0056}

F UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

EL ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS PRODUCTOS DE LOS
GENES mucABCD DE Azotobacter vinelandii EN LA
TRANSCRIPCION MEDIADA POR EL FACTOR SIGMA Algl.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS BIOQUIMICAS
P R E S E N T A

BIOL. RENATO‘I LEON RODRIGUEZ

TUTORA: DRA. GLORIA SOBERON CHAVEZ

Cuernavaca, Mor. Mayo del 2001.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ProcraMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN Ciencias BroguiMicas

ING. LEOPOLDO SILVA GUTIERREZ

DIRECTOR GENERAL DE ADMINSITRACION ESCOLAR
PRESENTE

OF . PMDCR.037.2001

Por este conducto me permito informar a usted que en la reunidn del Comité
Académico, del Programa de Ciencias Bioguimicas que se llevd a cabo el dia 15 de
diciembre de 2000 se acordd poner a su consideracion el siguiente jurado para examen
de Maestria en Ciencias del BIOL. RENATO LEON RODRIGUEZ, con numero de
cuenta 90521458, con la tesis tiiulada “El esiudio del efeclo de los productos de los
genes mucABCD de Azotobacter vinelandii en la transcripcion mediada por el factor
sigma AlgU” | dirigida por la Dra. Gloria Soberén Chavez.

Presidente Dra. Guadalupe Espin Ocampo
Secretario Dra. Gloria Soberon Chavez
Vocal Dr. Miguel Angel Cevallos Gaos
Suplente Dr. Guiliermo Gossel Lagarda
Suplente Dr. Ernesto Méndez Salinas

Sin otro particular por el momento, aprovecho fa ocasion para enviarle un cordial saludo

ATENTAMENTE

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU™
Cuernavaca. Mor.. 26 de abnl de 2001

DRA. AMELIA FARRES GONZALEZ S
COORDINADORA DEL PROGRAMA

©
.



EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL DEPARTAMENTO DE
MICROBIOLOGIA MOLECULAR DEL INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, BAJO LA DIRECCION DEL
SIGUIENTE COMITE TUTORAL: DRA GLORIA SOBERON CHAVEZ (TUTOR
PRINCIPAL); DR. ENRIQUE MERINC PEREZ; DR. JOSE LUIS PUENTE. )

EL AUTOR FUE BECADO POR EL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y
TECNOLOGIA (No. 113974)



DEDICATORIAS

A uno de los seres mas divinos
- del universo, el cual me motiva
e inspira para luchar en esta
vida, mi madre Sra. Josefina.

A mi padre Sr. Artemio por su
apoyo en los buenos y en los
dificiles momentos.

A mis hermanos Elizabeth,
Araceli, Meribel, Delia, Erubiel
y Guadalupe, son uno de los
mejores obsequios de mi vida.

A la paqueifia alegria que llego a la
familia (Lety) y su papa.

A mi familia, la que ya conocia y

la que estoy “descubriendo”’, de
manera especial a mis primos: las
Adelinas, Ariel, Ignacio Leandro

y Lorena por la confraternidad y
confianza que me dan y por las
situaciones que se les ha presentado.
No claudiquen en los objetivos

que se han palnteado.

A mis amigos, gracias por su grandiosa
amistad, excluyo sus nombres por la
aprensién de olvidar alguno.

A los que hacen deporte y al deporte
mismo por hacer pasar un bonito -
episodio en mi existencia.



AGRADECIMIENTOS
A la UNAM, esta maxima casa de estudios por lo que me ha legado.

A la Dra. Gloria Soberon Chavez por su. apoyo, crientacion, estimulos y por
la.confianza que me brindo para la realizacion de este proyecto. a

A mi comite tutoral por su conduccién y criticas en la elaboracion de este
trabajo. ‘

A mi jurado por las revisiones y comentarios para el mejoramiento de la
sintaxis del presente trabajo. :

A todos los integrantes del laboratorio esiudiantes, academicos y
administrativos que contribuyeron conmigo directa o indirectamente en la
elaboracion de este trabajo. Pero sobre todo por ese ambiente de cortesia
y amistad, por los acontecimientos que vivimos en la “exploracien” de
algunos de los prodigiosos y diversos lugares de esta gran nacion, y por los
festines que se elaboraron.

A los notables maestros que he tenido durante mi foermacién profesional.

Ala familié Gonzalez-Caballero, por su gran amistan y apoyo que me han
brindado, y por permitirme compartir su habitat.

A la Pfra. Paula Gonzalez, Marisela Ganzdlez, Gracias por su ayuda.
A todas aquellas personas que han confribuido a obtener la presente meta.

A los integrantes del STUNAM que me han ayudado en los tramites para
estar al corrriente en mi situacion laboral.

A el CONACyYT por le deuda (Beca) que me otorgo.



EL vendadens comins bacia
la democracia no froviene
econdmice y sacial, & wno del
gy de ou dociedad.



INDICE
I RESUMEN.............ooeereettsesssnees s caseerarerssses s sss s sisesesresonessessesenassssssssios semsatssneese 1
I INTRODUGCCION......oorrremeerererereeereeesreercresessesestsnasissasessesessrarsasssemseaseasarssassessaseessos 2
2.1 Géneralidades de A. VINEIANDN .......cowce.ovevervvssroseiesseneere s ssssessensnons 3
2.1.1 Posicion taxonomiCa........eceeerecereeeermmcsseenenene O UTUR O UUOO 3
2.1.2 Caracteristicas de A. VINGIANG..........cccoorervemcriciiiiist et 3
2.1.3 Ciclo de vida de A. vinelandii..........ecovvoniniicniniinniiiinsieccivinsreionas 4
2.2 Composicién y propiededes del alginato.............cccooevirnnirscm e 6
2.3 Aplicaciones del alginato............ooreeernereenees e e 8
2.4 Fuentes de obtencion de alginato......c..oooceviniiniirneenennrene et crne e 11
2.5 Fisiologia del alginato.............ccoirnrmeiiinn et 12
2.6 Bioquimica de fa biosintesis de alginato..............cecovmirierrrrrieenceeeee s 13
2.7 Genética y regulacidn de la biosintesis de alginato.........cceeveeeenen. 17
2.7.1 Organizacién y localizacion fisica de los genes involucrados en
la biosintesis de alginato en Pseudomonas aeruginosa................... 17

2.7.2 Regqulacién de la biosintesis de alginato en P. aeruginosa.............. 18
2.7.3 Regulacién por el operén algl/ mucA mucB mucC mucD..................... 20
2.7.4 Proteinas de regulacion pertenecientes al sistema de dos

 COMPONENIES......cou e erereneremcesenrmsrsre s e sosesems st aabasseresessenssessensenssssacissasnssssnssns 24
2.7.5 Otros elementos regufadores de la biosintesis de alginato........... 26

2.7.6 Regulacion de los genes involucrados en ia biosintesis de
alginato en A. VinelanGii.............c..covevvvinieiicemensissisiiscnne e snsress @ 8

IV MATERIALES Y METODOS...........ccoommrriirnessnicasssssssssasssssssessiassssstasssssssanns 30
4.1 Cepas utilizadas en este trabgjo......c..cocveeereirrecercinrrnreeerereseer e 31
4.2  Plasmidos utilizados en este trabajo.........cccvovvieieeeenriiianissiseeeeerreneeseas 32
4.3 Condiciones de crecimiento de las cepas de A. vinelandiiy E.

4.4 Manipulacion de ADN...........ceceueserrirressnsnenaesenisesississessssiesssmssessssssssssssssssssssans 33
4.5 Actividad de B-galactosidasa.........cooevrmienecieinnn s 3.3
4.6 Extencién del iniciador (“Primer extension™),......cccccceecnivinsrieecvnnnns 33
4.7 Ampilificacion de los genes mucA y mucC de A. vinelandii............. 34
4.8 Transformacion en A. VIROIANGH.......c.ccccvivevuvviiviecee s vnstescnsne s rsssseienee 3 4
4.9 Cuantificacion de alginaton..........ccceiiiiierionine s ier i e st s s sstesssssavecesas 34

4.10 Ensayosde enqu:stamlentos 4



v RESULTADOS Y DISCUSION.......ooereeereerercenereesmesnesrerecssemsemscmsesecasesessemsenes 36
5.1 Determinacién del inicio de la transcripcidon del operdn

algUmucABCD de A. VINEIANI.........ccveeeeeeeienreceeeenes i is st e e 37
5.1.1 El promotor P1 del operén algUmucABCD de A. vinelandii es .

dependiente B OF.........coi et e e e 37

- 5.1.2 Andlisis de las secuencias de los promotores P2 y P3.......oocceeeae 40

5.1.3 Analisis del papel de AlgR en la regulacion del operdn

GIGUITIUCABITD. ..ottt e etes st s senssssss st bs s b en et c st ant s bt anaa bt ata bbb amed 40
5.2 AlgU de A. vinelandii es funcional en E. COM.........ccvccevvcverresscniiienn e 41
5.3 Mutacién de los genes mucA Y mucC de A. vinelandii........................ 45
5.3.1 Interrupcién del gen mucA de A. Vinelandii............ceeveveeeeeneecriuennnns 45
5.3.2 Interrupcion del gen mucC de A. vinelandii.............cccoceevcemnecnncicaacnnann, 49
5.4 Transferencia de las mutaciones de los genes mucAy mucC

al genoma de A. VIFEIAN ...t stesses e nre e srees st anarans 49
5.4.1 Generacion de las cepas JRA4 (mucA- polar) y JRA8 (mucA- no

POLBI).. o errrescsetstssssstssiss st srsssas s v ssassmssss b et b s s omst s br s s s s bs SRt eeanessrma 49
5.4.2 Generacitn de las cepas MLC2 (mucC- polar) y MLC4 (mucC- no

PIORAT)...ooctmereesessarssensasranssssrsssarinsenssess ssssmsnssssssassmssssass basesesnsmnsnsanesssnsnssssasmmasasssssns ven 52
5.5 Efecto de las mutaciones de los genes mucAy mucC en la

produccidn de alginato en A, vinelandii.............couviecveececimriinernireeinnnes 52
5.6 Efecto de las mutaciones de los genes mucA y mucC en el

proceso de diferenciacion celular de A. vinelandii............cceuueeeenee.., 56
VI 7 CONCLUSIONES. ..o sssssssessmssesomsesssssssreses et 58
VII REFERENCIAS....... e tcisssnss s ssssss s stsssssssssssssnsssssssasss s 59



1. RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram-negativa del suelo, que fija nitrdgeno
atmosférico y tiene un proceso de diferenciacién celular en el cual forma quistes resistentes a la
desecacion, para esto produce dos polimeros: el alginato y el poli-B-hidroxibutirato (PHB), donde
el alginato es uno de los componentes mas abundantes de la cipsula que rodea al quiste, mientras
que el PHB se encuenira en forma de granulos en el cuerpo central de dicho quiste. El interés del

-—estudio genético de la biosintesis de alginato en A. vinelandii es debido a su importancia biolégica
en la formacién de quistes [Campos, et al., 1996], y econdmica porque tiene una amplia aplicacidn
como agente gelificante y viscosificante.

En estudios previos, se identificé y secuencid un operdn, involucrado en la biosintesis de
alginato, que consta de cinco genes reguladores denominados algUmucABCD. El primer gen,

codifica para el factor oE. que se requiere para transcribir al gen estructural algD de la sintesis de

alginato, mucABD regulan negativamente a oE [Martinez-Salazar, etal., 1996]. En Pseudomonas
aeruginosa, se ha reportado que MucA es un factor antisigma, y MucB regula la actividad de
MucA. MucD es una proteasa peripldsmica. Sin embargo, se desconoce el papel de mueC en la
sintesis de alginato.

En el presente trabajo se continud estudiando este operon. i} En primer lugar, mediante
ensayos de complementacidn, se observ6 que AlgU de A. vinelandii fue capaz de iniciar la

transcripcion de genes dependientes del factor oE en E. colf, aunque con niveles mis bajos. ii) Se
determind el inicio de la transcripcion del operén algUmucABCD de A. vinelandii, con ensayos de
extension del iniciador, y se observé que hay tres inicios de transcripcion en este operdn, uno de

ellos (P1) depende de la actividad del factor oF, lo que sugiere que este operdn es capaz de iniciar
su propia transcripcion. Los demds inicios de transcripcién no presentan secuencias consenso de
promotores ya reportados. iii} Finalmente, se interrumpié los genes, mucAd y mucC con genes que
codifican para la resistencia a antibidticos, y se estudié el efecto de éstas mutaciones en la
produccién de alginato. Se observé que las mutantes aumentaron su produccédn del
exopolisacirido, pero la mutante JRA4 (mucA::Gm polar) fué la que presentd un mayor aumento
en la produccién del polimero. Con respecto al proceso de diferenciacion celular encontramos que,
no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de enquistamiento de las mutantes con
respecto a la poblacién.



2.1 GENERALIDADES DE Azotobacter vinelandii.

2.1.1 Posicidn taxonémica:

Familia Azotobacteraceae
Género Azotobacter _
Especie Azotobacter vinelandii -

Tomado de Krieg y Holt, 1984,

La familia Azotobacteraceae, comprende 4 géneros de bacterias
gram-negativas:

GENERD CARACTERISTICAS ADN(mol%G+C)
Azotobacter Bacile grande; forma quistes; habitat 63-66
principalmente suelos neutrales o
. salinos.
Azomonas Bacilo grande; no forma quistes; habitad 53-59
acuatico.
Beijerinckia Bacilo con forma de pera, en ios extremos 54-60

tiene grandes zonas de l/pidos; produce
grandes limos; habita suelos Acidos
Derxia Bacilo; comiunmente forma colonias 70 .

arrugadas.
Tomado de Bruck, 1984.

2.1.2 Caracteristicas de A. vinelandii.

A. vinelandii al igual que todas las especies del género Azotobacter,
tienen la capacidad de formar quistes resistentes a la desecacion, esta
caracteristica los distingue de los otros géneros de la familia
Azotobacteraceae. Todos los miembros de esta familia, pueden fijar
nitrégeno atmosférico bajo condiciones aerédbicas [Kennedy y Toukdurian,
1987]. En A. vinelandii se han identificado tres nitrogenasas que funcionan
en diferentes condiciones de oxigenacién [Kennedy y Toukdurian, 1987). A.
vinelandii tiene una actividad respiratoria alta, generada por el alto
contenido de proteinas Oxido-reductoras y citocromos.

A. vinelandii posee miultiples copias de su genoma, al crecerla en
medio rico, durante la fase estacionaria llega a tener 80 o mas copias
[Nagpal, ef af, 1989; Manna y Das, 1983, Maldonado, et al., 1994}]. EI
tamano del genoma de esta bacteria es tipico de procariontes (4.5



megabases) [Manna y Das, 1993]. Este organismo es un buen recéptor de
ADN foraneo, se le puede introducir de forma lineal o circular {plasmido);
por transformacién o por conjugacion, ademas tiene la capacidad de
incorporar el ADN homélogo, a su genoma por recombinacion [Kennedy y
Toukdarian, 1987).

A. vinelandii, sintetiza una gran variedad de productos como:
sideroforos; hormonas vegetales reguladoras del crecimiento (p. e.
auxinas, giberelinas y citocininas) [Gonzalez-Lépez, ef al., 1985]; ademas,
polimeros de gran importancia econémica, como el dcido poli-
p-hidroxibutirico (PHB), que puede ser utilizado para la fabricacion de
plasticos biodegradables, y el alginatc que es utilizado como gelificante y
viscocificante {Sadoff, 1975].

2.1.3 CICLO DE VIDA DE A. vinelandii.

El ciclo de vida de este organismo presenta una fase vegetativa.y una
fase latente en forma de quiste (Fig. 1). En la fase vegetativa las células
son bacilos de 2 x 5 um (tienen al menos 10 veces el volumen de E. coli);
presentan locomocién por medio de flagelos peritricos. Cuando se crecen
en medio- Burk con glucosa del 0.2 al 1%, libre de nitrégeno, las células
tienen un tiempo de generacion de 2.5 a 3 horas [Wilson y Knight, 1952].
Cuando se dividen tienen forma de “cacahuate”.

En la fase latente (quiste} las células, son esféricas, y tienen
aproximadamente la mitad del volumen de las células vegetativas (1.5 x
2.0 um). El quiste estd conformado por un cuerpo central con granulos de
PHB, que es encapsulado por una cubierta interna llamada intina y otra
externa, la exina. En su medio natural la formacion de quistes se da cuando
las condiciones son adversas, y en el laboratorio, el proceso se da después
del crecimiento exponencial, por inducciéon con butanol o B-hidroxibutirato.
Puede permanecer asi, en estado de latencia por largos periodos de tiempo
en el suelo, hasta que se vuelven a dar las condiciones favorables para su
propagacion [Lin y Sadoff, 1968), en el laboratorio se ha observado que, los
quistes son viables por mas de diez afios, cuando se tienen en suelo seco
[Vela, 1974]. En ésta bacteria, la produccién de quistes es generalmente
menor al 0.1% de la poblacién de células, cuando se crece en medios de
cultivo teniendo como fuente de carbono manitol, ramnosa y otros
carbohidratos, asi como una gran variedad de dcidos orgénicos y ciertos
alcoholes, [Lin y Sadoff, 1968].
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Flgura 1. Ciclo de vida de A. vinilandii. 1 Crecimiento Vegetativo. 2 Ultima divisién vegetativa,
engrosamiento de sus paredes y acumulacién de PHB. 3 Formacidn de !a exina e intina. 4 Quiste
maduro. 5 Germinacién. 6 Divisién celular. 7 Emergen dos células por quiste. 8 Primera
division celular después de la germinacion {recuperan la locomocion) [Sadoff, 1975).

