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I RESUMEN

Azotobacter vinelandii produce dos polimeros: el polisacarido
extracelular alginato y el poli-ester intracelular poli-B-hidroxibutirato
(PHB). ElI cdésmido pSMUS88, de la biblioteca gendomica de A
vinelandii, disminuye la mucoidia y por lo tanto la produccion de
alginato en la cepa mucoide de A vinelandii ATCC 8046. EI
pSMU588 se mutagenizo al azar con el transposén miniTns/acZ1
seleccionandose, por su incapacidad de disminuir mucoidia, en la
cepa ATCC 9046, el cosmido mutante pSMUS588-21. Al ser
secuenciado el locus responsable de la disminucion de mucoidia se
encontro un una fase abierta de lectura (fal) cuya secuencia
hipotetica de aminoacidos mostré 65% de identidad con GacS de
Pseudomonas, esta proteina 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 fal se le llamo de igual forma gacS. El gen gacS se clond
generando el plasmido pMC15; también se construy® una cepa con
una mutacion no polar en gacS. El pMC15 y la mutacion en gacS
reducen significativamente tanto la produccion de alginato, como la
transcripcion de al/gD, un gen que codifica una enzima clave en la
biosintesis del alginato. La mutacion en gacS también reduce la
acumulacion de PHB y afecta el enquistamiento. De igual forma,
caracterizamos el gen que codifica el par regulador de GacS. Usando
el gen gacA de Pseudomonas, identificamos el gen homodlogo en A
vinelandii. La proteina predicha a partir de gacA de A. vinelandii
mostro 87 % de identidad con GacA de Pseudormonas. Junto a gacA,
se identificd un homologo al gen wuwwvrC de Pseudomonas. En
mutantes gacA , como era esperado, se disminuyo la produccion de
alginato y la transcripcién del gen algD. En conjunto, los datos
anteriores indican que el sistema global gacS/A regula la sintesis de

polimeros en A. vinelandii.



1 ABSTRACT
Azotobacter vinelandii produces two polymers: the extracellular
polysaccharide alginate and the intracellular polyester poly-b-
hydroxybutyrate (PHB). A cosmid clone (pSMUS588), 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 Fseudomonas GacS, a transmembrane
sensor kinase of the two-component regulators, whose cognate
response regulator. GacA, is a global activator regulating several
products and virulence factors. Plasmid pMC 15 harboring gacs, and
a strain carrying a gacS non-polar mutation were constructed. Either
pMC15 and the gacS mutation significantly reduced alginate
production and transcription of algD, the gene coding for the key
enzyme GDP-mannose dehydrogenase of the alginate biosynthetic
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 Pseudomonas gacA to identify the A vinelandii gacA
homologue. The predicted gacA protein showed 82% identity to
Pseudomonas GacA. Downstream of gacA, a homologue of the
Pseudomonas wvrC 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. vinelandli.



Il INTRODUCCION

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram negativa, de vida
libre, fijadora de nitrogeno, cuyo genero presenta una caracteristica
poco comun entre bacterias y mas aun entre gram negativas. Bajo
condiciones adversas, A vinelandii tiene la capacidad de
diferenciarse morfologicamente generando formas celulares latentes
resistentes a la desecacioén (quistes). El desarrollo de un proceso de
diferenciacion exitoso esta relacionado con la produccion de los
biopolimeros alginato y poli-B-hidroxibutirato. En nuestro grupo existe
interés en comprender, a nivel molecular, la produccion de ambos
biopolimeros asi como su papel en el proceso de diferenciacion,
ademas, el uso industrial que en potencia tienen ambos
biopolimeros. genera un interés adicional en su estudio.

Ciclo de vida de Azotobacter vinelandii
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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 celula
vegetativa de A. vinelandii es de tipo bacilar con flagelos peritricos
que posibilitan su movilidad. Actualmente se desconocen las
condiciones ambientales que determinan el término de la fase
vegetativa y el inicio del proceso de diferenciacion. En el laboratorio,
bajo condiciones propicias para la fijacion de nitrogeno, el proceso de
diferenciacion puede inducirse con 3-hidroxibutirato ¢ n-butanol. Una
vez inducidas, las células pierden su movilidad y se presenta una
ultima division celular que genera dos ceéelulas esféricas de menor
tamano, las cuales se cubren por dos capas llamadas intina y exina,



constituidas principalmente de alginato. una vez que termina este
proceso, se generan las ceélulas 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 granulos del polimero de reserva poli-B- hidroxibutirato
(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 germinacion con el
hinchamiento del cuerpo central, posteriormente se presenta la
ruptura de la exina, y finalmente emergen dos ceélulas que adquieren
nuevamente movilidad (Saddof, 1975., Wyss et a/.,, 1961).

Fig. 2. Quiste maduro de A. vinelandii. EX., exina, IN., intina, CB., cuerpo

basal., PHB., poli-3-hidroxibutirato.

Funcion biologica del alginato y del PHB en Azotobacter

vinelandii

Como se menciond, el alginato es esencial en la biogénesis del
quiste maduro, ya que la intina y la exina contenienen 13 y 32 %6 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 a/.,1997).

A. vinelandii produce alginato tambien en condiciones de
crecimiento vegativo;, en estas circunstancias se crée que es
importante en la adhesion de la bacteria a superficies (Costerton et
al.,1987., Clementi, 1997), o actuando como una barrera contra la
difusion de oxigeno 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 mas de
90 geéneros bacterianos como reserva de carbono y energia. En A
vinelandii, Stevenson y Sokolofsky (1996) han sugerido que el PHB
podria funcionar como fuente de carbono y energia para desarrollar
el proceso de enquistamiento, estableciendo una correlacion directa
entre la cantidad de PHB acumulado en etapas previas al
enqguistamiento y el porcentaje de quistes formados en el cultivo. Los
lipidos son los productos celulares mas importantes del metabolismo
de! B-hidroxibutirato durante el enquistamiento, por lo que la sintesis
de lipidos esenciales y tipicos del enquistamiento, tal como las 5-n-
alkilpironas, el 5-n-tricosil resorcinol y derivados galactosidos de 5-n-
alquilresorcinol, podria estar relacionada con la disponibilidad de
PHB (Reuch y Sadoff, 1981., Su et al, 1981).

Por otra parte se crée que la senal fisiologica que desencadena
el proceso de diferenciacion podria ser la depolimerizacion del poli-B-
hidroxibutirato. De esta forma, la adicion al medio de cultivo de B-
hidroxibutirato o bien de n-butanol, que genera pB-hidroxibutirato, al
metabolizarse produciria una situacion similar a la depolimerizacion
del PHB (Reuch y Sadoff, 1983., Gama et al., 2000) lo cual dispararia
el proceso de diferenciacion.

Aplicaciones del alginato y PHB.
a )Composicion del alginato.

Los alginatos son una familia de heteropolimeros compuesta
por monomeros de acido gulurdnico (G) y acido manurdnico (M)
unidos por enlaces 3(1-4). La distribucion y contenido de los
monomeros es variable, pudiéndose encontrar cadenas con
secuencias alternas (-M-G-M-G-M-) o bien con bloques de
monomeros alternados (-M-M-M-G-G-G-M-M-M-), donde el numero
de monomeros en los 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 acido guloronico con los cationes, éstos forman
puentes entre cadenas de alginato que generan estructuras
dimeéricas, 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 distribucion y contenido de acido gulurdnico y acido manuroénico es
importante, ya que esto permite tener alginatos con diferente

3



capacidad de gelificacion: un alginato con alto contenido de acido
gulurénico genera geles rigidos y resistentes, en tanto un alginato
con un contenido bajo de éste acido produce geles suaves y elasticos
(Clementi, 1997).
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Figura 3. A) Estructura de los bloques homopoliméricos manurénicos (M) y
gulurénicos (G). B) Bloques heteropoliméricos manurénicos-gulurénicos (M-
G), los cuales constituyen la molécula de alginato (Clementi F., 1997).

b) Aplicaciones del aiginato.

En la industria alimentaria y farmaceutica, los alginatos se usan
como aditivos capaces de viscosificar, estabilizar, emulsionar vy
gelificar soluciones acuosas. Actualmente. se esta estudiando su uso
en recubrimiento y proteccion de heridas, asi como en tecnologias de
inmovilizacion de celulas y enzimas (Clementi, 1997 ).

En la actualidad, ios alginatos usados en la industria se extraen
de algas cafeés del genero Laminaria, Macrocystis y Ascophylium.
Aunque se tiene conocimiento general sobre la proporcidon acido
manuronico/acido guluronico (M/G) de los alginatos provenientes de
cada especie de alga, la composicion esta siempre sujeta a
variaciones ambientales y a la edad del tejido del cual se extrae. Lo
anterior genera una gran variacion en la calidad del alginato de algas
usado comerciaimente. Ante esta situacion, la produccion de
alginatos de origen bacteriano con calidad uniforme se presenta
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como una alternativa interesante (Rhem y Valla, 1997). Los alginatos
producidos por A. vinelandii tienen una composicion muy similar a la
de los alginatos de mejor calidad de extraidos de algas, por lo que A
vinelandii se ha perilado como el mejor candidato para producir
alginato por medios biotecnologicos (Clementi, 1997).

c)Composicion y aplicaciones del PHB.
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Fig. 4. Estructura quimica de poli--hidroxibutirarato

El poli-B-hidroxibutirato es un homopolimero constituido por
mondémeros de B-hidroxibutirato (Fig 4). Desde el punto de vista
biotecnologico, los poli-hidroxialcanoatos son compuestos muy
interesantes, ya que pueden formar plasticos con propiedades
semejantes a las del polipropileno y el polietileno, con la ventaja de
ser plasticos biodegradables provenientes de una fuente renovable
(Dawes, 1990). A pesar de lo anterior su explotacion comercial en ia
actualidad es limitada, ya que se tienen rendimientos bajos con altos
costos; sin embargo, es probable que en un futuro los estudios sobre
éstos polimeros permitan obtener materiales plasticos con
caracteristicas especificas para ciertos usos con costos razonables
de produccion (Steinbuchel y Valentin,1995).

Biosintesis del alginato

Desde mediados de la deécada de los setentas se conoce las
rutas biosintéticas del alginato tanto en A. vinelandii (Fig. 5) como en
algas, encontrandose, en general, actividades enzimaticas similares

(Pindar y Buck, 1875)

En la biosintesis de alginato en A. vinelandii , los azucares de
seis carbonos (a excepcion de la fructosa) son usados como fuente
de carbono, y se metabolizan a piruvato por la via Entner-Doudoroff.
Posteriormente, el piruvato ingresa al ciclo de acidos tricarboxilicos y
finalmente por gluconeogénesis se sintetiza fructosa 6-P (Gacesa,
1998). La fructosa 6-P se utiiza como sustrato por Ila
fosformanosaisomerasa (PMI) para generar manosa-6P, ésta a su
vez se convierte a manosal-P por la fosfomanosa mutasa (PMM).
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En el siguiente paso biosintetico, la manosal-P se activa via GTP por
la GDP-manosa pirofosforilasa (GMP), generando GDF’-manosa.

Fructosa 6 fosfato
Fosfomanosa isomerasa (AlgA)

Manosa 6 fosfato

Fosfomanomutasa (A 1gC) . ..
Activacion de
precursores

Manosa | fosfato
(citoplasma)

GD P manosa pirofosfonilasa (AlgA)

GDP manosa : ‘s
N . Oxidacion de
GD P manosa deshidrogenasa (A lgD) ] precursores
GDP manurdnico (citoplasma)
Polimerizacion

polimerasa/cxpontacion (Alg8., 41, J. K)
. .. (membrana intema)
polimanurénico .

Orto-acetilacion (A IgF, L V) ] Acetilacion periplasma

Corne (alginasa) j Cone

epimerizacion (algQ) .] Epimerizacion

. {(espacio extracelular)
Alginato
Fig. 5. Ruta biosintetica del alginato en Azotobacter vinelandii (Gacesa,

1998).

la que posteriormente se oxida a acido manuronico por la enzima
GDP-manosa deshidrogenasa (GMD). En F£P aeruginosa, una
bacteria productora de alginato, filogenéticamente muy cercana a A
vinelandii, la sintesis de acido GDP-manurdnico es el paso critico en
la produccién de alginato, ya que el acido manuronico ademas de ser
el precursor directo del polimero es también precursor de fa GDP-
ramnosa (Rocchetta et a/, 1999), un metabolito usado en la sintesis
de lipopolisacaridos. Una situacion similar, se creé ocurre en A
vinelandii, por lo que la GDP-manosa deshidrogenasa (AlgD) puede
ser un punto importante en la regulacion de la biosintesis del alginato.

El acido manuronico se polimeriza en la membrana interna
formando acido polimanuronico. Algunos residuos del polimero se
acetilan por una aciltransferasa, y se exporta fuera de la célula. Una
vez fuera algunos residuos no acetilados se epimerizan a acido
guluronico por la enzima C-5 epimerasa, y se produce asi el alginato.

