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Tesis: ••Caracterización del gen algK de Az.otobacter vinelandii,, 

RESUMEN.-

Los pasos moleculares de la vía biosintética del alginato producido por 
bacterias están siendo estudiados en Pseudomonas aerugino.'>a y Azotobacter 
vine/andii. En P. aeruginosa tales estudios obedecen a razones clínicas. debido a 
que el alginato. es un factor virulento de su estado patogénico en los pacientes con 
fibrosis quística. En A. vinelandii, su estudio está encaminado a la obtención del 
polímero para consumo humano. Partiendo de la cepa mucoide constitutiva de A. 
vinelandii ATCC 9046. hemos obtenido, por mutagénesis al azar con el 
transposón Tn5 la cepa LA 21 incapaz de producir alginato e incapaz de 
enquistarse. La mutación alg::Tn5 ha interrumpido el gen algK, el cual es esencial 
para la biosíntesis del alginato. algK se encuentra dentro de una región de genes 
estructurales a/g, homólogos a P. aeruginosa, de los cuales también han sido 
clonados y secuenciados alg8, alg44 y parte de algJ. La construcción de las 
mutantes no polares algB::QKm, alg44::Q.Km y algK::Q.Km, y los respectivos 
ensayos de complementación. han sugerido que cada unos de estos genes es 
esencial para la biosíntesis del alginato. Ensayos de "Primer extension" y "Slot 
blot" sugieren fuertemente que alg8, alg44, algK y algJ se transcriben desde un 
promotor diferente a algD, lo que indica que la organización transcripcional de 
este agrupamiento génico es diferente al reportado en P. aerugino.'ia. El análisis 
de la secuencia de aminoácidos, predicha par..i Alg8. ha indicado que se trata de 
una B-glicosil transferasa embebida en la membrana interna, cuya estructura 
secundaria muestra 4 cx-helices transmembranales, con una horquilla (loop) 
citoplásmica en donde los sitios catalíticos llevan a cabo su función de polimerizar 
los residuos GDP-manurónicos. Alg44. por su parte. es una proteína de 
membrana interna con un solo segmento transmembranal: su región amino 
terminal, orientada al citoplasma, presenta un motivo de unión a GTP/ATP. lo 
que sugiere que puede formar una subunidad con Alg8. activando al 
polimanurónico para que sea transportado hacia el periplasma. AlgK presenta un 
péptido señal típico de la lipoproteínas periplásmicas. con sitio de corte para la 
peptidasa señal tipo ll. Se especula que el papel de AlgK sea el de ayudar a que 
otras proteínas. como la de el canal iónico AlgJ, para que sean translocadas a la 
membrana externa. Finalmente, un estudio de microscopía electrónica, sobre el 
enquistamiento de la cepa LA 21, ha indicado que dada la nula producción de 
alginato, la estructura del microquiste no se forma en estas células.· 

&~~/"Pº 
VoBo. Dra. E. Guadalupe Espín Ocampo (Tutor) 



Tesis: "Caracterización del gen algK de Azotobacter vinelandii"' 

ABSTRACf 

At present, the· Molecular Biology of bacteria! alginate biosynthesis pathway is 
being studied in both Pseudomonas aeruginosa and A=.otohacter vinelandii. In P. 
aeruginosa these studics obcy to hcalth reasons. alginate production is a virulence 
factor when P. aeruginosa invades the lungs of cystic fibrosis patients. In A. 
vinelandii the studies are focus to produce the polysaccharide for human 
consume. In this work, wc characterized A. vinelandii LA21 a non-mucoid, non 
ecysting mutant isolated after random Tn5 mutagenesis of mucoid strain ATCC 
9046. The a/g::Tn5 mutation interrupted thc algK gene, which is essential for 
alginate biosynthesis. algK is located inside the structural alginate gene cluster. 
We also cloned and sequenced alg8, a/g44. algK and parl of a/gJ, and constructcd 
algB::QKrn, a/g44::QKm, and algK::QKm mutants. Complcmentation analysis 
indicated that each gene is essential for alginate biosynthesis. Primer extension 
and Slot blot experiments, indicated that alg8, alg44, algK and algJ constitute an 
operon transcribed from a promoter different to Pa/gD. The aminoacid sequence 
analysis of Alg8 strongly suggested that this protein is a B-glycosil transferase 
located in the inner membrane. lts sccondary structurc shows that spans the 
cytoplasmic mcmbranc four times, and has a large cytoplasmic loop, which 
contain threc catalytic sites, where the polymcrization of GDP-mannuronic 
residues is likely to occur. On the other hand, Alg44 is an inner membrane 
protein, which spans Lhe membrane once. hs amino- terminal region is oriented 
to the cytoplasm and contain a GTP/ATP motif. lt is proposed that Alg44 is a 
subunit of Alg8 needcd to translocatc the polymannuronic chain to the periplasm. 
The AlgK aminoacid sequence shows a signa! peptide typical of gram-negative 
periplasmic lipoproteins, with a cutting site for the Signa! peptidase type 11. We 
propose that AlgK helps to incorporate AlgJ in outer membrane. Finally, an 
electron microscopy study showed that the microcyst structure in LA 21 cells is 
not formed, dueto a lack of alginate. 

