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Introducción 

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram-negativa del suelo que es capaz de 

fijar nitrógeno en estado libre bajo condiciones. aeróbiCas (22). Bajo éondiciones 

medio ambientales.· no iavora1J1es;·Á: vil;etaúdii· es capaz de· rüfpia:r. 4tiisres es 
- _, ... :. ~-.. -·-:/ . :-. -~·,:_: _.:.._,: :y·.-.. _. ·,. .· .. · --~.·- ·,:\ ,-;;. :· .. _·.·-.. : _:.: -. -.'._-;. :_· .. :.: .. :·._: ·--~·~ .. -._:: _ . ...-.. :':~-~'-' :r> :;:-:'."_--. _::::·<.-

decir, células ·diferenciadas rogeadas .. por dos·C:apasjas'cuales contien(!n:una·aHa 

~:::~~:i¡~:~~\f ~~if }~~i~tébi~tf l1~1~~;~~~~~~t~~J~~Jri11 
.,,._ ·~\_,_... "l '\ -· ·, -.. • ,.. !· .. 

es. la de posee{niti1üplef:cppias
0

'de,su:srori1clson1lc6J11pleto'qu'e }Jueclén llegar. a 

ser so º más en ·1~ f~§;e\ist~Eió:riaii~ .· ~ti~rido·;~s .c;e6ida ir{ ·1n~c)¡():.ri60: <26, 2s, 
36). 

El alginato ées• un ipolisa:cá.ddo ele origen natural, constituido por monómeros de 

f ~~~:~;if~ll~,f~i;lf i~¡{~JiIS!;[~~~~il!i~f ii f~~E~~ 
Ca++ y esto'· ..• 1e· btoh~a·.alil.gi11.ato .•.•. 1a.· cap.acidad.·'de. for111ari g~l~s····ti@8'~~:sistenfos. 
Esta propiedad ~·ac~~}1u6 este}iipp,6Hri;er~'se~ ~~~¡¡~Jo¿ e~f ~i~~}e$t~f.:~@~acioJ1~s ·· 

:::s~~-:~::i:~r/1~r:~lf:~1t!b~J~~1~d:c/~~~r;J¡j¡~~~~,:~~i~11lfrª~~Z~~~!~lKbrr;S1: 
alimentici ~···~.~··.u tili~adÓ···· para ~eÚficar la "[ase a'8t1~~.~. de~ ¡()~ >~1 ¡ii{entbs 'para 

mantener I~ ¡¿~1a y., texÍu;J, t¡Íhi bién ~s ~ti {¡'~~dO 6011ib. cÚbi~~t~\Ji-~[~~~Ó~~ .~ri el. 
manejo de heiid;r ci:.43'.44)'. . . >~ ' •· .· ' 

Actualmente él· algih~to se.Obtiene.para uso coinerci~taph~ti;·<l6Ifas álgas cafés. 
-,, »·· t:,. - .. '_ .' :,.'. :' .. :,· ... _.:,·-" .··.; ..• -~J·:·.< .. :.,·,_·-r:,~;.,. ' '. ·~·- ., "~'.. :_· ·-· .. ,-· ·:~· . ' 

(Phaeophyta)/er1tre .ias iqli,e··. se ···encuenfraú: fos. génerqs·.· F,Úcus;.Laminaria, 

Macrocystis yAscophyÚun~ , si~ emba;g(), e~ta fuerúe.~re~6n~~ la desv6ntaja de 
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estar sujeta a las condiciones climáticas. El alginato también es producido por los 

géneros bacterianos Pseudomonas y Azotobacter. en los cuales la producción de 

alginato si podría ser controla.da :a riiyel d~jennentación. A diferencia del 
.. .. ·-<· . ;,-· ... .,_ '\····· ... ' '· 

alginato producido por ·algas,,e:l.'!Jac,,teri~no-:pos·ee residuos de manuronato 

modificados con grupos o~a~etÍI_Ós Ó);'Ad~~~á~d~:sér una bacteria de vida libre, 
. . : . , ' . . ' "'. - '" - .. . ,., -· •'' '.' ~ ·;·, - .w.- ,_ .. ,,,. ' 

A. vinelandii produce alginato é'Ol1 i}bI6'c:{ues'dl.áticÍo gulurónico similares a los 

que presentan las. a!gafpc)f"]6';la~'.t();;~lt~.b~~t~;¡~ pfodría ser utilizada .como una 

alternativa para la~bteJ6i~~ ~~'.~i~i~ai~;'Ba~~:u·sif i1i,cíüstrla\:,de origen bacteriano . 
. ;·;>~.: ':é-:-" -.'.>-/ -'./~.-/ ·,\< , .. __ ,_,, .. ,~>·-·-. ,.,, . ,\'.e¿.: ·:-:_:;···' ···F- .\ ~ .. ".~" ·---~-:<?-:y,··. 

:.~.''.': <.: :·· .. · .;; ·:./ <-i-;·:~· -~~··,:", :·· 

. . , -:;_(. ;~,;\.,:.y_·r: ,.: '.~-~:\~' . '. './.~{" .· (,,t/: ·;i :; ,~:. · :_>'.'. _ _,:·- ::~:~',::, __ ~-::'.·\·_-··o>? 
0

: :/'.:>- ::E:i·~::: -~;:'. ;~~: < .. _;;,~::~_'./::.:-:~>:. >.::'.i:'..- .·{\.)'.· , · .: 
La ruta· d~ biosíntesi.s'cl~I algináto';ftie p?n1eran1.ente;descnta'e'n·.Ifuc~s g{lrdneri y 

:~g:~::w~·~{~~~~t.~?~~Íll~Jf 1:.,~~~~~~~iJ~h~~~~ig,;~1:.;: 
(3, 33, J 3 )d~bid?• a que. e§t(!micfoorgallis111ó ·presentá.uri\int~iés(clínicop?r · •• ser 

~~;~~~1~J;11r~:~~~~11;~il~,j~~~!!~i~l!J_~1!iilr~~~1!~ 
bacteria por Vfa ferh1ent~tiyk_> } ~· .. ···.··· ,Y . · .. , 

Los genes q~é. 'ºl~icf h ~a~ 1ii ~~~;A;.t;~: ¡,;;Ji~· :6 ~1~iisnfoüi de. los 
monómerós demantiró11ico:'·así;có'mo los.'•ge1~es:'que:cod}.fÍcan'par~ las·próteínas 

=~,:~:i7:~pitt~~:t~f t~~:i1~:~lf ~~~;.t~~~[~~ff ¡~:~:1~~;;itt: 
excepción• dei geh.¿Jtgc ql1~se eú'cuel1traj11~1to1 c6'ii 1~~~i11~:s ~6g~i~í6Fios· del -. .. ,·,, ··. -: . ·. ,. ·-'· . . . · .... 

minuto 10 (figura I) (4, 9). 
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Figura l. Organización de los grupos de genes de alginato 
en el cromosoma de Pscudomonas acruginosa. 

. [iiiQii]·· 
min 13 

·•miríGs· >> 

La ruta de biosrO¡~sii de' al~'"ªlº{l,, ~ , a erng iáo,a 

conversión' defrücfosa6-fosfat6 a GDP~rrian·osa víamanosa 6~fosfato y I11anosa 1-
fosfato co~8 lgte·qF~di~~¡¿,;,\d'ó D p ~i1{a116si des~1Ídfo~~n~~at t~~~iii.~·~cl~:·pÓr el· 

gen algD•· · co~xierte·Ia}JDP~n1~nOsa .. · 'eú • áci<l,o nianUró11ic?·éiuf es 'el~precursor 
directo detalgi.lar6: Lá Gór~ni~i1~;ª~;€s•·t!li;1f5jéi1~:~úis\:ÚJr~~r~fdédór~;~n1~()sa. 

• ,, ' .. • .. _,,.¡ 

que es el .• precursor d.e Ia··~lit.a.clebiosí11tesis cle(í ipcipolisricárico .LPs'(anfígeno •.o) 

;:::· :.º~ld,~1~itd~~~~i~!~J~~·rt~[~J~~\ij~}f ~~¡~irJgj:j~~~tJf ¿f~ ::. 
biosíntesis· .. ~~. ~Igiif~tcí.·.•·· 

La fosfomanOsa gÚarídsi11~isomerasa difo~fo;nailos~ p_i1:ófosforila·~a':(PMI-dMP)es .. 
"' ,. .-, ' \ •• , - ••• ,,-,. • :·.,,,,, ••• • • '··-~ '. - ' ' - - ' ' ,_'" ,,.,-_. -•• -. ·- <. "' ... •'.' • -" - ·--'.. '-_,, ,· ,,, ' • •• - ,_ • ', '· • •• 

una enzimabifÚ11ciori;a1.cc)?ificadapór'.~1·ge11:b1gANüec'ataliza ~1"~1·ií1{er.ytercer 
paso de la 'futa .. de.;bi~~í11~es·t~ ct,á algi1~ato (~>.1s);·~t-¿c;¿()J¡fi.~a .·p~1;~iia.~niima 
fosfoman~§~fo~Ias((E1j,J\1fs'l~~iii~}Ls'6g~}1~$l1~.ª-~2,k~~0fa:ftuf.él•'c\6 ~!gin_ató. 
convirtierid·a::·á~1a 111ririO's·a·; 6~fcisfatCr eil: i-iláií.'óscl-~1 ºif0·sf~it6~··, ···;~:-·- ~º-·'< 

.-·;·>-~---- -_·: ·. ·,~;.:'.-":~~/'./ . ·:·.:~·)::. ;~-
.• _,. ... <·,'.·' . '.,;,>· 

Las tres· enzirrias .P~~lpláslTii~ijs q~eno fon11aripa~e '9e1a.·rufacÍ~bi9's{ryt~~ls· pero 
cuyos gene~: se· ericueptr~n<tambié11 '.én Ú 1i1i11~to :34 d~l_ ¿rbl11Clso~~ dé· P. 

aeruginosa son: algL , el cual cbdifica para la liasa periplás~1ica'.qlJe corta el 
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alginato, esta enzima no es esencial para la producción de alginato pero se 

propone que puede tener algún papel en el procesa111iento a nivel de periplasma 

(2, 3, 35, 33, 39), algF que codifica ¡:>~ra ~_n_iac~til~sa y algG cuyo producto es 

una enzima con actividad de epi~1e~asa, la cual convierte el ácido manurónico a 

ácido gulurónico. algE que codifica.'.pdJ~úna•pro~eída de membrana externa 

involucrada en la exportación del ~l~i~-~1·6{tamblén s~ encuentra fonnando parte 
de la misma estructura ope;Jri.ic~'. 'i<· ~; .··•·. ' . . , 

\ ~6; ~::::::::~~·:~:·::~.'.):·,.-f z~~~i~%:;~tz:· 
_ M Jp ....... :.::.:; ...... :.~ -,', m~i>s~ 1-~-r~r~J¡j -." 

Goi---M~-:; ......... ::;::·aoP.-~-~~.:- ·- · · 
· GoP:m~~~¡~.~~:;-_ aDP~lcidO-~'n·a~tÚdnico. :: · 

- ._ - .-.e~. - - -·-·- . ·1.-: .... 

:- J PMr:;.~;.' ..... : .. :~.;:, f~fo~·a-ri0sa i~;nerasa 
. 2 . P~t~,·,.::~: ......... ·'._'.:~/º~f~~~,~-~~~ ~~0~· __ -. 

3 GMJ~ ....... _ ..... ~ .. :- GOP-manosa pirofosíori13sa 
4 GMJ),.;;: ..... ::: .. ·_;:: ·aDP.·m~iioSa deshidrogCnasa 

, S fX>limériZaCi6n'; ~C:cÚl~~-itSn·;:~pim.Crizaé:i6it~~-xp0.1:i~idn. 

La incorporació~ del ácido' nrnnuró1;18º ;f!)~~,l :~0Ún1ero d~ algi11ató 1w se ha 

entendido .• _hasta •. _ el n1ome11to; sÍ11·e111b~rgo~···)iis tseéúencias'nu'é1;~tídicas. delas 

mutaciones ,al~S; ;~~~i{Y: :"~lg6Qku~~.tag1b_Í é~]:'.~~ •ef;ct~~p't~~1i'ci6ritro,~:<l~-· la .misma· 

estructura ~operónica;/indic~11.·quéSu~ .• ·.Próductos s9n próteínas/de'.peg~do a 

membrana ypo~ t~'\~tb'.pé)ª¡¡~,_(¿ci,~sútuif ui1 ¿¡;inplej~ d~ polü~1~ri;ación •· (2, 6, 
' ''.1::.,;.·.·;. -' --,.- ·-··. -,···· ·'. "-· - -- -.· ' ..... '.' ., . .-.. . 

12, 18, 33, 39)-'.,•; 

· .... : '.: 

En P. aeruginosa .el ope;ón alg es controlado a partir del promotor de algD, el 

cual se encuentra b~jo regulacÍóntransc1:ipcional positiva de las proteínas AlgR y 
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AlgB que son codificadas por los genes que se encuentran en el minuto 10 y 13 

respectivamente fig 1 y III(lO, 19, 33, 45). El último gene deeste gIUpo es algA, 

el cual está localizadoaproxi1Tiadame~teau11.os20)<b hacia el éxtr~fyo3' de algD 

(4 ). La organizaciónef,~J~i·~efes.~el.?~.~~ó~aq. s~.n~§~~,t~~ ·~·~.·~~fi~~n~ l... . 
,;. 