6



Genética molecular de la biosintesis de alginato en A.

vinelandii.

a) Genes Estructurales

Varias especies del género Pseudomonas producen alginato,
la mas 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 excepcion del gen que codifica para la fosfomanosa
mutasa, todos los genes biosintéticos se encuentran agrupados a

manera de operon.
En A vinelandii, los genes que codifican las enzimas
involucrados en la sintesis de alginato han sido caracterizados casi

en su totalidad, a diferencia de lo reportado en P aeruginosa, en A
vinelandii los genes biosinteticos se encuentran agrupados en cuatro

unidades transcripcionaies (Fig. 6).
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Fig. 6. Genes involucrados en la biosintesis y regulaciéon de alginato en
Azotobacter vinelandii

El gen algD, que codifica la GDP-manosa deshidrogenasa
(GMD), se transcribe a partir de tres posibles promotores: uno de
ellos (P1) es c®dependiente, el segundo promotor (P2) presenta una
secuencia consenso tipica de lospromotores o°, mientras que la



naturaleza del tercer promotor a la fecha se desconoce (Campos et
al., 1996).

Mejia-Ruiz et al (1997a,1997b) describieron el operdn
integrado por los genes alg8, alg4d.algK y algJ. El gen alg8 codifica
para una glucosil transferasa que ha sido relacionada con el proceso
de polimerizacion. El producto de algd4 se presume puede estar
implicado en el transporte de! acido polimanuronico hacia el espacio
periplasmico. El gen algK codifica una lipoproteina esencial para la
sintesis de alginato, que muy probablente participa en la
incorporacion de AlgJd en la membrana. Algd por su parte, es un canal
ionico codificado por el dltimo gen del operon que participa en la
exportacion del acido polimanurdonico hacia el exterior de la céiula.
Este operon presenta un inicio de trancripcion cuya posible region
promotora tiene una secuencia consenso similar a la de promotores

c® de Bacillus subtilis.

Existe otro operon que incluye los genes algGXLVIFA. El gen
algG codifica para la epimerasa que convierte algunos residuos no
acetilados del acido polimanuronico a acido guluréonico. Los
productos de los genes algXV/F estan involucrados en el proceso de
acetilacion. Por ultimo, el gen al/lgA codifica la enzima bifuncional
fosfomanosa isomerasa/GDP-manosa pirofosforilasa (GMP/PMI).
En este operon se han encontrado dos inicios de trancripcion cuya
posible region promotora no presenta un consenso similar a los de
promotores ya caracterizados (Vazquez et al, 1999), aunque se
sabe que su transcripcion no depende de c© (Lloret et al., 1996).

La enzima fosfomanomutasa (PMM) la codifica el gen a/gC en
P. aeruginosa. En A vinelandii existe un gen homdlogo que al igual
que en P. aeruginosa, se encuentra fuera de la region gendmica
donde se localizan los otros genes alg. Actualmente se esta
estudiando su region reguladora (Gaona, 2000).

b) Genes reguladores

En A.vinelandii los genes algl, mucA, mucB, mucC y mucD
estan organizados transcripcionalmente a manera de operdn Fig. 6
(Martinez-Salazar et. al., 1996). Un operdn similar se ha descrito en
P. aeruginosa (Boucher et al,1996). En ambas bacterias, alglU
codifica para un factor sigma similar al factor sigma E (of) involucrado
en la respuesta a estrés por calor en Escherichia coli (Deretic et al.,
1994). En A vinelandii este factor sigma promueve la transcripcidon
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del gen algD a partir del promotor P1(Moreno et al.,1999). Los genes
mucA, mucB, mucC y mucD son reguladores negativos de la
biosintesis del alginato (Martinez-Salazar et al/.. 1996, Leon et al,
2000). Estudios realizados en P. aeruginosa, demostraron que MucA
y MucB actian como factores anti-sigma secuestrando a o,
mediante wuna interaccion proteina-proteina (Schurr et al/. 1996).
MucD en ambas bacterias tienen similitud con proteasas serinicas
(Boucher et al,, 1996). Del gen rmucC se conoce poco, solo se sabe
que tiene similitud con el orf4 de FPhotobacteriurm sp. cepa SS9, del
que de igual forma se desconoce su funcion (Martinez-Salazar et al/.,

1986., Boucher et al.,1996).

El gen algR codifica para un regulador de respuesta de un
sistema de transduccion de senales de dos componentes.
Mutaciones en este gen dismisminuyen 50% la produccion de
alginato en A vinelandii, a diferencia de lo observado en A~
aeruginosa, donde un gen homologo es esencial para la produccion

de alginato. En P. aeruginosa, AlgR controla la transcripcion del gen
algD. situacion que no ocurre en A. vinelandii A la fecha el
mecanismo por el cual algR controla la sintesis de alginato se

desconoce (Nunez et a/l., 1999).
Biosintesis de PHB en A. vinelandii.

En la biosintesis de PHB estan involucradas tres actividades
enzimaticas (Manchak y Page, 1994) (Fig.7). La primera reaccion
consiste en la condensacion de dos moleculas de acetil-CoA por la
enzima [-cetotiolasa para dar acetoacetil-CoA. E! acetoacetil-CoA
formado se reduce por la acetoacetil-CoA reductasa, utilizando
NADPH y produciendo D(-)-B-hidroxibutiril-CoA, que finalmente se
polimeriza por la actividad de PHB sintasa.

Génetica molecular de Ila biosintesis de PHB en A.

vinelandii.

Los genes que codifican para las enzimas involucradas en la
biosintesis del PHB se estan caracterizando en nuestro grupo. Ya se
ha caracterizado los genes phbA 'y phbB. El gen phbA codifica para la
B-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

9



genes es capaz de reestablecer, por complementacion heterdloga, la
produccion de PHB en una mutante phbC de Ralstonia eutrofa
(Gerngross et al., 1994., Cruz, et al.,, 2000). Aun no se sabe si los tres
genes estan formando un operon como se ha observado en otras
bacterias productoras de PHB (Schubert et al., 1991).

2 Acetil-CoA
B-Cetotiolasa

CoA (pbhA)
CoA
Acetoacetil-CoA
~— NADPH Acetoacetil-CoA
reductasa
~—NADP’ (phbB)

D-(-)-B-hidroxibutiril-CoA
PHB sintasa
(PhbC)

~~ coa

poli- 3- hidroxibutirato

Fig. 7. Biosintesis de! poli-B-hidroxibutirato en A. vinelandii.

Regulacion de la biosintesis de PHB.

En general, en las bacterias productoras de PHB acumulan el
polimero en respuesta a una limitacion para su crecimiento,
principalmente la falta de algun nutrimento como nitrogeno,. fosforo,
magnesio u oxigeno, en presencia de un exceso de fuente de
carbono y energia (Anderson y Dawes, 1990).

Por estudios realizados en A vinelandii y en Azotobacter
beijerinkii. se ha propuesto que el control de ia sintesis de PHB se
presenta principalmente a nivel post-traduccional, mediante la
modificacion alostérica las enzimas de la via (Senior y Dawes, 1973.,
Manchak y Page, 1994). Un punto de control importante es la
actividad de la enzima B-cetotiolasa, que se activa cuando la relacion
acetil-Coa/CoA es alta, situaciéon que se puede dar cuando se
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acumula NADH o NADPH como respuesta a la baja concentracion de
oxigeno en el medio. Estas condiciones también favorecen Ila

actividad de la acetoacetil-CoA reductasa.

Aunque en otras bacterias existen otros niveles de regulacion
en la biosintesis de PHB (Miyake et a/, 1997., Miyamoto et a/., 1998.,
Schembri et a/, 1995), en el genero Azotobacter, a la fecha, no se ha
reportado otro tipo regulacion mas 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 senales del medio ambiente. Estos sistemas estan
formados por dos proteinas: una proteina con capacidad de detectar
dichas condiciones © senales, y una proteina reguladora que en la
mayoria de los casos. es un regulador transcripcional, cuya actividad

es controlada por la primera.

a) Primer componente.

El primer componente del sistema es una proteina que tiene
actividad de cinasa. A estas proteinas regularmente se les conoce
como cinasas histidinicas. Con algunas excepciones, estas proteinas
presentan en la parte amino terminal dos dominios
transmembranales (TM1 y TM2), que flanquean una porcion de la
proteina que se situa en el periplasma; a esta region se la ha llamado
dominio de entrada y se la ha involucrado funcionalmente en la
deteccion de las sefnales ambientales. La regidén citoplasmica de la
proteina tiene varios motivos conservados que tienen relacion directa
con el proceso de fosforilacion; a estos motivos, en su conjunto, se
les conoce como modulo transmisor. ElI modulo 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 proteinas. Los
motivos N, D/F, y G estan involucrados en diversos puntos del
mecanismo de fosforilacion (Parkinson y Koffoid, 1992) (Fig. 8A)

Existen cinasas histidinicas que presentan variaciones en el
contenido de estos dominios. Algunas de ellas son proteinas
citoplasmicas que no tienen dominios transmembranales. También
existen Cinasas histidinicas que presentan dominios adicionales
(Ishige et al., 1994): RcsC y ArcB son ejemplos tipicos de estos casos.
RcsC presenta, ademas de los dominios ortodoxos, un dominio
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similar al dominio de fosforilacion de los segundos componentes de
estos sistemas (Stout y Gottesman, 1990). ArcB, ademas de tener
todos los dominios presentes en RcsC, tiene un tercer dominio de
fosforilacion en su porcion carboxilo terminal, distinto a los dos
dominios anteriores (Fig. 88B) (Georgellis et al., 1997).

b)Segundo componente

Los segundos componentes son
respuesta y estan constituidos por dos dominios: el
fosforilacion se encuentra en extremo amino terminal y se conoce
como modulo receptor (donde el aminoacido susceptible a ser
fosforilado es un residuo de acido aspartico); el segundo dominio se
conoce como dominio de salida y generalmente se pega a DNA (Fig

8).

llamados reguladores de
dominio de

A
CINASA
HISTIDINICA,
e o - —
DOMNIO OF EsTRADA DOMUAIO DL FOSFONY AC KON
MODAA D TRANSWSOR
REGULADOR
RESPUESTA
[sovmermam—" e
DAY DF #O5GF CIUL AZION DO DE SALIDA
MOOULO RELCERTON  DOMMIG DE UniGne & ADN
CINAS.
HISTIDINICA
MULTIDOMINIOS
o >
! ] } ~ » >
- O DE DCmrs0 OF DOMING OF
N0 SE ENTE - EQCFOMCACIT MY FOSFOMLALION DY FOSF ORI ACION +2
CoL o Moo O
REGULADOR oS 0L C
e B TRANLNSOA nCIeeToR

20700 DE o OE AL,
ERIFORLACIO OF DOMPUC DE SALICA
MODULC RECEMTOR  DOMINIC DE UNION A AD%

Fig. 8. Organizacion estructural de los miembros de sistemas reguladores de dos
componentes. A) Sistemas con cinasas histidinicas tipicas B) Sistemas con cinasas

histidinicas multidominios.
c)Mecanismo de transduccion.

Por estudios en los sistemas NtrC/B vy EnvZ/OmpR de
Escherichia coli se ha propuesto el siguiente mecanismo:



Una vez que la senal 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
histidinicas, en condiciones fisiologicas. se encuentran en forma de
dimero, y que la fosforilacion se da por un mecanismo transmolecular
donde cada molécula fosforila a su pareja en el dimero (Yang vy
Inouye, 1991., Ninfa et al., 1993.. 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 mas que por
la cinasa histidinica. La fosforilacion del dominio receptor del
regulador de respuesta genera cambios conformacionales en la
proteina, que posibilitan su union a la region promotora de sus genes
blanco (Mizuno y Mishima, 1990., Stock et al. 1995) .

La inactivacion del regulador de respuesta se puede dar de
varias formas, en algunos casos, la labilidad intrinseca del enlace del
fosfato determina el periodo de actividad del regulador de respuesta
(Stock et al. 1995). Existen sistemas en los cuales la cinasa
histidinica también puede defosforilar a su regulador de respuesta
(Weihong et al, 1998) y, por ultimo, existen sistemas con fosfatasas
accesorias que modulan tambien la actividad de su regulador de

respuesta (Blat y Eisenbach, 1994).