~ .4./,:R //Lo 
VoBo. Dra. E. Guadalupe Espín Ocampo (Tutor) 
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Los pasos moleculares de la vía biosint6tica del alginato producido por 
bacterias est6n siendo estudiados en Pseudomonas aeruginosa y A::.otobacter 
vinelandii. En P. aeruginosa tales estudios obedecen a razones clínicas, debido a 
que el alginato en ellas, es un factor virulento de su estado patog6nico en los 
pacientes con fibrosis quística. En A. vinelandii, su estudio está encaminado a la 
obtención del polímero para consumo humano. Partiendo de la cepa mucoide 
constitutiva de A. vinelandii ATCC 9046, hemos obtenido, por mutag6nesis al 
azar con el transposón Tn5 la cepa LA 21 incapaz de producir alginato e incapaz 
de enquistarse. La mutación alg::Tn5 ha interrumpido el aen algK. el cual es 
esencial para la biosintesis del alginato. algK se encuentra dentro de una región de 
genes estructurales alg, de los cuales tambi6n han sido clonados y secuenciados 
a/g8, alg44 y parte de algJ. La construcción de las mutantes no polares 
algH::OKm, alg44::QKm y algK::QKm. y los respectivos ensayos de 
complementación, han sugerido que cada unos de estos genes es esencial para la 
biosíntcsis del alginato. Ensayos de "Primer extension" y "Slot blot" sugieren 
fuertemente que alg8, a/g44, algK y algJ se transcriben desde un promotor 
diferente a algD, lo que indica que la organización transcripcional de este 
agrupamiento g6nico es diferente al reportado en P. aeruginosa. El análisis de la 
secuencia de aminoácidos, predicha para Alg8, ha indicado que se trata de una P
glicosil transferasa embebida en la membrana interna. cuya estructura secundaria 
muestra 4 a-helices transmembranales, con una horquilla (loop) citoplásmica en 
donde los sitios catalíticos llevan a cabo su función de polimerizar los residuos 
GDP-manurónicos. Alg44, por su parte, es una proteína de membrana interna 
con un solo segmento transmembranal; su región amino terminal, orientada al 
citoplasma. presenta un motivo de unión a GTP/ATP, lo que sugiere que puede 
formar una subunidad con Alg8, activando al polimanurónico para que sea 
transportado hacia el periplasma. AlgK presenta un p6ptido sei\al típico de la 
lipoproteínas periplásmicas. con sitio de corte para la peptidasa sei\al tipo 11. Se 
especula que el papel de AlgK sea el de ayudar a que otras proteínas. como la de 
el canal iónico AlgJ. para que sean translocadas a la membrana externa. 
Finalmente. un estudio de microscopia electrónica, sobre el enquistamiento de la 
cepa LA 21. ha indicado que dada la nula producción de alginato, la estructura 
del microquiste no se forma en estas células. 
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INIROQVCCION.-

El alginato esta clasificado como un polisacárido lineal no ramificado, 
confonnado por unidades de ácido D-a-Manurónico y su C-S epfmero el ácido L
P-Gulurónico. Unidos por enlaces P-0-4), Jos residuos rnanurónicos (M) y los 
residuos aulurónicos (G) forman cadenas de secuencias alternas G-M (Tabla J; 
Lanen and Haug, 1971). El alginato es el tercer polisácarido con mayor demanda 
en la industria. Su consunio alcanza anualmente cerca de 33 111.illones de toneladas, 
con un precio en el mercado que oscila entre los S y 12 dólares por kg (Valla, 
1992). Actualmente, el alginato para consumo industrial se obtiene a partir de 
algas marinas caCes (Phaeophitas). principalmente de los géneros Macroc:i-•s1i.s-, 
Sarga.,·ur11. Fucus y Ascophy/11111. La industria alimenticia, por ejemplo, Jo utiliza 
como estabilizante, espesante y viscosificante. La propiedad del alginato de 
formar geles terrnoirreversibles, es utilizada para inrnobilizar enzimas o células 
en procesos fermentativos (Smidsr~d and Skjik-Brzk, 1991). Aunque los 
alginatos comerciales se obtienen de macroalgas marinas, existen algunas especies 
bacterianas que también lo producen como un polisacárido extracelular, que hace 
las veces de cápsula (Pindar and Bucke, 1975; Pugashetti el al., 1983). La más 
apropiada de las especies bacterianas para obtener alginatos con fines de consumo 
humano, es A.::otobacter vinelandii (Brivonese and Sutherland. 1989; Pindar and 
Bucke, 1975; Larsen and Haug, 1971). No obstante, la genética molecular de la 
biosíntesis del alginato en esta especie apenas empieza a ser estudiada (Ertesvag et 
al., 1995; Campos et al .• 1996; Lloret et al., 1996). Como revisaremos en detalle 
otra de fas especies productoras de alginato es Pseudomonas aerugino ... a. cuyo 
eslado patogénico-mucoide se ha estudiado bastante a nivel molecular (Darzins 
and Chakrabany. 1984; May, et al., 1991; Chakrabarty, 1991). habiendo sido 
utilizado inicialmente como modelo de genética molecular en el estudio de la 
biosíntesis del alginato en A . vi11elandii. 