Recientemente.·. h·a.• sÍdÓ"Íde~tiiic~:~6 .• el gel%'.at/JÚ, .. •.éÜy~· p'~od!Jcto•••~sÚn!i •.proteína 

~~~iE~~l;iJf ~iiif~if~~rJf~l1i~lif~~i~~11~:;=~;; 
cromosoma <le P. aerugin~sa (fi~Gnórrf(li~.12, 29, 41) .. · .. 

- . ' - . ., . : >¡·; ' ".' _, =··-' ~ -- - : . 

Figura: JIJ. Regulaci6n de Ja biosrríícsi.~ de·. 

G
, .~:~r-

i - ._.; :· ·-. 

- t.\.rA_: s· 
@)~ ... · .. ···· 

/,

. ·.·.""--.. ~ .. ·¡--. . ..... >+·.· ........ ·. ~-:~-~ 
.. ~EE:J 

. ·.· / .. ~ 

. .,,EJ.• ... ·~·•·•· .. ·• ·.@0 
:~+-·:->: .. __ 
¡ .1,01 

Las cepas mucoides.de P. ~erlí.gino,ffi.q~e J1an sido aisladas de pulmones .. de 

pacientes con fibr~sis'qufstic~c-011Ú~11~111~~utaciones en J.os genes n1ucA, mucB y . 
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Antecedentes 

La ruta de biosíntesl~ de alginato de P. aeruginosa y de A. vinelandii son muy 

similares (3, 38). A. vinelandii contiéne secuendasde DNA homólogas a algunos 

genes de P. aerugúiii_s·q ;ihvolucradcis en la J:>iosíntesis ·Y regulación de la 

producción de algin¿t~·tal~i con1o_algO;alg~ fqlglL-: . " 

A partir d~ un baqco'.~eífól1~ico 'Jé ·1 · l;ilzel~nclÜ Xrcc9.Q46 ~n el' qósrnidO pCPl 3 

(6) fue cloirnd~ ~i~en ~l~f)"de.Á. •1JÍ!;·~1a,jdfiiutiliz~nd6¿6ni~•.P;º!J~dclr el•.gen 

algD deP.-iáer1lgi/1ósa "el cual, fu} pr~p:ofciónad?'por.·f.\:·~··:chª~r~]?aftyde la 

Universid.add'eI[!in9is.~1;·~hi2§gf·.·/P~:.e~te:,?~~1io::s~···~~t~yo,~~1:JiH~P~15.qu.e. 
contiene.un.;jr1serfo dek vinebladiide 25kb:y,,que p()i-ta aVgeúa1gD.de A. 

·'. ·-, ' - ¡' ' ' -'.'· 

vinelandii.Debido a 9ueen"J~.é/é/·uf ina.fdÍos"'ge11;~s '(j~ biosínte:sis el_ el n1fouto· 34 

:;;~:t!:~~Jg~f ~!;%1~~~t~:;;1~~1a?1i~?~!~~~~;~~~~E¡\t;1~:: 
como sond:{sui1o;1}ó!Ógo.e;l P. a&1~ugb;;,w y se encontró present~. Los genesalgD 

y alg A d~ A:>vfi1~1&!;dÚ· f~~rb1i Í101ribrados ·· cor1 el n~ismo noh;br~ qti¿ su 

homólogo'e1i P.. aeJ:uglno'sa.: 

6 



Dado que ambos genes, extremos del operón de biosíntesis de alginato de P. 

aeruginosa, están contenidos .. en el pMSD675 y .gue el gen algD de ambas 

bacterias presentan 1.i'na alta'ho~ología; es probáble qu.é también estén presentes 

dentro de .este plásmidolosclery1á~>ge~escle'blo,sibt¿~¡s4~e en P. aeruginosa se 

encuentran entre algD:~ algA: y~ql.I~ er'arr~gl~ :t~ari:~eripcional tenga alguna 

similitud. !<·ii .. ·.< ,:~; . · ''' -" · .;;; )• 

Kan thomonas .. ~dn•p•si•;Ú:~~c.~>:;'.u'iS 0esif ~nf •; J,/e;;~· ... grnm-ne gat;va, 

ii~~~
6

Ifüf il1illi~f ~¡~;lil~~~!~i{~~Jl~it~~:~~ 
presenta · .. una•i11ser~iól~·: .. ·el1el'gén·xa11B:'(2s) .• '~st·~··.g~l1e'2ódlriéapara·I~ .•.• erizima .. 

vinelandii. X. 'c;11Í1¡/'dstris 1iocoritie1Íe :alginatcl liasa por lo' cual, el fondo genético 

de esta bacteíia se utili;,ó para expresar álgL de A .. vinel~i1dii. . 

7 



Objetivo 

Objetivo general 

Caracterización delarreglo transcripcional de los genes de la ruta de biosíntesis 

de alginato de la regiÓ~ algDA de A. vinelandii; 

Objetivos particulares 
. . 
. . . 

'_ ; - . _.· ; 

l. Construcción'de ~ni~mutarite en (J/gDenel c~omosoma deA. vinelandii. 

2. Identifica.ción. del·Clt~L e11 Ik ~~gion algDAY evaluáCión. de lapolaridad de la 
expresión d~~ai.gp :~?~~~ ai?;·~ d/g.4: . ·.. .. . . . . .·. . .. 

. >._:. 'D_:::-....... j .. ~_·;_ .·: ·s· ·,-~?-~"-~,:;;~-- .·. 
~ ' . ! ' ;' -

El objetivó 11tni~rÓ•l;(forljiá·elcapítulóI y eLsegundo .• óbjetivo··sf!. encuentra 
-.. " . . -· ' .. " - - ' ., -"··· . - . ~- : . . - - > ' •. . -. ', - - . - ' . . . \ . - - . . ' - . ·~ -. • - . . -. . . ' 

incluído en._e~}ll~~lUS<?rito".'r,rafrscriptJo~al afrangemenfofA,zotobc/cter. vine/andii 

alginate biosyritl~·etl~ .g~n~s: i~ei1tific~tiCÍ11 of t.;o indépendent pro"moters''.que 
. . ( . ' . 

forma el cápítulo II: 

8 



Materiales y métodos 

Los materiales y métodos se describen en el capítulo JI, en el manuscrito 

"Transcriptional arrangement of Azotobacter ~inelandii alginate biosynthetic 

genes: identification of two· independentpromoters". 

Resultados 

Capítulo l. 

Construcción de una mutante en la región estructuraLde.algD. 

La mutante de A'. v_i11eJanqiiée11 a_/gp se construy§ ~~:¡a_ ~~p~;'.~f,c(:: 9046 

interrumpiendo al. gei1e/ai§D 'del" ~;bmgsb11~a de Á ... vi/íiláh~i(ert)aregión· 

algD_ de~. ,;inela11diij~i1e1 vecfo1· pBlüéscriptSK+\;élcuales resistente a Ap y no 

;;á::~dd~~~~~ie~7!~z~1;~dlW~'.~g:~·¡~~~~~~~J§~;~{ál~~7'f ;~•c!~ 
hibridacióri;'.tipg Sóuihú'1(figura1Vb),•en ·dondese:l1ibfidó/el·DNAde ·A.. 
vinelmufii ATCC-9o4'6;, RS.Dl y. el pMS.D675 clig.eridos,-~on fitF cóntra el 

pMSDX7 con10 :s~hcla. ia~bal1dá 'de 3.G k:b de 1a"isD1 Xor~'esp~nde a la 

integración• d~I ~-l\1s D X7 i • 

El PMSÓX7 rJ; >~trndUcido en A. vfod ana;; A TcC 9046•por trahsf ormación 

Las tansfÓrmá~i~s iruef~n sel~ccionadas ~n ampicil in~ 30 )lg/ml (Ap30) y s~n el 
. ,,.. . ·. ; . . . . - . - '.• -·· .. - ~- . . ' •, ' ' - -- - . ' . . 

producto d~ lln evdnto ~lerecbmblnacióil seí1cilla que truncó al.gene algDen dos 

mitades se~addas por el pMSDX7. Adémá; de la resistencia a Ap. Las 
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Figura IV. Construcción. de una mutante en algO mediante la integración del pMSDX7 por un evento de recombinación 
sencilla.(a) Integración .del plvlSDX7 en.el cromosoma de A. vinelandii ATCC. 9046 por un evento de. recombinación 
sencilla·. (b} Southern utilizando como sonda al pMSDX7 contrn el DNA cromosomalde la RSD1. Orden de los carriles 
(1) DNA cromosoma! de la ATTCC digerido con PstT, (2) DNA crornosomál de.la RSDl digerido con Pstl, (3) pMSD675 digerido 
con Pstl. · · · · · 
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transfonnantes mostraron un fenotipo no mucoide. Debido a la poliploidía de A. 

vinelndii las transformantes presentaron un halo de mucoidía al tercer día de 

incubación a 30ºC afserpicadas en BS(m'eéli6Bú~kcoiis;acarosa como fuente de 

carbono) Ap30 por lo que se escogió~ .. ·~riadéeÚasy se'subcultivó varias veces en 

el mismo medio a partir de u11.a db:1ciiiia '.~i,slid~;,'parfs¿leccionar las segregan tes y 
. . . . : ,, ._, , .. _... ' ~-,;. ·- ,'·· ,_, ·._~. ,-.;_ .. '· 

obtener una cepa que tuviera la ilitérnipClóI1de'CllgD en todos los cromosomas. 
·~-- __ "' :~··:~::.~;y··'---~>,-,::- .. :-~., ... :_, __ ,_-, :_:-~:,' .-:.".----~ 

: .. ,-~:,_ ···:';<.> ·;;·~~;-·: ·(}_-.: ,_:,.· ~/:: ;',~ ,·: 

;:¿:~~:1~~~~~1i~~~~~1~~w:~~~~~~i~r;::~:~::~i:: 
pueden observase •. zo?as m~co1des.eí1f1mad.eltap~teno ~uco1dea los 3.dms·de 

incubación a 3oºc.-~ ~ªc~ff ri~,Íéi;d~~~~~fg~.·~·ar~I,~6:s·96;'.~1~.S~tªIi:~p~~e,,~--~'~fü?e~idos 
a que la construcción 'eneJ.croiúosoi1rn\de!á;RSDlnOsea completámente estable 

:._• •• •., ! .'-"~ !t !••, ·::;'~~ - -·-,_;_-;,,, r•' • '~·- -, ~:~· • •• ,••< • ·~: •, • ;,~ '• '.,",J,:;;,:~L-,/ • • •J. { :·-::. • O ,., •• •. " ·- • 

y que el gen truncadose·. rearregie_yv.uel~.ª a'~uedar con1pleto, todas ·1as·'células 

:~~~~~~3;é;i~i~~1~~t~{~it~~~1~~~~~{tf ~~W~Mif~j~:~~: 
:.::·. __ '{ ,'.·~<' . ,¡':·.·> --·/:-;. '» .,, ' ·':-.::~ =->~ " >··,; 

. •, ., . :,,,~- . ';- > -,, 

A la RSDI 'lefue:transf(!rido el.~MSD675/por~u11:a?fu~ltripifent.al el ·cual 

:::~·::~1,¡fi~~~J;;i~'~M~f ¡~~~i~~ ... ;~;J¿ij)~ !t!~:~~~1:::~:~=¡~: 
en trans.pr~po;dio:nad~··P~;.(!{pMSD67s'h1aRS6.1 ¿on1p~eba·q~e elgen algD 

es indispe~s~~1~J.p~~~ia)+~bi;~fí~~es~~;d~~-a1~u1d~(). · · ·. . · · · · 
__ :-_ ·~'~;~ ;~=--'º•'. ·:~7.'- -'f:.''?" .. '' 

A partir de )a R,Stj)/p~1SD6'75 s~ geherÓei pRSDl (figura 4) por un evento de 
• • • .,. - • •• ,. ·.", .~· > "·-·' ' :: • • " - • • • ' • - ; ""' • • : ' ,. • ' i . -' -¡. . ·,' ,_ . ~ . '-. . - ; . : ' . . . : . - ' . : :: .. . . 

recombinaciól1 s~ncilla~n1~dianteel cÜal'éI pMSD~7 integrado en ci01nosoma· se· 

integró al· p'Mfü)~·7~;·,i11·~~~j~;11~pieÍ1 ~t ;Í -g~11 · q l gÍJ d,e'~s t~ pléÍsh1i dg .. ·La 

construccic)rl <Íe .. ~sitf'pfasilÚ<lo~·se/ericiiel;tra~oi1teilida··en el ~apítu lolt.L~ cepa · 
' .. "~ ·.. . . "-·· "\. - '·'- - ·.; .-., ' . ' ·, .. ' -. ' '" . " - -"' . •, . - . 

resultante; ~SD 1/pRSÓl Üen~ iílterrunípidci al gen alg f) tanto. eil. cromóso!Tia 

11 
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(a) 

(b) 

Figura V. Las cepas de A. vinelandii derivadas de la ATCC 9046. (a) RSDI, 
(b) RSDl/pRSDl, y (c) RSDl/pMSD675 (d) ATCC9046 estriadas en BS Ap30, 
Ap30 y Ap30Tc15 respectivamente. Se pueden observar parches de mucoidía 
sobre un fenotipo no mucoide a difere11c:iade la RSD1/pMSD6']5 yATCC9046 
en que el fenotipo el cbrúpletamente Iiiuéoide;. 
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(e) 

(d) 

Figura V. Continuación. 
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como en plásmido y pierde la capacidad de producir alginato, es decir, presenta 

un fenotipo no mucoide sin embargo, parches de .ml.Jcoidía aparecen cuando esta 

cepa es estriada en caja debidoa un _ev~ntd de reversióri Como se explica más 
adelante en el capítulo III (figÚra.Iyc); . . . .. . . 

El pRSDI pennitió la'.e~afüaciésn'de-1a.·polaridacfd~un'a interrupción a nivel de 

algD sobre dos genes dc{1~··régiÓn.blgDA·:-al~L .y algA;·L~ evaluación de algL y 

algA se encuentra c()~ii~ic!Ie~ el ~rn11~scrito referido en el ~bjetivo 2, es decir, 

en el siguiento caJÍtulb. ; ' 

Capítulo .. IL 
'·-~ 

Identificªción'~de algLen la región algDA y evaluación de la 

polaridacifü~~Ia'expr~sión'dealgD ~obre agL yalgÁ'.. . 

Los resultad,os·qe¡;'pbj~l:ivp 2;del p~eseiiteproyecto de mae,stría sé encuentran 

contenid~S eil ia;;l-náriuscritb• '.'T~a11scriptional árrangem~nt:of'Azotobacter 
vinelandit ~lglhat~· bibs');11·ó1eu'c .g6n~s:· id~ntifiC:ition _of: t;o '.lnd~p-éndent· 
promoters" qJ6~'c61jti~B~diori anexo . 

. -·:~- <·/" 
'':,, 

Las figuras y t;blas deFmanus~rfro s~ 1ium~;:án. co~núl11eEos arábigos y las_ que 

no están contenidas en éi, se nú;11era1; to;1 nún1~rbs: roniano~. 

14 



Title: Transcriptional arrangement of Azoto b a et e r 

vinelandii alginate biosynthetic genes: 

identification of two independent promoters 

Authors: Lourdes Lloret, Rita Barreto, María-Eugenia Campos, 

Soledad Moreno, Jaime Martínez-Salazar, Guadalupe 

Espín, and Gloria Soberón-Chávez• 

Address: Departamento de Microbiología Molecular. Instituto 

de Biotecnología. Universidad Nacional Autónoma de 

México. Apdo Postal 510-3, Cuernavaca 62250 

Morelos, México 

Tel: (52) (73) 114700 

Fax: (52) {73) 172388 

E mail: gloria@pbr322.ceingebi.unam.mx 

15 



SUMMARY 

The study of the biosynthesis of alginate, !he exopolysaccharide produced 

by Azotobacter vinelandii and sorne Pseudomonas aeruginosa strains, has 

different biotechnolo'gical applications. We report h.ere the cloning of the 

A. vinelandii. ~igA •gene which codes far the bifuncticir]af enzyme 

phosphoma~ilg~·~yr ftsb¡eiá~e~9ua".~asin;~.· 2/d:iih~~~~~o~D~~anncise 
pyrophosphor91~g·9\ (PMh~'~P),, ~Zs~~··· .~; '.{A·e.:ho·~~'{~~~nt¡~y~:n\:w,ith ·<an<. A. 