En los sistemas con cinasas multidominios, actualmente se
esta entendiendo la manera en el cual se transduce la senal. Las
caracteristicas estructurales de estas cinasas histidinicas estan en
estrecha relacion con su funcidon. Segun el modelo propuesto por
Georgellis et al. (1997) basado en trabajos realizados con el sistema
ArcB/A, una vez que ocurre la fosforilacion del dominio transmisor
(H1), el fosfato se transfiere al residuo de acido aspartico del dominio
receptor (D1), del cual, a su vez es transferido a la histidina del tercer
dominio de fosforilacion (H2)., ubicado en el carboxilo terminal.
Finalmente, se trasfiere al regulador de respuesta ArcA.
Recientemente, este grupo ha reportado que al aumentar la
concentracion de ArcB, ésta tiene tambien la capacidad, /n vitro, de
defosforilar a ArcA, mediante un mecanismo inverso de transferencia
de fosfatos D1<-H2<-ArcA, en el cual no interviene el dominio

transmisor de ArcB (Georgellis et al.,, 1998) (Fig 9B).
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Il ANTECEDENTES

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

La produccion de alginato confiere un fenotipo mucoide a las
colonias de A vinelandii. Con la finalidad de encontrar genes
reguiadores negativos de la biosintesis del alginato, se transfirieron
los cosmidos del banco gendmico de la cepa UW136 (a/gl/) a la
cepa mucoide ATCC 9046 (cepa silvestre). De esta forma, por su
capacidad de suprimir la mucoidia, y por ende la produccion de
alginato, se seleccionaron los cosmidos pSMUS88, pSMU865 vy
pSMUS86 (Tabla 3). Los cosmidos seleccionados se hibridaron
contra sondas de genes reguladores conocidos en FP. aeruginosa. El
pSMUSE88 no mostro senal de hibridacion alguna, lo cual sugeria que
este cosmido contenia reguladores aun no descritos de la sintesis de
alginato. Al locus contenido en este cosmido se le llamd mucs88
(Martinez-Salazar et al.,, 1996).

CEPA PRODUCCION DE ALGINATO*
ATCCY046 151.9 + 7.5
ATCC9046/pCP13 159.0 + 9.6
ATCC9046/pSM986 57.1 + 3.2
ATCC9036/pSMUS8S 52,9 + 4.2
ATCC9046/pSMUS6S 44.4 + 3.2

Tabla 1. Efecto de los cosmidos supresores de mucoidia en la produccion de
alginato en la cepa ATCC 9046 A. vinelandii (modificado Salazar et. al. 1996).
“Produccion de alginato en mg de alginato por mg de peso humedo



IV OBJETIVO INICIAL

Con los antecedentes anteriores, en primera
resolvio identificar y caracterizar el gen o genes responsables del

efecto regulador negativo que, sobre la biosintesis de algmato ejerce
el cosmido pSMUS88.

. instancia se

V RESULTADOS |

Mutagénesis del pSMU588

Con el objetivo de caracterizar el locus muc588, el pSMUS88 se
mutagenizd al azar usando el transposén miniTn5/acZ1 (de Lorenzo
et al., 1990); se generaron, 20 mutaciones independientes en el
cosmido.
Los cosmidos mutantes se transferieron uno a uno a la cepa
mucoide ATCC 9046. Se observo gque el cosmido mutante pSMUS88-
21, era incapaz de abatir la mucoidia en la cepa ATCC 9046. Una vez
que fué corroborada la presencia del transposon, mediante
hibridacion tipo "Southern”, se determind cuantitativamente el efecto
regulador del pSMU588-21 (Tabla 2). Este resultado sugeria
fuertemente que el transposon afectaba un locus responsable de la

supresion de mucoidia.

PRODUCCION DE ALGINATO
(Hg/mg de proteina)

CEPA
ATCC 9046 1660 + 38
ATCC 9046/pSMUSS8 660 + 25
1320 + 68

ATCC 9046/pSMTUS88-21

Tabla 2. Efecto de los cosmidos pSMUS588 y pSMUS88-21 en la produccion
de alginato en la cepa ATCC 9046 de Azotobacter vinelandii.
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Subclonacion y secuenciacion de la region afectada por el
transposon.
Mediante la comparacion del patron de restriccion del cosmido

silvestre con el mutante y por hibridacion del cosmido mutante
contra el transposon, se determind que el transposon se insertd en

1 kb
aS S 3aSi
H s Spﬁ rE — S'S P Suja SH gacS cromosoma
gacs miniTns
508 YSpg,S: S b
s P b B Sad [aPgee JH PSMUS88-21
.” 3 ,S_p,,_{z — Ms“b SPLSK'? SuH pPMC9
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.S Spd.
§ op_ £ Sa§ lsa pMCI15
miniTns
SaS Spy
T B pMC1
Sas Spgy
A L pMC3
S S E SasS
I L R ... pMCS
—
£2 5
s Sp N 5 SaS
{ r—— — pMC7
O
S _Sp ‘TL/' Sas pPMCS8

Fig.10. Mapa fisico de los plasmidos construidos en el estudio del gen gacs.
Las flechas indican la direccion de la transcripcion. L.os cassettes que confieren
resistencia a sp estan representados por triangulos invertidos. Los
oligonucledtidos con los cuales se amplificd gacS se esquematizan con lineas.
Abreviaturas E, £co RI; H, Hindlil; S, Smal; Sa, Saf: Sp, Sphl!.



un fragmento Safi de 0.8 kb. El fragmento que contiene el transposon
asi como el fragmento silvestre correspondiente, fueron subclonados
en pBluescriptllIKS*, y se generaron las clonas pMC1 y pMC3,
respectivamente (Fig.10). Ambas clonas se secuenciaron, y la
secuencias nucleotidicas obtenidas se compararon contra el banco
de datos Gene Bank, usando el algoritmo BLASTN. La comparacion
mostré que el transposon habia afectado un gen homdologo a /lemaA,
un gen dePseudomonas syringae que codifica para una proteina
detectora de un sistema de transduccidon de sefales de dos

componentes.

El alineamiento entre la secuencia del pMC3 y /lermmA nos revelo
que la region secuenciada correspondia al extremo 3° de una fase

abierta de lectura (fa/) putativo, y que se tenia secuenciado
aproximadamente del nucliedtido 2000 al termino del gen (aprox.
teniendo poco mas de 50 pb hacia abajo del

nucleotido 2700),
posible codon de termino. De acuerdo al analisis anterior, faltaban

por secuenciar aproximadamente 2 kb hacia el extremo 5'del fa/
hipotetico. Por mapeo de restriccion se localizéo un fragmento Smal
de 2.5 kb, que contiene parte del fragmento Safl de 0.8 kb. Este
fragmento se clond en pBluescriptllKS", y se generd el plasmido
pMCS5 (Fig. 10). Una vez determinada la secuencia nucleotidica del
pMCS5, se empatd con la secuencia nucleotidica del pMC3, teniendo
asi 3 kb de secuencia nucleotidica del locus afectado por el

transposon.
Analisis de la secuencia nucleotidica del locus muc588

Al analizar las 3 kb de secuencia nucleotidica, se encontrd unfa/
del tamano esperado (2.7 kb)(Fig 11), cuyo producto hipotético
presentd aproxidamente 65 %t de identidad con las sigientes
proteinas: LemA de Psewudormnonas syringae (Hrabak y Willis,1992),
ApdA de Pseudomonas Fluorescens (Corbell y Loper, 1995), RepA
de Pseudomonas viridiflava (Liao et al., 1994), y PheN
dePseudornonas tolaasii (Han et al, 1997). Todos los reguladores
anteriores, a exepcion de ApdA de P. fluorescens, controlan la
produccién de factores de virulencia esenciales en procesos
infecciosos que estas bacterias realizan en diversos tejidos
vegetales. En P Fluorescens, ApdA controla la biosintesis de
antibidticos (Tabla 3). De igual forma, la secuencia aminoacidica
predicha también mostrd identidad significativa con ExpS de Erwinia
carotovora (Eriksson et al., 1998), RpfC de Xanthomonas campestris
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pv.campestris (Tang et al, 1991), y BarA de Escherichia coli (Ishige
et al.,, 1994). Los reguladores RpfC y ExpS controlan la expresion de
genes de virulencia, en tanto, BarA es esencial para iniciar el proceso
infeccioso del tracto urinario en cepas uropatogenicas de E. coli
(Zhang y Normak, 1996).

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

Recientemente se ha determinado llamar gacS (del inglés
"global antibiotic and cyanide control”) a los genes funcionalmente
homologos /emA, phelN ,repA y apdA; en consonancia con esto, al fa/
localizado en el locus muc588 se le llamo gacS.

BACTERIA REGULACION % ID
(REGULADOR)

Pscudomonas syringae Produccion de Proteasas y Fi- 65
(GacS) totoxinas™>*

Pscudomonas fluorecens Produccion de Antibidticos, HCN, 65
(GacS) ¥ proteasas

Pseudomonas oleovorans Antibioticos, Protesa, HCN v 65
(GacsS) Homoserin-lactonas

Pscudomonas roolassi Produccion de Proteasas v Fi- 65
(PheN) totoxinas™

Psevudomonas viridiflava Proteasas, Pectato liasa y 65
(RepA) glucogalacturonidasa*

Erwinia carorovora Pectato liasa, Pectina liasa 55
(ExpS) celulasa ¥ proteasa™

Escherichia coli Siderdéforos y receptores para 35
(BarA) complejos de sideroforos*

Salmonella nvphimuritern Expresiéon de genes de invasi- 35
(BarA) vidad*

Xanthomornas campestris Proteasas, Pectato liasa, ami- 25
(RpfC) lasa y goma xantana™

Tabla 3. Identidades y regulacién realizada por homodlogos a GacS de A.
vinelanddii. < los productos regulados son factores de virulencia.
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Fig 11. Secuencia nucleotidica de la regidn que contiene el gen gacS y su
correspondiente secuencia aminoacidica deducida. Los codones de inicio y
término se encuentran subrayados. El inicio de la traduccién se indica con una
flecha. E! sitio de la insercion del miniTn5/acZ1se ilustra con un triangulo

invertido.

Todas las proteinas reguladoras con las que presenta
identidad GacS de A vinelandii son cinasas histidinicas, que
pertenecen a sistemas de transduccion de sefales de dos
componentes. Estas proteinas son cinasas histidinicas multidominios
similares a ArcB, las cuales ademas de tener los dos dominios
transmembranales (TM1 y TM2) y el dominio transmisor (H1),
presentan dos dominios adicionales de fosforilacion (D1 y H2).
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Fig 12. Alineamiento entre las proteinas GacS de P. syringae y A. vinelandii.
Los motivos involucrados en el evento de fosforilacion se encuentran

enmarcados; los residuos susceptibles a ser fosfosforilados estan senalados
con un asterisco. Los dominios transmembranales estan subrayados. Los

residuos idénticos estan sombreados.
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pMC1, pudimos

Analizando la secuencia nucleotidica del
en el

determinar que la mutacion generada por el miniTnS/acZ1,
pSMUS88 se debid unicamente a un fenomeno de inserciéon 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
proteinas existen los dominios antes descritos.

Construccion de la mutantes JM1 y JM2.

Una vez que se determindo que gacS era posiblemente el
responsable del efecto regulador del pSMUS588, se planted generar
una mutante cromosomal ATCC 9046 gacsS para determinar el efecto

de la mutacion en la produccion de alginato.

Como primer paso en la construccion de la mutante antes
descrita, la fraccion del gen gacS contenido en el pMC5 se
interrumpid® con el cassette Qsp el cual confiere resistencia a
espectinomicina (Fellay et al, 1987). Las inserciones del Qsp se
realizaron de tal forma que gacS y el gen de resistencia se
transcribieran en la misma direccidon y en direccion contraria,
generando los plasmidos pMC7 y pMC8 (Fig. 10). En A vinelandii ,
cuando los cassettes 2 se insertan de tal forma que éste y el gen que
se interrumpe se transcriban en la misma direccion, se generan
mutaciones no polares, ya que no son respetados los terminadores
transcripcionales de los cassettes 2 (Mouncey et a/, 1995).

Los plasmidos pMC7 y pMCS8 se transformaron en la cepa de A.
vinelandif ATCC 9046 y se seleccionaron transformantes resistentes,
a espectinomicina en las que probablemente se presentd un
fenomeno de doble recombinacion homologa. Despueés, se probo por
hibridacion tipo “"Southern™, la presencia de las mutaciones. EI
caracter polar y no polar de ilas mutaciones se probo por hibridacion
ARN/ADN tipo “siot blot”. A la mutante que presenta la mutacién no
polar se le llamd JM1 y a la que porta la mutacion polar se le

denomind JM2 (Fig 13).
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Fig 13.Construccion de las mutantes JM1 y JM2. A) Mapa fisico de la insercion
polar y no polar del cassette Q2sp en el gen gacS. B)Hibridacion tipo
“Southern™ de ADN gendmico de las cepas ATCC 9046 (carrit 1), JM1(carril 2) vy
JM2 (carril 3) contra un fragmento interno Sphl de 2.0 kb del gen gacS. C)
Hibridacion ARN-ADN tipo "Siot blot™ con ARN total de las cepas ATCC 9046
(1), JM1(2) y JM2 (3) contra un fragmento Safl de 0.6 kb ubicado al extremo 3’

del gen gacs.