Recientemente se han intensificado los estudios. genéticos y fisiológicos, de 
la vía biosinlética del alginato producido por estas bacterias (Chakrabarty 1994; 
Campos et al., J 996). En el caso de, A. viflelandii. aunque no ha sido clasificado 
como un microorganismo GRAS (de las siglas en ingles: General Recognition A.i· 
Sec:ure). no se le ha relacionado con ningún padecimiento humano. a diferencia de 
P. aeruginosa. Por ende, se plantea que A. vinelandii es un organismo apropiado 
para obtener este polímero por métodos fermentativos. con fines de consumo 
humano. y como la mejor alternativa para sustituir al obtenido de alsas. 
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En los últimos aftos. nuestro grupo de trabajo se ha encaminado a la 
identificación de los mecanismos moleculares de la biosfntesis del al9inato que 
tienen lupr en A. vinelandii. así como los procesos bioquímicos y pnc5ticos con 
los que la producción del polisacárido está estrechamente relacionado. El presente 
trabajo aporta evidencias sobre la presencia de los 11enes estructurales algB. alg44. 
algK y algJ de la biosíntesis de al9inato en A. vinelandii. localizados en el mismo 
grupo de genes biosint6ticos y donde algD encabeza el grupo (Campos et al .• 
1996). Por razones de estudio. este grupo que contiene al menos 10 aenes. lo he 
dividido en dos regiones: la primera pane le llam~ Región 1 (que comprende 
los genes descritos aquí y van desde algD hasta algJ) y la seaunda región se 
mencionará como Re9ión 11 (no descritos en este trabajo). Además. se presentan 
evidencias de que la Región 1 contiene una tercera unidad transcripcional dentro 
de esta agrupación. diferente a las dos anteriormente descritas (palgD y palgLA: 
Campos et al .• 1996; Lloret et al .• 1996. respectivamente). con un ordenamiento 
estructural similar al del operón de genes algD--algA en P. aeruginosa (Darzins 
and Chakrabany. 1984; Deretic et al.. 1987; Chitnis and Ohman. 1993). 
Específicamente se presenta la caracterización definitiva de la mutación Tn.5::alg 
en la cepa LA 21. Ja secuencia nucleotídica de la Región 1 abajo del gen algD. su 
estudio transcripcional. el análisis de complementación de las mutantes 
construidas. el análisis computacional de las secuencias deducidas de aminoácidos 
para cada uno de las Fases Abiertas de Lectura (FAL) (del ingles "Open Readina 
frame" u "ORF") y el diseño de un modelo topológico para una de las proteínas 
codificadas por el primer FAL de esta región. 
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GENEBALIDADES.-

Bio~·fn1esi ... del Alginalo en Baclerias.-

En l 97S. Pindar y Bucke describieron Jos pasos biosin~ticos del aJginato 
en una cepa de A. vinelandii. Estos investigadores encontraron que Jas enzimas 
que participan en la biosíntesis son bastante similares a Jas reportadas en eJ alga 
marina Fucus gardneri. No obstante. eJ sustrato inicial de Ja biosíntesis de 
alginato en alaas es D-manosa. mientras que en A. vinelandii es D-fructosa. La 
mayor parte del aJainato que producen Jos cultivos en matraz de A. vinelandii se 
sintetizan aJ final de Ja fase exponencial (SutherJand. l 98S). Cuando Ja &lnica 
fuente de carbono en eJ medio de cultivo es sacarosa (figura 1 ). una invertasa (EC 
3.2.J .26) produce O-glucosa y D-fructosa. La glucosa sigue la vía Entner
Doudoroff. en donde dos triosas son condensadas para formar fructosa 1-6 
bifosfato y entonces la bexosa difosfatasa genera fructosa 6-P (Anderson el al .• 
1987). Posteriormente. la fructoquinasa (EC 2.7.1.4) fosforila. a la D-fructosa 
para formar fructosa-6-P. que sirve como sustrato para que la fosfornanosa 
isomerasa (PMI; EC 5.3.1.8) genere manosa-6-P y la fosfomanomutasa (PMM: 
EC 5.4.2.8). mueva el grupo fosfato aJ carbono l. originando manosa-1-P. la cual 
es activada por Ja enzima GDP-manosa pirofosforilasa con el difosf"o nucleótido 
GDP (GMP; EC 2.7.7.13) produciendo GDP-manosa. La enzima GDP-manosa 
deshidrogenasa (G MD; EC 1.1.1. l 32), dependiente de NAO+, se encarga de 
llevar a cabo una doble oxidación. formando 2NADH+H+. mientras que el 
sustrato GDP-manurónico es polimerizado a nivel de la membrana citoplásmica. 
formando la cadena de ácido polimanurónico (poli-M) (Pindar and Bucke, 1975; 
Pace and Righelato, 1980). En este proceso, algunos residuos manurónicos sufren 
acctilación por una acetiltransferasa (acetilasa) periplásmica y luego el polímero 
es exportado de la célula (Skjak-Bnek. el al .• 1985; Horan. et al .• 1983). Una vez 
f"uera de la célula. algunos residuos manurónicos no acetilados del poli-M. son 
convenidos a su C-S epfmero, el L-fJ-ácido gulurónico por la Polimanurónico C-
5 epimerasa extracelular, produciendo así el alginato (Haug and Larsen, 1971; 
Skjl\k-Br~k and Larsen. 1985). No hay evidencia de la existencia en bacterias de 
ácidos aulurónicos activados (GDP-gulurónicos). que pudieran ser incorporados a 
la cadena naciente o al poli-M formado (Pugashetii, et al., 1983). 