~ '~;- '. . \~':(· ·:<'· -,, (<: , ,-,· <~< ·;' ·; '.·.».~~ · .. : ' ·,\J\·-~~:\'.::. ::;::_y. :o<;.,·--

vinelandii . ·90Bb~Jc ·1ibf~ryr- icff· ~·%11IBa~:.9:úrTi·:··~~?·ci~~f:iió.fr --~f ~~~~íwe.'l7;11as 
campestris·.···p:v/€~~pestfis(. x'~Á~-~IJf~·nts, ~hich }~ack~+~f1·¡~·\~'ílzymatic 

,'.·~;.·· ·-- ; .. ~.·;~>c.'.'"'"" .":><·e/·>- >._::.·'.~ -~;:·:· ·':·",;~·,;~.~:c.-.,- ···;··r• 
activity. Th~.%'8~:p¡~·rr;·~ntfn9\' d6sií'iid/'clÓ11~~ '-;thG's<~El'ikct~d.~(besides 

con tai nin g .;•.~ t g; '.~·~.~~.:·~/~s~:~ t~:··· · ~·¿·g·~n·e'. :()~·ing 'if o¿•aR;~'~g~i~~il/áta~.e·;(:ctiv ity 
.. •'¡: i . ~ :· ' . •:'-' :' '" 'l• ,:·---. .. '. ·:,~ 

(atgL), ·and_ •. ?·°::?)e'"gt@e,~·~J~º,fºn¡~~i,íl~~{th_~?a'.gf~gi~~.;~p(#1~/•~k~.~#.•I~r .•. the 

e nzy me ··G D ~~~~nAg~·~> d~~ Yd r~~~.~-~s;; . Vte~re~~nFr~:f ~ ;'tB~'.r~ff ~ra?t.~ ri ~a ti o n 

of the A. vi~etaf1dii ·chrdmosorri~1 r~g,ion cornprÍsi~'g· atgÓ'a~d/itsCpromoter 
!·'::.: '.-.· ...... ~-·:<·' ·'·" ""-'"\·" - . ",' ' .... :~---. 

regio n, átg~·Af~ )2gti~E~~_f 9.ºr-.f~]y_¡f{\ti0,:1·.t;p.éiti:·~~: ~;~;~_e~; ~.(e\tious ly 

reported tor ?~'¿u&dr//ór¡~'i áerJg;riósa/ ·x;, .Virielahd;;'.¿r~sents·-~a 8iu~'ter· ot 
¡ ·;::· .. "~""' "'~-- •. ·::';.< .. ,,: ,'.• ··. ';,. :!-:·< ·,,-:< --~;.~::.~ '.--~';·::,,f'.l~ --:·:,;:-·· : " " .. 

!he biosyntheti? -~lg['Qa,Í~ genes: which are fra'il'sc'ribed· from thé;.·atgD 
~--:·.:, ~ ·-· · /f:·::· >,,--,·_· . .-.~·.-·: .. :.: :-,.::, __ :":) :'·" -~·:··: -; ~< .. ·;'?~-r· x·;~~::·: · S:?.~:.::?· ·~"" ;·':x·:J· -~:.,\.· 

prometer, but._;¡¡9 ~ls~.pr~sent 'eviden·¿~ sbo\ving}he~~isten'&~ ·'óta'sé~ond. 
·\-: ·-/ .;;-.: .•.. . ~.; )<:~'. '';" '- .. ''-;'-'.~-: -:<:> ~'.,);· . <; ... ·;'_:. , .. '\;~·" 

independent .P:6mbte{t¡11 ;this. ~~gi6n which'· tránscirib~s 'at ·,~asÍ·~fgL and 

algA genes. In additio~, her~· }e pr~se~f L~t~;whij~ :i-~6~ ·:t~at the 

16 



transcription of the, promoter transcribing algl andalgA genes is regulated 

in a distinct manner as the algD promoter. 
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INTRODUCTION 

Azotobacter vinelandii is a gram-negative soil bacterium capable of fixing 

nitrogen in free living state under aerobic conditions due to an increased 

respiration rate under conditions of nitrogen starvation (Kennedy and 

Toukdarian, 1987)'. When A., vinelandii is under urifavorable environmental 

conditions it is a ble to ,éfOrm :. desiCc~tio•n-rJsistant cysts which are 

differentiated cells sUr1"0J~cfad·,·~)~t~8rt~p~t1:1i~e:f~yers, containing a 

:::sp::p:;101n9::i:hdi~f t~~~lf ;;;¡::~~t~~1~1f l~~~~t~{'f~ff1ii~::~ 
long periods .. ~A~~th~r ;.eª·~iigY\~?Xt~~~.~r~'.z~t~:·~~fr> ~~~?.i?@.~·7rr·that .it 

posses m·ultip1~·;~cbRie.i:!i.of,!it~;:~·~tif~.~~~.~;gº~~:~i{·'.<;~d1~?·ff~d~?x.~(·~1.,. · 1·9·92; 

Manna ancj • déls,;%;~~3 ;[&a~~~l,:;:er¿~{-?~'.fe'~~)~·;,· ::~,·· ) '·' .· ... ,. /> 'e ··.~··· · 
Alginate;.¡~{~/linéar•'polys.aécharide·· b~n.stitÚte~Ú:.6~ ~~riÁumnic acid and 

lts eplm~;QJ1~?4};1¿~~¿i~;~~~1;f S}~1~~; t~f .r~ln1·.~~~t if ~1~(an~: 9~1s·• 1n t.he 

:;::,::: Itrr~\f iJf ~1i~::~ti~d~~f~~:f~f$¿~~~r~~;'~t:~'.~)li~:11~:·~~ 
·extracted ·. f re> .~~,·fu'~rfh~",É~~~~

0

i'k ,¿¿é~~IC'R:~kia~~h~;11t~ü-r .~;: ;,:'·';~: ... 
- --,; :·~·; ,,-.-.,,· .. ---,-r,-::' . ,..:';, ,, ~->v. 

The molecular~gefi~tic~ ofalbindte prbdu'bH6niri'p~~Jdomonas aerugfnosa 

has been wicie1y'.:~~1Jcii~d (chakratar-ty,/19'~1:.'D~ret;8 et ar;\,~¿+: May ·and 
.;··· ,.'·;' 

Chakrabarty, 1994). The P. aerugin;sa p~th\vay ·. oL. a'lginat~ biosy~thesis 

18 



involves the conversion of fructose 6-phosphate to GDP-mannose via 

mannose 6-phosphate ~nd mannose 1-phosphate intermediates. The 
. .. 

commitment en.iyrl1~ ' in: .this iiathway is GDP-mannose dehydrogenase 
• ,• ~·,' -, '.~·~:• ' •' •, e' .,• ' •. '• • • ¡ • .... _ 

(encoded by a/gD/Óén.e)T\Vhich,;converts GDP-mannose, a metabolite used 

for the syn5he:~.~~l~gt~~~nf~r~~t~0:f:f~~,h~[i~0~s, to GDP-mannuronic acid, a 

direct álginat{~Fecur~l:N:··pf1~s·pti'C,~:~~·i{;;5·~;iiomerase-guanosine diphospho

D-mannose ·J.~r~·~~=s'p~'~ryl~s~'··(~~;;_·~·~;k)~rs· ·.·~··bi.tunctional enzyme encoded 
-.. · . ·· .. · ... ' . ,. -· .: - ., ,_ ,·-. \".,•·····, .... · ;_,.,, ··;- . ·'' 

by the:atd~t·á~F~1f~a~kc~~b'~'.7¿~¡~{~:~~Nij~_\{a,2~;>tBJ+ ~!~ps of the alginate 

pathway (Dárzins 'eLaí., '.1986/~ille;·~;:, úi86J.''.3t.9L gene encodes the 
, ;· ·.- .·. -- ,J~/; ~.",;\: -~ :::::.- ._ ;C:,! •. ,;'•t'-:,· • : ','..· 

peripfasmidi ~ÍJ,i~~t~.;·,Y.~~e!~~·6J~~;~·.¡~·· ·1?.t•··L~.s:s~nti~.r .. ;}f rJal.~in.ate production 

<Boyd et al .. x~~~: ~¿~~+.a)~t'.'~'··?19,9:~::}bfü'rr~L~~·.~~·iJ99,~>· 
The biosynt'ti~tí.t. g~~~.:'crgst~'.: '~hÍch Có~tains. füost'dt,tll~/g~hes coding. 

·/-~.y·.. <'.~> ~~~·'.~:-_, f¡~' ,-f,<:.O:·~ .. ¡"-·:~~: ·: 

fo r the. ·.··e~·ki~et {n~~(J~~·irri: .Jhe~:· syhthesi~. ::6(fth~;: ~ar{1~r~n is· a cid 

monomer.s. ··as··.werr··. as ?tha'se:\cafii.A9. :úo:r'. ~ia1'~in~·:Y~J61v~d .:in .its 
"'..--· ··· · ''~:·:,- ¡::,.· .. ,~-:~:;;., - ,·' ·. -:',-j,"· · -··:"';-i,>;::_·;~~·-~.r J::! --· .:.'.~:~;._-

potymeri~~ti?~·};ag~t~!ªU;~~·;~~:·s~.c~~!io;;;::;~~.cih€l9i0?'ri~ttí§r1¿_'.:~yi~é~.~f·ta ···be· .. 

::::::: Y.;Jr~ Jt~!~~if ~~,,~~~,~~~I:~~,~~~ii~rf~~~'~f~~r~~~"i:~:: 
presence '.of an . ~~~~· 6} ;~proxi~.~;;¡J; ·~~~: k~'; ~~.; ~br~f ~rr{ 61¡,·t ··ari~rys,is, 

- ~ .. -·:· · .. ~· ·. . .:,~:':~/ 

which is the •· expected size ~t'.thé • .:11.!7 .ry;RNÁ, ~~s:·:nb( kbÓ~plished, 

presumabfy tor its jnstability (Chitnis ancl ()hman¿1993)'.'}W~a1?p~oíl1oters · 
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have been identifiec;1 interna! to the alg operon (Darzins et al., 1985; Chu et 

al., 1991 ; Chitnis and Oh man, 1993), but the. expression of these promoters 

was not sufficient to restar the AlgA+pheílotype of transposon mutant in 

which all the alg genes except for algA \;.tef~ ~rc,Y·ided in trans (Chitnis and 
: .... :,., /.U 

Ohman, 1993). _·.. '.· .. 
-- -"r';;' > .\~ < 

In P. aeruginosa the alg operan is 'confról1edúr¿·rri .th~)~/gó·'p:ro/,:;ote'r viá 
-·<,:;· ·,,:.,·~· ',\.-;.:: ·:~~:~:r \~?,· -~., ··o:>·:··,. :>._.,~:.·.;;~'"> 

- - . -<:; ,·. -~,_'•: --

pos i t ive transcriptional regulation ;by \he\Ai9R.:and éfh~«Xlg.B'/p~óteins 
- _._ ;;.,:: ;;;,-.. -. - 1,~·::_ ,;::···:·: _·>:x ·:. \):.f·.:-'.- · _,_ .. _ 

(Deretic et al., 1989; Goldberg"~n'cj Ohm'an, 1987; w·ozniak ·ánd ·b"hm~n, 
-.- . _, ' • . .,, -L~- ' - . ~" .. -,., 

··;-;.\e' •e-~-"'". 

1994). The 1ast . gene/ ih ithís:;c1úster.: fs á'tgf\ ,YY..ihfcll'').is' ·· 18~·afed 
.·.,,-, . '· " ' .- ,·':; ' ~;·. ·.-_• - :,. :;·~ e 

:; -, 

approximately 1 s ·kb\downstream ot>aJ¡jb gene,'ai[JL gen'9· is lbcated ·.in .the 

region betwée.~.\th~.seitw~tgene~ ... (Mi~ia~~····~hákr:~~~ri~.·.···1.::s~)· ... ¡1~~~\rZ~~~t.ly .. , 
identitied· s.iá~~:uke. t€?t~n .. :&1fv · .. ~e9:lnf.·,tbctt~jr~~pd~.~.I1J1~,;,.tor;· the 

initiation .of '.aJ¿fr frah~s6riptibn'..:.:TIÍiso'.sigh,h:1ik~.f~'ctor is ~:;,i~iiafitg. the 
,· -::.-· t.·· ·:·::.-}' ,/¡~t·:·-.:-·,:·.' - .':;: (<~:;e'' ;;(1; ::~.''.-'. «S!"' '."!-~j ",¡ :.·, .. 

Escherichia ocpil{if..•éroJ.~¡~;·añd ;botK"Íeco~'nif~ ·~Ímll~~cDNA ~~~qlle~bes . 
. ,·:·'.·· ~:, -'.:~· 

mucA and.'mud3 :;genes coda'. far negati\/e ·regulatorsót Al90·activity 
<:·:·:':-~.;-;" .,_._,, ._,,. ---~~-----· ------'-"----- - .. :~ _ __:_,·-·'-·\- ~.¿,,_~·,,_··-~-. 

(Deretic et ~1.;~1 ~.90; Deretic et al.' 1993; Martín et al., 1994; s.bhurr. et 

al., 1993). 
' . -. 

The native. P; ~éiuginosa straihs . isolated from th~ environmenL.or from 
.. 

different humán infectad tissues dÓ not produce alginate at signifi~ant 
. . :.. ,. - , .. : .·,_, .. ·· .. - --- ' 

levels. The lack of algin~te biosynthesis is caused by the very low AlgU 
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"' activity, due to its inactivation by : MucA and MucB. All the naturally 
" ·, '· 

occurring muco id •strains . ~~.e> isol~ted/trÓmth~~ lung( Óf. Cystib ·_.Fib.rosis 

patients and confain 'rTiút~Úci~~{:in :fTllJéA:o'r.·othe('no.t ye( ide~tified loci 
•.. :· i. ;<c.< ;>: '; ':. ;; .• t< ;s t<. :.;;:. :'>.~\;;f: :~·x e-. ·. • 

(Fyfe and Gován, .l9SO';·S.churr<et'a/.~'.rf9~4);·p;t:ip·r~se·r1t;·;there•is not ·a clear 

picture on the -~~~·ii~;1g~i~~Li:rJf~.·~h-a~.;Eª¡~j~~t~i(:~¡·g:Wh.th~kÜ plays tor P. 

aeruginosa in the~;;~~~.if~~,~~·~0,(d~~~r~~~ft~.~ 1.é.91\' Ó:r~iic. et al., 1994; 
·;''i_·- .- -\:',,:: ;,~-·:_~r .. >. /.' .. ,.·-

May and Chakrabart9;:1g'94>Y{. ; ·/' ; ..... _ .•..... :.·~ 
Xanthomohas. 2J¡j¡~~·~.J,¡~\ py .c~inp~stfis; •is a . gram-negative 

phytopathogeniC··.t:laci~/i~. w~i6tl" prod~c~~- t~eLex~polysacch.aricie ·,.xknthan 
-- . -;:_-~~~~: <~~:r_._.',:~:·~~- --:~~·{::· -·· '· . ~ . <-----·-.: _ --., , ·-, .- z':/::- _, "··: ··:;·:·-~:-

g u m. whi~h consists<of a· 13. 1:!4 ·b:gúicose backbo~e,;with 

trisaccharide •' c~'ai~s~citt~c~~~a··.·,fo·.·ú,· {h·~~~ ~~:a~ifid~tíª6s;J~~~\~,b~,poséd'·.·· of 

two manryose.· r~si;Ees2 ª~d .~:n~:;g,uc~i~nic .. ~~id.ré~idu.~ '(~u~~e·;¡~n-J~ •• 1.9~·~>· 
•,,·.; .-~~'.{"'.- ;:.~ "•<:-,;· ';'.~ -~, ;-',''-

Mutants 'deticie~t ! in. maAnós~'.·pr~dúbtibn,··'ari~i' .• 'ú-ius>uó~til~ rúo·; produ6e 
-·~:<:·_;_ -'· - . ;~_- '. ':..;~-,'.->,'',"--·" :··-> ¡'·:.: ·; \~: ::.;·,::-.-{_ ·:>.~:·'. -~->-· : .} 

xanthan gum¡> tiél.ve•be:~ni.so18:tecJ .. (K6p1;ri ·•·eta!:; 1'992>:"on~·.·at ~fhe~·e rnUtants 
• • ' ' • '·-- -- • 'o ,. ' • ,";;: .. • • -•• :--,-- ' ' - ' ;, • • ' ·, • ' ·, ' '• ·~ ··,< • .· • ,•>• ~ • - : • ' 

"?;":: ::~ ~ :.~·"> 

(strain 81 ºº"fa'):présented;~n iri~er'tiorí·i~ thé x~nB gcinJ:\which Cc:Ídes. for 
.. ' - ·-~---· -·~;¿· ,'::-.;<::_._··~~;:>.· -:~: .,_ ' ,·:·-_··. --:.~1 ···· .. -' ·., ·- -· ... ·' . .:: - - .. ·.· ' 

the bifunctio11aLi1nzyme~,f~1-~M,P:• ~hc{°.is t.hu,s á.íla1cig to 'lííe::?. aeruginosa 

AlgA enzymé,(KBp¡¡6·,~fai.(:1992)!' 

The alginate bi~s~ht'g~t¡~\páth\,;iay and P. aeruginosa 

are very similar (Chakrabárty: ,1991 ;' Piridar and Buc.ke, 1975). Azotobacter 
''·,··, 

vinelandii has be~g r~portecl Jo co~tain DNA. sequences homologoUs fo sorne 
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P. aeruginosa genes invofved in the biosynthesis and regulation of alginate 

production, such as algD, algA and algR (Fialho et al., 1990). We have 

previously reportad the cloning and characterization of the A. vinelandii 

algD gene, showing that it pre~~·~ts"j;i~h~rtant structural and regulatory 
-· ,.-:~.:_ ··.;· <·:~?'; ;· ·' . 

similarities with the ··. correspon~ing iP.~:a2iruginosa gene. (Martínez-Salazar 
. -·;;:/ >:~~,->~· -.-:::.;·: : : .'~_.,: i~'.-;'{·. }:~'~'- ---.-< < "..;.."f -

et al., submitted~a)/· We have also é'repOrteC:í·thé/existanCei in.·'A).···•vinelandii 
. , ~ ._ =----~ ·;_.;)L:~-:?:, ~:::.;,;_, -,.:.-.'-= ":":··:, ·:··, /'·. í=-:,:.\ .--~~---:· ··::?~:-. :,)~ _ _;.: .1_·:~~~- . ;::·,~.:- ~- ';,:- _ <) -