En el proceso de diferenciacion celular, el cual dura cinco dias
[Winogradsky, 1938; Wyss, et al., 1961; Tchan, 1962], las células pierden
la locomocion y tienen una Ultima divisién, adquieren una forma esférica,
las paredes sufren un engrosamiento en un periédo de 4 horas. Los
procesos morfogenéticos someten a una disminucion del metabolismo de la
célula, hay una acumulacion de PHB, que se usa durante el proceso de
diferenciacién celular y en la germinacién como fuente de carbono y
energia [Lemoigne y Girard, 1943]. Posteriormente, el cuerpo central, se
encapsula por la formacion de la capa externa (exina) y la capa interna
{intina, ambas cubiertas estan conformadas principalmente de alginato y
proteinas), de esta manera se genera un quiste maduro {Winogradski,
1938). La germinacién de los quistes, en medio con glucosa, tiene una
duracién de 4 a 6 horas. Pierden gradualmente la cépsula por el
hinchamiento del cuerpo central, ocupando el volumen de la intina



[Loperfido y Sadoff, 1973], después sufren una divisidon y, empiezan a
crecer dentro de la exina, hasta que le causa una fractura a esta capa
externa de la cépsula. Finalmente emergen dos células sin locomocién por
cada quiste. En la primera division después de la germinacién recobran su
tocomocion.

2.2 COMPOSICION Y PROPIEDADES DEL ALGINATO.

El alginato es un copolimero lineal formado de B-D &acido manurénico
{M) v su C-5 gpimero el a-L Acido gulurénico (G), unidos por enlaces 1.4.
Estos monémeros se encuentran a lo largo del polimero formando bloques
homopoliméricos de ambos tipos (bloques MM y bloques GG; Fig. 2A y 2B) ¥
bloques heteropoliméricos en donde ambos residuos se encuentran en un
arregto alterno (bloques GM o MG; Fig. 2C y 2D) [Grasdalen, et al., 1981;
Sime, 1990; May, et al, 1991].

A) g B)
_ .
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g 000~
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Flgura 2. Composicién de! alginato. A) Bloques G; B) Bloques M; C) y D) Blogues altomos de
estos dos monomeros [Grasdaten, et af, 1981).



Los blogues comprendidos de M y MG, forman cadenas relativamente
flexibles, mientras que las formadas por bloques G son, rigidas [Atkins, et
al., 1971). Los bloques G muestran una conformacidon de bucle originado por
el enlace diaxial (1-4) entre sus residuos, generandc un espacio con la
dimensién adecuada para atrapar cationes divalentes {p. e. Ca2+ Ba2+,
—8r2+), Al unirse los cationes a los bloques G le confieren- rigidez,
generando asi, geles termorresistentes [Stokke, et af., 1991]. Esta forma
de gelificacion de los bloques G, se conoce como el modelo de la “caja de
huevos™ (Fig. 3) [Grant, et al., 1973]. Por su parte los bloques M no pueden
unir cationes porque adoptan una conformacién de listén extendido. El
alginato producido por especies de el género Pseudomonas no contiene
bloques continuos de Acido gulurénico (Tabla 1), y por esta razon son
incapaces de formar geles.

El alginato producido por bacterias, posee residuos de Acido manurénico
con grupos O-acetilos, mientras que, en el alginato algal no existe
acetilacién (Tabla [) [Annison y Couperwhite, 1986]. El arreglo de la
estructura del bloque y el tamafio molecufar del alginato afecta la
gelificacién y viscosidad del polisacarido. '



~ Tabla I. Distribucion de los bloques G y M, y acetilacién del alginato.

Especie Bloques del alginato Relacion Grupes Grupos 2,3 Bloques
M:G Acetil % Acetil,  Gulurcnicos

Algal M-M-M-M-G-G-G-M-G-M-G Variable 0 0 +

Ac-vinelandii M-M-M-M-G-G-G-M-G-M-G Variable - 21-50 3-11 + -
OA\C OAc OAc c

P aeruginosa M-M-M-M- M-M-M-M-M-M-G 1 37-57 5-19 -
NN N N N

OAc OAc OAc ChAc Chc

P. putida 0.6:0.4 3-4 ND -
M-M-M-M\-M-M-G-M-G-M-G

P. fluorescens Sac 0.6:0.4 3-4 ND .

P. phaseolicola ND 0.94:006 1 ND ND

P. pisi ND 0.83:0.17 45 ND ND

[Annison y Couperwhite, 1986; Clementi, 1997].

2.3 APLICACIONES DEL ALGINATO. :

Las aplicaciones industriales del alginato estan determinadas por su
peso molecular y composicion quimica; soluciones acuosas de este
polimero pueden ser usadas como agentes espesantes, estabilizantes de
espumas y emulsiones, asi como en suspensiones de particulas sélidas
(Tabla II) [Sime, 1990; Moe, et al., 1995]. Estas propiedades se aprovechan
en diversas industrias como las siguientes:

Industria de alimentos. Probablemente, la mads importante
aplicacién, es en la produccién de helados, donde este polimero es usado
para evitar la cristalizacién y encogimiento del producto [Clementi, 1997].
El alginato adicionado a otros tipos de alimentos congelados, mejora la
retencion de agua y le proporciona estabilidad en el proceso de
congelacién-descongelacién. E! polimero también se adiciona en la
elaboraciéon de salsa de mostaza; productos para adornar ensaladas, donde
el alginato de sodio o e! alginato propilen glicol (PGA) es usado para
estabilizar el producto de la separacién. Los alginatos también se usan
para estabilizar y espezar ia fase acuosa en emulsiones de aceite, tales
como mayonesa [Clementi, 1997], de hecho se ha sugerido que el éster
formado entre el alginato con el propilenglicol funciona como un



emulsificante auténtico, siendo éste uno de los pocos polisacaridos que
tiene esta propiedad [Morris, 1987]. El alginato puede ser utilizado para
elaborar alimentos dietéticos, debido a su bajo contenido calérico (1.4
Kcal/g) este polimero puede funcionar como agente de relleno en la
formulacidn de productos hipocaldricos, como mayonesas y otros

productos untables que sean bajos en grasas [Clementi, 1997]. En la -

elaboracién de cerveza, la adicion de PGA, sirve para incrementar la
estabilidad de la espuma.

Tabla Il. Algunas aplicaciones de los alginatos.

INDUSTRIA DE ALIMENTOS
Agentes gelificantes
Rellenos de pasteleria
Postres de leche
Postres de gelatina
Alimento para animales
Agentes espesantes y estabilizantes
Estabilizacién de emulsiones en salsas, cremas y aderezos
Estabilizacién de espumas en cervezas
Espesantes de salsas y rellenos
Suspensién de particulas en jugos y bebidas
Agentes de ratencidén de agua
Elaboracion de helados
Estabilidad de alimentos congelados
Mejoramiento de la solubilidad de mezclas secas

MEDICINA
Recubrimiento de drganos transplantados
Impresiones usadas por los dentistas

OTRAS INDUSTRIAS

Agentes gelificantes
Geles refrescantes de aire
Preparaciones farmacéuticas

Agentes espesantes y estabilizantes
Estabilidad de emuisiones en pinturas y esmaltes
Espesantes de lociones y detergentes liquidos
Estabilizacién de espuma en detergentes

[Yalpani, 1987; Clementi, 1997].

Industria farmacéutica. Se utiliza en la elaboracién de jarabes, y
actualmente se estd estudiando su aplicacion en el recubrimiento de
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tabletas, para que la liberacién de los farmacos pueda ser regulada en un
amplio rango [Sirkiae, et al, 1994]. Fibras de calcio y alginato de
sodio/calcio son usados en la elaboracion de cuerdas quirdargicas y vendas
para heridas [Picquadio y Nelson, 1992]. Se sabe que cuando se utilizan
vendajes cubiertos con alginato en heridas, el exudado de la herida se
absorbe y forma una capa protectora sobre la superficie de la lesién
manteniendo la humedad éptima para la curacién [Clementi, 1997].

El alginato ha comenzado a utilizarse con fines médicos. Por las
propiedades fisicoquimicas. Se ha observado que el acido alginico y sales
solubles de alginato disminuyen la frecuencia de reflujo esofageal, sin
interferir con el acido normal y estatus de las enzimas del estémago. Por
lo tanto, es usado como componente activo en un producto farmaceéutico
contra el desorden esofageal [Hagstam, 1985]. También se ha usado en el
transplante de islotes de Langerhans, en pacientes con diabetes, los
islotes se encapsulan con alginato rico en &cido gulurénico. Estas
cubiertas protegen las células transplantadas del sistema inmune y
permiten la difusién de la insulina producida por éstas [Soom-Shiong, et
al., 19984]. La encapsulacién de otros tipos celulares como: hepatocitos,
hibridomas, células transfectadas con genes de citoquinas y fibroblastos
recombinantes secretando el factor IX de humano (hormona de
crecimiento) se estan estudiando en animales [Dixit, et al., 1993; Liu, e!
al., 1993; Tai y Sun, 1993; Savelkoul, ot al.,, 1994]. Se ha observado que el
ailginato rico en bloques M puede estimular la respuesta del sistema
inmune [Otterlei, et al, 1991]. Tiene actividad de agente antitumoral en
tumores de “merine” [Fujihara y Nagumo, 1992}

El alginato es un polimero que empieza a tener gran demanda en la
industria de hidrocoloides. Actualmente se considera el tercer
polisacarido de mayor solicitud. El consumo anual de alginato, a nivel
mundial por diversas industrias, es de aproximadamente 33,000 toneladas,
ol cual es obtenido de algas marinas (Tabla Ill) {Rehm y Valla, 1997] con
un precio que oscila entre los 5-20 délares por Kg. Sin embargo, los
alginatos usados en la industria farmacéutica que llegan a alcanzar
precios de hasta 40,000 ddlares por kilogramo, es en esta drea que pueden
competir comercialmente los alginatos generados por fermentacion
bacteriana [Rehm y Valla, 1997).

La producciéon mundial de alginato se centra en un nimerc pequeno de
compaiiias, entre las que destacan Donisco en Dinamarca, Kimitsu y Kibun
Cemifa en Japén, Pronova Biopolymers Inc en Noruega, System Bio-
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Industrias en Francia y The Nutra Sweet Kelco Co. en Estados Unidos, esta
Ultima genera el 80% de la produccion mundial. En México Macrocystis
pyrifera, se colecta (“cosecha™ y, sin ningun proceso se exporta en fresco
a los Estados Unidos a la compafia Kelco para su proceso [Zertuche-
- Gonzalez, 1994], en consecuencia, México es un importador de los
hidrocoloides que consume, importa un total de 187 toneladas de alginatos
con un costo de $7,084,000, esto representa el 7% del valor total de las
importaciones de hidrocoloides.

2.4 FUENTES DE OBTENCION DE ALGINATO.

Se han reportado varios organismos como productores de alginato
(Tabla 1l). Pero actualmente la uUnica fuente de obtencién para uso
comercial, lo constituyen las algas marinas cafés, principalmente lcs
géneros Fucus, Laminaria, Macrocystis y Ascophillum. En México, se
colecta la especie Macrocystis pyrifera, esta especie se distribuye en
mantos desde las Islas Coronado frente a Tijuana hasta punta San Hipdlito,
un poco al norte de Bahia Magdalena, frente a las costas de Baja California.

Tabla Ill. Organismos reportados que producen alginato.

ALGAS MARINAS CAFES

MAS EXPLOTADAS Ascophylium nodosum
Laminaria digitata
Laminaria hyperborea
Macrocystis pyrifera

MENCS EXPLOTADAS Laminaria japonica
Eclonia maxima
Lesonia nigrescens
Sargassumn sp.
Dictyosiphon foeniculares
Durvillaea sp.
Eisenia bicylis

BACTERIAS Azotobacter vinelandii
Azotobacter chroocorum
Azotobacter beljerinckii
Psaudomonas aeruginosa
Fseudomonas cepacia
Pseudomonas fluorecens
Pseudomonas mendocina ‘

[Sime, 1990; Clementi, 1997; Gasesa, 1998]
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2.5 FISIOLOGIA DEL ALGINATO.

E! alginato es el polisacdrido’ mds abundante en las algas marinas
cafés, el cual forma un gel en la matriz celular conteniendo iones de Na+,
Mg2+, Caz+, Sr2+ y Ba2+. Esta matriz probablemente funcione como un
esqueleto, proporcionando fuerza y elasticidad al tejido algal [Haug, et al.,
1974]. - : -

En P. aeruginosa |d& produccién de alginato tiene un papel muy
importante, en la infeccién de pacientes con fibrosis quistica [Boyd vy
Chakrabarty, 1995]). Cuando esta bacteria invade a pacientes de fibrosis
quistica, forma biocapas (“biofilms") que son importantes en la
colonizacién del pulmén, vias respiratorias y otros drganos de los
pacientes. Ademas, se ha observado que les confiere resistencia contra los
antibidticos y le ayuda a evadir la respuesta inmunolégica [Chakrabarty, .
1891; Otierlei, et al., 1991]). Se ha propuesto que, cuando P. aeruginosa
vive en el medio ambiente, la biosintesis de alginato y las enzimas
degradativas de este polimero, son importantes para el desarrollo,
mantenimiento y propagacion de biocapas, aunque todas las cepas que se
han obtenido del ambiente, producen niveles muy bajos del polimero. Otras
propiedades de estas biocapas se muestran en la tabla IV.

Tabla IV. Ventajas de la formacién de biocapas en P. aeruginosa.
Aumento de la resistencia a antibidticos y otros biocidas

Proteccion a la desecacion

Disminucién de fa subceptibilidad a la muerte por el sistema inmune del hospedsro
Retencidn y concentracién de nutimentos

Retencidn y union de cationes

Concentracion de factores virulentos extracetulares

Utilizacién de productos metabdlicos de otras bacterias

Incremento de la estabilidad de plésmidos e intercambio genético

Aumenta la comunicacién de célula-célula

Establecimiento de microambiente

[Boyd y Chakrabarty, 1995}

En células vegetativas de A. vinelandii, el alginato tiene diferentes
funciones dependiendo de las condiciones ambientales. Por egjemplo, el
polimero es necesario para la adhesién de las ceélulas a superficies
[Costerton, et al., 1987] y actia como una barrera de difusion contra el
oxigeno o metales pesados, también funciona como un sistema de
intercambio ionico con alta selectividad para Ca++ [Fyfe y Govan, 1983].
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2.6 BIOQUIMICA DE LA BIOS‘NTESIS leL ALGINATO

Como ya se menciond, el alginato es esencial para ta formacion de quistes
[Campos, et al, 1996}, donde funciona como protector al preservar las
células del estrés mecanico y desecasion. Se ha observado que el alginato
acetilado aumenta la resistencia a la desecacion de los quistes, en
comparacion con el alginate no acetilado [Vazquez, et al., 1999].

La via de biosintesis del alginato, se describié por primera vez en el
alga café Fucus gardneri [Lynn y Hassid, 1966]; después en A. vinelandii
[Pindar y Bucke, 1975]; y posteriormente en P. aeruginosa. La biosintesis
en bacterias y algas es muy similar, excepto en el sustrato inicial ya que
las algas inician con D-manosa, mientras que en bacterias inician con D-
fructosa [Pindar y Bucke, 1975]. Otra diferencia, es que el alginato de las
bacterias posee residuos de acido manurénico con grupos o-acetifos

~ mientras que en algas no existe acetilacion (Tabla 1).

La ruta de biosintesis de alginato en A. vinelandiiy P. aeruginosa
inicia con la fructosa-6-fosfato (F6P) pero, cuando estas bacterias se
crecen en hexosas, estas son oxidadas por la via Entner-Doudoroff (Fig. 4),
esta via es usada por bacterias del género Azotobacter y Pseudomonas
porque carecen de la glucolisis [Conn y Stumpf, 1992].

La via Entner-Doudoroff (Fig. 4) tiene la siguiente secuencia de
reacciones:

A) La enzima hexcoquinasa, fosforilada la glucosa, y forma la glucosa-6-
fosfato (G6F).

B) Después a partir de la G6F se genera 6-fosfoglucano-8-lactona” (6FL)
mediante [a enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

C) Posteriormente del 6FL a través de la enzima 6-fosfogluconolactonasa
produce el acido-6-fosfoglucénico (A6F).

D) A continuacién el A6F, por medic de una deshidrogenasa se deshidrata y
se redistribuye para generar 2-ceto-desoxigluconato-6-fosfato, E} al cual,
a su vez, lo ataca una enzima del tipo aldolasa, generando piruvato y
gliceraldehido-3-fosfato (con algunas modificaciones a esta via permiten
el metabolismo de otras hexosas). El piruvato derivado de la oxidacién de
hexosas entra al ciclo de &4cidos tricarboxilicos (también conocido como
ciclo de Krebs) para generar fructosa-6-fosfato por la via oxaloacetato y
subsecuente gluconeogenesis [Narbad, et al., 1988]. El ciclo de Krebs tiene
un papel obligatorio en la conversién de glucosa a alginato [Narbad, ef al.,
1988).
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Figura 4. Via Entner-Doudoroff. Las bacterias de los géneros Azotobactery Pseudomonas
utilizan esta via para oxidar azucares de 6 carbonos diferentes a la fructosa, posteriormente a
través de gluconeogénesis se genera fructosa, la cual se emplea en la sintesis de alginato.

[Narbad, et al, 1988; Conn y Stumf{, 1992].

Apartir de la F6P, a través de cuatro reacciones enzimaticas, es
convertido a GDP d&cido manurénico (Fig. §), precursor directo del alginato:
1.- La fructosa-6-fosfato se convierte en manosa 6 fosfato (M6P), por la
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enzima fosfomanosa isomerasa (PMI-GMP: AlgA) [Darzins, et al., 1986:
Gill, et al, 1986]. ‘

2.- A partir de la MEP se genera |la manosa 1 fosfato (M1P), a través de la
transferencia del grupo fosfato del carbono 6 al carbono 1, reaccion que
cataliza fa enzima fosfomanomutasa (PMM: AIgC} [Zielinski, et al., 1991].

~3.- La M1P en presencia de GTP se convierte a GDP-manosa, por la enzima-

GDP-Manosa pirofosiorilasa (PMI-GMP: AlgA) [Darzins, et al, 1986: Gill, et
al., 1986).