Las actividades GMD-poJimerasa se localizaron a nivel de membrana 
interna. mientras que Ja actividad acetilasa se localizó a nivel del espacio 
periplásmico (Pindar and Bucke 1975; Skjak-Brrek, el al., 1985). Por su parte. las 
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enzimas de los pasos iniciales PMI. PMM y GMP. únicamente se han detectado en 
el citoplasma (Pindar and Bucke. 1975; Pace and Rishelato. 1980). Cabe 
mencionar que cuando A. vinelandii utiliza D-slucosa como única fuente de 
carbono. el alsinato se forma a partir de los productos de la dep'lldación de la 
slucosa <sliceraldheldo 3-P). lo cual se ha explicado que ocurre debido a que la 
enzima fosfoslucosa isomerasa esta sujeta a inhibición competitiva por el 6-
fosfosluconato. en la vía Entner-Doudoroff cuyas enzimas están activas en eslllS 
condiciones y cuando la célula sintetiza alginato (fisura 1) (Anderson, el al .• 
1986). 

--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--
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Una vez formado el exopolisacárido (EPS). la cadena lineal presenta 
residuos alternados de manurónico y gulurónico. pudiendo formar bloques 
heteropolim6ricos. similares a los de alsas (tabla 1). De hecho. la diferencia mú 
notable. entre el alJJinato derivado de algas y el producido por bacteri-. es que el 
alsinato bacteriano presenta arupos O-acetilos en las posiciones 2 o/y 3 de 
algunos residuos manurónicos de la cadena (Slrjlk-Brek, et al •• 1985). 

Tabla 1.- Formas en que se puede presentar el alginato en la naturaleza. 

CONFORMACION 

BLOQUES 
HETEROPOUMERO 
ALTERNO AL AZAR 
DIADAS OTRIADAS 
ACE111.ADO 

ESTRUCTURA 

M-M-M-M-M G-G-G-G-G 
M-M-M-0-0-G-G-M-M-M-G-G 
G-M-M-0-G-M-G-M-M-G-M 
M-M-0-G-M-G-G-G-M-M-M 
M-G-M-M-G-0-M-G-G-M-M-G-M 

1 1 
a a 

ORGANISMO 

(ALGAS) 
(A::olobacter) 
(Pseudomonas) 
(A::o1obac1erlALGAS> 
(bacterias) 

M: Residuos Manurónicos; G: Residuos Gulurónicos (Horan, et al., 1983). 

Función Biológica del Alginato en Bacterúu.-

A::.otobacter vi11elalldii es una especie gram-negativa, perteneciente a la 
subdivision aamma (y) de las cubacterias, el Manual Berguey la describe como 
miembro de la familia Azotobacteraceae (Tchan. 1984) y. junto con el grupo 
Azomomonas. está filogenéticarnente relacionada con Pseudomonas (Fialho et al .• 
1990). La producción de alginato en A. vinelandii y en otras especies 
A:::otobacter, cumple una función importante. Estas bacterias se reconocen como 
especies que pueden fijar nitrógeno en vida libre. desarrollada tanto en el suelo 
c:omo en agua (Kennedy and Toukdarian, 1987). El ciclo de vida de A. vinelandii 
presenta una fase vegetativa y una estado de vida latente en forma de microquiste 
(Sadoff, 197.5) (figura 2). una forma de resistencia menos diferenciada que la 
espora (Kenncdy and Toukdarian. 1987). Una vez que se produce el EPS y bajo 
condiciones de enquistamiento, la célula vegetativa sufre su última dh:isión e 
inicia la formación del microquiste, proceso en el que participan tanto el alginato 
como la presencia de iones divalentes. como el calcio, y otras lipoproteínas y 
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lipopolisacáridos (Annison and Couperwhite. 1986: Sadoff. 1975: Paae and 
SadofT. 1975). El proceso de enquistamiento. ha sido bastante estudiado por 
varios investigadores desde hace mas de 20 aflos (SadotT. 1975; Pase and SadotT. 
1975; Pase and SadotT. 1976). Semejante a la esporulación en Bacillus subtilis. el 
enquistamiento de A. vinelandli es un fenómeno morfolóaico de diferenciación 
celular. en la cual la c61ula modifica su estructura para resistir a condiciones 
adversu como la desecación (Atkinson and Fisher. 1991). En la actualidad. el 
proceso de esporulación de B. subtilis se ha estudiado bastante a nivel molecular 
(Straaier. 1991). mientras que el estudio del enquistamiento en A. vinelandii. solo 
alcanza niveles bioquímicos y fisiológicos (SadotT. 197.5. Ruppen et al •• 1983). En 
nuestro laboratorio. alternativamente al estudio del alginato. hemos generado 
alaunas cepas mutantes en la vía del alginato que presentan fenotipos con defectos 
en el enquistamiento. la participación específica de los productos a6nic::os en este 
proceso está siendo caracterizada. 

1-lilEhmnicnto y División 

F ..... ~- Clclo de Vida de AmtaM~...........,.. 1 fw cle cncJmlellto ........ vo; 21.J&d_. 
di• _ _....,,. y--odela-'8(-- .... -·-dl--e1c .... :s•--•1a .. -y1a1m_,_.__.,_._,.__. 
••wlnr ldn.... ª1 ...... y ......... deDNA.•Z•t U ·d9 .._....._.~.,.. . .....-... -~. 
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Aparte de la producción de alginatos y su peculiar f"acultad de fijar 
nitróaeno mediante tres nitrogenasas diferentes. A. vinelandii acumula poli-IJ
hidroxi butirato (PHB). como polímero de reserva (Kennedy and Toukdarian. 
1987; Sadoff. 197S; Sutherland. 1990). produce adem4s. sideróforos y puede 
sintetizar hormonas de crecimiento de plantas. como giberelinas. citocininas y 
auxinas (Gonzalez-López. et al .• 1986). La producción de PHB en A. vinelandli 
está íntimamente relacionada con la síntesis del EPS. debido a que ambos 
polímeros panicipan activamente en el proceso de enquistamiento (Wyss. et al .• 
1961). Se ha visto que la acumulación de PHB inicia al final de la fase 
exponencial. un poco después de que la producción del alginato empieza 
(Brivonese and Sutherland. 1989). Ambos dependen de las concentraciones de 
oxígeno: el primero se acumula en condiciones de limitación de oxígeno. mientras 
que el alginato aumenta su producción cuando el oxígeno está en su máximo 
nivel. sugiriendo que existe un fino balance redox entre los dos polímeros 
(Brivonese and Sutherland. 1989). Se ha visto también. que la depolimerización 
del PHB esta vinculado al proceso de germinación. mismo que da origen a las 
células vegetativas una vez que las capas exina e intina del microquiste se han 
penneabilizado (Wyss. et al .• 1961; Sadoff. 1975). 