Produccion de alginato en las mutantes JM1 y JM2.

El locus donde se encontro el gen gacS, se selecciond
originalmente como un locus regulador negativo. Por lo anterior,
esperabamos que la mutacion del gen gacsS, en el cromosoma de la
cepa silvestre ATCC 89046, aumentara la produccion de aginato
Contrario a lo esperado, la produccion del polimero en ambas
mutantes tanto en medio Burk sacarosa (BS) solido, como en medio
BS liquido, se encontraba seriamente afectada. En medio sdlido, la
produccion de alginato disminuyd tres veces, en tanto en medio
liquido la produccion se encontro practicamente abatida (se

disminuyo 60 veces)Tabla 4.



MEDIO BS SOLIDO MEDIO BS LIQUIDO

CEPA (mg/mg proteina) (myg/my proteina)
ATCC 9046 1.246 + 0.150 2.177 + 0.450

JM2 0.465 + 0.053 0.036 + 0.002

JMI 0.411 + 0.025 0.019 + 0.003

Tabla 4. Efecto en la produccion de alginato de las mutaciones polar y no
polar del gen gacS en la en la cepa ATCC 9046 de Azotobacter vinelandii.



Vi OBJETIVOS H

Con los resultados anteriores se plantearon nuevas preguntas:
sregula GacS de manera dual la biosintesis de alginato?,
Jfinalmente, que genes de la biosintesis de alginato estan regulados
por GacS?, ¢;esta regulacion es de tipo transcripcional?, ;existe
relacion entre gacS y el proceso de diferenciacion morfologica?, ;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 biosintesis de alginato y en el proceso de diferenciacion

morfologica en A. vinelandii.

Objetivos Particulares
a)Confirmar que el efecto regulador negativo del pSMUS588 se debe a
gacs.

b)Determinar posibles blancos finales de regulacion entre los genes
de la biosintesis de alginato.

c)Explorar si existe relacion entre gacS y el proceso de diferenciacion

morfologica.

d)Caracterizar el gen que codifica el segundo componente del

sistema GacS/A en A. vinelandii.



Vil RESULTADOS Il

El efecto regulador negativo del pSMU588 se debe a gacsS.

Los datos de produccion de alginato en las mutantes gacS (JM1
y JM2) evidencian que gacS regula positivamente la sintesis de
alginato. Sin embargo, el locus muc588 fue seleccionado
originaimente como un locus regulador negativo, por lo que cabia la
posibilidad de que el efecto regulador negativo se debiera a otro gen,
y que fa incapacidad reguladora del pSMUS588-21 respondiera mas a
un efecto polar de la mutacion que a la interrupcion de gacS.

El gen gacS se amplifico por PCR y se clono en el vector
pKT230. EI plasmido generado, llamado pMC15 (Fig.10). se
transfirid a la cepa de A vinelandii ATCC 9046 y se observo que
tenia un efecto aun mayor que el pSMUS88: este hecho nos permitio
concluir que cuando se introducen, en un plasmido, copias extras del
gen gacs, tiene capacidad de regular negativamente la produccion

de alginato (Tabla 5).

PRODUCCION DE ALGINATO

CEPA (Hg/mg prot.)
ATCC 9046 1246 £ 15
ATCC9046/pSMUSSS 666 + 39
16 + 1.8

ATCC9046/pMCI1S

Tabla. 5. Efecto regulador de plasmidos que contienen el gen gacS, sobre la
produccion de alginato en la cepa ATCC 89046.

El gen a/lgD es regulado a nivel transcripcional por Gac$S

El gen algD codifica la enzima GDP-manosa deshidrogenasa,
cuya actividad compromete precursores metabolicos, compartidos
con la sintesis de lipopolisacaridos, hacia la biosintesis de alginato,
(Rocchetta et al/, 1999) por lo que se puede esperar que este gen y
su producto constituyan un punto importante en la regulacion en ia
produccion de alginato. Anteriormente, Campos et al. (1996) habian
determinado la existencia de correlacidon entre la transcripcion de
algD y la produccion de alginato. Por los argumentos, anteriores se
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explord la posibilidad de que gacS, via su regulador de respuesta,
regulara la transcripcion de algD, para io cual se construyeron
mutantes gacS con caracter polar y no polar (WI12-1 y Wi12-2,
respectivamente) en el fondo genetico de la cepa WI12, que contiene
una fusion transcripcional cromosdémica algD-lacZ. (Campos et al.,
1996). La construccion de las mutantes WI12-1 y WI12-2 se realizd
de manera simililar a 1o descrito para las mutantes JM1y JM2.

Al cuantificar la transcripcion del gen a/gD-lacZ en la mutante
WIi12-1, crecida en medio BS liquido, se encontro que la trancripcion
del gen algD-lacZ se afecta severamente al estar ausente el gen
gacS (Fig 14). Un efecto similar se observd en la mutante WI12-2

(datos no mostrados).

A B
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Fig.14. A) Actividad [3-galactosidasa y B) Crecimiento de las cepas WI12
(barras negras y cuadrados). WIl12-1(barras grises y triangulos), y WI12/pMC15

(barras blancas y circulos).

Una vez que probamos que cuando gacS, también regula
negativamente la sintesis del polimero., nos dimos a la tarea de
probar que la regulacion negativa, de igual forma, se realiza
controlando transcripcionalmente el gen algD. Para ello medimos la
transcripcion de algD-lacZ en la cepa WI!12 en presencia del pMC15 y
encontramos como era esperado, una disminucion significativa en la

transcripcion del gen algD-lacZ (Fig 14).



Como se menciond el gen algD presenta tres inicios de
transcripcion: un pnmer inicio (P2) corresponde a un promotor ot
dependiente, otro inicio de transcripcion (F’1) presenta un consenso
que corresponde a un posnble promotor ¢’° y un tercer inicio (P3) que
no presenta secuencia consenso obvia en su posible regién
promotora. Para confirmar los resultados obtenidos con la fusion
transcripcional algD-lacz, se realizéd un experimento de “"Primer
extension”™ del gen algD con ARN de las cepas ATCC 9046, JM1 y
ATCC 9046/pMC15. En las dos ultimas se encontro que a las 48 h de
crecimiento, estan ausentes los tres inicios de la transcripcion del gen
algD, lo cual concuerda con la medicion de la transcripcion de algD-

IacZ'en este tiempo y condiciones de cultivo (Fig. 15).
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Fig.15. Inicios de transcripcion del gen algD. A) Secuencia de ADN de la
region reguladora del gen algD. Los triangulos indican Ilos inicios de
transcripcion, el codén de inicio ATG esta indicado con una barra. B) Inicios de
transcripcion de algD en las cepas ATCC 9046 (carril 1), JM2 (carril 2) y ATCC

9046/pMC 15 (carril 3).
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Estudio del papel de gacS en el proceso de diferenciacion
morfologica de A. vinelandii.

Con la finalidad de establecer si gacS esta relacionado con el
proceso de diferenciacion morfologica. se evaluo la capacidad de
diferenciacion de las mutantes gacS (UM1 y JM2). Los ensayos
mostraron que las 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 sintesis de alginato, o bien si
gacS regulaba otros productos genicos esenciales para el
enquistamiento. Una respuesta parcial al planteamiento anterior se
dio al cuantificar la produccion de alginato en medio de induccion de

se

enquistamiento (Burk con n-butanol como fuente de carbono):
las mutantes gacS, en este medio, no producen

encontro que

alginato (Tabla 6). por lo que la incapacidad de diferenciacion que
presentan probablemente se deba a la falta de
alginato. Adn asi, no podemos descartar la posibilidad de que GacS
este regulando de manera paralela otros productos necesarios en el

desarrollo del proceso de diferenciacion.

las mutantes,

ENQUISTAMIENTO
0,

(%)

ALGINATO
(Ltg/mg prot.)

CEPA
BS BB
ATCC 9046 1246 + 15 1717 + 11 7.2
BAYS 411 + 25 38 + 2.8 <0.0001
JNI2 465 + 53 29 + 3.5 <0.0001

Tabla 6. Produccion de alginato en medio Burk (sdlido) teniendo como fuente
de carbono sacarosa (BS) o butanol (BB) 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 funcion
la realizan de manera independiente a la produccion de alginato.
Estos genes son: a/lgU, algR y aldH 1. el primero codifica para el factor
ot (Moreno et al., 1999); el sequndo para un regulador de respuesta
de un sistema de dos componentes (Nunez et al., 1999), y el tercero
una aldehido deshidrogenasa involucrada en el metabolismo del n-
butanol (Gama et al., 2000). Se explord la posibilidad de que alguno
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de estos genes se regulara transcripcionalmente por gacS: en los dos
primeros casos por Primer extension” (datos no mostrados) y en el
aldH1-lacZ (datos no

ultimo mediante una fusion transcripcional
Los resultados negativos obtenidos mostraron que

mostrados).
ninguno de ellos esta regulado transcripcionalmente por GacS.

Regulacion de la produccion de poli-B-hidroxibutirato (PHB)
por Gac$S

Al observarse al microscopio 6ptico las mutantes JM1 y JM2
(ATCC 9046 gacsS. no polar y polar respectivamente), es notoria Ia
disminucion de granulos de PHB; ante esta observacion, se cuantifico
la produccion de PHB en la mutante JM1, y se encontrd que la
acumulacion de PHB esta disminuida aproximadamente de 7 a 8
veces con respecto a la cepa silvestre (Tabla 7). Paralelamente, se
realizaron estudios de microscopia electronica en las mismas cepas,
confirmandose la observacion hecha en el microscopio optico en

relacion al tamano y numero de granulos de PHB (Fig 16).

Fig.16. Micrografias electronicas de células de Azotobacter vinelandii crecidas
en medio Burk Sacarosa durante 48 hrs, A) Cepa ATCC 9046, B) cepa JM2 vy
C) Cepa ATCC 9046/pMC15. Las flechas senalan los granulos de PHB. La

barra indica una escala de 0.4 um.



E! efecto regulador negativo que gacS ejerce en la produccion
de alginato, cuando se introduce en un plasmido, se presenta de
manera similar en la produccion de PHB (Tabla 7).

CEPAS rPUB
(ug/mg prot.)
ATCC 9046 413.1+17.8
ATCC 9046/pMIC15 48.5 + 0.5
JN12 49.6 + 0.9

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

Jm2.
GacS regula a nivel transcripcional la biosintesis de PHB.

En estudios previos de la forma en que se regula la biosintesis
de PHB en A vinelandii se reporta que la regulacion 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 produccion de PHB. Para contestar la pregunta
anterior, se transfirié la mutacion gacS::Q2sp al genoma de la cepa
AJ2 (Cruz, 2000), una derivada de la cepa UW136 con una fusion
transcripcional cromosomica phbB-/acZ: a la mutante se le llamo AJ2-
2, y en ella pudimos determinar que la transcripcion de phbB se
disminuye en proporciones similares en las que se disminuye la
produccién de PHB en ausencia de gacS. Este hecho, nos indica que
en A. vinelandii GacS regula a nivel transcripcional la sintesis de PHB
(Tabla 8). Aunque no se descarta la posibilidad de que tambien exista

regulacion post-traduccional.
Act. B-Galactosidasa

CEPAS
(U. Miller)
AJ2 1630 + 103.6
AJ2-2 360 + 29.3

Tabla 8.Transcripcion del gen phbB el las cepas AJ2 y AJ2-2. La transcripcion
se determiné midiendo la actividad [B-galactosidasa de la enzima codificada
por el reportero /acZ de la fusion transcripcional phbB-lacZ.
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Caracterizacion del gen que codifica el segundo
componente del sistema GacS/A de A. vinelandii.