of the alternative'Isi'gma\fa'Ctor(AlgU'{an'c{ @. ¡,•~g~Ú;~r~g~lator~ MucA and 
·-=:· ... :.> ~':~:.":· " ~ -~·-~ .. - .•;:;, .-¡·. ,,· -·-·· ·-~ _;.: ",' ~:.: ;r."-·:.. , . 

MucB, and,. t,~efri!l'v~IJ~~~nf{ot thces~. ~fot~iÁ'~\in ~J~i;natf production 

(Martí nez-s11A~ar; ehaíH's~b~itt~d-b~. ·.·{ · :'.· ;·:. 

vinelahdÍi posseses<ah . ~lgi~ate'. iyas~ ~acÜvity :106¿f9(:j in. the 
t T • •''." •, -' •• ._ -<:•. ,• ',' • < ' • • 0 1 •• ~ ~-··,o:.• ' • :.:.·;, •T - ;·, ---- ' •_i'c: • • "..._;·'.'.:. •-- _ • O ¡ :-" -

A. 

:~::::$:~:',~~~~~ i?ir~Jjº~t~~;Jf ~~~"~ih~1;~1J~~)~~;~~~1t~J~s:ª:~ 
reported .to .•cia:~~t~'j{ .• ~t··.:·,:a:t'.·~··fou/~¡Jtfa6~1.1.ü1'~<'.alg_i;n-¿t~· ;·~'pl.rrie_t~-:·~s .. •.which 

are encod.ed by genes with'. 6ólDNN hd·m~Tbgy ~ith thE} f: )?ef~ginosa 
epi merase enca~ed .by 'th~~ 9 ene atgG. (~·~~~Ja~· if'.a/( ; 99~·; ~h~~·Sa~·, et at., 

·-·. ·· ·.. · _,-___ : · -·-· · ·· ·_ · --.-.'" ·.'.:, ·,~::r:,::;-~· .. :;-...-":s;:~ ·_-::·-::~·.::~:o::~;-~.=-~lt::--'-_· 

1995). 
.<~ .. 

- i·;' ~ :· . ' .. 
-- e·· • .'';• .... 

We are interested in the moleCS1~~ g¿niti.c· stUdy<oi ~lgiriafe 6iosynthesis 
.. ·.·. . . :::·;·:,. ''.: ,., -·~::;;:: <.:·•\·-:::: .. -" 

in A. vinelandii. b'Óth•for, . it~ pot~nti~l-inciustria1'{~ppH2~tiob: as far .its 

role in the diffe~e.nÜ~tion. pr62ess' l~~di.ng ta::áy~t'.fbr~:~tio"~. in ·thi§ paper 

we report the ~lonihg of th~ A. vinetahdir\a1d.A ge~e by means of the 
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complementation of an X. campestris pv campestris xanB· mutant. We 

report that A. vinelandii has a similar cluster of alg genes to P. 

aeruginosa; and thaLthe tra~scripti~n/~f. the whole alg gene cluster 
¡'·'' 

seems to be driven from th'e',~'tgg;~ro~ot~f, but we show the existence of 
- - :~~ú>>'- :.;;<' .. 

a second prometer whicti irfd~~~~d~~tly transcribes at least algl and algA 
··. :'·'.:.;.~-.; ·./,-• -~·- <i.\~·- -

·. ~ ' " .. 
genes and which is regulated}in.a distinct manner to the algD prometer, 

since it does not depenci f~r its t~anscription on the alternative sigma 

factor AlgU. 
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.. RESUL TS ANO DISCUSSION 

Cloning of Azotobacter vine/andii algA gene. In arder to clone the A. 

vinelandii algA gene coding for the enzyme phosphomanno~e isomerase-
' ~., 

guanosine diphospho-0-mannose pyrophosphorylas.e. •.(f>Ml-GMP) we 
~."::· ,.. ' ' ... ·,\· - . ;. . 

transferred 1500 cosmid clones of the ATCC 90.46i.g'~~o.~ic''Klihrary from 
__ :,.,.;·, -.;;:< ,"'-:~;: -~~'},~:. <::;< 

Eschericia co/i S17-1 to X. cam¡;estris s1cfo:.fa .·(~hich' fríck~ PMl~GMP 

activity) and we ,_screen~?:·,c.t()'r,'',·~.thi~~ •. ::.c.º···,,.·~~ids·.:.:.·.w. : .. ~ic~;.;~~t6[~~';\iit~~;xan.than 
' · ... : -·' ):i;~ :. . ' -,, - . 

~~:::::º;~r ,;i~i~%¡1l~ti~1;r,~tM~~t~~ti:.: {«i~·;¡j.;;~ri~~;~c: 
pMSA55, pMSD75;~pMSA151"and 'pMSQ675, ,fig: 1);,plas111id;pM~l)675, .was 

• . .. ··. ~-,', •. · ·'. ~ -.~::(."- ~ ~ '.~ ; '·-."\' ... :'' __ /:~;.; . i!'· '.'.'-':-y-_·_,·'.>". ~e~;,·_;,: ·-::--'.-. .. :;_~- ·. :·:-/': '..; -~-- .. /,;,'_ ~-~ ''.:·.,. ";, .. _. -.':-;;;·,~>,_.~~:;~·~: :-¡-> .-·,. _:. 

:::::,:::Jº~d"~f ~~~~t~f~~~~~j~~:~~t~it~ir~í~~~f J¡~~rrj~i: 
13 by A. vif1~1a~dii(DiJA,:. is····· stroll~ e'vid~·nce 6~ th:. ~i6ning?~f,:ád~nctional 
a!gA gene~ •Plasmid~ pM~Ó675 .. an~~~s1s~ .·w~r~'Cs~d:·i6rj;.~~·~e.:;~etailed 

•;:ly:::~,. 10: defe(mjne ;L;h. ~ ;I GMP\a~iilty ~~~'.~ci;~; ~V~ Q~ne 
hama1agaus to the ,.?. aeruginos~:~,g·W; ~~ a~t~·rmi~·e8.:.t~:fa··¡; ... aérugi~osa 

. ·~·>·'· :''-~',· ;.~':~;:-:·= :_:~ '-:-',',:::- -;.•'" -~~: ',~~:.:··· 

a lgA homo.logou·~·.· .. i~q?·~·~~.~~;• ... •·f~·.r~ .. ~.·pf~s~'ot'~'{c)~;~;~·Í,~sfoici~>p~·S.P6lS .. and. 

pMSA55, we.·f~u~~ an >o.9:kb;E~oR\ b~nd;\,.,hich· hYtfridize;•wfth.\'a'igA gene 
'.·: ~- ._,..-.\ .\~_:·; .:.· ·. -.", ,',{:~'.?'. ~·.. .•'' ~:·~ 

(Fig. 2). Thi~ band is present i~ ali the cosmids .iso!Íited by the 
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complementation c.riteria (Fig. 1) suggesting that the a/gA gene homolog 

to P. aeruginosa that has been previously reported (Fialho et al., 1990) is 

the functional gene encoding the enzyme PMl-GMP. 

The fact that a/gA and algD genes are closely linked, suggested that a 
- . -.. ~ .· : .. . ' -- - ' 

cluster of alginate biosynthetic genes, ~irl)ifar:.:to . t~at described for P. 
;;.::.:· ; ,.· 

aeruginosa, is present on the óhrorn~sofi:ie .'~f"A~ '~M~lándii (Chitnis and 
... ·. :- .. :-:· ... ,~~, •''.·. '-": .. -~:-'" . ·->_.;·.,:.·e-_·.'~,. ... -~·- .. _ .- , 

'._;::._ """"''·' ~ - '• . ¡ -, ·.·--~;: 

Oh man, 1993): ,Th.e•.•presence' ~ha/Jó.'9eWé·tin '.ft;~{;é:Jiff~r;riróosmids.··isolated 

was studied hy'.solith~rn·:h1ür~na~~~;~ ••• ~1a~fil~a5 ~:~~x?·i;·~~'sAss and .. 

pM SA 151 did r1ar· &b.~taiíl ~_fglJ.gehe: )n ~ig;:~J:_w~ s~o~ith~> h~~riª¡zJÚon of 

plasmids pMsb~;~ and ·~-Msi~~~ ~!th the :P. ~~r~gf~osa a'!~;" gen~. 
·.-:-;:--.-, 

We have ·.'.p'r~0;oü!,i¿ r~~or[~d\'th~{pl~~~:i~T~~s:~~j~L~~nj~'.~·~a+ihe: algo· 

gene andit~· 'p'ío~ot.~r seqJ,éílce~ (M~rtf1Jez{s:a1az~r·.~t ar.; s0~miHe,d~a), 
._.:;:-·; .. --_:... ···, '';~~> ,·!:,,~;·:·,_·::.< . .. - . 

the analysis •. oL.this~p?ci'rnotihg.fregio~;. a@~Ibe:'.d.et~rlll.iríati()ri ~f · .. ~tgD th.e. 

m ANA st~rt,sit~,' ... · :h;o~~d.th~;~ .. ·t~it&~;~!~l:ªtJf ,n;.§,f.·~,J$:·.fr~n~~rJ.§ti~.? · •• i~vo !ved 

many conlm<>n . tElaiúres ~¡¡~ ,19 O/reto~ie<'·,regJlation. tor /'. ~~iuif ;nOia''algD 

transcripti·~~· :~(·S~hurr ....••.. 'f:t·~,;~~{g~{·~c~~f i~B'.~aAi~hfu~~·~¿.§~¿~l.~~lh~v.~'·also 
----'·--'_-';-;~--- ·j_,::--·:_·,-,,-, __ , 

shown the · in~olV,ern~ ~~To(•A¡~y~_~·M u~c~·: ~8d \'~u9~ ·u~ , \a/~;~;.tr~¡i¿d~ti on 

(Martínez-Salazar ·et af./submitted-l:>f;: .• :1í.·.t'J'~s· U:lé~n )shbwn bf• '9énetic. 
-. ,,. • --: ·.. :.- .. · . ._:.·>· ·--~:·, ~~:~:t:-. -:.<~:. -_'·U::~. {s'.:--... .. ., ., - ~ -.·. · .. ,. .. - -_ :,\·.~-:" ~;~;>~ ··-·. ·'.' - , ···,. -· 

analysis that algA transcrlpti011 is st.irte~·;fro!Tl:.':the' aígD: pr6m'otéf in. P . 
. :· ~-,-·- :·_/.~~ -,~ ~::_:,- ~: '·.' . e·>;: ~ 

aeruginosa (Chitnis and · Ohrn~n. 1e93),:bDt th~ fact that ~e havá isolated 
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different cosmid clones which expressed AlgA activity as judged by 

cornplementation of X. ca.mpestris 8100-13, but which lack the algD gene 

showed that in these pÍasinids the transcription of A. vinelandii algA is 

independent from the algD prorrioter, However, algA transcription from a 

prometer of the vector pCP13 cannotbe excluded. 

ldentification of algL gene linked to algA and algD genes. 

Alginate lyase is an enzyme, coded by algL gene, which has been reported 

to be part of the afg operon(in P ... aeruginosa (Boyd et al., 1993; Chitnis and 

Ohman, 1993; Schiller, et/ai.;' 1~9áFAn alginate lyase has been reported in 
-'.-,·.:·· :_"_c',-

A. vinefandii (Kenri9d{ ~t al.,. 1992)1 but the gene coding forit ha.s not been 

identified. · > \,, ·.· ·· ··· :''· .'i :/ :/ ; 

We detOrmin~~ ihé,Jginati Ji~~~ ~Ci1:J1y.,~'1Jo~~d by. Í~~ fi~e 2osmidS 
. ~. -~···· 

carrying A, vinetandii~atgA · gen'it:ioth·On ,;E.. coti.ÓH5ci'á.ncl;orúX;·'·Ciimpestris ..:. -, .-·-·;.:,·, ... ; -~'. :-.- ·''. ,_ -.. ·_--,-.. --:_-_.,.,,_ .. ~_~\:-·:.:·.·;._·,·.'.· ___ <<:;·· '• ..... ··-.·.<_,,:~-~,- : .... ~ 

pv campéstris'i,s{qci'113,Ya'.:~ci "weétó\Jnci TllaI'nb'~~.·····'o.fth~~~ • .• ~osmids 
.'.- . . :~·::e:"..·"·. '.·-.-~.: .. :..;. ,.~ -·_:::.~)~- ~.:<y;;;~ 

expressed>aÍgiffa_te lyase .activÍty.:on ).E,'cofi,'<V,~Íie.fail/of :.th~\:n:gaye .. a 
···:_'.,-:_:_:··,,, ,',_·.·. "_ "~. ·<: __ ·; ·'-'·:.. ·::__-~~;~;-~-~~~-~:\;:_-~,~-·· -=.-~-..;-:. ..·. :.~.,· ~-~;:,~; '. 

positiva resu1f V.:h~~; presenf ."orí ;'k.7ca(;f¡;;~tris· ( ;Fig:'.3 and>Table'2)';, lrí.this 
·- - ' . -:-~-: . --- ~ -.\ ' - ·:\ ' .. •:>-

way we i:~e~.tlfi~d 'fo~·;pr:e~énce of a·· ge~·~. 6aciin~······toÍ. i;f ajgifrat~. lyase 

closely linkedto''.'~tdb ~~daigA é~n~s i~ the ·chromoso~e 6t A. <viri~tahdii, 
we callad ~this: gJne :~fgL by analogy with the P. aerugin~sa ge~e pr~sent in 

the afg operan. 
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The fact that A. vinelandii algL gene. is. not . expressed in E. coli suggested 

that the prometer which control its t~ánscription is. not . active in this 

bacteria. The prornoters belonging<.to; th~ ¡)'1as~idiy~ctor pCP13 are active 

on E. coli, so the expression of Al~L\>ri /x ~~~~e~ir/~~6~· cosmids pMSA51, \: > -- ':.~~:r: ·.~~.::~.: J· .-·: :: .-_ , -.. .,-.·~,~::·,._::;f~:.:·, :· -· -. 

pMSA55 and pMSA151 seem~d;tó bed~p'.eríci~hi2or('fun~A.>vinelandii prometer 

different frorn the algD P{?~9t:~,f; :;hiff '¡ri~c~ing.x" 
P. aeruginosa and A.·'vinet~J.idíf'~l'ginate;ly~kes. áre periplasmic enzymes, 

and the tormer enzyme·na~ ~~e;~:~;r~io~~d;tq::~.e:~ct;ve ~h~n.~xp'ressed .•. by•• E. 

coli (Schiller .. ét>at··~·~9~j; .•. ~Áº~~ssibil·ii~~~6r·'.ihl:~·l~~-~;;:·ú;;~.J~;;;,¿e~pr~~sion 
of A. vinel~ndiÍ;~alg'i~~te:CÍyase ;;isfi~aN~iiáis Itriks¿·/ib~~ ~~.a~.icotf,bÚt 

,"~- ~:-~~· .\'·.;':\( ... ·/:,~-¿~: __ ,·! ..... -;'::: .. -':'~.-:;~ - ··:-~"-:;º')'.~"¡~ :·~; -; "~~-, '.·-·--·::<·";::·:~< - ._ .... _ :"¡~--- . . ·· 

that the resl11iiíl8 .. ·e.nzVmé isinactive. \rhí~ possibi1ity' is hof.·.vé?:Y .likely fo 
-, •,-<'.:\ •. _\,:_.. h e,· _ _;.· ,Y.. ,r•. ·L'<,,:·:, 

occur at lea~t ih.~·the. cks~· of pl~sr{¡¡9 ·· pt-X~¡\s5, .'for.~a · reason ~h[c~ \vil! be 

presented in<th: follp~inJ·'2 se.ctio:n.~·· . :e ··· · F.'t .T'.? :': ~'.· .·•··· 
•.""/<··.:~··,,'.·, • •'' ~.·:·\ • < •::¡"•' <\~:~'- ··<;~~-",' :o·,,· ,\"'• 

The lack.~of algiiJate\ly.~s~·~~pre~sipn '¡F E: db'ti,CJf t~ft~/~~~§~h~'.pf~sent· in. 

the cosfT1i~s.~~d~:i~ri~ed'.;j;~b,o'l'j~: i·~;-.·ªr~t.~~r·;'!,Cif~·~~·~t~1ti?1··~-vi~~;ri·6~···tar.•···th·e · 
existance . (Jf ··~(·p~()~'9t~~ frans.c'.~i§i,í13·:¡~~ (~~n'dif!f3/~'nt·Of rg-rn the ·atgD 

prometer, in order to,;obtai~: more·.condÜsive' e\dden2e '.tor the existance of 
·">-.'.:~::·:'-:: 

this prometer we performed úie ~xp'.érirrle~ts described below . 
. ·' . - ' ' ~. 

lsolation of AlgA- mutants º11 ~o'smid pMSA55. In order to 

determine if algA gene was part of an operon in A. vinelandii, we isolated 
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mini-Tn5-lacZ1 insertions on plasmid pMSA55 which were no longer able 

to complement strain 8100-13 for xanthan gum production, and we later 

determined whether these insertions were located on the algA gene, and if 

not, whether they presented alginate lyase activity. 

We were able to isolate eight mini-Tn5-lacZ1 insertions that were not 

located on the 0.9 kb EcoR{;·ga1~~ ;~hiá~<~~bfidize with P. aeruginosa algA 
--; .~,- ·-~ -:.:;.·~,_,._ ¡<·_-, 

gene (Fig 3). Three of;tf1~ke'.·in~~rtion~·~ {pRSA 1, pRSA? and pRSA8) still 
- --.. :::· ·-:".· :.~;,_(,: ':''..; ·_~::e:: . ~!-~:- ;~·!_ ·~-~~'.,:_~,--:~. :.~.~~~-' ::\:~'_:'.:-.. '·¡·\·;};: .. . . ... -, 