Como ya se mencionó. otra de las especies bacterianas que producen 
alginato es P. aeruginosa (May. el al .• 1991; Pugashetii. elal .• 1983). El alginato 
producido en esta especie. a diferencia del generado por A. vinelandii. no 
presenta bloques M o G. sólo forma diadas de tales residuos y el polímero que 
produce siempre es en forma alternada (ver Tabla l). En forma similar a A. 
vinelandii, esta bacteria presenta esencialmente los mismos pasos biosintéticos y 
participan las mismas enzimas (Pugashetii. el al., 1983; Fialho. el al.. 1990). Sin 
embargo. su fenotipo mucoide solo se presenta en los aislados de pulmón de 
pacientes crónicos con fibrosis quística. donde las condiciones del pulmón 
enfermo. favorecen la infección (Deretic. el al.. 1990). Esta diferencia. debe ser 
considerada como básica. sobre todo en el estudio de los mecanismos iniciales, 
que regulan la biosíntesis del alginato en cada una de é.stas bacterias. 

Genética de la Biosínlesis del Alginalo en Pseudomonas aeruginosa. 

Los genes de la vía biosintética del alginato en P. aeruginosa. han sido casi 
totalmente identificados. y prácticamente caracterizados (Pugasheni. el al .• 1983) 
(figura 3). Los productos de los genes algA y algC (PMI-GMP y PMM. 
respectivamente). que catalizan los tres primeros pasos de la biosíntesis de 
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alainato. están tambi6n incluidos en el metabolismo general de los carbohidratos y 
por ello pueden encontrarse en muchas bacterias. Sin embargo. la enzima que 
cataliza el cuarto paso. GMD. se considera específica para la biosfntesis del 
alainato tanto en alsas como en las bacterias productoras de alainato (Fialho. et 
al •• 1990; Deretic. et al.. 1987). 

Genes Bjosjnt6tjC05 .. A la fecha. se han clonado los principales genes que 
participan en la biosfntesis del alsinato y la mayoría de sus pR>ductos gc!nicos ya 
han sido caracterizados (Darzins and Chakrabarty, 1984; Deretic. et al., 1990; 
Franklin and Ohman, 1993; Zielinski. et al.. 1991). Un arupo de senes 
biosint6ticos. localizados en el minuto 34 del mapa genómico de P. a.eruginosa, 
funciona a manera de operón (Chitnis and Ohman. 1993) (figura 3). En este 
arupo de genes. concentrados en 18.S kb, se han identificado a la fecha 11 genes 
biosint6ticos: algD. algB. alg44. algE algG. algX, algL, alg/, alg.J algF, y algA. de 
los cuales se ha descrito la secuencia nucleotfdica de cada uno de ellos, y la 
función que realizan sus respectivos productos. con excepción de algX. algB. y 
alg44. 
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Como se observa en la figura 3, el primer gen transcrito del operón 
biosintético es algD. el cual codifica para GMD. un polipéptido de 48 kDa. Según 
la secuencia nucleotídica del gen algD es el único gen de este grupo que presenta 
un promotor complejo (pa/gD). Aunque existen algunos otros genes del cluster 
con promotores homólogos. la activación de palgD promueve la expresión de 
todo el operón de genes alg (Oeretic. et al., 1987; Chitnis and Ohman, 1993). 
Elementos que funcionan en cis y en trans participan en la transcripción de algD 
junto con los demás genes alg del operón. Los sitios -40, -391 y -468 arriba del 
inicio de la transcripción. por ejemplo. se han identificado corno sitios en los 
cuales se pega el activador transcripcional AlgR. Por otro lado, se han 
caracterizado sitios de unión de proteínas similares a las IHF (Histon-like 
Integration Host Factor) de Eschericlzia coli que aunque no se ha identificado 
exactamente una IHF en P. aeruginosa se puede deducir que ésta existe y que su 
participación es esencial (Wozniak, 1994). Actualmente se sabe que también esta 
presente un promotor que responde al factor oE, el cual es codificado por el gen 
algU, primero de un grupo de genes reguladores que analizaremos mas adelante 
(Martín et al 1993). 
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Analizando el operón biosint6tico de P. aeruginosa. los siguientes dos genes 
son alg8 y a/¡:44.. Mutaciones en cada uno de ellos. manifiestan f"enotipos no 
mucoides (Wang. el al.. 1987). Las secuencias de ambos genes han sido 
publicadas; aJg8. por su parte. predice un polip6ptido de 56.8 kDa. mientras que 
aJg44 uno de 34.3 kDa. Los autores proponen que sus productos pnicos 
participan en la polimerización del alginato. y que al menos Alg8. tiene una alta 
probabilidad de ser encontrado en la membrana citoplásmica. aunque no se ha 
concluido su caracterización (Maharaj. el a/., 1993). Recientemente. Saxena y 
col.. (1995) presentaron un análisis de regiones hidrofóbicas (no
transmembranales) por HCA (Hydrophobic Cluster Analysis) de proteínas sin 
aparente homología lineal. e incluyen el producto de aJg8 como miembro de una 
familia de glicosil transferasa IJ-1.4 del tipo procesiva (polimeriza mas de un 
monómero a Ja vez). junto con NodC de A::.orhy:;obium caulinoclans. No obstante. 
Alg44 a la fecha no se le ha encontrado similaridad significativa. 