4.- La GDP-manosa se oxida por la GDP-manosa deshidrogenasa (GMD: AlgD)
dependiente de NAD+, para formar GDP-acide manurdnico (precursor
directo de! alginato) + 2 (NADH+) [Deretic, et al. 1987). La GDP-manosa
deshidrogenasa, es la enzima determinante en la via al catalizar una
reaccion irreversible (Fig. 5), comprometiendo asi al GDP-acido
manurénico a la via de sintesis de alginato, mientras que los productos de
las primeras reacciones pueden intervenir en otras vias metabdlicas. Tal
es el caso de la GDP manosa, la cual es comin en la biosintesis de
lipopolisacéridos y alginato. £l producto generado por AlgC, ademas de
participar en la biosintesis de estos factores, también interviene en la
biosintesis de ramnolipidos en P. aeruginosa [Goldberg, et al., 1993; Ye, et
al., 1994].

5.- Una vez generado el acido GDP-manurdnico, en un proceso simultaneo
cruza la membrana interna y se polimeriza, postulandose para ello la
participacion de las proteinas Alg8B y Alg44 (probables proteinas de
membrana) [Maharaj, et al., 1993], AlgK se considera como un translocador
de alginato [Aarons, ef al., 1997]

6.- El alginato polimerizado, puede ser acetilado, epimerizado y cortado
por proteinas que se localizan en el espacio periplasmico [Franklin, et al.,
1994; Boyd y Chakrabarly, 1995]: a) Para la acetilacién de los residuos
de acido manurdnico, se propone la participacién de las proteinas AlgF,
Algl y ALgV (Algd en P. aeruginosa). Las mutaciones en cada uno de los
genes gue codifican para estas proteinas causan la produccion de alginato
no acetilado. Algl probablemente estd unida a !a membrana, y permite el
paso de los grupos O-acetil del citoplasma al periptasma, donde se
transfiersn a los residuos de manurénico por la O-acetiltransferasa AlgF
[Shinaberger, et al., 1993; Franklin y Ohman, 1993]; b) La epimerizacién,
o5 el paso de acido manurénico {no acetilado) a acido gulurénico, esto lo
realiza la epimerasa AlgG {Chitnis y Ohman, 1990]. En A. vinelandii,
ademas tiene actividad de epimerasa en el medio extracelular {Haug, et al.,

15



CITOPLASMA Gluozse
Ciclo ATC .(_...._._l

T—) Gliceraldehido 3 fosfato

Gluconeogénesis I

€ \
MEMBRANA
INTERNA
ESPACIO

PERIPLASMICO

MEMBRANA Pes , i’ 7-'-{;;;-3; a‘ F i

_ {Aiginato)
Figura 5. Biosintesis de alginate en bacterias. Modificado de Gacesa, 1998.
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1974], donde se han reportado varios genes que codifican para epimerasas
extracelulares diferentes a AlgG [Ertesvag, et al., 1995]. Sin embargo, no
se sabe si se expresan todos al mismo tiempo; ¢) El corte realizado al
pollmero es hecho por la alginato Ilasa AlgL [Boyd, et al., 1993; Shiller, et

, 1993].
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7.~ Finalmente |la secrecion del alginato ocurre a través de la proteina
AlgJ (AlgE en P. aeruginosa), proteina de membrana que funciona como
canal iénico [Chu, et af., 1991; Rehm, et al., 1996).

2.7 GENETICA Y REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ALGINATO

A pesar de que primero se describié la via de biosintesis de alginato,
en A, vinelandii y después en P. aeruginosa, es en la Ultima donde se ha
estudiado mas ampliamente la genética de la biosintesis del alginato, por
considerarse al polimero como uno de los factores de virulencia en la
patogenicidad de dicha bacteria [Chakrabarty, 1991; Deretic, et al., 1994;
May y Chakrabarty, 1994].

2.7.1 Organizacién vy localizaciéon fisica de los dgenes
involucrados en la biosintesis de alginato en P. aeruginosa.

La mayoria de los genes involucrados en la biosintesis de alginato se
encuentran agrupados principalmente en tres regiones del genoma de F.
aeruginosa. Todos los genes, excepto algC, que codifican para las enzimas,
involucradas en la biosintesis de los mondémeros de acide manurénico, asi
como los genes que codifican para las proteinas involucradas en la
polimerizacién, modificacién (corte, acetilacién y epimerizacién) vy
secrecién del polimero (alginato), se encusntran agrupados en el minuto 34
de su genoma en un sélo operdn policistrénico (operén alg), el cual se
transcribe a partir del promotor palgD [Chitnis y Ohman, 1993]. Este
operén es encabezado por algD seguido de alg8, alg44, algK, algE, algG,
algX, algL, algl, algJ, algFy algA (Fig 6,A) [May y Chakrabarty, 1994].

En otra regién del genoma ubicada en e! minuto 10, s& encuentran los
genes reguladores fimS, algR, algR2y algR3, entre estos se encuentran
genes que no estan involucrados en la bicsintesis de alginato (Fig. 6,B)
como: argH (involucrado en la biosintesis de arginina); hemCy hemD
(involucrados en la biosintesis de precursores de grupos hemo) y el gen fk/
(codifica para un homdlogo de la proteina de unién a FK506 de la
superfamilia inmunofilina) [Yu, et al., 1997]. Cerca de estos genes se
encuentra el gen estructural algC (Fig 6,B); y los genes algB-kinB [Ma, et
al., 1997], en forma separada, se encuentran los genes al/gZ [Baynham, et
al., 1999); cysB [Delic-Attree, et al., 1997]; caP; himAy himD genes que
codifican para el factor de integracién al hospedero [Delic-Attree, ef al.,
1995]. i ' :

En una tercera regién del genoma {minuto 68), s encuentra unrgrupo
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de’s genes regljiadores denominados algll mucA mucB mucC mucD, estos
forman un operdén {Fig 6,C) [Boucher, ef al., 1996 a y b], enseguida de este
operon {min 69) se encuentra el gen algW [Boucher, et al., 1996 aj.

minuto 13

B UV RERTLS G b et o T " ‘ﬁ.‘ it
LAt mocB.LmgcClmuch

minuto 68 minuto 69

el

Figura 6. Organizaci6n y localizacién fisica de los genes involucrados en la biosintesis de
alginato sobre el genoma de P. asruginosa. A) Genes estructurales, formando un operén, ubicados
en'el min 34. B) Genes reguladores {excepto algC; gen estructural), localizados en los minutos
10, 13 y en otras regicnes del genoma. C) Genes que regulan la mucoidia, organizados en un
operdn, localizados en el min, 68 [Modificado de May y Chakrabarty, 1994].

Designaciones alternativas para algunos genes son: alglU=algT;, mucA=algs; mucB=aligN;
mucC=aighM, mucD=algy; algR=algR1; algR2=algQ; algR3=algP; fimS=algZ algX=alg60;

2.7.2 Regulacién de la biosinteis de alginato en P. aeruginosa.
En la regulacién de la biosintesis del alginato, a pesar de que ya se
han descrito varios elementos (Fig. 7), aun falta mucho por conocer como
funcionan estos elementos en los mecanismos de activacién
transcripcional de los genes involucrados en la biosintesis de alginato.
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Figura 7. Regulacion de ta biosintesis de aiginato en P. aeruginosa. Algu (oE) es requeride para
iniciar la transcripcién de los genes fimS-algR; algB-kinB; aigC; el ocperén alg y su propia
transcripcién, también esta involucrado en la expresién de sistemas involucrados en la
respuesta a estrés de calor y oxidativo. MucA y MucB regulan negativamente fa actividad de AlgU
controlando asi el fenotipo mucoide. MucD y AlgW también regulan negativamente a oE. AIgR,
AlgB, AlgZ, HIF, CysB y CAP son reguladores positivos en la activacién transcripcional del
operén alg a través del promotor palgD, de los cuales AlgR, AlgZ junto con AlgU son esenciales
para ta expresion del operén alg. AlgR también activa la transcripcién de algC, por su parte HIF
se ha observado que también se une al promotor de algB. [Modificado de Martin, et al., 1994],

Tal es el caso del promotor palgD (de donde se inicia la transcripcion del
operén alg) y es el principal blanco de regulacion en la biosintesis del
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polimero, su activacion transcripcional es un evento regulatorio
importante, porque se refleja significativamente en la fisiologia vy
morfologia de la célula [Govan y Deretic, 1996], por lo tanto, estad muy
controlado. En las secuencias c¢is del promotor palgD se unen varias
proteinas para su completa activacién transcripcional {Fig. 8}, dentro de
los elementos que intervienen estd un factor sigma, proteinas del sistema
de regulacién de dos componentes, etc., que se describen en forma breve a
continuacion.

-468 -392 -368 -282 =74 -40 +81+90 +367

AlgR AlgR  AlgZ AlgR

R8BSt RBS2 RBS3
Figura B. Mapa del promotor palgD de P. aeruginosa. En el mapa se encuentra 1a focalizaciéon de
las secuencias cis en las cuales se unen las proteinas que activan la transcripcién de este operdn.
Los numeros estan posicionados a partir del inicio de la transcripcidn del operén alg. Las
proteinas representadas son: AlgR; CAP, sitio de unién a CAP de £. cofi; el activador AlgZ; |HF,

Factor de integracién al hospedero; RNAP, RNA pdiimerasa; CysB, regulador de la biosintesis de
cistelna. [Baynham, et al., 1999]. ’

2.7.3 Regulacién por el operéon algll mucA mucB mucC mucD.

La regulacidon de la biosintesis de alginato involucra el producto de
genes especificos y de otros gque tienen un papel mas general, como el
producto de los genes algUmucABCD, estos se encuentran en la parte
superior 'de la cascada de regulacién (Fig. 7). Genes homdélogos a este
operén se han descrito en otras bacterias como A. vinelandii, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Hemophilus influenzae y Photobactarium sp.
(Fig. 9) [Chi y Bartlett, 1995; Johnson, et al., 1991; Lipinska, et al., 1988;
Martinez-Salazar, et al, 1996].

algl. El gen algl/ codifica para un factor sigma alternativo llamado
of (también conocido como AlgU, AlgT y ©22). Algl inicia la transeripcion
de los genes involucrados en la biosintesis de alginato, como e! operén alg,
algR-fim$8, algC, algB-kinB, incluso su propia transcripcion (Fig. 7)
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[Devries y Ohman, 1994; Martin, et al, 1994, Wozniak y Ohman, 1994].
Ademas de tener actividad en la transcripcién de estos genes, también
esta involucrado en la expresién de sistemas para incrementar la
resistencia a algunos tipos de estrés como el de salinidad, temperatura y
el oxidativo [Martin, et al., 1994]. Esta funcién también se ha observado en
el factor o€ de A. vinelandii, E. coliy S. typhimurium [Johnson, et al., 1991;
Lipinska, et af., 1988; Martinez-Salazar, et al, 1996)], en el caso de
Photobacterium se requiere para vivir a altas presiones y bajas
temperaturas, condiciones que se dan en el fondo marino su habitad
natural [Chi y Bartiett, 1995]. El factor oE es intercambiable de E. colia P.
aeruginosa y viceversa [Yu, et al., 1995].

A. vinelandii E

P aeruginosa w 1=

E coil ﬁ @fﬁ'ﬁ?ﬁ.

!;‘horoba'é'teﬁdm sp.m m .
=

H. influenzae

S. typhimurium

Figura 9. Genes que codifican para el factor de estrés citoplasmico {EFC) y sus homdlogos en
diferentes bacterias gram-negativas. .

El producto codificado por algll y sus homdlogos (Fig. 9), se les ha
considerado como miembros pertenecientes a una subfamilia de factores
de estrés extracitoplasmico (ECF) [Lonetto, et al., 1994; Missiakas y
Raina, 1998] los cuales presentan las siguientes caracteristicas: 1) De las
cuatro regiones conservadas en c7® relacionado a los factores o, la regién 3
y gran parte de la region 1 estan generalmente ausentes, generando asi el
tamafo pequefio tipico de los factores sigma de EFC (usualmente de 20-30

21



KDa). 2) Los promotores regulados por los factores sigma del EFC son muy
similares, especialmente en la regidn -35 con el motivo GAACTT
conservado [Lonetto, et al., 1994]. 3) Su actividad se regula siempre por
factores antisigma especificos codificados por genes que se encuentran
hacia abajo del gen gue codifica para el factor sigma [Missiakas y Raina,
. 1998].

mucA, mucB y mucD. Los productos que codifican estos genes
regulan negativamente a oE. En Escherichia coli, se encontraron las
proteinas RseA y RseB que son homélogas a MucA y MucB. En ambos
organismos, se ha demostrado que, MucB (y RseB) es 'una proteina
periplasmica, mientras que MucA (y RseA) es una proteina de membrana
interna con un dominio en el periplasma (interactuando con MucB; RseB) y
otro dominio en el citoplasma que funciona como un factor antisigma
secuestrando a oF (Fig. 10) [De las Penas, et al., 1997a; Missiakas, et al.,
1997; Xie, et al., 1996; Zhi-Dong, et al, 1996). El modelo que se propone
para regular a oE por las proteinas antes mencionadas es el siguiente:
Cuando no se requiere de la actividad del factor oE, este se encuentra unido
a el antisigma MucA, formando un complejo protéico con MucB (Fig. 10),
pero cuando existe una sefal de estrés y se requiere de la actividad del
factor oF, la sefial la detecta MucB en el periplasma, quien sufre un cambio
conformacional que ocasiona su separacion de MucA. Esta separacién
provoca un cambio conformacional a MucA, v genera asi, la liberacién del
factor of. Después, e! factor sigma inicia la transcripcion de los genes
involucrados en la respuesta a la sefial de estrés [Xie, et al., 1996; Zhi-
Dong, et al.,, 1996, De las Pefas, et al., 1997a; Mathee, et af.,, 1997,
Missiakas, et al., 1997]. Se sugiere que la sefial que se genera en el
periplasma es la acumulacién de proteinas anormales © proteinas
inmaduras de membrana externa ocasionado, por ejemplo, por un estrés de
calor. En P. aeruginosa las proteinas anormales ¢ inmaduras son retiradas
por MucD y AIgW. La proteina AlgW es codificada por el gen algW, que se
encuentra cerca del operén algUmucABCD [Boucher, et al., 1996). Las
proteinas MucD y AlgW tienen homologia con la serin proteasa HtrA de
Escherichia coli, la cual esta encargada de retirar las proteinas mal
plegadas del periplasma durante el estrés de calor en dicha bacteria
[Erickson y Gross, 1989; Hiratsu, etal., 1995; Rouviére, et al., 1995].,

La mucoidia en P. aeruginosa, la determina el producto de los genes
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Figura 10. Modelo de regulacién de la actividad del factor o€ en E. cofi. A) El factor oF se
encuentra inactivado por el antisigma MucA, formando un complejo con MucB. B) Cuando se
genera una sefial en el periplasma (p. e. acumulacién de proteinas mal plegadas), MucB se
separa de MucA, para que of sea liberado y se transcriban los genes cuyos productos estan
involucrados en la generacion de la respuesta a ese estrés [Xie et al.,, 1996; Zhi-Dong st al.,
1996; De las Pefias st al, 1897; Missiakas ef al, 1997).

algUmucABCD., En cepas mucoides, Algl tiene una alta actividad, ya que
inicia la transcripcion de los genes involucrados en la biosintegis de
alginato. La sobreproducciéon del polimero es el causante del fenctipo
mucoide [Deretic, et al,, 1994]. En cepas no mucoides, las proteinas MucA y
MucB inactivan a AlgU (oE). En un andlisis realizado a cepas mucoides da P.
aeruginosa, aisladas de pacientes con fibrosis quistica, se ha encontrado
que la actividad de AlgU es muy alta, a causa de que los genes mucA y/o
mucB se encuentran mutados. El gen que con mayor frecuencia sufre
mutaciones, es mucA (84% de las 53 cepas obtenidas de diferentes
pacientes), en varias cepas de laboratorio que adquieren espontaneamente
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un fenotipo mucoide también es por alteraciones en mucA. Se ha observado
que la mayoria de las alteraciones es por la generacién de codones de
terminacion de la traduccidn y por introducir o quitar tripletes que
modifican los marcos de iectura [Boucher, et al, 1997].

mucC. Se conoce poco acerca de este gen, en P. aeruginosa cuando se
.muté a mucC no se observd efecto alguno en la biosintesis de alginato,
solo cuando se muta mucC en una cepa mucA- o mucB- y se crece en
condiciones de doble estrés (p. e. alta temperatura y alta osmolaridad), se
logra observar un aumento de la produccién de alginato [Boucher et al.,
1997]. En el caso de Photobacterium sp. que tiene un gen homdblogo a mucC
(orf4), se ha observado que es necesario para vivir a altas presiones y
bajas temperaturas, condiciones que se dan en el fonde maring [Chi y
Bartlett, 1995]. En Salmonella typhimurium se ha observado que al mutar
el gen rseC, las células se vuelven auxotrofas a tiamina [Beck, ef al,
1997].

2.7.4 Regulacion por proteinas del sistema de regulacién de dos
componentes.

Los genes fimS-algR; kinB-algB, codifican proteinas que pertenecen
al sistema de regulacion de dos componentes, AlgR y AlgB son los
reguladores de respuesta, mientras que FimS y KinB son las proteinas
histidin-cinasas encargadas de registrar los cambios de su ambiente.