presented Algl ;ac;tiVity;:, ~hII~ it1'e {fe'fhai~Íngc five insertions besides not 

complementin~r~iraid> 1ª\6·~~i3 t6~ .:;~~t~a~: .• 9l}rlÍ~ productión, lacked AlgL 
- ~<- - ~-' : ::~-\ -:: "<:/:- ~---.' .}-\ --~~~ --·-.-.;·. -~ ·.:~ 

activity '<T~~,i~c.2)? Tll~sei~>resu¡ts \~trOllgiy :sugge~(:that algA. gene is 

transcritied<tr~in , a '.8isi~ntTprbm~t~~ . and ·that ~1g[ is:. part ot the same 
--'-. ,:;.i- ;-.· .,. ··., 

o pe ron ic ·. structur~ ·ai }a iGA .~; . 
<" •\{<." ,;:,{.~ -~·~-~·::' V,,•• :.~.~- ' 

In arder fo. determine whether !he lack. of alginase activity .of the E. .coli 
•::·. 

derivatives carryi~G· .the cosmi~s containing A .. ···vinefandli a~gA·.wa~. clue .• to 

the lack of· .. ~~2~;~~siio'n)of< the promotertran~cribing ~tg''Ú:ahd.·aláA, p- · 
,-- .... '··'·'"·' ',_· .:···.-..:.:>'.~." ~~:~- _:;··:: ·.:::'-';::- \ ;; ;_;.:<·.-: 

·: ·-~. ';-_,,." .. -: . . . , '. ·,·:. _;:':\::./" ~· .. 

:::::,::;tfJ;í1~1~f ~~"'#~~~:[ij%~~~~~J~~~lª~~,;:~!;~~~Nil~\~.w: 
campestris ·b~bkg;(}~;xd .• •;~nJ' ni~fo~,r~ of th~~~'.p~r~s·~·;t~~··\~}s:'áb!;VÍ;; .i,f1• ... the 

E. coli cells(T~bl~)).'This resL1t:~hbw~'th~t ·~he\'aidt ·~~ciaJdA~en.es .. in · 

plasmid pMSA5,~ are ;expressed i~, X. campestris from,:an·Á .•. vi~efandii 

·, 



prometer, and th~t this prometer is not active in the E co/i genetic 

background. 

Transfer of mutations cáusing an AlgA- ·· p~enotype to the A. 
· .. ·. - ~ ' . -· - - \ . . . 

vinelandii chromo~ome .... In arder to d~termin~ ·whether the 
. - :.'-;;: ·.: ': - :~_· .:-:·:,. -

transcriptional ·. arr~;Lt~át ;.e . h~~é determinecf_o'n :plasmid ~MSA55 Oíl the 
.·,~ -·,,:.~,. ·,:--;··~·~·- ... _._·:.'\< ;_-,,,;·, ;·\:·: :-, .. ··.- --}: ,-::_.~:-:~ ~}t:. 

X. c. c. B 1 oo~13''.6eíl~úc': tiackg'rOGnd (a/gLÜrans~ribed '¡Jridr lt)atgA), was 
·A • ;,, ',- - ,-.:_, <;:~·. ~-.;,_:'.::·- /:. _,· ·~:-- ·' :::; \~,':' ;·· ~--,,:r:·~ .:e;::·; ·~>-.~~- ----~-: -<;X~\-·>'._ 

!he same: SX' :th~;t~\ ':··v/N~t~Adií/ g·~r'b'rii8~6fii:e'? w~ '·. trallsferred by 

transfo;matio:Rl ·~·~º~ .·of'+1h~>~}9~t:~~;k¡:(f-'n~1:1~~lf ·f~~~:rti~ns;tti;·strain 
A rcc 9046 .. ;f hJ;(~iítati~~s 1~~~~íe.rr~~i·ai~;. thS~~·ííl pI~~~}~?e~·§x~ ~nd . 
plasmid'·'p~§ii.·~;~·~ifh~··~r~0 lo~~t:·~~~n·2f~~~.:;~1i~~"'.~n;~··t~•·kb•'baílds· .of 

plasmid_.p~~¿~s.'.)_í,e~~:~.;i~:.e19···'.('bi[1 ;·;, :~n}~:~~·~i~Bj·~9?~;¡e~,;t~~ . ~.-· 
galactosida~·: ·,~6tit_it~(B .. ~~.od~d •. ~ •. i_n,•'..lhé'••t~~ñs.po_~.:n·'.(T.~J)1~?.?~·'.. t h.~·•_res•u.lting . 

-~~~ ~: 

strains, · R~ff s'.}affc{ i§s~a.>w~re·}:íl()j:~muó~Jd/~ .. <TabJ~;:-?);) H1es~2>resülts 
·._ · ·'"~_;_,._, :-~·, .;. ··_. :~:--> . <:.... ,= - : - ; • - ',\·.> ,-: ·:_\; -. · --.:'-> .-. :-.«' Y:·.\·~>> ·: '. · .. ._ .:"/-":- · '.~·-- "~: ··::.:-:·~'.:·;: .;/ .-~ -. ::·.~::· ·.· -~ .. -. ·-:-_ ·:-:<·_:, 

suggest thaLtlie.· rioh:mucoid:'phenotype of tllese,mütants'•is••due .. to'the lack 
_-. • .• ·í-·, · .•·. :. '-;,:·· -::._·,_,_; ___ '' ·! · \•{~-· '-"". .. -.•: ~ ~-.:?. ·_.e:;._ -.'.'.,o~ ·.;{", -~- ·-"'·· '.· •;•O,·.· , ·.J .. <, --.- , e': •. ~{:.''.'~ "'; .~' ·--~-¡\·.·,·: - · ~ ·:- '. ,:;/:. ·' ." 

of a t gA e;<pre~·~¡:()~{·(:~~d'."P~.ssik1;'./of/.:Ot~eH';g~ih~~\ n~6i~s;~¡J' '}i6r .. ·t~1.ªfnáte 
production;-·.• .. h~J:J~~,;~y!Lthe~GJ,¡gf~'T~s~./¿¿.z12if1~·~hi~ri.{i·~bth::~~6fanf~~·¡;~ins 
p rod uced •. ; •. p~g.al.~_ct~;i~.;·sg.·•.~cti.0itJf:~T~~1~<.2)/_ ;{i,,i_~··•'.r~:sul:/.s,;o~;· :\~·at·.•;tl.1 e 

; ;-;•\ '~{'"·' ~·"' Y: . - :·-. .. -. ··. 

gene whiéh. isUn~§1[~a.{~d1HbYJ·f8.'~}~fk!~-.!?s}1Ji~z:/ ;r1·~~iti6~• ·i~·being 
.. '~'}, '·'·.· ' ,~,_,.. '.' 

transcribed in tlié ÁY ~iheta~dí; chromasorné . 
. - . ' -. ~ . '.,-.. ' -

As can be s~e·~ in T~ble 2; stmin f~SA6· did not presented alginate lyase 
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activity, this result suggest that there is only one alginase on A. 

vinelandii which is encoded by algL gene, an alternativa possibility is that 

more than one alginase are coded on the a/g chromosomal region and that 

they are all inactivated by the mutation present in this strain. We are 

currently subcloning algL gene(s) to analyze these possibilities. 

As expected, strain RSA8 showed alginate lyase activity (Table 2), but it 

also presentad an unexpected phenotype when. grown pn the medium to 
.·- ·;, -.;·.,· ._;·. -" ,:·· '·. . ' : \'·. ~·.·.'·,"· .,, 

measure alginase (Yc?~~'diU~)which has a low aga'/.~g~c~~tration, since 
,.~:.·:. ' --;:-:_.,:,:,,..::e:·.: ,-~_,:_;; - .. --· ·-~,;,_-- :--<< ._ ...: .. - ··-- .. ::. 

it spread thr()y~·h):th:e:p·1¿f~~~asch.emota~tic •. ~#ht~?~-<?~~-s ~?'.·b_n _under 
~ [_ ~ :: , ":• ·-· -- . ,· 

starving co,ngiV?hs))_{~aFtín~~~8;~1~;~.ªr'~f~t··.~J9~~)"-~ \) ; .·•( .•... ·. ~ /.J·•.· 
Taking tóghether,/t!íesefresUlts .: stron'giy'sugQest That•··'in.¿thi:t'A'. •·vi~~t1ndii 

-~~':\'~-.. ,_.::_,-'·~·:.,· .. ~ .'·'-~ . "-:.\ :~·.;_:-· ··'._.': · .. :·,_:,-. :.<.: 

chromosome··~th,!'.' ~i~~~ j#iáfd~n'd-~lgt.···far~:.· r.€rtj}9tht~~;:~s.~ni.f 6pe.ronic· 

strupture ·and th:~~t· thef:iaui_r '~::ni/ ¡~'..~étí~f1s_~ri~~d-:pd6f"~··to ~re1;.r > . 

e~;:~::::Onn . OQ:'.~j'f t~ff J'.iT:1t~•¡g~~~~l~t;~Í~f c~i~:~:~fü~j~: ···:: 
truncated a/gD gene~; \)h~ de;~oid;of:Jh;e'.'s;~énd' affd,the.ofh:~rri~~kirig ;the 3' 

end of this gene; s~p:~a;~'d"by,~the cloni,~-b ,vebt()rp~ri'bodi'~~>Apr, ''a'nd, is· 

completely impaire~······· oíl'· 'alginate ;ir~~u;:ti:o~: .. t~~:~tí~f z:t~i<la~ir. :;~t.·~1., 
submitted-a;. Tabl~s'{ a~d '2).\1n6rdEJr 'ti· ~~\~~rnirie ·~h~;fh~/ft¡; disrUption 

of algD gerie. had a polar effect on the éxpression of ai¿L',knd aldA 'genes, 
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we transferred the .. disrupted algD gene present on strain RSD1 to plasmid 

pMSD675, thus constructing plasmid pRSD1 (Fig 5), and then testing algL 

and algA expression in X. campestris 8100-13. As expected, plasmid 

pRSD1 is not longer able to complement strain RSD1 for alginate 

production, as does plasmid pMSD675 (Table 2). 

As shown in Table 2, the disruption of aÍgD ge~e has none effect on Algl 

and AlgA activities when expresséd /·i,rii/st¡ai~ .8100-~ 3,···.·. Algl . was 
,. ' .:;'> : - .·.~::::~·.- ~- ._,_ '-':::·. 

evaluated by. the d.~g~~da~io; of·~l~i~aié oé~ pÍa1~f ~l1f~1~~ (byJhe muco id 

phenotype ot'strki~ 8106:.131pFisci\. fiii~ ~1~ar.1y sha\..ls t!la.t; 'at 1east in 

the X. camp~stifs.>backg(oU'~~.a/gl ~;Ad ?IJA :denes:'.ar~ Q()t exclusively 
- ·. '} -.. - ;·~-· .~-- "•~\:::: <~~~:"; '-'"'-·' ' . . -:.~ -: -

transcribedifrom ;th¿·.~/EiJ\~r;olii ót~ r. · . 
. - ,,,._, ; '-,_-.' .,. ;:.~· .... - . ·• .. -. ' 

We had preyi~J~1y're~g,.{~~··ít1~ti~t:rain ·w112 containéd ,an algD-lacZ gene 
- - - / :- ·_·f,--:_ ;:-¡~:::; -

fusion on•.••tl1e'3~/eríd:~of tlle'gen~. arid that:fhis· strain.··;s •• not C:ompletely 
- "' .. - - ~--- -~ ','- . '.; :·· . •'>'!: :;. •. · ·,' ·,,-; _ -.-. ·.:. -- - - - > · __ - .. ..,. ,-· . ··": .__ ·. . '· '' .. -·· . -- .' ,·. ' -·.: . 

impaired Óh·•algiA~t~··~rbdu8tio·~ ·si.nc~\t;~,~~tili/able \~ ~rnciüd~: 2·~o)o'.~óf Jhe 
.·. :/ :,.' _:::~-~-_:,:._ :~··;.·:,:: : <-._: 

alginate PJ?~~,s:~ .. f~~Lth~ .. J;W,ii~~··Jype.:.·,si~§li~.:.'.(~.a~tí~~~~?ª.'~ia?•;et :a/.,. 

submitted~á). ft1~ ·!act;.:th¿t(thik/W ·~j17~1~AdiCsir~;~'.i'~ ~;tii(~able.·to 

produce á1~.irÍate'..s~6ws · t~at/a\hiihij~·s-i~~z1 •ink.~rh6~·~\~.;~fáb¡·fs .. not 
. ¡;·';"•" - . ~ <-.·.-\· . ·• ' ' ., . :-,'-'.-· . ..,_.' .. \''';·· ~-·?.\>. :'..;> ' -- . 

completely ~poi~~ ci~ :~tdA. e~pr~ssión '.asXwe11~ a1:,a·n; thé i~p.ressio'~,ot• other 
-· .-. ·-,.- ·--··. -.- ,. -- - - . . . ' . - . <· .:. i ·::·::.·'.'.Y· -:-::_:\!_::.?..-··_· ~-· .,,<· :..:\:·::." -·,_~_'; _,~:->-; ~~-·~·>·-, ~f ;. ·.--.;<,,-. 

genes whose prodúcts .· afe essentiál '.fór alginaié biOsynthesis:+.:This lack of 
- • .• - -· ·. ' -· . . ·,;.. • . . ' ,, . ~·· J• - - " . 

total polarity on A. vinelandii background. support.the~•r~~ults o'btained ori 
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the X. campestris pv campestris gen~tic background. 

Accordingly to the data presented herein, regarding the lack of polarity of 

an algD insertion on algl expression obtained on the X. campestris pv 
' .. 

campestris 8100-13 genetic background, we fourÍd/t~at.'.the A. vinelandii 
'·' '-':"L_ . .-··" • ¡.,..C-;,·"· 
- -.:.~ -,'-.'. ~ 

strains RSD1 and W112 presented alginate )y~se/ari'tivity, /buf' it is also 
;: :;- -·~--~~~':' ·r· i .,· . ,._':,·'f_-..... ;.~.:~-"'.'/ .. ·- . :·~·;··- .. 

. . _. . <--:; _·. : >;_ ·.- ~«' ,- ">. -~,,,,: _.·.::· :·, :· ... :·.l{: _'< ~ :';.·;; ~-~{-.:,>-· '·.· ' -,~ ', ', -·-~ .· .. -... ) ·. . .. ' -
apparent that both strains pre'sent aicleár',reductibn.: or) alginate lyase 

•:.··.· :.·-;_\-...: ;-; ;.-,_.~ <':<'-¿\::·_-"-;/:: ''\),;·. ~.· :·:;/_:i_·.¡ ... l- .< 

:::vi:,'.:ª~~ .;'·s,;:;;0:~~:~~~1º~,~~!~x:[::E!~'.1rh:~,:ii';~~!~~~:;; 
>~- _, - .. :~-. ,_(/· .:».' ·. :~:'<- ./(:; -; ¡.,;,;.,-; ¡_·;:.''.~:;'.·-~?-';; ?{'.'.:'-.'.: -.:;:·2:·~ -

chromosome ;§fj;~ }~ri·rn~.~~-r tránss~ib(nglaigt,· .. ditf~r~~t;fro~ ~tbe{ajgD .. 
-·:~_ .~-· ~.<:·:~~: f'.~;i·;.7,, -<~,-· ··.-·~:5. :~.:..~~--·- _:¿:,:;: :~.::,->: .-.-~-_,.--¡.~~~::~- '.i~' ·• ~.~.::::: . ~:f' .~\ ~-, \'·.-: 

promoter .. Ón n~e.:'oth'er.:hii~~;:~!°he(reduction of .. ··~l~inase;·~.c~tvity:: cí~ the two 

atgo inserti~~~{~tri~9fY: :~u~{qJ~í .. ·y~a.(.iW thefr~_:riip~'~~J¡;:c·99ne.tic 
background a·;~~n~¡~;~a~;I~ %ap~rti·6~·~.~f/~/gL fran~crip_ti;; .·~o¡~·~from ··.the 

algD prorno'i~r~¿ , <' 

Alginate lyas~Vad~¡0jty •)s. t;~nside;~~ly .incréased in· st{ain. RSD1 by th.e 

presence. ~f···~,:~~ids··~MSD~;~: ¿'Jp~t;·t (Table• :3), these• incre'mentS .óf 

alginase activity_::~~e~ 'fo .~·.~ ,du~···J: the 1Ln~;:me_n·tb.~t.f~~Ctional · algL · 
,. . .. _ _;_ :.:.;}·._·:.·.~· :;.:-.:_":;'. '_ .. ·-·- ~ ;,::J:~;-~--~-~-i~>. ,__:_ ·_.,_·,-'c_-·~::·----0;~---:·-;'7>'.--o ~·- ;'"·;~ :~ .;< .. ';; .. ''~'· ' .. --: _ _:::>: ;·,, .. -; ::~·::::. ···: ;~:-.· .. ->·'."" .. -_, :·~ -

copies caríied: by~b'othfp1asrl1icis~LvJi:(ti~~e>.PFevial.is1yrepódeé:!ttiat'.p1a~mid 
.·,.,· 1" ·~:.,<·''.·,·,C.'· '! , (,{ ':~¡.; .• ... - ,·,"-,~:~: .-~\?:·~:-<:'.'.; ,-:·,~ , ':~::: .. ;.~·~'~,;· ,••:O,:·'-.~\,> ~:~,-~·, .. ~ -'-'· '·, • "··• .• 

pMSD675 ha~ a··pa~itive·e'fred;ó~.él1[;6í'ra;~s8fi¡:íu8ii':¡;·(Mar.Úné~·;:sa1a~aret 
. ·' .. ·. ';'·:/ :>.: ~~;·::'~>'.•/.:.- -,,:-. ',· ~\::.:,:,· .. \~~'.-/'-·¡.~:,~· -,.· .. ,, ..... ,.:<-,::::''''.·'::··:• ... ::::'" -.;<·.,··,:·.;;".'..·,· !::.>;"· ¡·.,, ._,":' "-

ª /., submiÜed~~).··· '~e a~e.: C~rr~_~tl_y.: 'Jt~dyi~'9. eth:~; áatUr~,:'ót·. this 
;, ·:_ '.-~. !_,:<~; 

transcription increment, a~d its>'inG61J~rl1erit 8~ th~. 'transCription 



regulation of the s~cond afg promoter described herein. 

Evaluation of AlgU role on the transcription of the genesalgL 

and algA. 