El siguiente gen del operón es aJgE. La secuencia de este gen, tambi6n ha 
sido reportada y su proteína madura ha sido caracterizada. eslimandose su peso 
molecular en 54.0 kDa (Chu. el al.. 1991; Rehm et al., 1994). El análisis 
preliminar del amino-terminal. mostró que contiene un péptido señal y una 
región hidrofóbica. típica de las proteínas con localización en la membrana 
elltterna. localización que posteriormente fue demostrada utilizando anticuerpos 
específicos. Concluyendo que AlgE se asemejaba a las porinas y que podría 
participar en la exportación del alginato (May. et al .• 1991). Recientemente. 
Rehm y col.. (J 994) sobreexpresaron en E. co/i, una proteína AlgE 
recombinante. que fue incorporada espontáneamente en bicapas lipídicas planares, 
formandose canales iónicos con una conductancia de O. 76 nS en presencia de J M 
de KCI. determinandose una Km de 0.75 M. Estos datos sugirieron que AlgE, 
forma un canal iónico por el que pueden pasar aniones del tipo polimanurónico. 

El quinto gen caracterizado del operón biosintético, es a/gG, el cual 
codifica para una protefna cuya función es epimerizar el carbono 5 de algunos de 
los residuos manurónicos no acetilados del poli-M (Chitnis and Ohman. ) 990). 
Franklin y col. ( J 994). lograron caracterizar AlgG. En su trabajo, purificaron 
dos proteínas al tratar de sobreelltpresar aJgG. una de 60 kL>a y otra más de 55 
kDa. Al caracterizar ambas proteínas, concluyeron que la primera es precursora 
de la segunda, y que esta última se localiza a nivel de periplasma. siendo la 
responsable de convertir a nivel de poli-M, algunos residuos manurónicos no 
acetilados, en su C-5 epfmero el ácido fJ-gulurónico, la última modificación que 
sufre la cadena antes de ser exportada como alginato (Boyd and Chakrabarty. 
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J99S). Aunque. en P. aerugino:ra la epimerasa es periplásmica (Franklin el al •• 
J 994). en A. vinelandii. existe una familia de estas enzimas con actividad 
extracelular (Enesvaa eta/., 1994). y otra homóloga a Ja epimerasa periplásmica 
de P. aerugino,..·a (Rehm et al .• 1996). 

Inmediatamente después del extremo 3' de algG. se encuentra el gen algX, 
inicialmente identificado como alg60 por medio de una mutación que confirió un 
fenotipo no mucoide a la cepa PAOJ de P. aeruginosa (Wang, el al., 1987; May. 
el al.. J 991 ). En ese entonces Jos intentos por sobreexpresar alg60 fueron 
inconclusos. Sin embargo, recientemente Monday y SchilJer (1996) publicaron la 
caracterización de una mutación unos cientos de bases arriba de algL o sea 
afectando a algX. El fenotipo mucoide en la mutante algX solo se restableció 
cuando ambos genes fueron alineados en trans, indicando que ambos son 
esenciales para la biosfntesis del alginato (figura 3). No obstante. el producto de 
a/gX. una protefna de aproximadamente 53 kDa. permanece a ser caracterizada 
debido a que su función bioquímica aún se desconoce (Monday and Schiller. 
1996). 

Como se indicó en el parrafo anterior. el siguiente gen algL ya ha sido 
caracterizado. En J 993. aparecieron una serie de publicaciones sobre este gen y 
su producto. una alginato liasa o alginasa (E.C. 4.2.2.3), debido muy 
probablemente, al interes clínico del estudio del alginato en P. aeruginosa, ya que 
la actividad de esta enzima. aislada de diferentes especies bacterianas, contrarresta 
los padecimientos de los enfermos crónicos de fibrosis quística (Boyd. el al., 
1993: Murata et al .• 1993: Gacesa and Goldberg, 1993). Por su parte, Schiller y 
col. < 1993 ), al clonar algL sobre produjeron una proteína de 39 kDa, con 
probable localización periplásmica. Ellos encontraron. que en cepas mucoides de 
P. aerugin<>.M, la expresión de algL era regulada por la proteína AlgB. lo cual 
puede significar·. que aunque el alginato se produce por la actividad de las 
enzimas codificadas en los genes del operón biosintético, la expresión de algL 
desde su propio promotor. no impide la formación del polímero, antes bien. 
favorece sus características. al regular su longitud mediante Ja #}-eliminación de 
los enlaces 4-0-glicosfdicos de la cadena de alginato. Además, Jos estudios de 
complementación en trans. demostraron que tanto algL, como el gen que le 
precede algX, son esenciales para el fenotipo mucoide en P. aerugi11osa (Monday 
and Schiller 1996). 
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Recientemente se clonaron y caracterizaron dos genes cuyos productos 
participan en la acetilación del polimanurónico dentro del grupo de genes 
biosintc!ticos del operón en cuestión (Franklin and Ohman 1996). Los productos 
de algl y algJ junto con algF, el cual anteriormente se había demostrado que 
codificaba para una acetiltransferasa. no son aenes esenciales para la biosfntesis 
del alginato en P. aeruginosa. Cada uno de los genes ha sido mutagenizado 
afectando polarmente a algA último gen del agrupamiento biosintético. Sin 
embargo, cuando se transfiere a algA en trans con un promotor fuerte la 
producción de alginato se restablece, tanto con residuos manurónicos corno 
gulurónicos, pero no con radicales acetilados. El producto de algF por su parte, 
genera un polipéptido de 24.5 kDa el cual es procesado para rendir una proteína 
de 19.5 kDa (Shinabarger. et al .• 1993; Franklin y Ohman. 1993). Los productos 
de algl y algJ son proteínas de 58.7 kDa y 43.1 kDa respectivamente. mucho 
mayores que AlgF. La proteína Algl es homóloga (21 % de identidad) a DltB (No. 
de Acc. X73124) de B. subtilis, la cual participa en el transporte de la D-alanina. 
Por su parte. AlgJ es homóloga (30% idéntica) a AlgX. cuyo gen codificador se 
localiza en este mismo grupo biosintético. Ambas enzimas esperan ser 
caracterizadas (Franklin and Ohman 1996 y Monday and Schiller 1996). 