AlgR. En la transcripcion del operén alg, ademas de requerirse de la
actividad de Algl, es necesaria la participacion de los reguladores AlgR vy
AlgB (Fig. 8) [Deretic et al., 1989; Goldberg y Dahnke, 1992]. AlgR se une al
promotor palgD en tres sitios denominados RBS (AlgR Binding Site), que
contienen las secuencias ACCGTTCGTC, y se encuentran ubicados a -468
(RBS1), -392 (RBS2) y -40 (RBS3) del inicioc de la transcripcién. El sitio
RBS3 tiene modificado dos bases (GCCGTTTGTC) y se encuentra en sentido
opuesto a los dos primeros. Como dos sitios de reconocimiento de AlgR
(RBS1 y RBS2) se encuentran distantes del inicio de la transcripcién, se
postula que el ADN se dobla para acercar este acfivador al promotor palgD
y asi activar la transcripcién [Deretic, et al, 1994}). En el doblamiento de
ADN, se propone la participacion de las protelnas AlgR3, que tiene una.
similitud con la histona H1 [Deretic, et al., 1992; Kato, et al,, 1990] e IHF
(Factor de integraciéon del hospedero), igualmente homéloga a histonas
[Mohr y Deretic, 1992; Toussaint, ef al, 1993a; Wozniak, 1994; Delic-
Attree, et al, 1996) IHF tiene dos sitios de unién en el promotor palgD
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ubicados a -74 y +81, cuya secuencia es CAACCTGTTG [Mohr y Deretic,
1892, Toussaint, et al., 1993; Wozniak, 1994], IHF también participa. en la
activacion transcripcional de algB [Wozniak y Ohman, 1993].

Cuande se muta el gen algR, se abate la expresién del operén alg. Por
su parte, mutantes en IHF, la transcripcion del operén alg disminuye de 3 a
4 veces, y la produccion de alginato se reduce a la mitad. en condiciones de
alta osmolaridad y limitacién de nitrégeno [Delic-Attree, et al.,, 1996]. Se
sugiere que la proteina encargada de fosforilar a AlgR es FimS, la cual es
una histidin-cinasa atipica. FimS en un principio fue Hamada AlgZ pero
ésta es diferente a la proteina AlgZ gue se une a ADN en el promotor paigD
(ver mas adelante). FimS-AlgR y AlgU ademéas de participar en la
regulacién de la biosintesis de alginato también se encuentran regulando
la- sintesis de la “fimbria” tipo iV que se requiere para un tipo de
locomaocion de superficie conocido como ‘“twitching-motility”, utilizado
por P. aeruginosa para la invasion de células durante la infeccién
[Witchurch, et al., 1997]. Este mismo tipo de movimiento se encuenira en
varias bacterias patdgenas [Strom y Lory 1993].

Se sugiere que, para regular la sintesis de alginato o la locomocién
superficial por el regulador de respuesta AlgR, depende si se encuentra
fosforilade o no fosforilado. En su forma no fosforilado, regularia
positivamente la biosintesis de alginato (se.encontraria no fosforilado por
la abundancia de AlgR, a causa de la alta actividad de AlgU). Cuando esta
fosforilado podria estar regulando positivamente la biosintesis de fimbria
[Ma, ot al., 1998].

En el promotor del gen algC, existen sitios similares a los del
promotor palgD y, hay evidencias de que AlgR también activa la
transcripcién de este gen [Fujiwara, et al, 1893).

AlgB. AlgB muestra homologia con los reguladores de respuesta de
la subfamilia NtrC [Wozniak y Ohman, 1991]. El mecanismo por el cual AlgB
estimula la transcripcion del operdén alg no se conoce, y Sé sugiere que su
efecto es indirecto porque no hay evidencias de unién de esta proteina en
las secuencias cercanas del promotor palgD. AlIgB se requiere para
aumentar la produccion de alginato, pero no es esencial para la activacion
transcripcional del operén alg, esto se ha observado en mutantes algh,

donde no desaparece aunque se reduce la produccion de alginato [6 la

transcripciéon del oper6n alg). La proteina histidin-cinasa KinB, se sugiere
que es la proteina que fosforila a AlgB [Ma, st al., 1997].
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2.7.5 Otros elementos reguladores de la biosintesis de alginato.

AlgZ. AlgZ es una proteina de unidon a ADN, que tiene un sitio de
union en el promotor pafgD localizado hacia arriba (-282) del inicio de la
transcripcion (Fig 8) [Baynham, et af., 1999]. AlgZ al igual que AlgR y Algu
es una proteina esencial para activar la transcripcién del operéon alg, esto
- se confirmd al generar cepas mutantes en algZ y no. detectar transcripcion
del operén alg [Baynham, et al., 1999}, no se conoce el mecanismo de
accion por el cual AlgZ activa la transcripcion del operdn alg.

AlgR2. Otro elemento regulador positivo que aumenta el inicio de la
transcripcion del operén alg es el producto del gen algR2 (fig 8). AlgR2 se
requiere para la sintesis de alginato a 37°C. Hasta el momento, tampoco se
conoce la manera en como regula fa transcripcion del operén. Se ha
reportado, que AlgR2, también participa en la regulacion de las enzimas
nucledtido difosfato cinasa (Ndk) y succinil coenzima A sintasa (Scs), esta
ultima, del ciclo de los dcidos tricarboxilicos, [Schilctman, et al, 1994).

CysB. CysB es un activador transcripcional de la familia LysR que
participa en la sintesis de cisteina. Pero ademds, se une al promotor
palgD, en ia posicidon +90 con respecto al inicio de transcripcion (fig. 8). La
posible secuencia de unidn de esta proteina es 5 TAAAGGCCTTTAS" la cual
contiene un par de secuencias invertidas repetidas. Mutantes en CysB
disminuye en un 10% o menos la transcripcién del operén alg en
condiciones de alta osmolaridad [Delic-Attree, et al.,, 1997] ’

Como se puede observar en la figura 8, el promotor palgD de donde se
inicia la transcripcion del operdn alg, es un promotor de los cuales no se
conocen muchos ejemplos en bacterias. Promotores que estan altamente
regulados, mas parecido a un promotor de eucarionte, que a un promotor de
bacteria.

2.7.6 Regulacién de los genes involucrados en la blosintesis de
alginato en A. vinelandii. .
Genes estructurales. En A. vinelandii al igual que P. aeruginosa,
todos los genes estructurales, excepto algC, se encuentran agrupados en
una sola regién del genoma y guardan el misme orden. La diferencia es a
nivel transcripcional, mientras que en P. aeruginosa s6lo es una unidad
transcripcional, en A. vinelandii forman tres unidades transcripcionales
(Fig. 11): 1) la primera conformada unicamente por el gen algD, que es
transcrito ‘a partir de tres promotores; el promotor P1 dependiente del
factor ¢70; el promotor P2 que depende del factor cE (AlgU} y el promotor
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P3 que no muestra secuencias consenso de promotores conocidos [Campos,
et al., 1996; Nafez, et al., 1999]. " Il) El segundo operén esta constituido
por los genes alg8,44,K,J [Rehm, et al., 1996, Mejia-Ruiz, et al, 1997a y
1997b]. El operén parece ser transcrito a partir de un promotor
dependiente del factor oB (homologo al o8 (SpoH)de Bacillus subtilis y al
factor oS de E. col) [Mejia-Ruiz, et al, 1997a}. lll) El tercer oper6n
contiene los genes algGXLIVFA [Lloret, et al., 1996, Rehm, et al., 1996,
Mejia-Ruiz, ef al., 1997a y 1997b; Vazquez, et af, 1999], su transcripcion,
inicia en un sitio que no presenta secuencias consenso de promotores
conocidos, sin embargo, las secuencias CCGTG-(N)2o-CGCT de las regiones
-10 y -35 de algG son similares a la -10 y -35 (CCGTG(N)23-CGCT) de la
region promotora del regulador algAR [Nidnez, et al., 1999), estos dos
promotores podrian tener el mismo mecanismo de regulacién incluyendo el
factor sigma. El gen algA tiene su propio promotor, pero la transcripcion
de algA apartir de este, no es suficiente para la biosintesis de alginato y
presentar el fenotipo mucoide [VAzquez, et al, 1998]). Actualmente, en
nuestro laboratorio, se esta caracterizando por G. Gaona, la regulacidn del
gen al/gC, que se encuenira separado del resto de los genes alg en el
genoma de A. vinelandii.

Genes reguladores. En otra regién del genoma se encuentra el
grupo de cinco genes reguladores homélogos a algUmucABCD de P
aeruginosa, los cuales, también se encuentran formando un operdn (Fig. 11)
[Martinez-Salazar, ot al., 1996]. Por otra parte, se identificd el gen
homoélogo a algR, sin embargo, en A. vinelandii la participacion de AlgR no
o5 esencial para la produccion de alginato, porque en cepas mutantes en
algR, la produccion de alginato se disminuye a la mitad pero no se abate
[Nofez, ef af, 1999]. AlgR en A. vinelandii no esta involucrado
directamente en la transcripcion de algD, como es el caso de P. aeruginosa,
su regulacion podria ser de una manera indirecta la cual se desconoce. El
proceso que se afecta por la mutacion de algR es el de diferenciacion
celular. Por su parte, el gen homdlogo a fimS (la pareja de algR en P.
aeruginosa) no se encuentra en el genoma de este organismo [Ndfiez, ef al,
1999]. Ademads, se han encontrado el par de genes gacA-gac$, los cuales
codifican proteinas que pertenecen al sistema de regulacion de dos
componentes, donde GacA es el regulador de respuesta y GacS es la
encargada de registrar los cambios en el ambiente, estos genes no se
encuentran juntos como ocurre con otros genes homdlogos qué pertenecen
a este grupo de proteinas reguladoras [Castafieda, et al., 2000). GacS es un
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regulador positivo de la biosintesis de alginato, pero cuando la
concentracion de esta proteina aumenta tiene el efecto contrario,
posiblemente porque GacS esté defosforilando a GacA [Castaheda, et al.,
2000]. La proteina Gac$S, participa en la regulacidn transcripcional del gen
algD, el cual, como ya se menciono, codifica la enzima clave de la
biosintesis de alginato [Castafieda, et al., 2000].
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Flgura 11. Regulacién de los genes involucrados en la biosintesis de alginato en A. vinelandil.

Ademads, el par de proteinas GacA-GacS regula la produccidén de PHB,
el otro polimero producido por esta bacteria. Se ha observado que GacS
tiene los mismos efectos que en la regulacién de la biosintesis de
alginato, es decir, lo regula positivamente, pero al aumentar su-
concentracion reguta negativamente la biosintesis de PHB [Castafieda, et
al:, 2000).
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. OBJETIVOS.
Estudiar el papel de los productos codificados por los genes mucA,
mucB, muecCy mucD en la produccién de aiginato y el enquistamiento de
Azotobacter vinelandii.

Estudiar la regulacién transcripcional y la expresién en Escherichia
cali del gen algl de A. vinelandii.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar el inicio de la transcripcién del operén algl/ mucABCD de A.
vinelandii.

2) Detorminar si el gen algU de A. vinelandii es funcional en £ coli.
3) Mutar los genes mucA y mucC de A. vinelandii,
4) Transferir las mutaciones de los genes mucA y mucC al genoma de A.

vinelandii, observando su efecto en la produccién de alginato y en Ila
diferenciaciéon celular de esta bacteria.
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4.1 CEPAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO.

CEPA

CARACTERISTICAS

A. vinelandii

ATCC 8046
‘EMU8S8

ATR8
JR A8
JR A4
ML C4
ML C2
AEIV
AEC2

E. coli

DH5a
GAG16037

CAG22216

Cepa silvestre. Nal'. Mucoide.
ATCC 9046 alglt:QKm. Kmf Nalr. No mucoide.

ATCC 9046 algR:QTc. Ter, Nalr. Menos mucoide que la
silvestre.

ATCC 9046 mucA::QGm, en la orientacién no polar. Gmr,
Nalr. Mucoide,

ATCC 9046 mucA:QGm, en la orientacién polar. Gmr,
Nalr. Mucoide.

ATCC 9048 mucC::QTc, en la orientacién no polar. Ter,
Nalr- Mucoidse.

ATCC 9046 mucC::QTc, en ta orientacidn polar. Ter,
Nalr- Mucoide.

Cepa silvestre. Mucoide {menos mucoide que la ATCC
9046). Nalr,

AEIV mucC::QTc, en la orientacién no polar. Ter, Nalr.
Mucoide.

SupEd4, AlacV168, hsdR17, recAl, endA1, gyrA96,
thi-1, refAl.
MC 1061 [A{lac)X174], L (P3::/acZ del gen rpoH).

GAG16037 rpoEQCm.

CAG22216 complementada con el pldsmido pJMSATI.

REFERENCIA

Coleccion.
Moreno, et al., 1998

Nufez, et al,, 1999

Este trabajo. .

Este trabajo.

Este trabajo.

Este trabajo.

Svein Valla.

Nanez et al, 2000

Sambrok, et al.,
1989 -

Mecsas, el al.,
1993

Rouviére, et al.,,
1995

Este trabajo.
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4.2 PLASMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO.
PLASMIDO CARACTERISTICAS . REFERENCI!A

pJMSATI Contiene e PCR (1.6 Kb) de los genes alglly mucAde A.  Moreno, et al.,
vinelandii, el PCR se obtuvo usando como templado el ADN 1598
gendémico de la cepa ATCC 9046. Ampr,

pMQSBlue Vector de clonacién (4887 pb). lacZ. Ampr, Amersham Phar-
macia Biotech.

pLRA pMQSBlue con el PCR (1301 pb) del gen mucA de A. Este trabajo.
vinelandii, PCR obtenido usando como templado el ADN
genémico de la cepa ATCC 9046.

pLRAS Derivado del pldsmido pLRA con la interrupcién del gen mucA  Este trabajo.
con el casete de gentamicina en la orientacién no polar. y

pLRA4 Derivado de! plasmido pLRA con el gen mucA interrumpido Este trabajo.
' con el casete de gentamicina en la orientacion polar.

pLRC pMOSBlue con el PCR (1324 pb) del gen mucCde A. Este trabajo.
vinelandii, PCR obtenido usando como templado e! ADN
gendmico de la cepa ATCC 9046.

pLRC4 Derivado de! plasmido pLRC con la interrupcién del gen mucC  Este trabajo.
con el casete de telraciclina en la orientacion no polar. .

pLRC2 Derivado del plasmido pLRC con la interrupcién del gen mueC  Este trabajo.
: con el casete de tetraciclina en la orientacidn polar.

4.3 CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE A. vinelandii
Y E. coli

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB y se incubaron a 37° C
por 12 h. Por su panrte, las cepas de A. vinelandii se crecieron en medio BS
a 30° C por 48 h. Cuando se crecieron en medio liquido, el medio ocupaba
1/6 del volumen total del matraz, y se incubd en agitacién a 250 rpm. Los
antibidticos usados para E. coliy A. vinelandii (ug/mi) fuerocn: Ampicilina
(Amp) 200: no usado; cloramfenicol (Cm) 10: no usado; kanamicina (Km)
5:5; tetraciclina (Tc) 25:25; gentamicina (Gm) 12.5:1.5 en caja y 0.5 en
matraz. : '
Composicién del medio BurK-Sacarosa {BS) (gfl): Sacarosa, 0.2; K2I:|PO4,
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0.8; KHoPOy, 0.2; NaxSO4, 0.183; MgCla.6H,0, 0.16; FeS04.7H,0, 0.005;
NaaM0o04.2H20, 0.0002; CaCls.2H,0, 0.073.

4.4 MANIPULACION DE ADN.

Los protocolos usados en la purificacion, asi como ia electroforesis
en geles de agarosa, su purificacién de geles de agarosa e hibridacion tipo
Southern del ADN genomico y de plasmidos, y la transformacién de E. coli -
se realizaron conforme a lo descrito por. Sambrook, et al, (1989), Las
enzimas de modificacién y restriccion de ADN usadas en este trabajo
fueron de las compaifias Amersham, Gibco BRL y se usaron de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Los oligonucledtidos que se utilizaron para los experimentos de PCR
y extensién del iniciador, fueron hechos en la unidad de sintesis del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

4.5 ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA.

Las cepas (GAG16037, CAG22216 y 22216), usadas para el ensayo se
crecieron en medio minimo M9 y se incubaron a 30° C en agitacion {250
rpm). Cuando tuvieron una densidad Optica de 0.2 a 600 nm, se les dio un
choque de calor a 42°C por 15 min, después se procedid a medir la
actividad de B-galactosidasa conforme a lo descrito por Miller (1972).

4,6 EXTENSION DEL INICIADOR (“Primer extension”).

La purificacién de ARN se hizo de acuerdo al protocolo reportado por
Barry et al., (1992). La concentracién de ARN se determiné
espectrofotométricamente a 260 nmm y 280 nm. Para la reaccion de
transcripcidn reversa, se utilizé 40pg de ARN de cada cepa y la enzima
transcriptasa reversa AV2 (Amersham). Las condiciones de reaccién se
hicieron conforme a las instrucciones del fabricante. La reaccién de
secuencia se hizo conforme al método de Sanger et al., {1977) usando el
estuche de secuenciacidn “Thermo sequenase cycle” de Amersham. Se
siguieron las instrucciones del fabricante; Las condiciones de reaccién
fueron:1 ciclo de desnaturalizacién a 95° C/60 seg. Después se le dio 25
ciclos, donde cada ciclo consistié de desnaturalizacion a 95° C/35 segq,
alineamiento a 55° C/30 seg, extencion a 72° C/80 seq.

El ‘oligonucleétido usado para las reacciones de transcripcion
reversa y de secuencia fue el siguiente: algl (5'CAATTGCTGATCTTGCTC
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CTGG3’), marcado radiactivamente con [T 32P] ATP, usando la enzima
polinucleotido cinasa T4 (Amersham) de acuerdo a lo descrito por el
fabricante.

4.7 AMPLIFICACION DE LOS GENES mucA y mucC DE A. vinelandii.

Los genes mucA y mucC de A. vinelandii se amplificaron por PCR,
usando como tempiado el ADN gendmico de la cepa ATCC 9046. Los
oligonucledtidos fueron: mucAl (5'GGCGAGCCTTCGATTTGCTGS3") mucA2
(5 CTGCCGTTACGCTCGTAGAC3"). mucC1 (5’ GTCCTGCCTGCCAACCTGI)
mucC2 (5'GACTGTGGGGAGATTCG 83'). Las condiciones de reaccidén fueron
las siguientes:

Para mucA, se desnaturalizacién a 95° C/60 seg. Después se le dio
25 ciclos, donde cada ciclo consistid de desnaturalizacion a 95° C/35 seg,
alineamiento a 55° C/30 seq, extencidén a 72° C/30 seq.