Una vez caracterizado el gen que codifica el primer
componente del sistema de transduccion de senales 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 proteinas detectoras del los sistemas GacS/A reportadas
en varias especies del género Pseudomonas, se partic de la
hipotesis de que el gen que codifica para el segundo componente del
sistema GacS/A en A vinelandii deberia ser un gen homologo a los
descritos en Pseudomonas. Se amplifico por PCR el gen gacA de F.
aeruginosa (Reimmann et al., 1997), el cual se uso como sonda para
rastrear por hibridacion el gen en el banco gendmico de la cepa
UW136. De esta forma, se selecciono el cdsmido pSMU1886.
Mediante mapeo por restriccion, se determind que posiblemente el
gen homologo se encontraba contenido en un fragmento Sal de 0.8
Kb, de la misma forma se localizd un fragmento Clal de 2 kb, que
contenia el segmento Sa/ | antes descrito. Ambos fragmentos se
clonaron, generando los plasmidos pPSAFA1 y pPpSAFAZ2
respectivamente (Fig. 20). El pSAFA1 se secuencido y la secuencia
nucleotidica se compardo contra el banco de datos GeneBank,
confirmando asi, que se habia clonado un homologo a los genes
gacA de Pseudormonas. Cuando se alined la secuencia contra los
genes gacA reportados, se observd que ésta se truncaba
aproximadamente a 20 pares de bases del posible coddon de termino.
Para completar la secuencia del fa/ se secuencio la parte faltante,
usando el pSAFA2 como templete. Con 0.8 kb secuenciados se
realizé un analisis posterior, encontrandose un fal/ de 0.65 kb. (Fig.
17). El producto hipotetico del fa/ presentd 87% de identidad con
GacA de P. aeruginosa (Reimmann et al.,, 1997)(Fig 18).
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Fig 17. Secuencia nucleotidica de la regidn gendmica que contiene el gen
gacA y el inicio del gen uvrC con su correspondiente secuencia aminoacidica

deducida. Los inicios de la traduccion se indican con flechas.
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Fig 18. Alineamiento entre
vinelandii.
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QUSGSPFDLL
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las proteinas GacA de P. aeruginosa

y A

fosforilacion se

GacA regula positivamente la biosintesis de alginato

Con el objetivo de construir mutantes gacA se mutéd el gen
gacA, contenido en el pSAFAZ2, mediante la insercion del cassette

Q gentamicina
(Alexeyev et al,
Posteriormente,

(2gm)

1995),
usando el

que confiere
generando el

mutante ATCC 9046 gacA (JM3).

resistencia a
plasmido pSAFA3(Fig.19).

plasmido pSAFA3 se construyo

gentamicina

fa

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
produccion de alginato en la mutante JM3, en medio BS liquido, de

acuerdo con

la observacion anterior,

sigificativas de alginato (Tabla 9).

cuantificarse la

no se detectaron cantidades

Para descartar un posible efecto de polaridad, se complementd
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 fisico de los plasmidos construidos en el estudio del gen gacA.
Las flechas indican la direccion de la transcripcion. Los cassettes que confieren
resistencia a gm estan representados por triangulos invertidos. Los
oligonucledtidos con los cuales se amplifico gacA se indican con lineas.

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

CEPA PRODUCCION ALGINATO
(Hg/mg prot.)

ATCC 9046 2380 + 357

ATCC 9046/pKTT230 1600 + 100
JNM3 ND
2350 + 165

JM3/pSAFA4

Tabla 9 . Efecto de la mutacion del gen gacA en la produccion de alginato en
la cepa ATCCO046 de A. vinelandii.

37



GacA regula a nivel transcripcional el gen algD

Si GacA forma parte de la cascada de regulacion en la que
interviene Gac$S, su blanco final de regulacion debe ser &l mismo.
Para probar lo anterior, se mutd el gen gacA en el fondo genético de
la cepa WI12 (ATCC 9046 algD-lac)(Campos et al.,1996), y se
genero asi la mutante WJM3. Como era esperado, la transcripcion
del gen al/gD en la mutante WJM3 se afectd de manera similar a lo
observado en las mutantes gacsS (cepa WI12-1) (Tabla 10).

ACT. B-GALACTOSIDASA

CEPA
(U. Miller)
W12 5700 + 200
WII12/pKT230 4700 + 620
WJIM3 110+ 20
WINM3/pSAFA4 4600 + 620
120+ 10

WIi12-1

Tabla 10 . Efecto de la mutacion del gen gacA en la trancripcion del gen a/gD
lLa transcripcion se determind midiendo la actividad f3-galactosidasa de la
enzima codificada por el reportero /acZ de la fusion transcripcional algD- lacZ.

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

Al analizar la secuencia de la region donde se encuentra gacA.
encontramos que, el codoén de término de gacA, sobrelapa con el
codon de inicio de un gen homologo a los genes wvrC. Una situacion
similar se ha reportado en las bacterias donde se encuentran gacA o
sus homodlogos (Reimmann et al., 1997; Eriksson et. a/.,1998). El gen
uvrC codifica para una exonucleasa que participa en los procesos de
reparacion de danos en el ADN causados por luz ultravioleta
(Moolenaar et. al, 1987). Por lo anterior, probamos la sensibilidad a
UV de la mutante JM3, que como ya se describio tiene una mutacion
en gacA , la cual probablemente es polar sobre genes que estén
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siendo cotranscritos con gacA. Como era esperado, la mutante
presentd mayor sensibilidad a UV que la cepa silvestre; por otra
parte, el plasmido pSAFA4 fue incapaz de restaurar la resistencia a
UV (Fig. 19).

Tiempo de exposicion (Seg)
o 10 15 25

ATCC 9046

JM3

JM3/pSAFA4

ATCC 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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Vill DISCUSION

En este trabajo, al estudiarse el locus muc588, se caracterizo el
gen gacsS en A.vinelandii, el cual codifica para una cinasa histidinica
que presenta identidades altas con cinasas del par GacS/A descrito
en varias especies del geénero Pseudomonas. Las proteinas
homologas a GacS/A tambien se han descrito en las bacterias
fitopatogenas Erwinia carotovora (ExpS) y Xanthomonas campestris
(RpfC). En £ coli, el sistema BarA/UvrY es un par regulador
homologo a los pares GacS/A que ha sido relacionado con procesos
infecciosos de la bacteria en vias urinarias (Zhang y Normak, 1996;
Georgellis, 2000). Recientemente, se repdrto un par homologo en
Salmonella typhimuriurm, que fué llamado BarA/SirA. y que controla la
expresion de genes de invasividad esenciales en la patogenesis 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 mayoria de los casos son factores de virulencia.
En bacterias no patogenas. asociadas a plantas, donde ha sido
reportado, el sistema regula la produccion de metabolitos
secundarios importantes en la relacion bacteria-planta; como
ejemplos de este caso. tenemos a F. fluorescens y P. aurefaciens
donde el sistema GacS/A regula la produccion de antibidticos que
inhiben el crecimiento de hongos patogenos de plantas con las que
establecen interaccion. El sistemma 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 pSMUS5S88 se selecciond originalmente por su capacidad de
disminuir la produccion de alginato en la cepa ATCC 9046. Al ser
caracterizado el locus reguiador contenido en el cosmido, se
encontré que el gen gacS era el responsable del efecto regulador
observado. Estos datos, en conjunto con la disminucion de la
produccion de alginato en mutantes gacS sugieren que GacS ejerce
un efecto regulador dual sobre la sintesis de alginato: el efecto
regulador positivo podria estar mediado por la activacion, que por
fosforilacion, llevaria a cabo GacS sobre su regulador de respuesta,
el cual, a su vez activaria la transcripcion de sus genes blanco. La
regulacion negativa podria estar mediada por la defosforilacion que
GacS realizaria sobre su regulador de respuesta, Ilo cual
posiblemente ocurriria al tener una mayor concentracidon de GacS.
Una mayor concentacion de GacS se daria como consecuecia de
aumentar su dosis génica, lo cual, se consigue al introducir los
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plasmidos supresores. Con la anterior hipdtesis, se puede dar una
explicacion al aumento del efecto regulador de gac$S al ser clonado
en un vector con un mayor numero de copias (clona pMC15) (Tabla
6). La Figura 21 esquematiza la posible regulacion dual realizada por

GacS sobre algD.

(W)
I

i
o E ”S alpl
oo

o I |

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

La hipotesis anterior se apoya en los trabajos de Georgellis et
al. (1997), quienes trabajando con ArcB, la molecula prototipo de
estas cinasas multidominios, han propuesto un modelo de
tranferencia intramoiecular, de fosfato H1->D1->H2->D2, como
mecanismo molecular a traves del cual éstos sistemas regulan
positivamente la actividad de su regulador de respuesta (Fig.9B).
Recientemente, éste grupo ha reportado que esta clase de histidin-
cinasas mulitidominios, al aumentar su concentracion, tienen también
la capacidad /n vitro de defosforilar a su regulador de respuesta,
mediante un mMmecanismo inverso de transferencia de fosfatos D1<-
H2<-D2. en el cual no interviene el dominio H1(Georgellis et al.
1998). A la fecha, no han sido reportadas las condiciones /n vivo que
permitan observar los efectos de esta regulacion negativa mediada
por la defosforilacion del regulador de respuesta, por lo que no ha
sido definida la relevancia /n vivo de este hecho.
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En nuestro caso, también habria que aclarar si el aumento de la
concentracion de la cinasa es una condicion fisioldgica que se da
normalmente en la bacteria o bien es un artificio generado por la

introduccion de gacS en multicopia.

En A vinelandii GacS forma parte de una cascada de
regulacion la cual controla a nivel transcripcional la biosintesis de
alginato, regulando especificamente el gen a/gD. Como se menciongd,
este gen codifica para una enzima clave en la canalizacion de
metabolitos comunes con otras vias hacia la sintesis de alginato. El
gen al/gD presenta tres inicios de transcripcion, que corresponden a
promotores de diferente naturaleza. En la mutante JM2, no se
detecto inicio de transcripcion alguno del gen al/gD. lo cual sugiere
que GacS es necesario, en el tiempo y condiciones de cultivo
probadas, para iniciar la transcripcion de a/gD a partir de los sitios
mencionados. Un hecho similar al anterior se ha reportado en AP
fluorescens, donde GacS regula la expresion de genes con
promotores de diferente naturaleza. Algunos genes son regulados
por GacS controlando los niveles del factor ¢®;, sin embargo, existen
otros productos regulados por GacS cuyos genes no requiren de c®

para su expresion ( Whistler et a/., 1998).

La cinética transcripcional de la fusion algD-lacZ (Fig. 14) en
mutantes gacS muestra que la trancripcion 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 a/gD se trancribe
a partir de los promotores P2 y P3 en las mutantes gacA y gacs,
mientras que a las 24 horas (fase pre-estacionaria) y 48 horas de
cultivo (fase estacionaria) no existe transcripcion del gen a/gD a partir
de ninguno de sus promotores, tal como ya habia sido observado.
Otro dato relevante, obtenido en este experimento, es que en la

cepa silvestre, en fase de crecimiento exponencial, algD no se
promotor P1, mientras que en fase pre-

transcribe a partir del

estacionaria y estacionaria aumenta de manera creciente su
transcripcién a partir de este promotor, lo cual sugiere fuertemente
que el promotor P1, que se consideraba ¢ ° dependiente, sea un
promotor de tipo . Los datos anteriores sugieren que GacS y GacA
son necesarios para transcribir el gen a/gD en fase pre-estacionaria y
estacionaria, pero son prescindibles en fase de crecimiento
exponencial; posiblemente en esta fase de crecimiento la trancripcion
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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 ¢¥ dependientes: quedaria
por aclarar si en A vinelandii al igual que en FP. fluorescens, el
sistema GacS/A regula este tipo de promotores indirectamente,’
controlando transcripcionalmente a rpoS (Whistler et al.,, 1998).

Una regulaciéon como la descrita, implicaria probablemente el
uso de intermediarios que estarian bajo el control de un regulador de
mayor jerarquia, en este caso GacS. Reportes en P. aeruginosa y P.
aurefaciens muestran que GacS/A controlan la produccion de
metabolitos secundarios, modulando el sistema de regulacion
conocido como "Quorum 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 jerarquia del metabolismo
secundario, por lo que no seria extrano que la regulacion del alginato
v 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 disminucion de la transcripcion del gen phbB en la
mutante gacS, muestra que la regulacion se da a nivel
transcripcional, lo cual es un hecho relevante ya que este hallazgo
rompe con la idea que se tenia desde los afios setentas de que la
produccion de PHB en A vinelandii se regula solo a nivel post-
traduccional, controlando la actividad de las enzimas biosinteticas. La
morfologia de la mutante JM2 (ATCC 9046 gacs), mostrada por
microscopia electronica, sugiere que existen problemas en la
estructuracion de los granulos de PHB, por lo que cabe la posibilidad
de que GacS, ademas de regular los genes biosintéticos estuviera
regulando la produccion de fasinas, unas proteinas que intervienen
en la formacion del granulo generando un ambiente hidrofobico que
favorece la sintesis del poli-ester (Wieczoreck et al., 1995).

Recientemente, se reportd en Pseudomonas sp. 61-3 el gen
phbR, que regula positivamente la sintesis de polihidrixialcanoatos
(Matsusaki et al, 1998). En Pseuvdomonas sp. 61-3, phbR se
encuentra fisicamente junto a los genes biosinteticos y reguia a nivel
transcripcional la produccion del poli-ester. En A vinelandii, se
encontré un gen homodlogo a phbR que, al igual que en P
aeruginosa, regula positivamente la biosintesis de PHB (Segura y
Espin, 2000). Ante este hecho, seria interesante explorar la
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posibilidad de que la regulacion realizada por GacS, sobre phbB, este

mediada por PhbR.