We have previously reportad that the A. vinefandii algD prometer is 

transcribed by the RNA-polymerase containing AtgU sigma factor 

(Martínez-Salazar et al., submitted-a;. Martínez-Salazar et al., submitted-

b}, and; that Jhe:' .. A .. r~il1~l~hdii-_sti~i:r( ·· uw136 presentad very tow 
_,_, ;:~'.-.~.;.,/:, "t,'.';<: .. :~.-~·-:-~.¡-.{~ .. ·-·;~~·-·; ·. '·:>" ~~~---··:., 

transcription • otúhis~'pr:Ón1oiéi-; and'~/cOrisecfüently very low alginate levels, 

due to ·thepf~s~~ffi~-:ºl<;~W·¡~·s~Jti~hL5-;~j~n~f~?ich inactivates'the·· algU 

gene (Martín~~--~~l~;~r_'·~;'•~/.,s~brnit~ed-b}. 

g~:.:,~::1{.~;iiif 0;~:~~~~ti~r~l~e~~~f ~f :;ni::i:;:~ ::Am:~:::: 
-·<·,. ::·; .. ;.;_·?:··::: "::.;;;·_ ·:,;:_;: .<':;3'·:._ --~· . ,-¡ ·,-:::. 

meas u red· .:á19if1at~;;J·Y'~~e'<afl¡~ity ¡~. tíle\.pfes¿iice;aiid· ~tise~cª>-ºt. ª 
~--, ·.:<-:.,:: ·,".·- .. -· '.' ~'-'...-'" '·".-.·.'_~· .... ::~.{: .\:-: -,º; i.:., 

functional . Alg Li · prÓt~in,: thai is! . in.· the A.TCc)9b4a 'and .· Uwfaa7 g~hétic 
"· _-,,, -«->:--.'., ... ~'.-.-;~.··.-,;-,;· -- ,.-_--"- ·-... ,· ,: __ <»< ';: . . , .-,.;'~·:: ~'.'<;-- :-':"'': ·: .. :.:.-:-·'"~".·.<':.:e:::> . .-- .. ~ .. ~·.-·-:.:; .. ~~- .. ::· ' 

background.s .•• 1,hY@/~.~r··.· .•.. ~á•·<~e~~f~Jnei·.·.~{?.'~i.)~k'.•i:r~~-f<!~.f~~yJi~'.~H~~¡f.~.·:·is . 

::::,::d~~6~iµ~~~~~~;;z~~~~f ijg~1~M~~~:w ;,¡~~~~~t",¡$~r~ 
1 }, and 1ack 'tre .'~1fi?·:r~~~~.cr,¡8ti~·~• ~riy~n·~frb.r1JCú1~';>~1~',sW~ril~fa-,,;,ciú~ ta 

the a 1 g D-facz .. r·s:i~n.>'A~é'sh,~w·fi·.¡11:; ;~bíi.<3,· ~o.th··jstl~in~< ~·; 1~and · ... us 

present the sam¡.·~lgin~te (!ya'sé~ a~tivity; thi~· al~i~.~~e activity do~s not 
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correlate with the .. leve! of a/gD transcription of strains Wl12 and US 

since they presented a p-galactosidase activity of 1172 ± 233 and 63 ± 8 

units respectively, nor with the amount of alginate produced by !he 

original strains ATCC 9046 and UW136 (Table 3). On the other hand, we 

have previously shown that !he algD mRNA leve! in strain UW136 is so low 

that the start of a/gD transcript could not be determined in this strain 
- . . ' 

(Martínez-Salazar et al., submitted-b). These reslJlts ·strorigly suggest 
' :.'. ,~·:;( ·'·-.: ~ , .•. ::~-.... ,_ '<'',/1 ·¡"··. 

that the leve! of trariscription. of Íhe··;se;~?~·~ ;1g;.E~q~~t~H1 d~~9ribed he re 
:~:),' -·:.;.'.. :e;·,··•;'-'.:_~ ::-~~e '_._;,c.·::..:~;·.".:'.'_";~.,--~. 

is not dependen! on Algl.J. adivity .. -'. :· '· - e/ '.7." ·:,: .. :(< 
-,, · ... ~ "L· ' ·e' -- ·,-- -' .• -. · : 

on the near futúr~=N.~~ Xiú';/pur~J~ ·'1ti·e '?cSil'cirabi~i·iza'ti~rH o.f tt1e' _genes 
J ..• ,--.~ :-, .~:-_,_ ___ .:' ~'''-- -'~-"':"~'" :.::,~ ... - -. 'i~ . ,_.:o¡ . ,-"~>:;' .,_--~,- ·- ·-r¡, :--.-_ ., --

involved· on ··a1gin~1~}0~¡3~r~~'.n'.~~i~:~,.~·r'.~s_eíl\:-~r•."{~~'.~1~'.~;riBiied~.¡Á>•.·.·J)~~'~ndii 
alg gene. ,cl_ust~:r •. 1~?,~íHii~ :·1Be!.prO~ótk~.~(egi~~i'.inY,'?1Jed .~n 'iª';;_ ~hd·· a lgA 

transcriptian'," a.n'ci"rfdétéril'llr1i89 ··w~éth'er .ott1e'r iBeries ~invo1v,ed in. alginate 

biosynthesis' ar~\· tV~ns~ri~~d;~ by~:ºthi~ ;;~orTI'bt~r. '.' 
. -. ·'/. '.(~ 'z:·., ·.· , ··..... .> ·~~:'.·-,: 

One of thé aimi!,o't oür<7~searclÍ Ll'. th~; ~tudy of the role: of ?lginate 
--· _,_ '- :···· .~- _, ,_·,-::-~'l-~; !•;.·;- ._,· .... _ ,•:-:,:""_''.""..':~ :··~·- _.. 

__ • ~ o"··é -:-:;<i~:-~ .:~~-¿ '-- ":;~.,-,. -_ ,~;--:=-.7 'fo¿::~o,·-~:;o·-,-: :·-::~~;:;-.·>::","'--~-.. ~·e{-._ • -· !- .--;-" -- . -

biosynthesis in;/the; ~' v_ir¡etandii' diff~rentia!ion . pr~cess le~ding. :fo· cyst 

formation. ·.1 n ... ·t~i~··~espe~t·· ·a~ "·~iri·a·ga,i~inª· ··¡t. ·Ü,•é .. ··ultra~truc.t.ur~I •·· 1evel. 
''_:.;.~::.;·· ;;:,; 

!he developméni . ~f pysts 'irl' differenf strains\arid ·.,in the alg- mu tan ts. 

derived from them. · 
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EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Microbiological Procedures. Bacteria! strains and plasmids used in 

this work are shown on Table 1. Azotobacter vinelandii strains were 

routinely grown on BS medium (Kennedy et al., 1986) at 30DC. Escherichia 

coli strains were grown on LB medium (Miller, 1972) at 37oc. The ability 

to produce xanthan gum of Xanthomonas campestris pv ?ampestris B 100-

13 was done on BS plates as describe previou~ly {M~;tíNez~Salazar et al., 

1993) Antibiotic conc,efcit;~ti()nsjn .. µg/ml;y~idÜ~r2·~~~tÓ~,Sª~~/' vinelandii 
'."-~~ ,·)\:~.··.~::,:~- ;,;;._ ,. - .... ., - .,.. - '

0 ~->.:S· ..-,. -<-·>' '-'S: .-·~•:·>~ ' 

and Escheriphi~' §Wil>cN·,?x~.hi~ó¡p~-Á~s't'd~fn~~~mt:'~~~J~~btiJ~1y, were: 

ampicil 1 in AA~t.§6'.. ~nd•_?o().~;~~16·~~~~tii~icbÍ .. ~K -~rici'.;'~o~wk~~-~~;y~irit(Kílí)' 1 o 

and 60, rifani~IciF 1g ~:n.;_d-{'~o.~lu{~.-.. ~-;:~<~H~-f~~·~~~~6-~:ff~ 1C<'~?),l€j~~.~ct*ºi•· ... ·.· · 
'" -..... -\·,,·· .. :;' . . .. _ ._ 

Triparerital;.o,í·bip~r·~-bt~I: 'A>· v}neiaf,Ci;;>maÜn!;is \,.t'eP~ ~~11.~.-~treported 

previously ·(Kéníl'eciy'/e/11./.1986): A· vine~lndif, fran'~fo(~ation[was 'deme -as 
-'·X~'.~>·-}-:.: ·:·:v •·· ~,:~_·:, .<:.:· _·,:. -----,.·----· -~;"1 

reported by 8~1¡·'~t'~ti~ 1~ª2.r< '.. ' 
,·_. ;.· .. '-~·;.'. ·',·-'- ·' .:.:.~,· -~'· : ;·:::·~ -. 

Alginate '.1yaie)·~~fi~iti }~s?!n~~s~red .·ori .plat~s as,;%Bb~~t~d':réE~~¡~Lsly_. 
------¡--":º ·' -~~~:> ___ :,:::.;_'.;·.,_.-- • --- -•:'.:~~~.:-·: ,: .;;'~~, -'.oó7'- ~----, ~ ;.·_-=-· ·=· ·= -"' ·· ·. ·. ;;=;\_ ,---;.-.,:::_;,:.:·: ':'>~/~ '.f!(;_:.-: -·:)'::.::.Y l·::~ __ ·;·-.;:~ :• '~'- ··--

( S ch i 11 e r et:a1., .. 1993), :·ii is".e~pre~seC:f as n,·~~ri.oi; th'é diamet~í:cii<th'e .halo 
- ·> ,_·:· :: -_.::_; .:. - .:?:_'.'. \ ~---~-'·:·- -~-;~-~:, _{~~:_": _ . ~-'..--:· _,-/~._; .. ·; '</. -: :.-::·_: ! --~ :>:·:·: _:;~ __ ::·\:. <~~--~ .. ''.},·:~·"'. '.-··:~y;'·'.,~7~::~: ;' : :<·-;;·: --~~~- ~'.'.' :?~'J:. :, _-:,·!_-: ; , . ~ ·: 

of algi na te h~iIº\;;;Sj,~f'.t' .i~. ;¡;• ;,~ ~¡o~thti;. ~9{g;~1u;i· •[r~ ~'0,i)~(~E .. , ... ~.' 
galactosida~e ·ac'.tiyity ,was: deteríJ1iíl'~a .as :·repo~técj :by, ;Miller.)11. ;;1,97.2;'one 

unit correspon~'ti~1}µ~- of~·~::~'itr~p:~-~n;yl-·~~D::~lác~bsi·~~ ~;:~-J~:ro,l;zed<per 
"-,e , ,- ·'~·,,~ .'· '·'';' :i>.;.?:.~}:.:> ..... _>·'·'.'i;. '.:;• ,. 

minute and .. pe( mg ~f.. protein\..\11' rriea~tre~~¡,tS .~ere c:lbne oh triplic~te. 
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Genetic manipulations. The disruption of Azotobacter vinelandii ATCC 

9046 algD gene rendering strain RSD1 has been previously described 

(Martínez-Salazar et al., submitted-a). Plasmid pRSD1 was constructed by 

transferring plasmid pMSD675 to strain RSD1, and subculturing on 100 

µg/ml of ampicillin. Strain RSD1/pMSD675 is mucoid, but upon the 

subcultura on higher ampicillin concentration:s sorrie colonie.s with a non-
, . - . - - ; ' :.,· j);.-.,~ ., ··: ·, ' 

muco id phenotype werei~ol~ted,- t~~s~~;~~ri~~úd~¡~frderi~~tiv~s \'{ere used 
.;::;< *.-~, :¡--.; .-;-"-<':{'.'• :-·>'·--·- .:, '· \·_:_..:,~- ,.' .. _· ~O>. - ' 

as donors. in~~·.¿'i()~~~.v:,¡:th :É.·:cb1iiDH's<XAa~d~t~a.~~C:o:rijL~a~t~":-:~~r~ isolated 

o n Te, ··A·p·'.. a~:~• •. ·~~.1.('.'.;H~·-.. ~·r·a~~f¡fj~~¿P~~~;~id .. [~;i~h~ cárrie"s···--~·. · ihte'rru.pted 

: :::_
1 
:i~¡\~~i~~i:~~~!!~~~~J~f ~6m0na$ ~~~p~S)~;; ~~- Ó~~p~stri.s 

Alg A- mutánt's :..ta·re- isoi~t'eci:il)y, selecting mini:Tn5-lacZ1 ins~rtiOns oíl 

plasmid ·pMSAssc,.,(Tabl~ '1} ihat ~eré not longer abÍe ····to complemént 
':.:ó' -;:,,;<>--~7-·:·· ·.-'· : \~---~ 

Xanthomonás :,campes tris }pv ) cam'pesfris: B 100~13 .. Jo r . xanthan· gum· ··''· __ .:-~·:.:_~:·:_,---·~ ... :-~l- .. ~ ·::~~;>-··'<";.··- .~;- ,,_. ,. '" ,. .. _._._'·.'<{:~·-/2 ·.- _,._·, '·" 

production. Kmr1?Nalrtrci'rísconfugants•· weré( isoláted ·. from; the<gr'oss 
~-.:~ ·:-\:::_--'~;,:i-' ~-~ ~~~~_::!·: ~-··;~~~>:--:-~· --~-~ -· :l'''..~_-'·k-~~;;:'~~~;'-;, ;.-.c:-··~c~l,:--o- ·~.--.-=-.-,'-':i,----',=:;.--:·-::: -:'--.;:: '.~·'--~_Y:' :~~;>/f~~3Y :t;::::<~-::~_:¿_ -;; '~ :· · ,• -._. · -· 

between th~ ~-.'celi ~:fra~Ín~c,,§1;"7,-Jh/pir c6~táiiii~~-' pr+~fo1id f;Q}~~ini,Tn.5 .·•. 

lacZ (de CoiJnzÓ ~i.9/.; 1' ~9()) ~hd · •. · DHs~' cogt~ihln~. pl;i~n1id~:~rviSA'55. (Tablé 

1 ), insertians '.ca;sin,g an '-'~'~,.A·- ·~he~o,tYpe wére. 1kter,iciJn:tifle~ on 

Xanthomon~~ campestdsépv campestris B1~6-13. · 
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The mini-Tn5-/ac?1 insertions from pfasmids pRSA6 and pRSAB were 

transferred to the A. vinelandii chromosome by transformation of strain 

ATCC 9046 with the finearized pfasmids and selecting the Kmr 

transformants. 

Total DNA library construction. Total genomic DNA from Azotobacter 

vinelandii ATCC 9046 was partiafly digested with Sau3A and ligated to 

the Ter cosmid vector pCP13 (Darzins and C~akrabarty, 1984) digested 

described previousfy (Ma~iaiis:;.~'ft~/.,f·19;89). · •Abbiú\sooo clones were 

obtained'.·.··w~iÓ~·. r"e~ri:~~b,t_··~r'i~~!~:{'.'.jo JJilTJ~s:}th'~i· ~J~e_ .• ;f •. the bacteriaf 

geno me (~~f:~~·~:~~;~·,ci·~~~~~r:'iS.~;·f'·d .s.iJb~!tt~d)'.•; ;~;j(;·. ":"j J> .. , ·~: ... · ; ; .. 
Nucfeic · -~~¡~;\·l~r-~~~;~;u~:·~·~,\~N·~··:'.sq)ati9·~--··;~.~~--··c1:?nr7.?·•'.·•_~º·~t~~íri .-.blotting 

and nick. tran'sf~tion proc~dures were; ~ar~;ed out ·as • described previously 
' : !,," , : • \ .. !;. '. •. '.'.·:~·~· .. ' 

(Man iatis· .··· et;~¡{~,1 ~-~~)~:::r~«~ t~5::~«1~jiifrQ~i:a:~fq~fne~ag~jfl~. ~h~·~)gp-· gen e 
".: ··~ <"·. o¿;.·· 

used as pfobe in this . .,Vork were desbrib~d previously (Fialho et 

at., 1990), ~~d· we/te '.kin91y privideci' ~Y A: M. >c~1k¡ab'aÚ>'~.trom the 

University of lllinois · at Chicago. 
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TABLE 1. Bacteria! strains and plasmids used in this work. 

Strain or plasmid Relévant characteristics Source or reference 

Azotobacter vinelandiL .. 

¡."'<' 

RSD1 algD- rnutanÚc:lerived from ATCC 9046, 
-·· . _- •• ,,_:.··.;_). « 

noh;n1Ücof~ •.. ;kp(· ... 
. . '. '~ - ·> :. ~·-: . · .. ':·~ l~'. 

Martínez-Sal 

sub~itted~b 
. . : -. ' . - . -

MarHiiei-Sal 

subnÍiÚed-a 

atgd-lácz gen'~ tLsi():n in strain ATCC 9046 . · Mariínez-Sal 
;:;: ,. - .. Wl12 

··-- .. · ·-- ·--

_,-. su b.m itted-a 
i :c. 

RSA6 Mini-rg5-tacit irisefoa'ri iíl'Afcc>964s 
·,<··-·- -

This work 

alg 6hrÓmoiomal'.'r~gÍbnf;·n0n'· rnucoid¡ .Algl- · 
_:;_t.·~.::~~·-: f'.•,•;···-·~-~·,:- ;}-';,="-' ··-:'°';..-":<•--·'>--·· ,-_·· º'- • 

RSA8 Min i-rns~1~·6z.1: ¡fJ~éFúüri~.¡~i'Áréc9()4s · 
; --~ .:·':<·/,:~:'_-,, ;:;.~: -··.. "•\ -,·,.:·.;::-

alg chromC>~~~'~I< regio.n,; nofl'inÜcoid,. Algl + 

This.work 

UW136 algU·.·n~~.~~tc~id,}~ifr Martínez-Sal 

sUbmitted-b 

us algD-lacZ gene fusion. in strain UW136 
"-'--'-:·--"- .. '~~~::,.:<----~ ~--·-___ -

Martínez7Sal 

submitted-a 

Xanthomonas campéstris>pv·· campestris 
,.·,, . 

.. -",.- .. 
~· .. ·>. \ ·- . 

8100-13 xanB~ núitallt, ri6n)nu6oid, Strr, Kmr Koplin, 1992 