Para mucC, se desnaturafizacion a 85° C/90 seg. Después se le dio
25 ciclos, donde cada ciclo consistié de desnaturalizacion a 95° C/30 seg,
alineamiento a 56° C/45 seq, extensién a 72° C/90 seq; estos productos de
PCR se clonaron en el vector pMOSBlue.

4.8 TRANSFORMACION DE A. vinelandii.

" La preparacién de células competentes, de A. vinelandii para su
transformacion, se realizé mediante el crecimiento de las células en cajas
con medio CM (estriando dos veces), después las células se pasaron en CM
liquido. El medio CM es BS, sin fierro ni molibdeno. La transformacién se
realizé agregando el ADN a las células competentes de acuerdo a lo
descrito por Page y Tigerstrom (1978).

4.9 CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE ALGINATO.

Para éste experimento las células se crecieron en BS por 48 hrs. Se
separé el alginato de las células con NaCl y EDTA, después se precipité con
isopropanol. Posteriormente, la cuantificacion de este polisacéarido, se
hizo, mediante la determinacion espectrofotométrica de Acidos urénicos,
como lo reportan Blumenkrontz y Asboehansen (1973).

4.10 ENSAYOS DE ENQUISTAMIENTO.

Para inducir el enguistamiento, se utilizé n-butanol segun el método
reportado por Stevenson y Sokolofsky 1966. Para este ensayo, las cepas se
crecieron en BS liquido por 24 h, se obtuvieron las células y se lavaron con
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MgS0O,4 10Mm, hasta quitarles el alginato, después se colocaron en placas
de Burk con n-butanol al 0.2 %, como Unica fuente de carbono. Después de 5
dias se recogieron las células y se resuspendieron en MgSO,; 10Mm,
posteriormente se transfirieron alicuotas (aproximadamente 106 células)
a filtros"milipore™ HA de 0.45 um y se secaron a 30° C por 5 dias. Para
determinar el porcentaje de enquistamiento (células resistentes a
desecacién), se hizo en base a la relacién de cuentas viables de las células
que se sometieron a desecacion y de las que sobrevivieron a este estrés.
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5.1 DETERMINACION DEL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION
DEL OPERON algUmucABCD DE A. vinelandii.

La determinaciéon del sitio de inicio de la transcripcion del operdn
algUmucABCD de A. vinelandii, se hizo mediante ensayos de extension del
iniciador (“primer extension”). En las condiciones de nuestros ensayos,
observamos que hay tres inicios de transcripcidon del operdn en estudio
(Fig. 12). La aportacién relativa de cada unc de estos promoteres en la
expresion del operdn, muestra que la transcripcion que se origina a partir
del P1 es el de mayor contribucidn, mientras que los promotores P2 y P3
es menor, y la intensidad de estos dos dltimos es muy similar entre ellos
(Fig. 12).

5.1.1 EL PROMOTOR P1 DEL OPERON algUmucABCD DE A. vinelandii E S
DEPENDIENTE DE of. '

El primer inicio de transcripcién del operén en estudio, se encuentra
a 53 nucledtidos hacia arriba del primer codon del gen alglU (regién -53).
Este inicio le denominamos promotor 1 (P1). En el anélisis de las regiones
nucleotidicas cercanas a este inicic de transcripcion se observd que, éstas
presentan las secuencias GAACTT (regién -86 a -81) y TCAAT (regién -64
a -60); que tienen una alta similitud con las secuencias -35 (GAACTT) y -
10 (TCTGA) de promotores que dependen de la actividad del factor of
[Lonetto, 1994; Missiakas, 1998). En la figura 13, se encuentra alineado
gste inicio de transcripcién de A. vinelandii, con otros inicios de
transcripcion que se han encontrado en otras bacterias cuyos promotores
también dependen de la actividad de! factor oE. Como se puede observar,
los promotores presentan secuencias candnicas, donde la regién -35 es la
mas conservada. Otra evidencia que nos ayudd a confirmar que P1 es un
promotor dependiente de la actividad del factor oE, fue el resultado de
‘nuestro ensayo de extensién del iniciador, en el que se observa que este
inicio de transcripcion desaparece en la cepa SMU88 (algU-) mientras que
en la silvestre (ATCC 8048) y la cepa ATR8 (algR-}, si lo presentan (Fig.:
12). La cepa SMU 88 es una cepa isogénica derivada de la ATCC 9046, que
tiene interrumpido el gen alglU con un gen que codifica para la resistencia
a kanamicina (algU.:QKm) [Moreno, et al.,, 1998), donde algl codifica para el
factor oE (cAlgV) [Martinez-Salazar, et al, 1996).
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SD MET OUGO
BGTCGAGCG AGTGCAGCGT " 320

Figura 12. Determinacién del iniclo de la transcripcién del operén alglmucABCD de A
vinelandii. A) Ensayo de extensién del iniciador de este operén en las cepas: 1) ATCC 9046
(silvestre); 2} SMUBB (ATCC 9046 a/gl/:QKm); 3) ATR8 (ATCC 9046 algR::QTc). B} Detalle
def promotor P1. C} Secuencia de la regién hacia arriba de algl indicando los inicios de
transcripcidn, y las secuencias del promotor P1.
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Gram-positivas
§. coelicolor.

dagAP2 GAACTT
8. antibioticus.

phsA GAACGC
M. xanthus.

carQRS GAAACA
B. subtills.

sigX(b) TAACTT

GTAGA

TACGA

-35 -10 +1

of consenso GAACTT 16/17pb TCTGA  5/6 pb

Gram-negativas

E. coll. ‘
- rpoH P3 TT GAACTT GIGGATAMATCAOGG TCTGA TAAAACA - : -

IpoE P2 CG GAACTT TACAMAACGAGACAC TCTAA CCCTTTG

hirA CG GAACTT CAGGCTATAAAACGAA TCTGA AGAAC A

fkpAP2 AAACTA TCTGA

ompKP2 GAATTT TCTTA

P. aeruginosa.

algl P1 GA GAACTT TTGCAAGMGCOOGAG  TCTAT CTTGGC A

aigl/ P3 TG GAACTT TCTTAGACGCATOGGT TCCAA AGCAGGA

rpoH AG GAACTT ATACAOOOGCTTECAG TCAGA TATCCG A

algR © GG GCACTT  TIOGGGOCTAAMGOGAG TCTCA GCGTC G

aigD CG GAACTT CCCTOGCAGAGAMACA TCCTA TCACC G

A. vinelandil.

algt GG GAACTT TIGCTTAATACCCATG TCAAT GAAAAC A

S. typhimurium.

rpoE CG GAACTT TACGAAACATAGACAC TCTAA CCTGITG

hirA CG GAACTT CGOGTTATAAAATGAA TCTGA CGTACAC

Figura13. Promotores que dependen de la actividad del factor o€ en diferentes especies de
bacterias, las cuales tienen secuencias candnicas, siendo la regidn -35 la mas conservada.

39

Il



5.1.2 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS PROMOTORES P2 Y P3.

El segundo y tercer inicio de transcripcion, los cuales llamamos
promotor 2 (P2) y promotor 3 (P3) respectivamente, se encuentran
ubicados a 70 y 114 nucieotidos hacia arriba del codon de inicio de AlgU.
Al realizar el anilisis de las secuencias cercanas a estos inicios de
transcripcion, no se encontraron secuencias consenso similares a los de
promotores ya reportados en las regiones -10 y -35.

En el presente estudio, nosotros determinamos, los inicios de la
transcripcion del operén alglUmucABCD de A. vinelandii, donde se observa
que la regulacién de este operén es compleja, porque su transcripcion se
inicia a partir de multiples promotores, donde uno de estos promotores
(promotor1), es dependiente de la actividad del factor oE (Algl). Los
resultados obtenidos muestran que este operdén puede activar su propia
transcripcién, a través de uno de sus productos codificados (Algu),
teniendo asi un proceso de autoregulacién, ademas de poder iniciar a partir
de otros promotores. En A. vinelandii, el promotor Plalgl es el primer
promotor que se describe que depende de la actividad del factor of, que
contiene las secuencias consenso de promotores de este tipo.
Anteriormente, ya se habia reportado al promotor P2 del gen algD, que para
su expresion también requiere de la funcion de oFE [Nufez, et al., 1999],
pero éste no presenta las secuencias canénicas, por lo que la regufacion
del factor oE sobre el P2 de algD, posiblemente sea de una manera
indirecta.

5.1.3 ANALISIS DEL PAPEL DE AigR EN LA REGULACION DEL OPERON
algUmucABCD.

En P. aeruginosa, algunos de los promotores que dependen.de la
actividad del factor oE para su transcripcién, también se requiere de la
actividad del regulador de respuesta AlgR, como es el caso de la expresién
del operén alg. Para determinar si AlgR estaba involucrade en la regulacion
de la transcripcion del operdn algUmucABCD de A. vinelandii, en nuestros
ensayos de extension del iniciador se incluyé el ARNm de la cepa ATRS
(algR::QT¢) una cepa isogénica derivada de la ATCC 9046 [Nuafez, et al.,
1999]. En nuestros resultados, en el inicio de la transcripcién del operdn
algUmucABCD, apartir del promotor P1, el cual es dependiente de Algu, no
se observaron diferencias entre la cepa ATR8 y la silvestre. Tampoco se '
vi6 afectada la transcripcion, a partir de los promotor P2 Y P3, pues las
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tres cepas, tienen la misma intensidad en estas bandas. Lo anterior nos
sugiere que, en A. vinelandii, para la transcripcion del operén en estudio,
no se requiere de AlgR.

Posteriormente se podria seguir estudiando con mas detalle el inicio
de transcripcion de este operén. Como los promotores P2 y P3, no
muestran -similitudes significativas, con las secuencias can;’m‘rcas-—de_
promotores dependientes de ©70 o de promotores dependientes de otros
factores sigma ya reportados, se tiene que confirmar si realmente son
funcionales estos inicios de transcripcidén., Esto se podria llevar a cabo
mediante fusiones transcripcionales de las regiones promotoras de cada
uno de estos inicios de transcripcion con un gen reportero como /acZ. Otro
punto a desarrollar es, determinar bajo qué condiciones ambientales (por
ejemplo alta osmolaridad, estrés de calor, estrés oxidativo, etc.) se activa
un promotor mas que los ofros, se proponen usar estas condiciones porque
se ha visto un efecto en P. aeruginosa, ya que los productos codificados
por este operén, pertenecen a la familia de Factores de Estrés
Periplasmico.

5.2 AlgU DE A. vinelandii ES FUNCIONAL EN E. coli.

Se establecié que AlgU de A. vinelandii es capaz de transcribir genes
dependientes de la actividad del factor cE en E. coli. Esto se hizo con
experimentos de complementacion y actividad de B-galactosidasa.

La respuesta al estrés por calor (“heat shock™ en E. coli, esta
mediada por el factor o32, codificado por el gen rpoH. Este gen tiene
promotores que dependen de tres factores sigma para el inicio de su
transcripcion (Fig. 14). La transcripcién del gen rpoH a niveles basales
depende de el factor 670 (P1, P4, y P5). Cuando la bacteria se somete a un
estrés de calor, la transcripcién del gen rpoH es activada por su producto
(c22) a partir del promotor P2. Posteriormente, el factor ¢32 inicia la
transcripcion de genes involucrados en la respuesta a el estrés por calor
(Fig. 14), pero cuando el estrés de calor es mayor de 42°C se requiere de la
actividad del factor o€ para transcribir al gen rpoH a partir del promotor
P3 y al gen htrA entre otros (Fig. 14).

Con base, a este modelo, se utilizé la cepa CAG22216 de E. coli que
tiene interrumpido el gen rpoE con el gen que codifica para la resistencia
al antibidtico cloramfenicol (rpoE::QCm; Fig. 15a) [Rouviére, et al., 1995].
El gen rpoE codifica para el factor 6E [Rouviére, et al., 1995}, ademds esta
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" cepa tiene una fusion transcripcional del promotor 3 (P3) del gen rpoH con
el gen reportero facZ (Fig. 15a) [Mecsas, ef al., 1993]. La cepa tiene un
fenotipo de colonias blancas, cuando se crece en cajas de LB con X-Gal y no

Figura 14. Respuesta al estrés de calor en E. coli. Cuando esta bactaria se somete a.
temperaturas mayores a 42°C, la transcripcién dal gen rpoH (a partir del promotor F3) v dal
gen hirA requieren de la actividad del factor oE [Lonetto, 1984; Missiakas, 1998].

puede crecer a 42 °C. La cepa CAG22216 se transformé con el plasmido
pJMSAT1 el cual contiene los genes algUy mucA de A. vinelandii (Fig. 15b)
[Moreno et al., 1998]. La seleccion de la transformacion se hizo en cajas de
LB con ampicilina y X-Gal a 42 °C. Las colonias que se obtuvieron del
medio de seleccién fueron azules, este resultado nos mostré que Algl de .
A. vinelandii puede iniciar la transcripcion del gen rpoH a partir del
promotor P3 de E. cofi y que complementa el requerimento de oE para

crecer a 42 °C. Se tomaron algunas transformantes al azar, para confirmar =~

que. portaran el plasmido y medirles la actividad de B-galactosidasa. En la
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figura 15¢ se muestra que, de las colonias que se tomaron, portaban el
plasmido pJMSAT1. El plasmido libera una banda de 1200 pb al digerirlo
con Munl-Hindlll.

Figura 15. Caracteristicas del plasmido y de la cepa, ulilizados en el ensayo de
complementacién. A) Cepa CAG22216 de £. coli, tiene interrumpido el gen rpoE (rpoE::QCm)
[Rouviére, ot al., 1995] y, una fusion transcripcional del promotor P3 del gen rpoH con facZ
(lacZ::P3rpoH) [Mecsas, et al., 1993]. B) Plasmido pJMSAT1, el cual lleva los genes algl/ (oF}
y mucA de A. vinelandii [Moreno, et al., 1998]. C) Electroforesis del plasmidos pJMSATI,
obtenido de cclonias transformadas de la cepa CAG22216 de E. coli, 1) A Hindlll-EcoRl; 2-6)
pJMSAT1 Hindill-Munl. .

En los resultados de actividad de p-galactosidasa, podemos observar
que la cepa CAG22216 no presentd esta actividad, cuando no tiene el
pladsmido pJMSAT1 (Fig. 16), pero esta misma cepa cuando se complementé
con el pladsmide pJMSAT1 (CAG22216/pJMSAT1) si presenta actividad de
p-galactosidasa (Fig. 16). Estos resultados nos muestran que el gen algl
'(6E) de A. vinelandii es funcional en E£. coli, al llevar a cabo la
transcripcion de genes que son dependientes del factor oE, como es el caso
del gen rpoH, a partir del promotro P3. Sin embargo, el nivel de
trénscripcién del gen rpoH realizado por AlgU de A. vinelandii es
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~ considerablemente mas bajo al cEde E. coli, pero este bajo nivel de
expresion, es sufuciente para que la cepa CAG22216 sea capaz de crecer a
42 °C.
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Figura 186, Actividad de B-galactosidasa en E. coli Funcionalidad del Factor o€ de A. vinelandii
en E. coli. Complementacién de la cepa CAG22216 de E. coli, con el pldsmido pJMSAT1 el cual
porta los genes algUy mucA de A. vinselandii.
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5.3 MUTACION DE LOS GENES mucA y mucC DE A, vinelandii.

Como en nuestro laboratorio existe el interés de crear cepas
hiperproductoras de alginato en A. vinelandii y, en base a los antecedentes
ya reportados de los genes homdlogos al operon alglUmucABCD en P.
aeruginosa, donde se ha visto que el producto codificado por el gen algl es
un factor sigma que se requiere para transcribir genes algD, cuyos
productos estan involucrados en la biosintesis de alginato, mientras que el
gen mucA, codifica para un antisigma, que regula negativamente la
actividad del factor €. Por lo anterior, se decidic mutar el gen mucA de A.
venelandii, para que aumente la actividad del factor cE y en consecuencia
la produccién de aiginato. Asi mismo se decidié consyuir la mutacién del
gen mucC, por el interés de conocer el papel del producto codificado por
este gen en la produccion de alginato, También se estudié el efecto de
estas mutaciones, en el proceso de diferenciacién celular, para contribuir
en la comprensién de la regulacion -genética de este proceso, donde apenas
se esta iniciando su estudio. ’ :

Para mutar los genes mucA y mucC de A. vinelandii se les hizo una
interrupcién, con genes que codifican para la resistencia a antibidticos
(casete). Como ya se contaba con la secuencia nucleotidica del operén
algUmucABCD [Martinez-Salazar, et al., 1996], se utilizé para buscar un
sitio Unico de restriccién en los genes mucA y mucC. La busqueda se
realizé con ayuda del programa “GeneWorks”, y también se utiliz6 para
disefiar los oligos utilizados en la amplificacién de los genes por med|o de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

5.3.1 INTERRUPCION DEL GEN mucA.

Para la interrupcidn del gen mucA de A. vinelandii, se hizo una
amplificacién de este gen por PCR, usando como templado el ADN genomico
de la cepa ATCC 9046. El producto de PCR que se obtuvo fue de 1301 pb
(Fig. 17), y se clon6é en et vector pMOSBiue (2887pb) para generar el
plasmido pLRA {Fig. 18). Posteriormente, se procedié a transformar a la
cepa DH5a de E. coli, con el plasmido pLRA.