Los resultados obtenidos en los ensayos de enquistamiento y la
cuantificacion de alginato en medio de induccién (Burk con Butanol
como fuente de carbono), sugieren que la incapacidad de
diferenciacion 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 lo anterior, se
probo si alguno de los genes esenciales para el enquistamiento
conocidos a la fecha y cuya funcion se da de manera independiente a
la produccion de alginato (algR. alglU y aldH7), estan regulados

tal evidencia.

transcripcionalmente por GacS y no se encontro
Posiblemente, cuando se tenga un conocimiento mas amplio del
proceso de diferenciacion, 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 vinelandii existe un gen
homodlogo a los genes gacA reportados en otras bacterias (Rich et al.
1984., Reimmann et al., 1997). Al igual que otros genes gacA, el gen
gacA en A. vinelandii no se encuentra en la region cromosdmica en la
que se ubica gacsS. Los fenotipos similares de las mutantres gacsS vy
gacA asi como el hecho que compartan los mismos blancos finales
de regulacion en la biosintesis de alginato y PHB (Peralta, 2000),
evidencian geneticamente que gacA codifica el par regulador de

GacsS.
La mutante ATCC 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 activacion de GacA por vias
altermnas a GacS. Esto podria ocurrir mediante la fosforilacion de
GacA por otras cinasas o bien por pequenas moléculas donadoras de
estas

fosfato, tal como acetil fosfato. Fosforilaciones similares por
moiéculas se han reportado en el sistema EnvZ/OmpR en E coli

(Lukat et al, 1992).
La sensibilidad a UV de la mutante JM3 puede ser explicada por
el efecto polar de la mutacion sobre uvrC. Como se menciond gacA y
uvrC se encuentran sobrepuestos, probablemente, formando un
a3



operdn, 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 (homdlogo a gacA),
generan una mayor sensibilidad a UV, y una disminucion notabie 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 mutacion sobre el gen wuvrC. Eriksson et al/ (1998),
explican el hecho de que expA y uvrC se encuentren en el mismo
operon en relacion a patogenicidad; proponen que la respuesta de
defensa del hospedero a la invasion bacteriana podria comprender la
produccion de sustancias que danen el ADN bacteriano. por lo que
tendria sentido tener genes de un sistema reparador de ADN junto a
genes que controlen virulencia. En nuestro caso, A. vinelandii no es
una bacteria patogena y presenta el mismo arreglo génico, por lo que
creemos que la explicacion anterior no se puede generalizar. En A
vinelandii la produccion de polimeros esta relacionada con
situaciones desfavorables que finalmente llevan a la bacteria a
diferenciarse. En tal situacion, podria existir dano en el DNA y seria
ventajoso tener relacionados transcripcionalmente genes que
ayuden a contender con ambas situaciones.



IX CONCLUSIONES

E! presente trabajo permitié a nuestro grupo reportar un par de
la

genes cuyos nomologos no habian sido relacionados con
regulacion de alginato y del PHB en bacteria alguna. ademas de
regulacion documentada de PHB a nivel

reportar la primera
transcripcional en A. vinelandii. Por otra parte, se generaron datos,
la

aunque no concluyentes, que podrian ayudar a comprender
regulacion realizada por sistemas de dos componentes con cinasas
muitidominios. En general, las aportaciones de este estudio al

modelo de trabajo de nuestro grupo se resumen en la Fig. 22. A
continuacion se puntualizan las conclusiones mas relevantes de este

trabajo:

- El efecto regulador del locus muc588 contenido en el pSMUS88 se
debe al gen gacs.

- GacS es un regulador positivo de la biosintesis de alginato y PHB.

- Cuando se introducen en un plasmido copias extras de gacsS, éste
tiene la capacidad de regular negativamente la biosintesis de
alginato y PHB.

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

la producciéon de PHB esta regulada a nivel

- En A vinelandi,
se ejerce regulando la

transcripcional por GacS; dicho control
transcripcion del gen biosintético phbB.

- Es muy probable que el efecto regulador de gacs, en el proceso de
diferenciacion morfologica. se deba al contro! que gac$S ejerce sobre
la biosintesis de alginato.

- Existe en A. vinelandii, un gen homodlogo a los genes gacA
reportados en varias especies del género Pseudomonas, del cual
tenemos evidencias geneticas, 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 mutacion, sobre el

gen wuvrC.
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Fig. 22. Modelo de regulacion de biopolimeros 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 fosfosforilacion de GacS en la
regulacién negativa, y determinar si existe concordancia con los
datos generados /n vitro en el sistema ArcB/A.

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

- En caso de existir regulacion indirecta encontrar los intermediarios
de esta via de regulacion.

- Confirmar que: en A vinelandii el sistema GacS/GacA regula
promotores de tipo o, y determinar, si esta regulacion se da
controlando 1os niveles de! factor c*.
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X1l APENDICES

a) MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas y plasmidos usados en este trabajo se d

Tabla 1.

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

Cepas
Azorobacter vinclandii
ATCC 9046

UW 136

AJ2
JM1

Escherichia coli
DHS«x
SI7.1

SI7.1Apir

Pscudomonrnas
aecruginosa

PAOI1
Plismidos
pSMS588
pSMU1886

pKT230
pUTminiTn SlacZ1

pBluescriptIIKS”
pMCl

Fenotipo/Genotipo

Cepa silvestre, mucoide
cepa no mucoide, algl’
UW 136, phbB-lacZ

Mutante no polar ATCC 9046 gacS

Mutante
Mutante
Mutante
Mutante
Mutante
Mutante

polar ATCC 9046 gacS
polar ATCC 9046 gac.
no polar WII2 gacS
polar WI12 gacS

no polar W2 gacS
polar W12 gacd

ATCC 9046, wluld-luc”

SupE~4S Alacl’16Y.0hsdR ] 7.recdAl.endAl gy
reA96.00i-

i  pro

laeldl

Nisd (rm)recd::RP3-2-Tc::Mu

Kmr:Tn7 Tp" Sm”

S17.1 que expresa la proteina Apir por lo que
es capaz de mantener plasmidos pUT

Ccpa Silvestre

Coésmido que contiene el gen gacS

Coésmido que conticne el gen gac.d

Vector de clonacion

Plasmido que alberga el miniTn3/acZl1, solo

replicable en cepas Apir
Vector de clonacion

derivado del pBluescriptllIKS®, contiene un

escriben en la

Referencia

Coleccion ATCC
Bishop y Brill, 1977
Cruz, 2000

Este Trabajo

Este Trabajo

Este Trabajo

Este Trabajo

Este Trabajo

Este Trabajo

Este Trabajo
Campos, er al.. 1996

Gibco BRL

Simon er al..1983

de Lorenzo et al., 1990

Holloway er al., 1979

Marnincz-Salazar
ertal., 1996

Este Trabajo
Bagdasarian er al/..1982
de Lorenzo er a/.,1990

Stratagene
Este trabajo
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fragmento Sa/l, con la mutcion generada
por el miniTns /acZlen el gen gacS
derivado del pBlucesceript!lKS'. contiene un
fragmento silvestre S/l de 0.8 kb que
corresponde a ia region afectada por el
transposon
pBluescriptIKS . que contiene un fragmento Este trabajo
Smal de 2.5 kKb que¢ corresponde la posible
region promotora y parte del gen gacS
pBluescriptlIKS . que contiene un fragmento
Hindl1l de 9.0 kb que alberga al gen gacsS
Denvado del pKT230, contiene el gen gacS
y su posible region promotora amplificado
por PCR . . X
pMC7 Derivado del pMCS, conticne una mutacion Este trabajo

polar en el gen gucS gencrada por la

insercion de cassctte £25p ¢n un sitio dnico

EcoRl
pMCS8 Derivado del pMCS, conticne una mutacion Este trabajo

no polar en ¢l gen gacS generada por la

pMC3 Este trabajo

pMCS

pMC9 Este trabajo

pMCI5

Este trabajo

insercion de cassctte £2sp en un sitio unico
EcoRI.,
Derivado del pBlucesceriptlIKS™. contiene un
fragmento Sa/l de 0.8 kb e¢n ¢l que se
encuentra parte del gen gaced v su posible
region promotora
pSAFA2 pBluescriptKI1IS~, que  conticne un Este trabajo
fragmento Clal de 2.0 kb e¢n el que se
encucntra integro el gen gacd » su posible

region promotora )
Dernivado del pKKT230. conticne ¢l gen gaced Este trabajo

PSAFAL Este trabajo

PSAFA3
¥y su posiblec region promotora

PSAFA4 Derivado del pSAFA3 con una mutacion por Este trabajo
insersion en el gen gacd  gencrada por la

ligacion del cassette £2pgm. en un sitio unico
Srud

Medios y condiciones de cultivo

Los cultivos de A vinelandii se realizaron en medio Burk
Sacarosa (BS), cuya composicion es la siguiente (g/l): K2HPO4, 0.8;
KH2PO4. 0.2; Sacarosa, 0.2; NazS04, 0.183; MgCl2.6H20 0.16;
FeS04.7H20, 0.005; Naz2Mo04.2H20, 0.0002; CaCl2.2H20, 0.073.

El pH se ajustd a 7.2.

P. aeruginosa se crecio en medio PIA (Pseudormonas isolation
agar), DIFCO.
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Para la cuantificacion de alginato y de PHB se utilizaron cultivos
crecidos durante 48 h, en matraces de 125 o 250 ml 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 °C con una velocidad de agitacion de 200 rpm.

L_os cuitivos en medio liquido se llevaron a cabo en matraces de
125 ml con 25 ml de medio o de 250 ml con 50 m! de medio en
incubadora con agitacion a 200 rpm.

LLos antibidticos utilizados para A. vinelandii y E. coli fueron (en
ug/ml): Acido Nalidixico (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 (Tc), 30 y 20,
Gentamicina (Gm) 2y 10., Estreptomicina (§m) 2 y 20.

Cruzas para transferencia de plasmidos por conjugacion y
transformacion de A. vinelandii

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

Mutagénesis del cosmido pSMUS88

Para llevar a cabo la mutageénesis al azar del pSMUS588, se
realizaron cruzas biparentales entre la cepa receptora de E coli S17
(Rif") /pSMUS88 (Tc") y la cepa donadora de E. coli S17.1( pir
ApYpUTminiTnS5/lacZt (Km"), la cual alberga el trasposoéon
miniTn5/acZ en un vector suicida que solamente se replica en cepas
2. pir. Las cepas padres se inocularon en 5 ml de LB y se incubaron de
8 a 12 horas. De estos cuitivos se tomaron 200 ul y se mezclaron. Se
inocularon 200 ul de la mezcla en LB solido sin antibidtico y se
incubaron toda la noche. Posteriormente. el tapete de crecimiento
celular se levantd y se resuspendio en NaCl 0.85 %. A partir de esta
suspencion se realizaron diluciones de 1X10° a 1X10?, de las cuales
se inocularon 200 ul sobre LB Tc¥Km®*°Rif*® y se incubaron toda la
noche. Al dia siguiente, se probd 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 fenomeno de cointegracion (de

Lorenzo et al., 1990).

Entre las cepas Tc'KmM'RIif'Ap® pudieron presentar dos eventos
de transposicion: la transposicion del pSMUS588 y la insercion del
transposon en el cromosoma de la cepa S17.1. Para seleccionar el
primer evento, los cosmidos presentes en las cepas Tc'KmMm'RIif'Ap®
fueron transferidos a la cepa DHS5a (Nal') de la siguiente manera: se
inoculo la cepa receptora en 5mi de LB y se incubd toda la noche; ai
dia siguiente se inocularon 100 ul de este cultivo en LB sdlido sin
antibiotico y sobre ésta se sembraron, una a una, las colonias
donadoras y se incubaron toda la noche. Al dia siguiente se transfirio
ifa zona de crecimiento de las cepas donadoras a medio selectivo LB
TcPKMm®°Nal®*®, seleccionando las cepas DH5a a las que se
transfirieron los cosmidos que sufrieron un evento de transposicion.

Ensayos de supresion de mucoidia y seleccion del

pPSMUS588-21

Los cosmidos mutantes generados en el proceso de
mutageénesis fueron transferidos por conjugacion a la cepa mucoide
ATCC9046 de A. vinelandii, siguiendo el protocolo reportado por
Martinez-Salazar et al. (1996). Una vez transferidos se observo el
efecto de los cosmidos mutantes sobre la mucoidia. Para comprobar
el efecto anterior se cuantificd la produccion de alginato. Ensayos

similares se realizaron con el plasmido pMC15.

Cuantificacion de la produccion de alginato

La produccion del polisacarido se midid despuées de precipitar
el aiginato con isopropanol y mediante Ila cuantificacion
espectrofotometrica de acidos urdnicos a 530 nm, de acuerdo a lo
reportado (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973).

Cuantificacion del contenido de PHB

La cuantificacion del contenido celular de PHB se realizd por el
meétodo de Law y Slepecky (1961), mediante la separacion del
polimero por digestion con hipoclorito de sodio, su conversion a acido
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crotonico por tratamiento con acido sulfuarico a 95 oC durante 10
minutos, y su cuantificacion espectrofotomeétrica a 235 nm.