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Escherichia coli 

s 17-1 Able to mobilize plasmids by means of an Simon, 1983 

RP4 derivativa insertad in its chromosome 

S 17-1 (A. pir) Same as S 17-1, but expressing A. pir de Lorenzo, 

protein, able to ·replicate pUT plasmids 1994 

DH5a supE44, L1/acU169, hsdR17, recA1 endA1, Stratagene 

gyrA96, thi~1 .• re/A 1 

Plasmids 

pCP13 .· RK2 deri~'eci·co;mfd vector, Ter 
··;;·,.<,, ;.-.;:.::-/_º·;;-

Darzins, 1984 
·.-:·:.····" ,.· . 

. · expre~si ri~¡< Fpi~/pÍcíteiA~ .kni?< .. · 
-'.-, ... : .::'.< .'--~;«~·._·_,: '< : ;'~ ·-· · .. :.-' :-": ..... ·º· . ,· . ' 

pMSD675 Cosmicl cóhtafni~g.25 kb•·bf.A.vinefandii 
';,'•; ~< ,_,->·~e;•·~· ..... :;~~-', ·:·.''. - :.>:• ;·, ;: ' 

Martínez-Sal 

DNA including:aÍgD/ ~igi)áh'cj algA genes. submitted-a 

pRSD1 ·pMSD6f s·.-~arP~in~t:~;~i~[u~fid;;'.~tgÓ .. ·d~ri.e•, 
<..:.--;-. ,, .·. :-·~·~>(.~ -;-. ,;::- . -~-:-·. -.- .~. ·. :.: ··;:> >úi> .::.: .. ~' 

Apr, T~r/ · ·.· .• •·•. } .''. . •~: 

·. This work 

pMSD75 Cosmid'66~·tai~in~·c·~¿·;,·kg.~ot\Á.'.\vJf1etandü 
'' .. ,'"_. ·:::J:.:r. ,'.::::~ •.: ·:;/.:: "-,-~~- ::,r:.•';-: ·::~,-~',/ : ·{ /º . •• 

This work 

pMSA51 

DNA'.a1db/ati:Ji·B.nci,819Afoehes;, fer; Kmr 
: . ' ( ,, ·:. ,: :,, . . . . . . ''. .·,·. : ·"'' •,' ,;: .~":t' ·.·. ·''-·\·. : '.•,·. -

'.: ·;, ·, . ,..; . ,. . .. ~ ¡«.;\. ; .. ;.::: ' 

Cosmid .·tó~t~i~·¡~d{2:3C:kb(6t ~.•.··~ .. ·vi~~landii · This work 
. . . . . 

DNA including afgl and aÍgA genes, Tc'r, Kmr. 
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pMSA155 

pMSA55 

Ter. 

pRSAn 

Cosmid containing 23 kb of A. vinelandii 

DNA including algl and algA genes, Ter 

Cosmid containing 20 kb of A. vinelandii 

D N A including algl and 

This work 

This work 

algA g e n e s , 

Mini- Tn5 lacZ insertion on plasmid pMSA55 This work 

causing an Alg A- phenotype, Ter, Kmr 

45 



TABLE 2. Mucoid phenotype, alginate _ lyase and p-galactosidase activities. 

STRAIN MUCOIDY ALGINASE p-GALACTOSIDASEa 

Azotobacter vinelandii 

ATCC 9046 

RSA6 

ASAS 

Xanthomonas campestris 

8100-13 

8100-13/pMSD675 

8100-13/pRSD1 
·-··--'· .. o-·;-__ .. , 

0100-13/p~~ft.ss 

8100-13/pRSA1 ·•·· 

8100-13/pRSf.2 

8100-13/pRSA3 

8100-13/pRSA4 
; .. -·· .. ·,·:.:-

8100-13/p¡:¡SA5 

8100-13/pRS¡\6 · 

8100-13/p~SA? 

8100-13/pRSAB 

Escherichia co/i 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ • 

+ 

+ + 

• 

+ • 

+ • 

+ • 

+ 

+ 

+/- + 

+ + 
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DHSa 

DH5a/pMSA55 

DH5a/pRSA6 

DH5a/pRSA8 

• 

• 

a (3-galactosidase activity represent the transcription of the lacZ gene of 

the mini- Tn5-lacZ1 from ari.·A vinelandii prometer. 

• Strains which lack the /acZ gen~. 
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Table 3. Alginate. lyase activity of different Azotobacter vinelandii 

strains. 

Strain Genotype Mucoidy Alginasea 

ATCC 9046 muc-1 ++++ 11.3 ±. 0.5 

RSD1 muc-1, algD- 7.0 ±. 0.8 

RSD1/pMSD675 muc.-1. algD/algD+ ++++ 13.2 ± 0.3 

RSD1/pRSD1 muc-1, algD:/algD 13.5 ±___ 0.2 

WI 12 muc-1, algD-/acZ + 5.9 ± 0.6 

UW136 algU- 6.1 ±O 

US algU;.algD-lac{ . 6.0 ±O 

a alginate fyase activity is expressed as mean of the diámeter of the halo 
"c. : 

,- ' ~ 

of afginate hydrolisis after 48 hrs. of gro'wth in YC/rn~di~rÍi. :in mm ± SE 
.-•• ·, ., • • • ' • - '}• 1 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. A) Gel electrophoretic pattern of different cosmid DNA 

containing algA gene and digested with EcoR1 endonuclease. Lanes 

correspond to the following DNA samples: 1) A. DNA diggested with Hindll I 

endonuclease, 2) pMSA51, 3) pMSA55, 4) pMSD675, 5) pMSD75, 6) pMSA 151 

B) Mucoid phenotype of Xanthomonas campestris pv campestris 8100-13 

without (shown by an· arrow) and with · the plasmids whose restriction 
' : ~ ·.: ,.. : - ' . 

pattern is shown on panel A(tne sarn,e;numbers are üsei~ 011 p~ílels Nand B 

to designa te the plasn1Í~s):'.:'· · \ : ;o;; ).~ ~· ' • ., <.~. :( < 

Figure 2. Sout~·;~."' ~IP t ;~n~IY;j~ ' oi~;, .. ~;Jf s ,¡~~.~ ~~t~ ~M pM SA55' 

restricted with >;'EéoR 1'.: ellab~ucSf~ase · (AL üsing . (PseÜdornorias >aeru{}inosa 

algA (B) ·arid algD {Cr~2~es\·a~::;pr~b:~ .. Lan~·s :córr:sp~~~ to:·'j) iADNA 

diggested with' .fün€1.11;,~e~§.0~0.c1~~~1;::~r~·PM~[)6¿sf~n~:·~);·\p~§~ps::•. The 
4 '. ,• .:. " •' I / •''• ,• ' O ::·, -~~; •' -, •' .. ,· > •< ', ·~ 

::::

00 

s 

01

.·i~~~~~:r~t~~
1

'lf f ~~~jiJ~;~~~i~J~ttJ@k~i,~;s .. P v 
campestris s1do~1·~ ·(~. ~.nd';u;~~;;,·r§'~) ~.:án~: ~~ch~lihhi;;;cbli "b~~ri(7 and 

·:·-: ~,\t>·· ,- ,,_., ';:/· ' .. ,,,· ·\ ;i~ ¡'}/:~·/'.~:';:';·':c.',,·.,·:;,, ·'·;:'>:¡·,_:'.'. , 

::·: º~w;M::~f ~~if !1;J:~~~f t'i~~f~,i~;~~~(Ryi,¡f N:l·i~r~~015 <• 

Figure 4. Ge1<efectr~~¡,o[~ti~\p%tt~_r,n>'ót}plaséd '.~Be- :~esi·ri~ted .with 
,' ~.: ," '' .. . . . ,' ·' """ 

EcoR1 endonuclease. Lanes .· corrSspoha '.fo Tf pMSASS, 2} pRSA6 ·. and 3} 
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pRSAB. 

Figure 5. A) Schematic representation of the construction of plasmid 

pRSD1 (pMSD675 derivative ,with, disrupted algD gene). 8) Gel 
'.·'' <:, ".-.... ··. -- .·. ::. - '· 

electrophoretic pattern of cosmid DNA--·r~~fri~técLwith Pstl endonuclease. 
t'},'- . ::.,.r;~:~<· ';:·- -¡ :;·/',} 

Lanes correspond to 1) l. DNA bi&~;~t~.8 '\;Jith)-~~17~111 endonuclease, 2) 

> . ,_ !\ '.'- > ': .. 
:~·=-,: - :·:· ~-' ;~-:'---~--- ';,//. pMSD675 and 3) pRSD1. 

Figure 6. Schematic repres-ent~_ti6'~ o't~th~~ Ai~t0h~dtei" vinelandii alg 

chrornosomal region, shov.'in~- t~-e presence ~f t'he > two identified 

promoters. 
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figura 5 
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figura 6 

,~<-...-lllH algD 1----111i]•·1------t a/gl algA J--7 
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A continuación se especifica mi participación en el manuscrito anterior. 

El pMSD675 contie~e un inserto d.~.25koqu.eJncltiye·aJosgén.es algD y algA de 

A. vinelandii. Para identificai;a~.;~e,.? dtgt·~~;·x~ i~ii~~ ~/iD~álgA se evaluó la 

actividad de liasa de ese.pI1á~Jlido;·é~i~ ~~;,íj;~~~;:¡;;B1'oó-i3(flgura 5). 
~- \_'.··, ,·:;_;".::.·1··,.,..·-.;:.,·;>. ;·~··"' '··~-_ .. - .:-. ·,_ .. : •. _ ',,:;:,_;::-'~~:~'~; 1;;'.~:.~: ,_, .. , 

. "::_.{>· ""' ·"'· . 

El pRSDl 6()rif:;6¡J~~Lí~i}é~{c5~~;al~D~·P'.~i~·2on~zlciinterrupcióna nivfl de· algD, 

utilizando>é;t~;~Iái~idb;'s~ci~te:¡,.;¡ri61X-p~1~rici~ci de ~lgD. sobre I~:expresióri de 

algL y de diÍÁ~i~:~~l~rfd~cictei61gp, ·.:·~obre ·~i~[s~~var~66i1;1as~ep~sR$b1 y 
·:-.-·,.•'Y.,,.'·.:..;/,'<: .. ¡,:'·-,-~>'.,·., ···~·· , ~- .•;''-.·,;···-.;·o·-:- .-·,;. ··).;.·· ·.,:' ... '·-"''. ··-•·;.. ·.·.~,- _,_.,. .. • 

B 100-13 cOn elpRSDl 111ediante feilotipo de Ji asa y Ja polaÍidad ·dé algD sobre 
··:•,.,·.e· .. '._-·-.-... ,·,,._--·-<· !--~-- :- ,•:· .. --. ~--"·:_ ... _,_ ,,_,·_--.~~:· .• · .. ;: .... _.,;.·-·'.·-·:·- .• -.'-·.··.--·.-:.· 

algA se evaliióéf1 larüoo~13 conia cornple1~1ent~Ci61~ en:tranidelgeh·xanB para 
\' '_·-- . ;_: ~: ; ':· ' .. :·.:.. '·; 

·--·~,-.. ::-~ .. {;'.·-·· ... ::_:' -·:.~ -_::~>~ 

··•·•·• .••.•. ? ...•. , ... ··········· ... ··· ·t <•< '·.· 
- . ' - . :;:.-.: "'" ---':~.: .. , ,.1;~~;.:' 

mucoidía. 

La expresión;dealgL .se•évaluó.co11 'el'fe1i'oÜp6·de'~cti~iciá<l ~e Hasaºer1;1;as depas 

ATcc 9046:Rso1, R:snÍtpMSD675;R.~rh/p~sQ"1.'131qod21p~soi .:;···1i100- · 

13/pMSD67 5 co1"l ér fin de con1páí·ar el t~m~ño•de' fos: i1aI8s á~ ~cti~idacl ·cuando 

algD se encuentra en estadb · silves.fre 6 iriterr¿ri~pld~:(fikm:~·s·). ·. 
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La polaridad de algD sobre a/gA se evaluó por la complementación del fenotipo 

mucoide de X. campestris Bl00-13 (no mucoide) con el pRSDl. El pRSDl se 

transfirió a la BlOO-Ú y las transc.onjug·antes presentaron un fenotipo mucoide 

como el que presenta esa misma cepa·C:~ri-~l pMSD675 que porta el gen algA de 

A. vinelandii (figura VI). 

CapítuloIII 

Resultados adicionales · 

. : . -- :. 

a) Cuantificación de alginal:o de laATCC 9046;RSDl;RSD1/pRSDL .· . . . ... . ._,·- '. ... ,. ' - :. . - ·. ·-· - .•. ' -··. : . 

La cantidad de. álgin,ato\p{odµcida.~por. las cepas AT~C 9_046, RSDl y 

RSD 1/p RSD l .•••.• s:~.;~~1¡6'.i.a,{p~~f ~. r'de/_c~}tire·.-~ri· t6~ªS:~.-.. 'iºf;~ e\.;·~.éto90 de 
detem1inációnde h(;!teropolisácaridós• repor(a_do.por Kúüson ef aL(~4 ). < 

, .. ~;,,..-, :: ,~_,_- -:~:'L~:: ·'. ,_·:, · ... : ·. ~:~.~-:_ .. :. ·-'-~,:,_.::. - e:,_. - - , -~-,,""": .. :~-~,:::-- -_ ~""-
~ .:'::.(;:-.-. ~,~_:r ,~:;_.).'.: . . . --. . <:~~--~ -.: -. 

La ATCC 9Ó46iúe°:C:o~1sid~rad~ 2on1b.e1 punto dec:On1paració1iconrespecto a las 

demás cepa~;~g~_§·_yi1z~If 1Í~~i :§e!~iv,a?:~s 'd.~·--~Üa',(~~~1~•i)'?. :.;: 7''.:;: .... ·• -~, · 

Ambas ceP~i deAv.¡da~a.·1i J\T~e~~oi~. 1il,R~Q;'y la isJ)1~~S[)l. Producen 

::~::u:~~j~~d~;Í~;~~·~;º~;;,;~b~füi~~k~i,i~~~r;~~ri%~~~:¡1~:b~~;; 
se ve reducidks.igniiicaii\ia,ñ1e71te/ri1áscie u~t9'8%TsJgidífi¡.;¿¡¿<c1~6~~si6gen. es 

· .. ·~·: ·;>:::: .<.,: .':~ i < .. -.. :.'.~ ·f,.·_·_./:.:·:.. ,:_:/.;//;;:.<.~- ... ,. .:_:/;_:.- ~-':':·"" . :o:-:~.::-_~·-\:·:.::_'----~r>,,:,·_·>. :_:;_:_·\._-.; ... '<r .::·.<·-:_--\:·:·:·:;: ___ <\ :,., < " 
indispensable ;pára )( biosíntésis de algiirnt()tltápequéiiiú;ca1iti~ad;de aiginafo 

.'. ;: .. ,: ~ . : _-·: -- . __ : .·7:·< -:. . /"/: : '.' (:~; .. -:: :<·: :·¡ ;.; :, .-~--' -,..~ '":_'.: '-'~''>" -. --:~«:·:·-· .. :~ _::-·· -'· :·' :.:· ·:.·. ·':; :;·.:~ -,~;~'. ·:·· ·:·:: < ~-"· '.:··:r:··. -- ~~,> ,-_: .. _.::~ ~-: ~':/-'::. ' :---~'.··:~- -;: '.: 
coincide. eón• la• _apari.ciófrdeparch~s de ._n1,uc6idía'eií;ambascepas;;-los·cuales son 

más frecuent~s·e~\~~RSDl/pRSn.i.'cfigu~~ ~c),ys;~ afrlbhye'.·a·1a~rev~f~ió1i:a la 

condición origin~Í qúe permite.tener nue\lainel1te.fu11ciÓnal·al gen algD y por lo 

tanto la capacidad de sii~tetizar algil1ato. 
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(a) 

(b) 

EST i\ Tl:SIS N6 DEBE 
SALIR Ut U\ llillllOlEGA 

Figura VI. Complementación de la mucoidía de X. campestris B100~13. X. 
(a) campestris BI00-13 en PY, (b.l) BI00-13/pMSD675 en PY Tc25, (b.2) 
BI00-13/pRSDl proveniente de A. vinelandii en PY Ap100Tcl5. (b.3) Bl00-
13/pRSDl proveniente de DH5o: .en PY Ap100Tc15. 
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b) Reversión a la mucoidía de las cepas RSDl y RSDl/pRSDl. 

Tanto la RSDl como a la RSDl/pRSDI presentan reversión a la mucoidía aunque 

la RSDl en una frecuencia mucho menor que laR_~Jil qüeporta•atpRSDl. 

A las cepas RSDl y RSDl/pRSDl sele~ miclióe!.~Ciicen~éljfde~~ev~~sión a la 

mucoidía. A partir. de un cu! tivo de· 4~ hitYen\.ni~9iC> J3S J\'.p~g: y·;A,p3(}. yTcl 5 

respectivamente·_ para _la __ R~8:l:;Y0~sg'p~~~q:~i:~~-;füci?.r~~~ciiI_ucÍon~--~--_par~_••C>btener .. 
colonias aisladas y s~detenúinó el porcentaje ·de .colonias que revirtieran al 