Una vez confirmado que el plasmido pLRA portaba el gen mucA se’
procedié a interrumpirlo con el casete de gentamicina [Alexeyev, et al.,
1995]. Este casete se obtuvo después de purificar el pldsmido pBSL98 y
digeriio con Xhol, para liberar una banda de 800 pb que incluye el gen que
codifica para la resistencia al antibidtico. Posteriormente, la banda de 0.8
kb se clond en el plasmido pLRA. Se volvié a transformar en la cepa DH5«
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de E. coli, y se selecciond esta construcciébn en LB con ampicilina y
gentamicina. Para determinar la orientacion de la insercion del casete, en
el gen mucA, se realizé una digestion con EcoRV. Al realizar la digestién
de los plasmidos con EcoRV, si se obtiene una banda de 1.2 kb la
orientacién en la que cayd el casete es en el mismo sentido a la
. transcripcion del gen (Fig. 18a), mientras gque si se obtiene una banda de
0.5 y otra de 0.7 Kb, el casete se insertd en sentido opuesto a la
orientacion de la transcripcién del gen (Fig. 18b).

o
Nt

C) —
- 292 506 518 723 740 1264
100pb
Figura 17. Amplificacién del gen mucA de A. vinelandii por PCR. A) Secuencia del producto de
PCR, en rectadngulos se muestran los oligos utilizados en el PCR. B) Electroforesis del producto
de PCR, 1) PCR de mucA; 2) L Hindlli-EcoRl. C} Mapa de restriccion del producto de PCR,-
obtenido con el programa “Gene Works”,
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El casete de gentamicina, usado para interrumpir al gen mucA de A.
vinelandii, esta flanqueado por las sefiaies de terminacion de la
transcripcién del gen 32 del bacteriofago TD4 [Preniki y Krisch, 1984}, por
lo que, independientemente del sentido en el que caiga el casete, c[eberia
tener un efecto polar sobre los genes que se encuentran hacia abajo del
-~gen interrumpido de esa unidad transcripcional. Sin embargo, las sefales
de terminaciéon del bacteriofago TD4, al parecer no son funcionales en A.
vinelandii y solo existe el efecto polar, cuando el casete cae en sentido
opuesto al sentido de la transcripcién del gen, mientras que, cuando el
casete cae en el mismo sentido de la orientacién de la transcripcién del
gen, no se produce el efecto polar. Esto se ha demostrado tanto a nivel .de
ARN como de proteina, en la mutacion de genes de A. vinelandii, con
casetes que llevan estas sefiales de terminaciéon. Por ejemplo, las
proteinas que se encuentran involucradas en el transporte y homeostasis
de molibdeno, estan codificadas por el operébn modEABC. Se observd que
cuandec el casete se inserté en sentido opuesto a la transcripcion del gen
modE tuvo un efecto polar sobre los genes que se encuentran hacia abajo
del gen interrumpido. Esto se comprobd con ensayos de “inmunoblot”, al no
detectar las proteinas codificadas por dichos genes. Por otra parte, cuando
el casete cayd en el mismo sentido de la transcripcion del gen modE, los
productos de los genes que se encuentran hacia abajo de éste.si se
produjeron y fueron detectados en el experimento de “inmunoblot”,
demostrandose asi el efecto polar y no polar [Mouncey, et al, 1995]. A
nivel de ARN, la demostracién de! efecto polar y no polar, se hizo en la
mutacion de los genes estructurales alg, involucrados en la biosintesis de
" alginato, en el cual se detecto ARNm de genes ubicados hacia abajo del gen
algK mutado de la forma no polar, mientras que, la interrupcion de la
forma polar, no se detecto el ARNm de estos genes. Esto se determind con
ensayos de hibridacién ADN-ARN tipo “Slot blot” [Mejia-Ruiz, et al., 1997
ayhb. :

realizadas con EcoRV. Los datos muestran que tenemos construcciones con
el casete en ambas direcciones. El pldsmido pLRA4, lleva la interrupcion
del gen mucA en forma polar (polar a mucBCD) y el plasmido pLRAS en la
forma no polar.
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En la figura 18c, se muestran los resultados de las digestiones:



A) mucA ;:Gm polar B) mucA ::Gm no polar

mucA

pLRAS
{4988 pb)

pMOS Blue pMOS Blue

C)

v

Flgura 18. Construcciones de la interrupcion del gen mucA de A. vinelandii, con el gen que
codifica para la resistencia a gentamicina (mucA:QGm). A) Plasmido pLRA4, el cual porta la
construccién polar. B) Plasmido pLRAS, con la contruccién no polar. C) Electroforesis del ADN
de estos plismidos digeridos con EcoRV, 1} A Hindlll-EcoRl; 2)pLRAS; 3)pLRA4.
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5.3.2 INTERRUPCION DEL GEN mucC.
La interrupcion del gen mucC de A. vinelandii, se realiz6 de-forma

similar a ta mutacién det gen mucA. En nuestra reacciéon de PCR se -

observaron dos bandas principales (Fig. 19), una de ellas de!l tamafo
esperado (1324 pb). Se purificé la banda de interés y previo a su clonacion,
-se le hizo una digestion con Styl. Al realizar la digestion, genero las
bandas esperadas (600, 400 y 300 pb; Fig. 19d). Después se cloné el gen
mucC en el vector pMOS Blue generando el ptdsmide pLRC. Una vez clonado
el gen mucC, se procedié a interrumpirlo, utilizando el gen que codifica
para la resistencia a tetraciclina (2 Kb), el cual se obtuvo del plasmido
pBHP45-QTC [Fellay, et al., 1987], con una digestién realizada con Smal.
Al digerir el plasmido pLRC con la enzima Styl, ademas de interrumpir al
gen mucC, le quita un fragmento interno de 300 pb. Posteriormente, se
hizo una reaccion con la enzima Klenow, para rellenar los extremos que
dejé Styl, para poder clonar el casete de tetraciclina que se obtuvo con
Smal. Con esta construccién se transformé a la cepa DH5a de E. coli, y la
seleccion de la construccion se hizo en medio LB con ampicilina y
tetraciclina. Para determinar como se inserté el casete, se realizé6 un
analisis de restriccion con las enzimas Xholy EcoRV. Los datds que
obtivimos (Fig. 20), muestran una banda de 900 pb en la construccién no
polar, mientras que en la construccidon polar se obtiense una banda de 1700
pb. Al pldsmido de la construccién polar (polar a mucD) se le denoming
pLRC2 y al plasmido de la construccién no polar se le nombro pLRC4. Una
vez obtenidas estas construcciones se procedidé a transformar a A.
vinelandii,

5.4 TRANSFERENCIA DE LAS MUTACIONES DE LOS GENES mucAy

mucC AL GENOMA DE A. vinelandil.

5.4.1 GENERACION DE LAS CEPAS JRA4 (mucA:Gm POLAR) Y JRAS
{mucA::Gm NO POLAR).

La transferencia de las mutaciones de los genes mucA y mucC al
genoma de A. vinelandii, se realizé transformando células competentes de
la cepa silvestre ATCC 9046, con los plasmidos que tienen las
construcciones de las interrupciones de los genes muc. Estos plasmidos no

se pueden replicar en A. vinelandii. Los plasmidos pLRA4 y pLRAB ‘fueron :

utilizados para introducir la interrupcién del gen mucA, en la forma polar

y no polar respectivamente. La seleccion de la transformacién se hizo en
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GANITOCTTC ACHOGTOUAD RXXANLAG (EATLTOR
GITOCGARIG CETOTROOCA GTTTINGOC TCEGTAGAT (EXTAICAG COCATIXEG
TCTCAITICA AMCAICAOC TACTTGRTOT ACCOTONTRS CTTCXOCCGS TTITTOXSRT
TOMTRAAC CTTOCAIAGS CUTOTTOTOG ACGARIUOOCT CMYASTTIG QORXCALTG
TOITTOTCTIC CAMGOTTRR. TOGACUICCNG ATROCAINT GRICITTIC GICAIONN0
T
RIS ATOGERAGE COSCITIIIIT ITAGCAATE CAOTCA: CIGTRIONT
CIMOTI (ATAING CCTRICERE CROTACTOCA AT CORTONTS
OTOOTIOCAC TOGCTUCACA CACKUGNIIG GUKACIOOGT ATTOCTOCT TCIONGTAT
OOCIETTONA, GIOGOCEACS CUKTOITOOT COOCATCITA GASACTTOC TGTIRCICRG
CACTOTTGRNG MTCTRCTOT TACITTTULT GOOGSTGTTT GTCTOCACTA. TTGDCATTCA,

EEEESE 25400860888 58s

SalT HindITE ;i;

36 356 427 727 1040 1244

Figura 19. Amplificacion del gen mucC de A. vinelandii por PCR. A) Secuencia del producto de
PCR, en rectangulos se muestran los cligos utilizados en el PCR. B) Electroforesis del producto
de PCR, 1) PCR de mucC; 2} A Hindlll-EcoRl. C) Mapa de restriccién del producto de PCR,
obtenido con el pregrama *Gene Works™. D) Electroforesis del producto de PCR digerido con
Sty, 1) A Hindlll-EcoRI; 2) PCR de mucC, 3) Marcador de peso molecular de 100 pb.
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Flgura 20. Mutacién del gen mucC de A. vinelandii, mediante la interrupcion de éste, con un
gen que codifica para la resistencia a tetraciclina (mueC.:QTc). A) Construccién polar {pLRC2).
B) .Construccién no polar {(pLRC4). C) Electroforesis del ADN de estos plasmidos digeridos con
Xhol-EcoRV. 1) A Hindill-EcoRl; 2)pLRC2Z; 3)pLRC4.
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BS con 4cido nalidixico y gentamicina. Las células que se transformaron
con los plasmidos pLRA4 6 pLRAS, presentaron un fenotipo mas mucoide
que ia cepa silvestre. La confirmacidon de la integracién de la mutacién del-
gen mucA, en el genoma de A. vinelandii a través de un evento de doble
recombinacion homdloga, se hizo por andlisis de hibridacién tipo Southern
- (Fig. 21). Para esto se tomaron al azar algunas colonias transformadas
para extraerles el ADN genomico y digerirlo con EcoRV. Se utilizé como
sonda en la hibridacion, el gen que codifica para la resistencia a
gentamicina. La cepa a la que se le transfirié la mutacidn polar hacia los
genes mucBCD, se le denominé JRA4, y la cepa con la mutacién no polar se
le llamé JRA8. Como se puede observar en la figura 21 C, en la cepa JRA4
presenta dos bandas (450 y 750 pb), una banda de 1200 pb en la JRAB,
mientras que en la cepa silvestre no presento sefal de hibridacioén,
mostrandonos que la mutacién del gen mucA en el genoma fue por la
integracion del casete de gentamicina.

5.4.2 GENERACION DE LAS CEPAS MLC2 (mucC::Tc POLAR) Y MLC4 (mucC::Tc
NO POLAR).

Al igual que en el caso de las mutaciones mucA, se transformé ala
cepa ATCC 9046 de A. vinelandii con los plasmidos pLRC2 y pLRC4. Se
selecciond en BS con tetraciclina y acido nalidixico. La confirmacién de la
integracién de la mutacion del gen mucC, en el genoma de A. vinelandii, fué
por hibridacién tipo Southern (Fig. 21 D). Las cepas que se obtuvieron
fueron: la MLC2 que porta la mutacion en mucCD y la cepa MLC4 que tiene
la mutacién en mucC. E| ADN genomico de estas mutantes se digerié con
EcoRV, para dar una banda de 1900 pb en la cepa MLC2 (no polar), en ia
cepa MLC4 (polar) da una banda de 2900 pb, en la hibridacién contra el
plasmido pLRA. Estas cepas, no Se observaron mas mucoides que la
silvestre, como fue el caso de las interrupciones en mucA. Una vez hecho
las mutaciones en los genes mucA y mucC sobre el genoma de A. vinelandii
se procedid a ver el efecto de estas mutaciones en la produccién de
alginato y en el proceso de diferenciacién celular.

5.5 EFECTO DE LAS MUTACIONES DE LOS GENES mucA y mucC EN
LA PRODUCCION DE ALGINATO EN A. vinelandii.

Para determinar el efecto de la mutacién de los genes mucA (JRAB) '
mucABCD (JRA4), mucC (MLC4); mucCD (MLC2) en la produccién de alginato
en A. vinelandii, las mutantes y la cepa silvestre se crecieron en BS y se
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Figura 21. Cepas mutantes de A. vinelandii. A} Con el plasmido pLRA4 se transfirié la

mutacién del gen mucA en la {orma polar al genoma de A. vinelandii, a través de un evento de
doble recombinacién homologa, generandose asf la cepa JRA4. La construccidn de la cepa JRAB,”
que porta el gen mucA interrumpido en la forma no polar, se hizo de la misma manerz,

utilizando el pldsmide pLRAS. B)Pldsmido pLRC2 y pLRC4 para generar las cepas MLC2 yMLC4,

C) Autoradiografia de fa hibridacién tipo “Southemn”™ del ADN gendémico digerido con EcoRV, de
las cepas: 1) JRA4; 2) JRASB; 3) ATCC 9046. Se utilizé como sonda el gen que codifica para la

resistencia a gentamicina. D)} Autoradiografia de la hibridacién tipo *Southern” del ADN

gendmico digerido con EcoRV, de las cepas: 1} JRA4; 2) JRAS; 3) ATCC 9046; 4) MLC2; MLCA4.
Se utilizé como sonda el plasmido pLRA.
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cuantificé la produccion del polisacdrido conforme a lo descrito en
materiales y métodos. Los datos obtenidos muestran que las mutantes
presentan un incremento en la produccién de alginato (TablaV), donde la
mutante JRA4 presentd un aumento mayor, 85% con respecto a la siivestre.
Sin embargo, cuando la produccion de alginato de la cepa JRA4 se
cuantificé en cultivo liquido, no mostré el aito incremento en la
produccién de alginato. Esta falta de correlacién se debe a dos cosas: 1) en
la mutante la tasa de crecimiento es menor con respecto a la silvestre vy,
2) el fenotipo mucoide es inestable, porque posiblemente se seleccionan
mutaciones supresoras espontaneas, c¢on una produccién reducida de
alginato, donde posiblemente se esta afectando la expresion de AlgU. Esta
inestabilidad es tan alta que después de cuatro subcultivos, encontramos
que la mutante JRA4 ya no presenta un aumento en la produccion de
alginato.

La inestabilidad de la hipermucoidia puede deberse a que parte de la
cantidad de energia y esqueletos de carbano, sobre todo estos (ltimos se
canalizan una cantidad importante a la produccion de alginato, dejando asi,
poca fuente de carbono para ser destinada a la generacién de biomasa.
Pudiera ser que esta sea alguna de las razones por las cuales ya no sea
posible que esta especie pueda producir mas alginato en estas condiciones.
Una alternativa adicional de la inestabilidad de las mutantes, puede ser
por la elevada actividad de Algl, que ademas de aumentar la transcripcion
de los genes alg, esté aumentando la transcripcion de otros genes cuyos
productos esten alterando la adecuada funcién celular. Quizas . estas
pudieran ser algunas de las explicaciones, de porque se seleccionan un
gran numero de revertantes cuando se inactivan genss cuyos productos
regulan negativamente al factor oE.

La homélogia de AlgU y MucA de A. vinelandii, con AlgU y MucA de -P.
aeruginosa; y con RpoE (cE) RseA de E. coli [De las Pefas, et al, 1997g;
Missiakas, et al., 1997; Xie, et al, 1996; Zhi-Dong, et al, 1996], y las
evidencias genéticas que obtuvimos en A. vinalandii refuerzan nuestra
hipotesis planteada, donde MucA en esta bacteria, también erstaria

funcionando como un factor antisigma, que esta regulando negativamente a -

el factor ocE [Martinez-Salazar et al., 1996]. Por lo tanto cuando mutamos
el'gen mucA se incrementd ta produccién de alginato. Con respecto a MucB
y MucD, por el alto porcentaje de identidad que presentan con sus
homdlogos en P. aeruginosa y E. colfi, donde ya también se han descrito sus
funciones, posiblemente tienen la misma funcién, donde MucB forma un
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complejo proteico con MucA inactivando a oE. Por su parte MucD es
probable que funcione como una proteasa en el espacio periplasmico.

Tabla V. Cuantificaciéon de la produccion de alginato en las diferentes
mutantes de A. vinelandii.

Cepa Genotipo Mucoidia | Produccién de alginato
mg/mg de proteina (%)

4.8 + 0.3 (100)
8.9 + 0.7 (185)
6.7 + 0.8 (139)
5.1 + 0.1 {1086)
4.0 + 0.3 (83)
0.9 + 0.2 (100)
2.4 + 0.4 (266)

ATCC 9046 | Silvestre
JRA4 ATCC 9046 (mucABCD-)
. JRAB ATCC 9046 (mucA-)
MLC2. |ATCC 9046 (mucCD-)
MLC4 ATCC 9046 {mucC)
AEIV Silvestre

*AEC2 AEIV (mucC-)
*Nunez, et al., 2000.

IRNEAEIEERE:

La mutacioén del gen mucC, en la cepa ATCC 9046 de A. vinefandii, no
aumentd la produccién de alginato, pero cuando ia mutacion del gen mucC
se transfirié a la cepa AEIV [Nufiez ef al., 2000] se observé que en esta
cepa incrementa la produccién de alginato (Tabla VI). El resultado de la
mutacién del gen mucC en la cepa AEC2, con respecto a la produccion de
alginato nos muestra lo contrario a lo que se habia observado ‘en P
aeruginosa, donde MucC no tiene ningun efecto, sélo se logra ver un
aumento en la produccidén de alginato cuando la mutacién del gen mucC se
hace en una cepa que previemente ya tiene otra mutacién en algun gen muc
y se crece en un doble estrés [Boucher et al, 1996b).

Posibilemente la cepa ATCC 8046 tiene una mutacién “natural” en
algun gen cuyo producto se encontraba regulando negativamente la
actividad del factor ocE ya sea de manera directa o indirecta, por eso
presenta el fenotipo muy mucoide y la mutacién en el gen mucC no tiene un_
fenotipo el la produccion de alginato

. En conclusidén demostramos que mutantes en los genes muc presentan
una mayor produccion de alginato, Estos resultados refuerzan el modelo
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planteado de regulacion del factor sigma AlgU por MucA, MucB y Mucb que
habid sido planteado para P. aeruginosa. Por otra parte, nuestros
resultados muestran que la proteina MucC tiene un efecto negativo en la
produccidon de alginato, pero su papel especifico en esta regulacién debe
ser aun elucidado.