Finalmente, la enzima que participa en el primero y tercer paso de la vfa 
biosintética del alginato. es codificada por el último gen del operón, algA. AlgA 
es una proteína de 53 kDa, que tiene una doble función; primero cataliza la 
formación de manosa 6-P a partir de fructosa 6-P. y después activa la manosa 1-P 
para producir GDP-manosa y PPi. Ambas actividades fueron confinnadas en un 
cepa mutante de E. coli, manA. después de sobreexpresar la proteína. bajo el 
promotor Tac. y purificarla (Darzins. and Chakrabarty 1985; May. et al .• 1991; 
Gill et al .• 1986). 

I>e los genes biosintéticos, como se puede observar en la figura 3. el único 
que esta fuera del operón es algC. Se ha visto que su producto AlgC (PMM). un 
polipéptido de 51 kDa. también participa en otras funciones metabólicas. como en 
la síntesis de lipopolisacáridos. Por tal motivo, la proteína AlgC. esta presente en 
cepas mucoides y no-mucoides de P. aeruginosa, de aquí que parezca lósica la 
exclusión de algC del grupo biosintético. y por lo mismo. una mutante algC no es 
complementada por ningún gen del agrupamiento del minuto 34. ni del minuto 9 
(Goldberg, et al .. 1993; Zielinski, el al., 1992). Su promotor es complejo. similar 
a los de algD. algR y algE. tiene una larga región-5' lider no traducida de 244 pb 
importante para la transcripción eficiente del RNAm de algC (Fujiwara and 
Chakrabarty. 1994). La expresión de algC es inducida por osmolaridad y es 
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activada por AJgR (Zielinski, et al.. J 991; Zielinski. et al.. 1992). 
Independientemente de su participación en la biosintesis de algínato, en el cual 
presenta el mayor pico de actividad enzimática semejante a las demás enzimas al 
final de Ja fase exponencial (Leitao and Sa-Correia. J 994). es un f"actor de 
virulencia al menos en Ja infección de ratones (GoJdberg et al .• J 99.S). 

Durante Ja escritura de Ja tesis.se publicó Ja caracterización del gen algK de 
P. aerug;,1nsa (Aarons el al., )997). Este gen ubicado al extremo 3' de alg44 
codifica para una lipoproteína periplásmica de 53 kDa, anclada a la membrana 
externa mediante un enlace thiol que se forma en el residuo C-28 de AlgK una 
vez que la peptidasa señal tipo 11 cona entre Jos residuos G-27 y C-28. Su función 
no es muy clara pero los autores consideran que sirve como facilitador para 
trastocar el alginato a traves del periplasma y canalizarlo al poro que forma 
AJgE. 

Genes Reguladores. Existen otros dos grupos de genes alg, los cuales son de 
naturaleza reauladora. El grupo algRQP (también llamados algRJ, algR2 y algR3 
respectivamente), localizado en el minuto 9 del mapa genómico de P. uerugi110.\'U 
y el grupo algU-mucA-1T1ucB-mucC-mucD, ubicado en el minuto 69 (Figura 3). 
Y un gen regulador aislado algB, que se encuentra cercano al grupo algRQP. 
Además, últimamente se han identificado cuatro genes mas algW, algZ, algH y 
ndk que juegan un papel regulador sobre la biosfntesis del alginato en esta 
bacteria. Como veremos a continuación los productos de al menos 6 de estos 
genes. participan acthramente en Ja formación de) Fenotipo mucoide, típico de Ja 
patogenicidad de P. aerugino.<oa (May et al., J 991; Martin et al., 1993a). 