~~~;~;:;;·¡~i~lri~v:;~foi•~J{;J,ild:; ;~~~;, ~.~~~:ci¿;~: 
colonias mllc()ides/.~ri ÍaRSD°Ffuehasta•éL7ó.'clía. y. solame.11te en'ml.1.2% .. ·La·· 

::.:1:Jt1~~f f :~f~~~~f~Wi~~~"~~:t;s~6~ITr~º'f;;\;z¡·~ptr~:·¡;i:: 
parches den1ric'oidía'sefclebe á qú~ ·las,c'élufas.re\f.ertántes' puede'n crecer como 
satélites de iri:Ú~~iÜ~rit~~: ' ·· . . . . . .. . .. . . . . . 

-~·,-,! ' > 

·'. 

La mayor. frecue1ic;ié1:de;reversión de la RSD l/pRSD 1 se debe a que la presencia 

del pRSD f pcfrrriit6· l~--~osibiJid~i:l ele q~ue existan células qll~ :cons6rv~~ el 

pMSDX7 ya· __ s~a~n •• C:rO~_o,s6i1J~·'o_e1i eí~_plásmido integrado ·_'J•_pOr .Io_tanto(1ue_•.seán 

células hijas, no· revertántes que hayan.peid ido la resistencia a Ap~ 
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%CON -
CEPA X S.D. RESPECTO 

A LA A TICC9046 

ATCC9046 85.91 7.13 100.00 

RSDl 1.043 0.37 1.21 

RSD!/PRSDI 1.63 0.19 1.89 

Tabla 1. Cuantificación de alginato producido por las cepas de A. vinelandii A TCC 
9046, RSDl y RSDl/pRSDl mediante determinación espectrofotométrica de 
hcteropolisacáridos a partir de cultivo en placa de 48 hr a 30 •c. La cantidad de 
alginato producida es expresada en µg de alginato por de por mg de peso celular 
húmedo. 

CEPA RSDI RSDl/PRSDl 

%DE %DE %DE %DE DIASDE COLONIAS COLONIAS COLONIAS COLONIAS 
INCUBAClON NO MUCOIDES NO MUCO ID ES 

MUCOIDES MUCOIOES 

2 100.0 o.o 99.34 0.66 

3 100.0 o.o 96.50 3.50 

4 100.0 o.o 25.00 75.00 

5 100.0 o.o 25.00 75.00 

6 100.0 o.o 25.00 75.00 

7 98.8 1.2 25.00 75.00 

Tabla 11. Reversión a la mucoidfa ·de las cepas RSD! y RSDt/pRSDl 

A partir de un cultivo de ambas cepas en medio BS Ap30 y Ap30, Tc!S respectivamente 
durante 48 hr a 30"C y 250 rpm se obtuvieron colonias ailadas en caja con el mismo 
medio. La aparición de colonias mtiéoides se expresa en porcentaje en función del tiempo. 
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Discusión 

La GDP-manosa deshidrogenasa, codificada porelgel1. qlgD, es la enzima 

determinante en la ruta de?:iosíntesis ele algi?:at~ pues e~ Jaquec!irige a Ja GDP

manosa hacia Ja biosíntesis.::de alginatC> (33).,Eli~én~tipo:ri'~ ~uc~ide de la cepa 

::~;~:;~~: ~::ml;~%h:ltl~~~~fi~¡i~~í~~~~~l¡,~~~~J~~~aal~~=a:~ A. 
,, ~ ' ::-<,-~~;~~~ .·.·.·> ::.;~·<::·:;;~,;~ : _·:<· -.:. --·'· .\·t ·;~:;); 

' - " "_-", 

Se ha pr~badó ~A f. b~·r~~inosd. qu~ la transcripcióndea/g~ seiÍÍÍéia d~sde el 

mismo sucede cuarido ·se. compleznenta con los. plásrnidos '.p f\1:SA que'có'útienen 
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algA pero que no contienen algD (figura 1). Esto sugiere que a diferencia de P. 

aeruginosa, la transcipción del gen, al gA en, A. vinelandii no, depende 

exclusimvamente defp~ofu'Ot~r de /itgn: . 
. ·, '1.::<: ' '" ·,,, .- ... -·. 

El gen algL de p. a~~faiifzoi~ ~e ~~,éúehtríi. forníálld~ i~rté;'~~1 1operón de genes 
:~.·.r ,~;,:_::':.:·:)~ 1 

- ·-1:/;-' .. L.',:'~'--l\·-.. ~. )>)~-:-":~:'.)':,- ''.·-~\;_,"-<~,:t.>rp::::···y?;r::-_:::~~~(:¡>.:t-:«}~~:·\·.;·:~. "('_:~~~'.~--··~:':·:.: :, ~:.; . ·:· .. 
de biosíntesis entre algD',:y :á/gA(33):'La'Bl007.131con'elipMSD675iadeíriás de 

~-.. ·-,-: <-~-- -_L ~. -~:.:~<::-·;,·~~-":··. _t_-;_-;_.j, ;~;:._\~-: .. ~'-(:>---.-\:;_::;'.~-;:~)e/·.,.·'.[>~:\'.: :i·}_ j:" -~'.?;.~:--_,;::!Y!:::.·.':;,~!.'~:~:; ~)-:.f:·-;::_;/>:"':.,· -~'.\fi; :_:;. ·:: ·<· ._ 

complementar :Járrii.JcOidíá; '~xpres'a Ja actividád,:de~AlgLi:Io cüahsignifica que· 
-., -:~"'"'<"•·~:,::y,~·-·:.\'-.:·.;. ;.::· -~: .. -::~::t'> .. '~~:. l."'''.~i/:_··.:. ·-·::·\'-' -=~!i? ·J' -~;~>;:_;:-.'~·-;.'(:' . ':'(.;1~\::r:·A~) -~- ~-:~:-::~-_'<: ':~·;'.?.·;'_!;·:/·'·"~·'::::> :~---: · ,'. ·, ··-: _ . 

algL tambié~!se;encuelltrard~ifrró,de,la)·egi9ílfrdgDAC'de.A'::\iine/andii•·:La· 

1.;,.:.,::....'.,,:,_"• 

A Tcc ,191~, .. í'.~~•·.~Y~I~~>~i~ni~n•~1\te;~·~M)i~f ¿1'iéI1!~l~P.~ .. ~h'~ti;~fü'.81.g.~?#,1~;·.·scm. 
considerableme~te;más P,Squ 7ñ~s ·que. el que s~ ob.serva en la pélrent~l(figu~a 5). lo· 

cual su~ier~WXF:/N~~~:;~:~Sfo?ré~:Ó1i}.:¿~;{s Íder.~b1~{d'~;·r1~~·.;tf'~;n.~~rt~~1~,~,·<l~•· 'al g L 
proviene.· de~ p~0!11,E5to(d~;(:i/gD /;, / .·• , ;,: ' '' 

.. --~·<;./, ·7 ·i. -, : : : . -~:;·:_~~ 
¡,.;-.: 

'.!.:;· ,• 

Tres dé, la( irisertlon~s ~e1~eradas •. '~n ;el.P'.M~A.55 pí-es~ntari ~¿tfoidad de· liasa 
~ ... -: _:..>:. :(._;-'\- __ '.·\.·.· :'):>;{-. :-~;.::-:~. :._::':;: :.: · .. ,:· ·:_·_,-,;_ .. ;·. ~::. :··.-:'. ,' .. ¿·:: /: .:. -~'.··¿.:'.-'·-·_:.>: .ó, :-:.·:~'-~._:· ~->::/< /:~¡·~:·-<~;,";,-'~;,;._ -~ .':::>_: ,, 

mientras que lás ciricci restántes ;adelJ1¡íS de"ilo coá1plerl1eí'1tai' a láBlOO~ 13para su 
. . ·• -.. " ' ! . , _, • : • - ' '. ',". ' ' . '. -, .,,. "" . - .-: ' ' -· ... ' '' • ,., ,:,- , -:.- ·' '" ,. -.•. • : . ·- . . . ~ '· . ' '. . ' ·, 

capacidad de.·prodllcirgÓma:,xah.t~íl"a, ~ar¿c~hde~aC:tiyidad de·,liáSa;(figura 3 y 

tabla 2) •. ~~s~9 ~~.gi7~¿e~3ye~:~{~~.s~}H9:~~fü~\~i~tet:~:e"~Úi~.:t . ·.· . . . 

;·-.··' 
··¡ 

El hecho .. de: qüf ir17serdio~es :generadas <!11 ·e1 pMSÁS?. evYtanJa~ctividad tanto de 

AlgL cb~{).' .. de••}~Ig¡\, '~:úgJere,'.~L~; 4·lgA;~!~d~,m~s cle••Sertr~;1scrito por el 

promotor de digD'';. s~:tra!1scrib~a1Jartird,e.ot'J'o promotor·ya/gl.·forma parte de 

la misma estnictu;a o~e,rÓ~;ic~ q~~ :atgÁ éfigufa,6): · . . 
'"' ~ "" ... - ' " . '. . . :- ' ... -. . ' ; 
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La actividad de AlgL persiste en la RSDl aunque el halo de actividad se reduce 

notablemente en comparación con la cepa parental (figura 5) lo cual sugiere que 

algL puede transcribirse a partir c!erproajotor dealgD . 
•·. ·~· ·c.:.,,.. • 

Cuando la cepa RSDl se con~~lementa~Bn'~l•pMSD675, el halo de actividad de 
·' - .. ' - -~:- '. '' '" - ·''" ,. . ., -;.; . - . 

liasa se recupera y lle~aa'~el".IUás>grancleque_él dela cepa parental(figura 5). 

Esto puede ser debido. ~l·i~ci~Bierit'~ rcÍ~ ~'opl~~ de algL qlle porta esté.· plásmido . 
. ........ '';¡' : .. ' ,. -. :, .. , - <'·"·. ·"'-, "" ·. ·-·~. - ' " ·"> ·-" \ •.. ,· . .,.._. --··. · .. '-, - -

Otra posibilidad es queiex'is'l:a iÚ1;Íegí'.{1ac!or posiÚvÜ dént~o #fa/región' algDA 
-· ••• ' __ ;/:-:-·-; ·---" -·- ,._ -,,,. •' --··-· - • • • - ..... , • ; - ' -- '1 ·-. • - • - - •• •• - - • ·' ' 

de la transcripción. df! algD)co'iitéhidó eú el pMSD,675 Ó 'bien· qué.' ocurra una 

titulación de represo~/es:d~cir;quenosea sufiClentela.ciuitidáci.· de represor para· 
dismuir la expresi~~ cW~igl'~<31) .. ·. . . .. . . . ... . 

. 2-~:- :,_ - -•• :. ---·:~·:.. : 

l'.'·): 

La RSDl con eÍpRSDl'tarnbién.inÚementa el tamaño del.halo de manera sirnilar 
·- • ••• 1°· .,.»···· ,-.:·-.> ,·;!. · · '· .· . .' • -' • · • ·.' .· .· •,, ... ,, __ ·-.-··-;.;: . .-· :·.--.. ::-------.--;.,.e-;. 

al que presenta~·es'@nns~ác~pa ;conel .pMS,D67 5. ape.sarde;ten~~ iÜfe~l-u~pido al 
, .. _ ... ·' .,_,. '·. ~·i.'"' · . .. l • ... • . , , . • -.e.. • .. ' • ., , . • 

gen algD y ésto a§Oyrfla'.idea deque algL puede ser transcrito a partir de /otro 
promotor ad.en\ás;~f~1'.d,fJ1io); . ··. . ,e: . ··· .. , '•.· ·; .e · .· 

~::>: ·; ·~'.;:·:, '_j_'.' - -,.:.>.--: 
'. ·.~- : .·; :;~· .-, 

Por lo antefio'r,:·s·~'pfOp6ne el ·11~od61ci,decl~·fi~5ra •6 ;en él··que .. ·J.os.·.genes ••de 

biosíntesis d~a,Igi~aío:d~·'.:f; r6g\ó:n'.~¿¡gfDAdeA. 1lf~;Ú~ndii; a•diferencia de P. 
, •. . . . ·.·-, .. ·. - -.-- .. -~ .. . : . ·-- ; >"·· ' • ;· -' ·., '.':"'." '.·--·· ,. . 

aeruginosa,/no se cncue.ntrail. aghip'ados. éi1 Ull s'olo 01)erón. En A. vinelandii 

existe un segundo p~ol11otor d~l1tro cici !'a ~~~ió1Í" algDÁ a partir· del cual. también 

se transcriben los genes algl y algA. 
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Conclusiones 

- El gen algD es indispensable para la biosíntesis de alginato en A. vinelandii. 

- Los genes algD, algL y algA de A. vinelandii se encuentran agrupados en la 

misma región. .. . . . . . . . 
- algA puede ser transcrito a partir de uiipr~mótor distinto al de algD. 

- algL se encuentra entre algD y ~lgÍ{; ':. T .. 
- algL forma parte~e la misma estrl1'Úu~~ oaer?nica que algA. 

- La tran~crip9i~~ c16cal1Ú{Jued~';ro%nir:~6i~p?6n~ot~rde. algD y de un segundo 

promotor: 

- Dentro de la región algf)Ád~A. vfo~lmídÚ ~xiste.1111 iegundopromotor 

Bibliografía. 

La bibliografÍa C:6nsuHa.da par~ .dpr~sente t~l_bajo<se encuentra contenida en el 

manuscrito "TranscriptionaTaz+angementof Azotof;acter .. vinelandii alginate 

biosyntheticgenes: identificatiol1of two independent.proi11oters;, (capítulo II). 
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