Aunque fa mutante JRA4 tiene una produccién mucho mayer de alginato,
esta cepa no puede usarse en l[a produccién industrial del polimero debido
a su gran inestabilidad y a su baja tasa de crecimiento.

5. 6 EFECTO DE LAS MUTACIONES DE LOS GENES mucA y mucC EN
EL PROCESO DE DIFERENCIACION CELULAR EN A. vinelandii.

El proceso de diferenciacién celular {enquistamiento) en A.
vinelandii, se ha observado los cambios morfologicos que sufren las
células vegetativas (a células redondas y sin flegelos, etc.), la
compasicién de las capas que rodean al quiste. Pero, la genética de la
regulacién del enquistamiento apenas se esta comenzando ha estudiar. En
el cual sclo se han descrito los genes algR, algU, y gacA-gacS, cuyos
productos estan involucrados en la regulacion de este proceso [Moreno, et
al., 1998; Nafez, et al., 1999; Castafieda, et al.,, 2000]. Por lo cual,
decidimos determinar si los genes muc estdn involucrados en el
enquistamiento de esta bacteria.

La frecuencia de enquistamiento de las distintas mutantes muc de A
vinelandii, se muestran en la tabla Vi
En estos resultados podemos observar que las mutantes mucA y mucC
tienen una mamayor fracuencia de enquistamiento. Sin embargo, la
frecuencia de enquistamiento de la cepa ATCC 9046 presenta gran
variacién de un ensayo a otro y no consideramos que menos a un orden
demagnitud sean significativos. Para determinar si las variaciones
encontradas son significativas se tendria que realizar un gran nuimero de
experimentos para cuantificar la frecuencia de enquistamiento en la cepa
silvestre y en las cepas mutantes. En el caso en el que se en contrara que
las mutantes mucA y mucC en efecto tienen una mayor frecuencia de
enquistamiento lo que se tendria que esclarecer méas adelante, es si el
aumento de la frecuencia de enquistamiento en las mutantes muc es
porque se estd afectanto de alguna manera a genes involucrados en este
evento, o el inctemento de [a frecuencia de enquistamiento pudiera ser por
un aumento en la produccién de alginato, aunque nc es aparente una

56



~ correlacién directa entre estos fenoémenos.
Como conclusién general podemos asegurar que los productos de los genes
mucABCD no son esenciaies para el proceso de enquistamiente en A

vinelandii.

" Tabla VI. Pdrcentaje de enquistamiento en las diferentes mutantes -de A.

vinelandii,

Cepa Genotipo % Enquistamiento
ATCC 9046 | Silvestre 2.2

JRAS ATCC 9046 (mucA-) 4.4

JRA4 ATCC 8046 (mucABCD-) 4.3

MLC2 ATCC 9046 (mucCD-) 6.5

MLC4 ATCC 9046 (mucC-) 4.0

57



VL. CONCLUSIONES

*El operén algUmucABCD de A. vinelandii se transcribe a partir de tres
promotores, uno de ellos es dependiente del factor oE (AlgU), y los otros
dos no mostraron secuencias concenso de promotores -ya descritos.

*Uno de fos productos codificado en este operdn (AlgU), se requiere para
activar su propia transcripcién a partir del promotor P1, mostando asi, un
proceso de autorregulacion.

*El inicio de transcripcién principal del operdén algUmucABCD, se realiza a
partir del promotor P1.

*AlgR no regula la expresién del operon algUmucABCD.

*La proteina AlgU (oE) de A. vinefandii, es funcional en E. coli.

*En cepas con los genes muc inactivados, la mutante que tuvo un mayor
aumento de la produccién de aiginato fué ia cepa JRA4 (mucABCD-). Esta
no puede usarse para la produccién del polimero por fermentacién porque
tiene una tasa baja de crecimiento y en consecuencia poco rendimiento en
la produccion, ademas de ser geneticamente inestable.

*Las evidencias genéticas en A. vinelandii y la demostracién de la funcidén
de las protelnas homologas en P. aeruginosay E. coli, nos sugiere que, en A.
vinelandii también MucA, MucB y MucD regulan negativamente la actividad
del factor oE, donde MucA funcionaria como un factor antisigma.

*MucC funciona como un regulador negativo de la biosintesis de el alginato
en A. vinelandii, desconociéndose el mecanismo de como ejerce esta
regulacién.

*Los productos de 10s genes mucABC y D de A. vinelandii no son esenciales
para el proceso de enquistamiento, pero pudieran tener un efecto negativo
en este proceso de diferenciacion celular que aun no ha side claramente
demostrado.

58



REFERENCIAS

Aarons, 5. J,, Sutherand, |. W., Chakrabarty, A. M. and Gallagher, M. P. 1997. A novel gene,
algk, from the alginate biosynthetic cluster of Pseudomonas aeruginosa. Microbiology 143:
641-652.

Alexeyev, M. F., Shokolenco, |I. N. and T. P, Croughan. 1995. Improved antibiotic-resistance
gene cassettes and omega elements for Escharichia colf vector construction and in vitro delstion/”
insertion mutagenesis. Gene 160: 63-67.

Annison, G., and L. Couperwhile. 1986. Influence of calcium on alginate production and
composition in continuos cultures of zotobacter vinalandii. App. Microb. Biotec. 25:56-61.
Atkins, E. D. T. Mackie, W., Parker, K. D., and Smolko, E. E. 1971. Cristalline Structures of
poly-L-guiuronic Acids. polymer Left. 9:311-316.

Barry, T., Geary, 8., Hannify, S., MacGearailt, C., Shalloo, M., Heery, D., Gannon, F., and
Powell R. 1992. Rapid mini-preparations of RNA from bacteria. Nucleic Acids research
20:4940.

Baynham, P. J., Brown, A. L., Hall, L. L. and Wozniak, D. J. 1999. Pseudomonas aeruginosa
AlgZ, a ribbon-helix-helix DNA-binding protein, is essential for alginate synthesis and algD
transcriptional activation. Mol. Microbiol. 33: 1069-1080.

Beck, B. J.,.L. E. Connolly, A. De Las Pefias and D. M. Downs. 1997, Evidence that rseC, a gene
in the rpoE cluster, has a role in thiamine synthesis in Salmonelia typhimurium. J. Bacteriol.
179: 6504-6508.

Blumenkrantz, N. and G. Asboe-Hansen. 1973. New method for quantitative determination of
uronic acids. Anal. Biochem. 54: 484-489.

Boucher, J. C., J. Martinez-Salazar, M. J. Schurr, M. Mudd, H Yu and V. Deretic. 1896, a. Two
distinet loci affecting conversion to muccidy in Pseudomonas aeruginosa in cystic-fibrosis
encode homologs of the serine protease HtrA. J. Bacteriol 178: 511-523.

Boucher, J. C., M. J. Schurr, H. Yu, D. W. Rowen and V. Deretic. 1896, b. Pseudomonas
aeruginosa In cystic fibrosis: role of mucC in the regulation of alginate production and stress
sensitivity. Microbiolgy. 143: 3473-3480.

Boucher, J. C.,, H. Yu, M. H. Mudd and V. Deretic. 1997. Mucoid Pseudomonas aeruginosa in
cystic fibrosis: Characterization of muc mutations in clinical isolates and analysis of clearance
in a mouse model of respiratory infection. /nfect. Immun. 65: 3838-3846.

Boyd, A., M. Ghosh, T. B. May, D. Shinaberger, R. Koehg, and A, M. Chakrabarty. 1993,
Sequence of the algL gene of Pssudomonas asruginosa and purification of its alginate lyase
product. Gene131:1-8.

Boyd, A. and A. M. Chakrabarly. 1995. Pseudomonas aeruginosa biofilms: role of its alglnate
exopelysaccharide. J. /nd. Microb. 15:162-168.

Bruck, D. T, Smith W. D., Madigan T. M. 1984, Biology of microcrganisms. Prentice-Hall.
Campos, M. E.,, Martinez-Salazar, J., Lloret, L., Moreno, 8., Nufiez, C., Espin, G., and
Soberén-Chdvez, G. 1996. Cloning and characterization of the gene coding for GDP-mannose
dehydrogenase (afgD) from Azotobacter vinelandii. J. Bacteriol. 178:1793-1799.

Castafieda, M., J. Guzman, S. Moreno and G. Espin. 2000. GacS sensor kinase regulates alginate
and poly-B-hidroxybutirate production in Azotobacter vinelandii. J. Bacteriol. 182: 2624-
2628.

Chakrabarty, A. M. 1991. Molecular genetics and enviromental regulation of a!glnate
biosynthesis. Appl. Phycology Forum. 8: 1-6,

59

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA



Chi E. and D. H. Bartlett. 1995. An rpoE-like locus controls outer membrane protein synthesis
and growth at cold temperetures and high pressures in the deep-sea bacterium Photobacterium
sp. strain $89. Mol. Microbiol. 17: 713-726.

Chitnis, C. E,, and D. E. Ohman. 1990. Cloning of Pseudomonas aeruginosa algG, wich controls
alginate struture. J. Bacteriol. 172:2894-2900.

Chitnis, C. E., and D. E. Ohman. 1993. Genetic analysis of the alginate biosynthetic gene cluster
of Pseudomonas aeruginosa shows evidence of an operconic structure. Mol. Microbiol. 8:583-
590. : : - :

Chu, L., T. B. May, A. M. Chakrabarty and T. K. Misra.1991. Nucleotide sequence and expresion
of the algE gene involved in alginate biosynthesis by Pseudomonas aeruginosa. Gene 107: 1-10.
Clementi F. 1997. Alginate preduction by Azotobacter vinelandii. Critical Reviews in
Bictechnology. 17: 327-361.

Conn, E. E., and Stumpf. 1992. Rutas alternas del catabolismo de la glucosa. En: Bioguimica
fundamental. Limusa. México.

Costerton, W. J,, Cheng, K. J., Gessey, G. G., Ladd, T. I, Nickel, J. C., Dasgupta, M., and Marrig
T. J. 1987. Bacterial Biofilms in nature and disease. Annu. Rev. Microbiol. 41: 435-464.
Darzins, A., B. Frantz, R. I. Vanags and A. M. Chakrabarty. 1986. Nucleotide sequence analysis
of the phosphomannose isomerase gene (pmi) of Pseudomonas aeruginosa and comparison with
the correspondig Escherichia coli gene manA. Gene 42:293-302. '

De Las Pefas A., L. Connolly and C. A. Gross. 1997. The oE-mediatad response to
extracytoplasmic stress in Escherichia coli is transduced by RseA and RseB, two negative
regulators of €. Mol. Microbiol. 24: 373-385.

Delic-Attree |, Toussaint B, Vignats PM. 1995. Cloning and sequence analyses of the genss
coding for the integration host factor (IHF) and HU proteins of Pseudomonas asruginosa. Gens.
154; 61-4.

Delle-Attree, 1., Toussaint, B., Froger, A., Willison, J. C. and P. M, Vignais 1996. Isolation of
an 1HF-deficient mutant of a Pseudomonas aeruginosa mucoid isolate and evaluation of the role of
IHF in algD gene expression. Microbiology 142: 2785-2793.

Dellc-Attree, I., Toussaint, B., Garin, J. and P. M. Vignais. 1897. Cloning, sequence and
mutagenesis of the estructural gene of Pseudomonas aeruginosa CysB, which can active algD
transcription, Mol. Microbiol, 24: 1275-1284.

Deretic. V., J. F. Gili and A. M. Chakrabarty. 1987. Pseudomonas aeruginosa infection in cystic
fibrosis: nucieotide sequence and transcriptional regulation of the algD gene. Nucleic Acid
research. 15: 4567-4581.

Deretic, V., R. Diksit, W. M. Konyecsni, T. Misra, A. M. Chakrabarty and T. K. Misra. 1989.
The algR gene, wich regulates mucoidy in Pseudomonas aeruginosa. belons to a class of
envirimentally responsive genes. J. Bacteriol 171: 1278-1283.

Deretic, V., J. H. Leveau, C. D. Mohr and N. S. Hibler. 1992. In vitro phophorilation of AlgR, a

regulator of muceidy in Pseudomonas aeruginosa, by a histidine kinase and effects of small

phospho-donor molecules. Mol. Microbiol, 6; 2761-2767.

Deretic, V., M. J. Schurr, J. C. Boucher, and D. W. Mantin. 1994, Convertion of Psaudomonas
geruginosa. to mucoidy in cystic fibrosis: enviromental stress and regulation of bacterial
virulence by alternetive sigma factor. J. Bacteriol. 176: 2773-2780.

Devries, C. A, and Ohman, D. E. 1984, Muccid-to-non-mucoid conversion in alginate-
producing Pseudomonas aeruginosa often results from spontaneous mutations in aigT, encoding a
putative alternative sigma factor, and shows evidence for autoregulation. J. Bacteriol. 176:

60 .



6677-6687

Dixit, V., M. Arthur, and G. Gitnick. 1993.-A morphological and evafuation of transplanted
isolated encapsulated hepatocytes following long-term transplantation in Gunn rats. Biomater
Artif Cells Immob Biotechnol. 21: 119-133.

Erikcson, J. W. and C. A. Gross. 1989. identification of the sigma subunit of Escherichia coli
RNA polymerase: a second alternate sigma factor involved in high-temperature gene expression.
Genes Dev. 3. 1462-1471.

.. Ertesvag, H., H. K. Hidal, I. K. Hais, A. Rain, B. Doseth and S. Valla. 1995. A Family of modular

type mannuronan C-5-epimerase genes controls alginate structure in Azotobacter vinelandii.
Mol. Micribiol. 16: 719-731.

Fellay, R., Frey, J., and Krisch, H. 1987. Interposcn mutagenesis of soil and water bacteria: a
family of DNA fragments designed for in vitro insertional mutagenesis of Gram-negative
bacteria. Gene 52: 147-154.

Franklin, M. J. and D. E. Ohman. 1993. Identification of a/gF in the alginate biosynthetic gene
cluster of Pssudomonas aeruginosa wich is required for alginate acetylation. J. Bacteriol. 175:
50567-5065.

Franklin, M. J., C. E. Chitnis, P. Gacesa, A. Sonesson, D. C. White, and D. E. Ohman. 1994,
Pseudomonas aeruginosa AlgG is a polymer level alginate C5-mannuron epimerase. J. Bacteriol.
176: 1821-1830.

Fujihara, M., and Nagumo, T. 1992. The effect of the content of D-mannuronic acid and L-
guluronic blocks in alginates on antitumor activity. Carbohdr. Res. 224: 343-347.

Fujlwara, S., N. Zielinski, and A. M. Chakrabarty. 1993. Enhancer-like activity of AlgR1-
binding site in alginate gene activation: positional, orientation and sequence specificifyty. J.
Bacteriol. 175: 5452-5459.

Fyfe, J. A. M. and Govan, J. R. W. 1983. Sinthesis, regulation and biological function of
bacterial alginate. In:-Pogress in tndustrial Microbiol. Vol. 18, pp. 45-83, Bushell, M. E., Ed.,
Elsevier Amsterdam. -

Gacesa P. 1998, Bacterial alginate biosynthesis-recent progress and future prospects.
Microbiology. 144: 1133-1143.

Gill, J. F., V. Deretic, and A. M. Chakrabarty. 1986. Overproduction and assay of Pseudomonas
aeruginosa phosphomannose isomerase. J. Bacteriol 167:611-615.

Goldberg, J. B. and T. Dabhnke. 1992. Pseudomonas aeruginosa AlgB, wich modulates the
expression of alginate, is a member of the NtC subclass of prokariotic regulater. Mol
Microbiol. 6: 59-66.

Gotldberg, J. B., K. Hatano and G. B. Peir. 1993. Synthesis of lipopolisaccharide O ide chain by’

Pseudomonas aeruginosa PAQ1 requires the enzyme phosphomannomutase. J. Bacteriol. 175:
1605-1611.

Gonzédlez Lépez., V. Salmeron, M. V. Martinez-Toledo, F. Ballesteros and A. Ramos
Cormenzona. 1985. Production of auxins, gebberellins and cytokinis by Azotobacter vinelandii
ATCC 12837 in chemically-defined media and dialysed soil media. Soif 8iol. Biochem. 18: 119-
120.

Govan, J. R. W. and V. Deretic. 1996. Microbial pathogenesis in cystic fibrosis: mucoid
Psesudomonas aeruginosa and Burkholderla cepacia. Microbiol. Rev, 6Q: 539-574, .

Grant, G. T., Morris, E. R., Rees, D. A, Smith, P. J. C,, and Thom, D. 1973. Biological -
interactions between polysaccharides and dlvalent cations: the egg box model. FEBS Latt, 32:-

195-198.
Grasdalen H., Larsen B., and Smidsrod. 1981, 13C-NMR studies of monomeric composition and

61



sequence in alginate. Car. Res. 89: 179-131

Hagstam, H. 1985. Alginates and heartburn -evaluation of a medecine with a mechanical mode
of action. In: Gums and Stabilizers for the food Industry 3. pp. 363-370. Phillips, G. O.,
Wedlock, D. J., and Williams P. A., Eds., Elsevier Applied Science Publishers, London.

Haug, A, B. Larsen, and Q. Smidsrod. 1974. Uronic acid sequence in alginate from dlferent
sources. Carbohydr. Res.32: 217-225.

Hiratsu, K., M. Amekuro, H. Nashomote, H. Shinagawa and K. Makino. 1995. The rpoE gene of '

Escherichia coli, wich encodes oE, is essentia! for bacterial groth at high temperature. J.
Bacteriol. 177: 2918-2922.

Johnson, K., I. Charles, G. Dougan, D. Pickard, P. O'Gaora, G. Costa, T. Ali, L. Miller, and C.
Hormaeche. 1991, The role of stress-respense prolein in Salmonelfla typhimurium virulence.
Mol. Microbiol. 5: 401-407.

Kato J., T. K. Misra and A. M. Chakrabarty. 1990. AlgR3, a protein resembling eukariotic
histone H1, regulates alginate synthesis in Pseudomonas aeruginosa. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87: 2887-2891.

