¡i .. ·S lll l'l IH .. \ •llhl""'"· <,Jf1CL' r1..·cul.lf111n lll llll..· .·I 1 (1J(.'/<J11d11 
¡•hh hH''.'nll11..·l11..· _c~·n1..•,,... pr1..· ... 1..·n1/_\ .unl..rH•\\11 ·rhe ·l. 1·111t'luntlú 
.i...·c11·.\ n1u1a111111..:01U'-L"Lf ,t PJIU kalo.._\ rh1..·1111l_\p1..· and a1Jcc11..·d lfH.· 
:o-1z1..· ,,, rhc PJIB ~r;11111k·' ~11nllarl_\. 111 N.i/\1,1111a 1·u1rop/Ja. 
¡•Ita/' . • 1 f,1..-u-. 1..·;111 ... 1n.c .1 l'f lfi k·;1J...\ rh1..·n,1r.' rw. 1..·n1..·11dc ... a PI fB­
h1niJ1n,c pr•J!1..•111 th;it lÍl't1..·rn11111..· .. thc.: "''.-''-' 11f p~d_\h\dtt1\.y;1l­

l..:11H •rl· <11..·hf J.!r;11111k·, 1 .~·' J I hu-. .. 1..'•""-' ..... 1tl/d b1..: 1r1\1•/\cd 1n rh1..• 
conrrnl ni .1 _c1..·1h.· h; •t1111h•.l..'1111' 11 •¡•Ita/'. 

Etfc.·c.·1 oí 1hc.· ¡:ac.\' 111111.ariun on c.·rH'~ "nwnl . .-\/g1n;1ll." ha~ 
bt.•en 'tun\n 111 1•1..· '-"'"'-'r\11.1/ t•1r th1..· f••rrn;1r1<1n ,>f u1;1rurc: '-""''' 
(~). .-\-. ... tlP\\ll .1h1•'-1..'. -.1r.11n J.\IJ pr11ducc., -.1nn1..· al!!1nat1..; on 
pl~1t1..·.., ol HurJ.. ·.., n11..·d11u11 "llpplc1ncn11..·d \\ lfh 2'"", -.u~·ro .. c, and 
... rr;11ri... rnidu;.:111!! .. irnd.ir llf /,n\..::r 11..•\1..'h 11t ;t/c111:111..· •1n: ... ,¡,, 
.ahle fl1 fl1r111 1..·!-.i" 1..:::'..ll. \\l' an.11\/1..·d rh1..· c11 .. ·.\q~n.L' c;1p.:u:1!) of 
.-.1r;11n J.\fJ. n1c:t•>1Jr1nc ck-.11.:c.11111n re"-.r.111c1..· 11r culrurc"' 1n­

dut..·cu I• 1r 1..'rh:)"'ln1crH ;1, pre:\ 11 •u-./~ d ... ·-.cr1h1..·d ( ~) .-\ r1..·ducrinn 
,,, n111r1..· rilan J.OtMl·fltfd 1t11..•nt..-_\..,t1111..·nr tr1..·qu1..·n ... ~ \\;¡.., ,,h,crn:d 
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