Ensayos de enquistamiento

Para lograr la formacion de quistes de A. vinelandii, se utilizd n-
butanol como inductor del proceso de diferenciacion, segun el
meétodo reportado por Stevenson y Socolofsky (1966). Las células de
un cultivo crecido 18 horas en medio Burk con sacarosa 2% se
cosecharon, se lavaron 2 veces con MgSOg4 10 mM y se sembraron
en placas de medio Burk con n-butanol 0.2 % como unica fuente de
carbono. Al cabo de cinco dias, se recogieron las células de estos
cultivos y se resuspendieron en MgSO,, 10 mM. Se transfirieron
alicuotas de esta suspension conteniendo aproximadamente 106

células, a filtros Millipore HA de 0.45 um y se secaron a 30 ©C por
tanto el numero de

cinco dias. Se determind, por cuenta viable,
celulas colocadas en los filtros, como el porcentaje de células
resistentes a desecacion (quistes) que se resuspendieron de los

filtros secos.

Microscopia electronica

Para la microscopia electronica, las ceélulas se fijaron en
glutaraldehido 2% y en tetradxido de osmio; se deshidrataron con
soluciones graduales de etanol, se trataron con oxido de propileno y
se incluyeron en Epon 812, segun lo reportado por Mejia et al. (1997).

Manipulaciones de ADN y ARN

Los procedimientos estandar para purificacion de ADN total y
de plasmidos, digestiones con enzimas de restriccion, electroforesis
en geles de agarosa, purificacion de ADN de geles de agarosa,
ligacion de ADN y transformacion de £ coli, se realizaron segun lo
descrito por Sambrook et al. (1989). Las secuencias de ADN se
determinaron por el meétodo de Sanger (Sanger et al, 1977). La
purificacion de ARN se realizo segun lo reportado por Barry et al
(1992). Los ensayos de extension de primeros, para la identificacion
del inicio de transcripcion, se realizaron con 50 ug de ARN purificado
de cultivos crecidos por 48 h en medio BS. LLa reaccion de extension

de primeros se realizd de la siguiente manera:
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Reaccion de marcaje con gama ATP (P%), del oligonuciedtido
algD1: Esta reaccion se llevdo a cabo con 1 U de la enzima
polinucledtido cinasa (Boheringer), \% 20 picomoles del
oligonucledtido, el volumen de reaccion fue de 20 ul. Se incubd por 1

hora a 37 °C.
Reaccion de extension: Se utilizd el sistema de Amersham y se
siguieron las instrucciones del fabricante. Se utilizaron, en Ia
reaccion. las siguientes cantidades: ARN, 50 ng, NaCl 2.5 M, 1.76 ul,
Tris HCI 1M, 0.66 ul, oligonucledtido marcado (P32), 5 picomoles,
inhibidor de enzimas degradadoras de ARN, 25 U (Boehringer), DTT
10 mM, 3.7ul, desoxiribonucledtidos (dATP. dGTP, dTTP y dCTP)
40mM, 2 ul y 10 U de la enzima Transcriptasa reversa RAVZ2
(Amhersham). El ARN, junto con el cloruro de sodio, la solucion de
TrisHC! y los oligonucledtidos, se desnaturalizaron a wuna
temperatura de 55°C/3°. Posteriormente se le anadio el resto de los
reactivos, ajustando la reaccion a un volumen de 40 ul. La extension
se realizo a 42°C durante 1 hora. El ADN copia (cADN), resultante de
la reaccion de la transcripiasa reversa, se precipité con 10 ul de
acetato de amonio 10M y 100 ul de etanol por un periodo minimo de
3 horas (o toda la noche). Después de centrifugar, el cADN, se lavo 2
veces con etanol al 70%. El cADN se resuspendiod en un volumen de 8
ul. Simultaneamente, se realizo una secuencia nucleotidica, usando
el mismo primero para identificar el sitio de inicio de la transcripcion.

Analisis de secuencias

Las secuencias se compararon con las bases de datos
GeneBank y SWISS PROT utilizando algoritmos BLASTN y BLASTX
versiones 1.4 y 2.0 (Aitschul et al, 1990). Las comparaciones
especificas con un gen o proteina en particular se realizaron con el
programa Gene Works 2.5 (IntelliGenetics, Inc.) Para el ensambiaje
de secuencias, determinacion de sitios de restriccidon, prediccidn de
secuencias aminoacidicas y otros analisis fue usado el programa

Gene Works 2.5.



Cuantificacion de la actividad de f3-galactosidasa

Se centrifugd un volumen adecuado de cultivo de las cepas
wWi12 y derivadas, desarrolladas en medio BS a los tiempos
indicados. Las células se lavaron con solucion de MgSO, 10mM hasta
que estuvieron libres de alginato. La cuantificacion de [3-
galactosidasa se realizd por el método de Miller (1972), con algunas
modificaciones en la etapa de lisis celular (Ferrari,et al., 1985). El
paquete celular se resuspendio en 1 ml de MgS0O4 10 mM. Se tomo
una cantidad adecuada de células, se trataron con lisozima (0.01%%6),
y se incubaron a 37 ©C durante 5 minutos. Enseguida se le adiciono
triton X100 (0.1%) y se determind la actividad de [B3-galactosidasa
segun Miiller. Las unidades reportadas son unidades Miller que
equivalen a los nmoles de orto-nitrofenol generados cada minuto a
28 OC /mg de proteina. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.
Amplificacion del gen gacS de A. vinelandii

El gen gacS de A vinelandii se amplificé por PCR, usando el
plasmido pMC9 como templete, con los oligonucledtidosgacS?t y
gacsS2 (Tabla 2). Las condiciones fueron las siguientes:
desnaturalizacion, 95°C/1 minuto; alineamiento, 63°C/1 minuto;
extension, 72°C/2 minutos, 20 ciclos; con un ultimo ciclo de extension,
72°C/10 minutos. El producto resultante, se clond en pKT230, para

dar origen al plasmido pMC15.
Amplificacion del gen gacA de A. vinelandii

El gen gacA de A. vinelandii se amplificé por PCR, usando
como templete el plasmido pSAFAZ2, con los oligonucledtidos: jf71 y ji3
(Tabla 2). Las condiciones de la amplificacion fueron ias siguientes:
temperatura de desnaturalizacion, 94°C/45 segundos; temperatura
de alineamiento 65°C/45 segundos; y temperatura de extension de
72°C/1.30 minutos, 20 ciclos. Posteriormente se le dio un ciclo mas de
extension a 72°C/10 minutos. El producto resultante, se clondé en
pKT230, para dar origen al plasmido pSAFA4.



Tabla 2. Oligonucledtidos usados en la amplificacion por PCR de los genes

gacA y gacsS

Secucncia del oligonucledtido Oligonucledotidos usados cn la

amplificacion de

§v-3°
gacsS gacA
AAGCGGAGCTCGAGCCGTCAGG gucS17 ———-
GGCGGCATCGACCATGCCGTGGCG rzacS2 —-=-
TTGCCCACCTCCCGGGTGG -——- jj_‘;
it J

GGGTTGCCCACCTCGCAGG
Construccion de las cepas JM1, JM2 vy JM3

En los tres casos, se transformo la cepa ATCC 9046 con los
plasmidos pMC7, pMC8 y pSAFAS3, 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 presentdé un evento de doble
recombinacién homologa, que fué confirmado por hibridacion tipo

“Southern Blot™.
Construccion de las cepas WI12-1, WIi12-2 y WJM3

Se transformo la cepa WI12 con los plasmidos que pMC7,
pMC8 y pSAFAS3, y se seleccionaron transformantes resistentes a
espectinomicina en el caso de las cepas WI12-1 y WI2-2; en tanto
para la cepa WJUM3 se seleccionaron transformantes resistentes a
gentamicina. El evento de doble recombinacion homologa en las
transformantes se confirmo por hibridacion tipo "Scuthern Blot™.

Ensayos de sensibilidad a luz ultravioleta

Se inocularon en placas de medio BS, despues de ser lavadas
con MgS0O, 10 mM, cantidades similares de bacterias crecidas por
48 hrs en medio BS liquido. Posteriormente, las placas inoculadas se
expusieron 0, 10, 15 y 25 segundos a luz ultravioleta generada por
una lampara germicida de 15 Watts. Una vez irradiadas, las placas se

incubaron en obscuridad por 48 horas.
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Aszotobacter vineclandii produces two polymers: the extracellular polysaccharide alginate and the intracellular
polyester poly--hydroxybutyrate (PIHB). A cosmid clone (pSMUSSH) from an A, vinclandii gence library
ished alginate production by A. vinclandii mucoid steain ATCC 9046, The nucleotide sequence and

dim
predicted amino acid sequence of the locus responsible for the mucoidy suppression revealed 6357 identity to
-~component regulators, whose cognate response

Pscudornonas GaocS, a transmembrane sensor Kinase of the tw
repgulator. GacA, is a global activator regulating several products and virulence factors, Plasmid pMCIES,

harboring gacS, and a strain carrying a gacS nonpolar mutation were constructed. Either pNC1S or the gacs
mutation significantly reduced alginate production and transcription of algd). the gene coding for the key
enzyme GDI™ dehydrogen of the alginate biosynthetic pathway. We found that the gacS mutation
also reduced PHB accumulation and impaired encystment. Tahen together, these data indicate that in 1.
nelandii the gacSt global system regulates polymer synthesis.

Azorobacter vinclandii s a nitrogen-fixing soil bacterium that
undergoes differentiation to form desiccation-resistant cysts
and produces tmo polymers of industrial importance: algimate
and poly-B-hydroxybutyrate (PEHB). Both palymers are in-
valved in the encystment process: alginate is a component of
the cyst capsule (28), and PHEB accumulation corrclates with
the frequency ol cyst formation (30).

A vinelandii has been shown to possess an alginate biosyn-
thetic gene cluster (2, 16, 200 25, 32), organized in three oper-
ons, one of which transeribes ¢/g? encoding a GDP-mannose
dehydrogenase, which converts GDP-mannose 1o GDP-man-
nuronic acid. the substrate for alginate polymerization. The
alelirnucABCD cluster controls alginate production. Algll s o
T homotog (19). The nruc-t and micl3 genes code for negative
cgulators of AlglU activity. In strain ATCC %Mo, transeription
of the afyD gene is initiated at three sites, one of which is AlgU
dependent (2). AlpU activity was shown 1o be involved in the

o

Polymer production and encystment 1o

encystment processidependent of ats role m alginate synthesis
123).

Three enzymes are nvolved in PHIB biosynthesis in AL vine-
lanidii: i B-Ketothiolase, an acetoacetyl-coenzyme A reduc
and i PHEB synthetase (18). PHB svnthesis in -1 vinclands v
shown o be regulated at the Jevel of the B-ketothiolase activi
(18). The penes encoding the enzymes participating in PEHIB
ssnthesis in - venclandii have not been reported.

Membern Of our group have previousty reported the identi-
fication ot cosmid pSMUSSS from o gene bank of nonmucoid
strain W36, which reduced alginate production in AL vines
Landii ATCC 9036 (1v). The charucterization of pSMUSSS
reported here allonved os 1o wdentify o regulaton gene homol-
agous to Fscrdonionas gacS, coding tor o sensor Kinase of the
two-component thatony svstems. This study alko provides
evidence for GacS pliving a role as a regulator of alginate and
PHB syvnthesis in . venclandii.

verrehundn stranns®

TABLE 1.
Alginate production (g myg ol profein)
Strain Tsn PHEB production Lncystment
- Hit (R Mg of proteiny (83 ]
Liguid Solid
ATCC 936 1667 = 11 1,246 = |58 1717 = 11 T2 15
ATCC 236:pSMUSES 666 = 39 ND? ND ND
ATCC H36/pSNIUSEE-21 1.320 = 68 ND ND ND
ATCC 9036 pMC1LS 16 = 1.8 ND ND - ND
INMT 19=15 411 = 25 38 = 28 ND “0.0001
36 =23 465 = 53 29 = 3.8 S9.6 = 09 ND
previousiy

Jn12

PHB production was determined as

- Alginate production was determined as previously described (21), all determmuanions were dune In triphicale

descnibed (29). 1n celis grown for $8 h in Burk's liquid medium <suppiemented with 27c sucrose. Vilues are means = standard errors of the means

* BS, Burk's medium suppiemented with 275 sucrose as the carbon ource.
< BB, Burk’s medium supplemented with 0.2 n-butanol as the carbon source
“ND, not determuncd.