Kennedy, ¢, and A. Toukdarian. 1987. Genetics of Azotobacters: Aplications to Nitrogen
Fixatién and related Aspects of metabolism. Ann. Rev. Microbiol. 41: 227-258,

Krieg, R. N. and J. G. Holt. 1984. Bergey's Manual of systematic bactericlegy. Baltimor.

Willlams & Wilkins. .

Lemolgne, M., and H. Girard. 1943. Reserves lipidiques B-hidroxy-butyriques chez
Azotobacter choococum. C. R. Acad. Sci. 217 557-588.

Lin, L. P, and H. L. Sadoff. 1968, Encystament and polymer production by Azolobactar
vinelandii in the presence of f-hidroxybutyrate. J, Bacteriol. 85: 2336-2343

Liu, H. W., F. A, Ofesuy and P. L. Chang. 1993. Expression of human factor 1X by
microencapsulated recombinant fibroblasts. Hum, Gene Ther. 4; 291-301

Lipinska, B., 8. Sharma and C. Georgopoulos. 1988. Sequence analysis and regulation of the
htrA gene of Escherichia coli; a o32-independent mechanism of heat-inducible transcription.
Nucleic Acids Res. 16. 10053-10067.

" Lloret, L., R. Barreto, M. E. Campos, S. Moreno, J. M. Martinez-Salazar, G. Espin, R. Ledn and
G. Soberén Chévez. 1996. Genstic analysis of the transcription arrengement of Azotobacter
Vinelandii aiginate biosynthetic genes: .identification of two independent promotors. Mol
Microblol. 21:448-457.

Lonetto, M., K. L. Brown, K. E. Rudd, and M. J. Buttner 1994. Analysis of the Streptomyces
coelicolor sigmaE gene reveals the existence of a subfamily of Eubacterial RNA polymerase
sigma factors involved in the regulation of extracytoplasmic funtions, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91: 7573-7577.

Lynn, T. Y. and Z. Hassid. 1966. Pathway of alginic acid synthesis in the marine brown alga
Fucus gardneri (Silva). J. Biol. Chem. 241: 5284-5297.

Loperfido, B., and H. L. Sadoff. 1973. Germination of Azotobactsr vinelandii cysts: sequence of

mdcromolecular synthesis and nitrogen fixation. J. Bacteriol. 1113; 841-8486,

Ma, S., D. J. Wozniak, and D. E. Ohman. 1997, |dentification of the histidine protein kinase
KinB in Pseudomonas aeruginosa and its phophorylation of the alginate regulator AlgB. J Biel.
Chem. 272: 17952-17950.

Ma, S., U. Selvaraj, B, E. Ohman R. Quarless, D. J. Hasseft and D. J. Wozniak. 1998.
Phosphorylation-independent activity of the response regulators AlgB and AlgR in promoting
alginate biosynthesis in muccid Pseudomonas aeruginosa. J. Bacteriol. 180: 956-968.
Maharaf, R., T. B..May, S. K. Wang and A. M. Chakrabarty. 1993. Secuence of a/g8 and alg'44

62



genes involved in the synthesis of alginate by pseudomenas aeruginosa. Gene. 136: 267-269.
Maldonado, R., I. Jiménez and J. Cassadeus.’ 1994, Changes in poliploidy during the Azotobacter
vinglandii growth cycle. J. bacteriol. 176: 3911-3919.

Manna, A. C. and Das, H. K. 1993. Determination of the size of the Azotobacter vinelandii
chromosome. Mol. Gen. Genet. 241: 719-722.

Martin, D, W., M. J. Schurr, H. Yu and V, Deretic. 1994. Analysis of promotors controlled by
the patutative sigma factor AlgU regulating convertion to mucoidy in Pseudomonas aeruginosa
relation to of an responce. J. Bacteriol, 176: 6688-6696.

Martinez-Salazar J. M., 8. Moreno, R. Najera, J. C. Boucher, G. Espin, G. Soberén-Chavez
and V. Deretic. 1996. Characterization of the genes coding for the putative sigma factor Algl and
its .regulators MucA, MucB, MucC and MucD in Azolobacter vinelandii and evaluation of their
roles in alginated biosynthesis. J. Bacteriol. 178: 1800-1808.

Mathee, K., C. J. McPherson, and 0. E. Chman. 1997. Postranslational control of the algT
(algl)-encoded o22 for expression of the alginate regulon in Pseudomonas aeruginosa and
localization of ils antagonist proteins MucA and MucB (AigN). J. Bacteriol. 1798: 3711-3720.
May, T. B., Dean S., Romilla M., Junichi K. Lien C., James D. D., Siddartha R., Nicolette A. Z.,
Alan B,, Rondy K. R., Tapank M., and A. M. Chakrabarty. 1991, Alginate synthesis by
Pseudomonas aeruginosa a key patogenic factor in chronic pulmonary infection of cistic fibrosis
patients. Ciin Microb. Rev. 4. 191-206.

May, T. B. and A. M. Chakrabarty. 1994. Pseudomonas aeruginosa: genes and enzymes of aiginate
synthesis. Trends Microbiol. 2. 151-157.

Mecsas, J., P. E. Rouviere, J. W. Erickson, T. J. Donohue, and C. A, Gross. 1993. The activity of
oF, an Escherichia coli heat-inducible G-factor, is modulated by expression of outer membrane
proteins. Genes Dev. 7: 2618-2628.

Mejfia-Ruiz, H., J. Guzman, S. Moreno, G. Soberén-Chivez, G. Espin. 1997. The Azotobacter
vinelandii alg8 and alg44 genes are essential for alginate synthesis and can be transcribed from
an algD-independent promoter. Gene 199: 271-277.

Mejia-Ruiz, H., §. Moreno, J. Guzman, R, Néjera, R, Ledn, G. Soberén-Chavez, G. Espin,
1997. Isolation and characterization of an Azotobacter vinelandii algk mutant. FEMS Microbiol.
Letter. 156: 101-106.

Miller, J. H. 1972. Experiments in molecular genetics, p. 431-435, Cold Spring Harbor
Labaratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.

Misslakas - D., and S. Raina. 1998. The extracytoplasmic funtion sigma factors: role and
regulation. Mol. Microbiol. 28; 1059-1066.

Missliakas D., M. P. Mayer, M. Lemaire, C. Georgopoulos and S. Raina. 1997. Modulation of the
Escharichia coli o& (RpoE), heat-shock transcription-factor activity by the RsA, RseB RseC
proteins. Mol. Microbiol. 24: 355-371.

Moe, S. T., Draget K. I., SkjaKk-Braek, G., and Smidsrod, O. 1995, Alginates. In: Food
Polysacharides and their applications. pp. 245-286, Stephen, A. M., Ed., Marce! Dekkér, New
York.

Mohr C. D. and V. Deretic. 1982. In vitro interactions of the histone-like protein IHF with the
algD promoter, a critical site for control of mucoidy in Pseudomonas aeruginosa. Bioche.
Biophys. Res. Commun, 189: 837-844, .

Moreno, S., R. Ndjera, J. Guzman, G. Soberén-Chdvez and G. Espin. 1998. Role of alterative ¢
factor AlgU in encystment of Azotobacter vinelandii. J. Bacteriol. 180: 2766-2769.

Morris, J. V. 1987. New and modified polysaccharides. En: R. King Y P. Cheetham. Ed. Food
Biotechnology. Elsevier Appl Sci. NY, pp 193 248,

63 )



Mouncey, N. J., L. A. Mitchenall, and R. N. Pau, 1935. Mutational analysis of genes of the mod
locus involved in molybdenum transpor, homeostasis, and processing in Azotobacter vinelandii.
J. Bacteriol. 177: 5284-5302.

Nagpal, P., M. A. Reddy and H. K. Das. 1989. Multiple chromosomes of Azolobacter vinelandi.
J. Beateriol. 171: 3133-3138.

Narbad, A., Russell, N. J. and Gacesa, P. 1988. Radiolabelling patterns in alginate of
Pseudomonas aeruginosa sinthesized from specificaily- [abelled 14C  monosaccharide
= precursors. Microbios. 54: 171-179.~

Ndarfiez, C., 8. Morene, G. Soberén Chavez and G. Espin. 1999. The Azotobacter vinelandii
response regulator AigR is essential for cyst formation. J. Beateriol. 181: 141-148,

Nifez, C., R. Letn, J. Guzman, G. Espin, and G. Soberén-Chavez, 2000. Role of Azotobacter
vinelandii mucA and mucC gene products in alginate production. J Bacteriol, 182: 6550-6.
Ctterlei, M., Ostgard, K., Skjak-Break, G., Smidsrod, O., Svon-Shicng, P., and Espevik, T.
1891, Induction of cytokyne production from human monocytos stimulated with alginate. J.
inmunother 10: 286-281.

Page, W. J. and M. V. Tigerstrom. 1978. Induction of transformation competence in Azotobacter
vinelandii iron-limited cultures. Can J. Microbiol. 24: 1590-1594,

Picquadio, D. and Nelson D. B. 1992. Alginates. A new dresing alternative. J. Dermatol. Surg.
Oncol. 18: 892-998.

Pindar, D. and C. Bucke. 1975. The biosynthesis of alginic acid in Azotobacter vinelandii. J.
Biochem. 152: 617-622.

Prentki, P. and Krisch, H. M. 1984. In vitro insertional mutagenesis with a selectable DNA
fragment. Gene 29: 303-314.

Rehm, B. H. A. 1896. The Azotobacter vinelandii gene alg) encides an outer membrane protein
presumably involved in the synthesis of alginate. Microbiol, 142:873-880.

Rehm, B. H. A_, H. Ertesvag, and S. Valla. 1995. A new Azatobacter vinglandii mannuronan C-5-
epimerase gene {algG) is part of an alg gene cluster physically organized in & mannaer similar
to that in Pseudomonas aeruginosa. J Bacteriol. 178: 5884-5889.

Rehm, B. H. A,, and §. Valla. 1997. Bacterial alginates: biosynthesis and applications. Microb.
B:orech 48: 28-28.

Rouviére P. E., A. De Las Pefas, J. Mecsas, Chi Zen Lu, K. E. Rudd and C. A. Gross 1995, rpoE,
the gene enconding the heat-shock sigma factor, oE, in Eschirichia coli. EMBO J. 14:. 1032
1042,

Sadoff, H. L. 1975. Encystament and Germination in Azotobacter vinelandii. Bacteriol Rev.
39.(4): 516-539

Sambrook, J., Mantiatis, T. and Fritsch, E. F., 1989. Molecular Cloning. A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Sanger F., S. Nicklen and A. R. Coulson. 1977. DNA sequencing with chain terminating
inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. T4:5463-5467,

Savelkoul, H. F., Van Ommen, R., Vossen, A. C. Breediand, E. G,, Coffman, R. L. and van
Qudenaren, A. 1994. Modulation of systemic cytokine level by implantation of alginate
encapsulated cells, J. Immunol. Meth. 170. 185-196.

Shifler, N. L., 5. R. Monday, C. M. Boyd, N. T. Keen and D. E. Ohman. 1993. Characterization of

the Pseudomonas aeruginosa alginate lyase (algL): Cloning, sequencing and expression in.

Eschirichia coll. J. Bacteriol. 175: 4780-4789.
Shinabarger, 7. B. May, A. Boyd, M. Ghosh and A. M. Chakrabarty. 1993, Nucleotide sequence
and exprassion of the Pseudomonas aeruginosa algF gene controlling acetylation of alginate. Mol.

64



Microbiol. 9: 1027-1035.
Schiletman, D. A, A, Kavanaugh-Black, S. Shankar and A. M. Chakrabarty. 1994.Energy
metabolism and alginate biosynthesis in Pseudomonas aeruginosa: role of the lricarbixillic acid
cycle. J. Bacleriol176: 6023-6029.

Sime, W. J. 1990. Alginates. In: Food Gels, pp. 53-78. Harris, P., Ed. Elsevier.
Sirklae, T., Salonen, H., Veski, P., Juerjenson, H. and Marvola, M. 1994, Biopharmaceutical
. evaluation of new prolonged-release press-coated ibuprofen tablets containing sodivm alginate

to ‘adjust drug release. Int. J. Pharm. 107: 179-187.

Soom-Shiong, P., Herntz, R. E., Merideth, N., Yao, Q. X., Yoa Z., Zheng, T., Murphy, M.,

Moloney, M. K., Schmehi, M., Harris, M., Mendez, R., Mendez, R., and Sanfor, P. A. 1994,

Insulin independence in a type 1 patient diabetic after encapsulated islet transplantation. Lancet.

343: 950-951.

Stevenson, L. H. and M. D. Sokolofsky. 1966, Cyst formation and poly-b-hibroxibutic acid

accumulation in Azotobacter. J. Bactariol. 91: 304-310.

Stokke, B. T., Smidsrod, O., Bruheim P., and Skjak-Breaek, G. 1991. Distribution of uronate

residues in alginate chains in relations to alginate gelling propertis. Mecromolecules 24:

4637-4645.

Strom M. S. and S. Lory. 1993. Structure-funtion and biogenesis of the type IV piti. Ann. Rev.

Microbiol. 47: 565-96

Tal, I. T. and Sun, A. M. 1993. Microencapsulation of recombinant cells: a new dslivery system

for gene therapy. FASEB J. 7: 1061-1069.

Tchan, Y. T., A. Birch-Andersen, and H. L. Jensen. 1962, The ultra structure of vegetative cells

and cysts of Azotobacter chroococcum. Arch. Mikrobiol. 43: 50-66.

Toussaint, B, I. B. Delic-Atree and P. M. Vignais. 1993. Pseudomonas aeruginosa contains an

IHF-life protein that binds to the algD promoter. Biochem. Biophys Res Commun 196: 416-

421.

Vdzquez A., S. Moreno, J. Guzmdn, A. Alvarado and G. Espin. 1999. Transcriptional

organization of the Azofobacter vinelandii algGXLVIFA genes: characterization of algF mutants.

Geng. 232:217-222.

Vela, G. R. 1974. Survival of Azotobacter in dry soil. Appi. Microbiol, 28: 77-79. .

Wilson, P. W., and 8. G. Knieght. 1952. Experiment in bacterial physiology. Burgess publishing

Co., Minneapolis.

Winograsdkg, S. {1938). Sur la morphologie et I” ecologie des Azotobacter. Ann Inst. Pasteur

Parrs. 60: 351-400.

Witchurch C. B., R. A. Alam and J. S. Mattick. 1996. The alginate regulator AlgR and un

associated sensor FimS are requerid for twiching motiliti in Pseudomonas aeruginosa. Proc Natl.

Acad. Sci. U/SA. 93: 8839-9843.

Woznilak, D. J. 1994, Integration host factor and sequences downstream of the Pseudornonas

aeruginosa algD transcription star site are requerid for expression. J. Bacteriol. 176: 5068-

5076.

Woznlak, D. J. and Ohman D. E. 1991. Pseudomonas aeruginosa AlgB, a two-component

response regulator of the NirC-family, is required for algD transcription. J. Bacteriol. 173:

1406-1413. t

Woznlak, D. J. and Ohman D. E. 1993, involvement of the alginate algT gene and integration

host factor in the regulation of the Pseudomonas aeruginosa aigB gene. J. Bacteriol. 175:

4145-4153. .

Wozniak, D. J. and Ohman D. €. 1994. Transcriptional analysis of the Pseudomonas aeruginosa

65



" genes algR, algB and algD revedls a hierarchy of alginate gene expression which in modulated by

algT. J. Bacteriol. 176: 6007-6014.

Wyss, 0., M. G. Neumann, and D. Sccolofsky. 1961. Development and germination of the
Azotobacter cyst. J. Biophys. Biochem. Cytol. 10: 555-565

Xie, Z-D., D. Hershberger, S. Shankar, R. W. Ye and A. M. Chakrabarty. 1996. Sigma factor-
anti-sigma factor interaction in alginate synthesis inhibition of AlgT by MucA. J. Bacteriol.
179: 2622-2929.

“Yalpanl M. and Sandford P. 1987. Comercial polysaccharides: Recent trends and developments:

in: M Yalpani Ed. Industrila polysaccharides: Genetic Engineering, structure/property relations
and applications. Elsevier Science Publisher, Amsterdam. pp 311-333.

Ye, R. W, N. A, Zielinski and A. M. Chakrabarty. 1994. Purification and characterization of
phosphomannomutase/phosphoglucomutase from Pseudomonas aeruginosa involved in
biosynthesis of both alginate and lipopolysaccharide. J. Bacteriol 176: 4851-4857.

Yu, H., Schurr, M. J., and Deretic, V., 1995. Funtional equivalence of Escherichia coli of and
Pseudomonas aeruginosa AlgU: E. coli rpoE restores mucoidy and reduces sensitivity to reactive
oxigen intermediates in algl mutants P. asruginosa.J. Bacteriol. 177 3259-3268.

Yu, H., Mudd, M., Boucher, J. C., Schurr, M. J., and Deratic, V., 1997. Identification of the algZ
gene upstrean of the response regulator algR and its pamclpatmn in control of alglnate
production in Pseudomonas aeruginosa. J. Bacteriol. 179: 187-193.

Zertuche-Gonzédlez, F. 1994. Situacién actual de la industria de las algas marinas
productoras de ficocoloides en México. Proggrama Cooperativo Gubernamental, FAO-Italia.
Proyecto Aquila [l. Documento de campo No. 13.

Zhi-Dong, X., Hershberger, C. D., Shankar, S., Ye, R. W., and A. M. Chakrabarty. 1996. Sigma
factor-anti-sigma factor interaction in alginate synthesis: inhibition of AIgT by MucA. J.
bacteriol. 178: 4990-4996.

Zielinski, N. A., A. M. Chakrabarty and A. Berry. 1991. Characterization and regufation of the
Pssudomonas aeruginosa algC gene encoding phosphomannomutase. J. Biol. Chem. 266: 9754-
9763.



	Portada
	Índice 
	I. Resumen 
	II. Introducción

	III. Objetivos 
	IV. Materiales y Métodos

	V. Resultados y Discusión

	VI. Conclusiones 
	Referencias 