* Corresponding author. Maijling address: Departamento de Micro-
biologia Molecular, Instituto de Biatecnologia, Umiversidad Nacional
Autdnoma de México, Apd. Postat 510-3. Cucrnavaca Morclos 62250,
México. Phon 2-73.291643. Fux: 52-73-172388. E-mail: espinta bt

.unam.mx,
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FIG 1 Electron micrographs of A vinelandn cellv grown tor 35 han Burk's
medium supplemented with 2 070 sucroac. (A) Stram ATCC 1aria, () srain IN2,
(C) strn ATCC e pMCIS Arrows indicate small PHE granules a3 um
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tdentitication of the locus responsible fur the suppression of
muceidy. NainmiTaSZacZ 7 (o) mutagenesis of plasmmad pSMUASS
was Carticd out Ioadentiny the hocus responsble tor the redue-
tron of alprnate. A pSMUSSScmime- I nS Ao Z7 dername thar
no Jonger  suppressed mucordy was solated and named
PSMUSSS-21. Alginate prodachon of ATOC BU36 carnang thes
plasnid was deternuned and rthe resalts are shonanan Tabie 1
We determined 3 Ab ot nucleonide segquence around the
mmi-InSdac ) anscrnon DNA scquence anahises resealed
ane open readhing bame encodinge o poly pepiide of B02 annno
acid residues, shennge simnbanty waith transmembrane sensor
hinascs belangmg to sienald transdaction protems ot the tamly
ot two-compaonent regalators (120 Amaong those with the highe
Iv ocaticd Femavgy, which
spoctes £ svangae

IS

estdentiy (OS5 ) was CracN (presrous
s present an o the tollowes Pecudomtoris
VI3 £ aamddirlava (130 80 0 1A anereotacens (L
and 2% rodaase (1EY In 22 sk, GracS and ifs coganate
sponse regulator, GacAl are requued tor the production of the
tanm synngonm e and tor extraccltular protcases (270 an 2
verrdidava, CracS controls protease, pedtiate viese and alginate
producton IS0 and i £ florecens, GaoS contiols anubiotic
producnon (3. A pach homolog pf-i. which reguiates the
production ot svirulence tactors, has been seported ain the phy-
topathaopenic bactwenium Sorairng caroiovora (S In 22 aerug-
o and I wereolaciens . GacaA, the Gach cognate response
e Litor, has been shown to be o giobal actis ator reeulating
seversl products amd sirulence tactors v ey -t -homosernme

Gt erIn g

Iactones (3 Zo
The 1 venelarsde GacS amimno acid scoguence caontuains spe-

cilic monts typiacal of the ArcB subtunuh, hestidine protemn
ksnases that are charscternized by continmnge, i addition to the
o transmembirance domunns and the orthodos teansmaner
ulator D1 domunn and a second phos-
1-3). The esact locanan ot the
between

dumann., 4 responsg re
phonlatable hisndine, H2 (o
mum-Tns-JecZ? mutation wathim caelS was mapped
codons encoding BRI

Masmid pMNICIS, To rule out the possibiliny
PSMUSSN-21 po longer supprossed algmate produection duet
a polar eftect of the gucSnuni-TnsS lec Z7 ansertaon rather than
to the lack of the gech pene product, ohigonucleotides cS
SeANAGCOGGAGCTCGAGCOGTOAGG-37) and ga o8
B IrGCCGTCTCOGAGTITCCGETO-37) were use
tsolate. by PCR, & fragment continmng the vaed pone thinked
by the ATG codon (2K bp upstream) and the stop codon (20
bp downstream): this fragment was cloned snto plasmad
30 ¢ 1), The resultant plasmed. pMOTS was tound to have
a much stronger ctlect on alpgmate producoion (Tuable 1,0 con-
firming the negative etfect of gued on alvinate production and
ruling out the possabihty ot a polar ctfect

Construction and charmicterization of gacS mutants, Scnsor
Kinases of the tao-component regulatorn systems usually oot as
positine regulators by phosphonlating the cognate response
regulator. To mvestpate o posiange role of cacS on almnate
brosynthesis, ATCC 96 derivatives carmnang gucN mutations
were constructed: in cfovenclanda the insertion ot £ cusscties
o genes with the same orientation as the directon ot tran-
senption produces nonpolar mutstions which allow transerip-
ton of the downstream genes in the same operon (210 24),
Plasmid pNICS pBluesenpt KS( - plasmad which carres a
2.5kt Smal DNA fragment including cacS. was used 1o con-
struct gacS:1-Sp mutatons. A 2-Ab tragmeoent containing a
spectinOmMCIN resistance gene (£2-Sp) trom plasnud pHP3362-
(7) was inserted nto the unique £coRID site present sathin
kaeS. Phusmeds pNC7 and pMOS with the cassette anserted in
both orientations were selected and introduced mto stram
ATCC 946, Sp’ transtormants were selected. Striuns IN ) and

amino acids T3 and

that plasmid
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and were shown, by Southern blor analyses,
o carny the geeSEE-Sp noopolar and polar mutations, respec-
tvehy (diata not shown), RNA solated from strains N N2
and ATCC 96 were anbridized wiath a 700-bp tragment cor-
responding to the 37 ond of gacS. Hiyvbodization ot RNA trom
the wild type with that of the gecd nonpoluar JINTT mutant but
not with that ot the JM2 polar mutant was obsened cdata not
shown). 130th gecS mutant strains produced threctold Tess al-
rnate than the parental stram, ATCC 90560 when grown on
sotid mediam (Tabie 1) When cultures of these mutants were
grown on Liguid mediom 30 o eU-1okd reducton in alminiate
prodection was detected. These data indicate that the negative
cficet on alginate production obsened s due to the lack ot the
e product and not 1o o polar etiect.

cS also controls PHB prodoaction. PHEB pgranules were
visible in cclls of wild-iype ATCC Y46 under o hight micro-
scope: however. no PHEB granules were obsened in celis o1
stravins JNID or IMZ. PHB accumulation n these strams was
determined. As shown in ble 1. cither i gaed mutation or
plasmid pMCIS caused a significant reduction an PHEB accu-
mulanion. Elcctron microscopic oxamination of cultures of
ATCC 9036, IM2 and ATCC V020 pNMOLES was rried out as
described previousiy (21), and the results are shown an g 1L
In contrast to the wild-type ATCC 9036, where bre PHB gran-
ules are obsened, strains JM2 and ATCC 9036 pMOLS appear
1o contain aumcerous very small PHB granules and disorg
nized or amorphic white structures that appear to continn
PHB. These observations indicite that GaeS also regulates
PHB accumulation.

The effect of the gecS mutation on alginidte and PHEB pro-
duction indicates that GacS plays o pasiteve role ain the regu-
fation of polymer synthesis i A sinelandic. This role is hkeh
due to the Kinase activity of GaeS that results in phosphonta-
tion of GacA, jcading 1o activation ot afginate and PR penes
On the other hand, in the presence of the vacS gene cloned

INIDY were polated

LueN

taiy (1) o6 Hurk's mediom supptemeniod with 27
 amd whnte bars) I'rog |

RERCRYS I RIS

1 galactosidase activty (. Milter}

Tierwr ()

ENRY

AULPORE P sPrown tor il
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nto the pRT23 0 vector with i copy number of 15 to 20 (3). the
synthesis of these polvmers s sigmificanty reduccd. ~imilar
obsenation was reparted tor the Eschenciug colr histudine pro-
which, together with RoesAL postively regu-
lates synthesis ot coliinic wl. o component of the c.xpsuk
conterning resestance to desiccation an £ colr (31). Cells car-
mnang 2 multicopy reve plasaud were shown to reduce the level
ot colanic acid (1), Flowever, the nogatne eftects obsermved
when two-component regulatony systems are present on oal-
ucopy plasands do not pecessarly retleer o nataral situation:
thus, the reduced algmate lovel may represent an artifact

The alel? gene js target of signal transduction by Gacs.
afel), the gene cncoding GDP-muannose dehydrogenase, the
Koy ensame n the algmate bosyathetic pathway, seems to be
highly regulated. since its transcrption can initizte from three
different sites: pllaa ™ nvpe of promaoter (23 p. controlied by
' 23) and p3. We determined whether the effect of Gae$ on

winate biossnthesis was exerted an the transcripron of the

e hinase RosC.

o

ale

alel) gene by measuring the 3-galactosidase uctivity of strain

WIIZ, an ATCC YWide dernatne rong an wlylrlacZ gone
as

tusion gn the presence and abscnce ot plasmid pACES).
welb as ot spraan WIHZ- a0 WD dernvative carnving the
CacSI-SP nonpolar mutation. The B-ealactosidase activiey
swas measured as reported by NMiller (2230 1 U corresands to 1
nmol ot (2-mitrophenyi-B-n-palacrovade hvdrolyzed per min per
R of protean. Protein was determined by the Lowrny method
CIT L AN measurements were done in triplicate. The B-galac-
actnaty was measured during growth on Burk's me-
dium supplemented with 297 sucrose (Figo 2A). In both the
WI2-1 and W2 pMCILS strumns the Bepalactosidase activiry
was reduced (Figo 2B). Woe determmined which ot the algdd
promoters was regulated by GaeS. Primer extension ot /gD on
RNA tolated trom strins IN and ATCC 9034 pNCIS was
pertormed as previoudy described (210 No primer extension

products were detected with RNA trom these strains prown for

tosidise
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TGTAATGGCAAAAAGATAGCGACCGCGAAAGCGGGCGGLCCATGACGAAC

CGAACATGGATCGCTTGAGCAGTTATAAAGCATCCCTTGLAACCTGCCTTT
aro

33 -10
TAACGCCAGCTCATTTGGCACGACATTTTATTGACTATAATTCGGCCTGCA

I
AATTTCCCTTGAAGCGCGCCGGCAATGTGACGACCAAGGGTTITTAGTCGTT

GACTTYTCGTTAAATAAGGACGAGGTGAACGCAATG
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PIG. 3 Primer oxtension analvas of Lo/ franseription
of the §7 end of aled). Frianetes s The atar situs
ATG nitiation codon i oserlined (M) Primoer exrension of oo s
AtZsine ATCC 9036 (dane 1), JM2 (lane 20 ATCC ke pAIcs

ami

277 sucrose
tlactosi-
These

48 hin ligquid Burk's medmum supplemented with
(Fig. 3). This result is in agreement with the low 3
dase activity Tevel detected under the same conditions
datas show that. in regulating agmate synthess GacS everts
influcnce on transcription of «fel? from ats three promoters,
Similarly, in fcudomonas fluorecens GaeS and GacaA regulate
~ addition 1o

xpression by influencing the o levels n
tlated by o™

goene

being required tor expression of genes not ro

(33). Thus, the GucSA system controls espression from pro-
In this regard. ot

moters recognized by different sigmia factors,
is possible thut the platative o™ wfel) promorter. PLomay inste

be a o -dependent promoter.
GucA must mediate signal transducvon between GaeS and
alel. Members of our group have idennficd in the . um‘/un./u
chromusome o gene homologous to gac-l (M. Custancdi,
Siinchez, and G. Espin, unpuhh\hcd results). Whether Gag \
dircectly interacts with the @/gf promoter region renuans to be
determined. In £2 aurcofaciens. GacA tunctions upstream of

the PhzR regulator, in the signg that

transduction pathways

2n27

NOVTES

regutates annbiotic ssnthess via acv-homaoserme Lactones (3
thus i s possible thatn -1 veaclndne other regulaton protesns

meduite sienal transduction between GacS. GacAL and aleD
nal transduction

1t~ datlicult to speculate on the Lirget of sige
by GacS in PHEB <y nthesis, sence regulation ot the venelandin
0 lnosyntheic penes o presentls unknown, The -1 vnclandii
LN mutation caused o PHEB fcaky phenotypwe and uflected the
size ot the PHEB granoles Simadarly an Ralstewriia cwaropia,
pralc o locus causinge o PHB lcaky phenon pe. encodes a PHB-
inding protem thar deternunes the swze of  paly hvdrovyal-
noie acid granulfes (333 Thus, gucd could be imvohved in the

control ol a pene homaolo

Effeet of the gacS mut
been chown (o be cssential for the byamation of mature oysts
(2). As shown gbove, stnan IMIT produces some alginate on
plites of Burk's moedium supplemented with 277 sucrose, and
strans producing simiddar o Jower feveds of alginate are stll
we analvecd the enoysteng capacity of
ressstance “r cultures in-
A reduction

s o P T AN

n on encystment. Alginate has

able to form cyses (23
straan INTL micasuning desiccation

duced tor epcystmient as previously desenibed (2
of more than J.0iK-told i encystment Nu;ugnn wias obsenved

in the gecd mutant INL (Tuble 1. Howeser under encysting
e an er-butanal plates. sleinare producton by
asas the case with other mutants

conditions,
saven low Thus, <

strain INT) w
impaired an slginate production. strinn INMY s unable to form
desticcanon-resistant vy, GaeS may attect this ditferentiation
process exclusively via ats cfiect on algimate brosynthesis; how-
ever.whethier this plobal regulatoras requered for expression of
other genes imolved in encystment remains to be imvestigated.
Nucleotide segquence accession number. The nucleotide se-
quence determmed i this studys has the GenBunh accession

no. AKFI9701
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