Se ha observado que Ja biosíntesis del alginato está estrictamente controlada 
en P. aeruginosa (figura 3). Al parecer, los genes que poseen promotores como 
algD (el cual se toma como modelo), son activados sincrónicamente por los 
productos de varios genes reguladores. Uno de estos productos es AlgR, el cual es 
un regulador de respuesta de Ja superfamilia del sistema de dos componentes 
(Deretic. et al.. 1989). La secuencia nucleotidica de algR, comparte una alta 
similitud con Ja de otros genes reguladores de respuesta como 0111pR. 11trC y 
.\poOA. entre otros (Deretic. et al .• 1989). Hay evidencias que indican que algR se 
autorregula. sin embargo. Ja participación que tiene su producto es mucho mas 
complicado (Mohr. et al., 1990). Se ha visto, que Jos niveles de AJgR solo bajan 
al 50% en una cepa no mucoide. a diferencia de una cepa mucoide (Deretic and 
Konyecsni 1989). No obstante, en cepas mucoides AlgR fosforilado (AlgR-P) se 
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pega a tres sitios dif"erentes de palgD. conocidos como RB J, RB2 y RB3. Los 
primeros dos sitios de pegado, son secuencias palindrómicas, inusualmente lejanas 
al punto de inicio de la transcripción (-533 a -332), mientras que la secuencia del 
tercero el sitio RB3, muestra dos mistmatches a diferencia de los otros dos y se 
presenta en posición invenida cercana al sitio de inicio de la transcripción (-50 a 
-30) (Mohr, el al., 1992). Al parecer, al pegarse las proteínas AlgR-P a cada uno 
de Jos tres sitios RB. interactuan entre si, activando de esta forma Ja expresión de 
algD. Una activación semejante, se ha descrito en otros promotores como los de 
glnA y nif, miembros de Ja familia regulada por NtrC (Mohr, el al., 1990). La 
·activación de palgD responde a Ja fuente de nitrógeno o a la osmolaridad para 
manifestar el fenotipo mucoide (Mohr el al., 1990; Mobr et al.,1991; Schurr el 
a/.,1993). 

Por su pane. el producto de algP, presenta homología con proteínas 
similares a las histonas (Deretic and Konyecsni, 1990). y hay evidencia de que 
panicipa en el doblamiento c•folding") de palgD. para activar Ja transcripción de 
este gen. y por consecuencia Ja de todo el operón biosinrético del minuto 34 
(Konyecsni and Deretic, 1991). 

a/gQ el cual se JocaJiza hacia arriba de algP. codifica para un polipéptido 
de 18 kDa producido constitutivamente (figura 3). AlgQ es una cinasa que 
inicialmente se pensó era la responsable de fosforilar a AlgR. Sin embargo, se ha 
demostrado que esto no sucede. Además. recientemente se encontró que AJgR 
también es fosforilado por moléculas de menor tamaño como el carbamoil fosfato 
o el o.u:ctil fosfato y una protein-cinasa similar a CheA fa cual participa en la 
regulación de la quimiotáxis de Sa/monella typhimurium. Al paredcer. tanto AlgP 
como AlgQ participan en fa activación de palgD. Se ha visto que AlgQ también 
regula los niveles de la Succinilcoenzima A sintetasa (Ses), una enzima del ciclo 
de ácidos tricarboxilicos, y de Ja Nuclcósido difosfato kinasa (Ndk). enzima 
incluida en la síntesis de nucleosidos trifosfatos (Schlictman et al J 995). Ses y 
Ndk forman un complejo en P. aerugino.sa. Una inserción en algQ fue capaz de 
sintetizar lentamente alginato tanto a 37<>C como a 30oC. Esta observación fue útil 
para identificar otro gen llamado algH que al ser interrumpido en el fondo 
genético de una cepa algQ dejó de producir alginato bajo ambas condiciones de 
temperatura y no producir Ndk. La proteína AJgH por Jo tanto. puede sustituir 
parcialmente a AJgQ a 37<>C (Schlictman et al.. 1995). 
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En dos articulas publicados en fechas recientes (Baynham and Wosniak 
1996; Yu et al .• 1997).se describió el gen algZ. justo hacia arriba del extremo S' 
del gen algR. Los investigadores sugieren que AlgZ es la contra-parte de AlgR. o 
sea. una fosfokinasa que fosforila a AlgR para que este pueda unirse al promotor 
de algD e iniciar la transcripción del operón biosintético. 

AlgB. otra proteína reguladora de 50 kDa. esta involucrada en la 
modulación de la expresión de los niveles de alginato en la célula. y es miembro 
de la subclase de reguladores procarióticos como NtrC. los cuales también 
responden a estímulos ambientales al igual que AlgR (Goldberg and Ohman, 
1987). Mutantes algB producen bajos niveles de alginato. algB se encuentra 
localizado en el minuto 19. relativamente cercano al grupo de genes reguladores 
algRQP (Deretic and Konyecsni. 1989; Deretic and Konyecsni; 1990; Mohr. et 
al .• 1991). Al parecer. AlgB participa en la activación de algD. aunque no se ha 
demostrado como sucede y como ya se mencionó sobre algL (Golgberg and 
Dahnke. 1992). 

Otros cinco genes reguladores, están organizados en un segundo 
agrupamiento: algU-mucA-mucB-rnucC-mucD. AlgU es una proteína de 27.5 
kDa y se ha visto que guarda cierta similitud con el factor sigma H de B. subtilis 
(Martin et al .• 1993a) y aE de E. coli (Deretic. et al .• 1994). La proteína AlgU o 
oE actúa sobre paJgD contribuyendo a la inducción de la transcripción del operón 
biosintético (Martin. et al .• 1993b; Martin, et al .• 1993c; Schurr. et al .• 1993) 
(figura 3). Los productos de mucA y rnucB funcionan como factores antisigma al 
desacth·ur AlgU. ya que al originar mutantes mucAB producen un fenotipo 
mucoidc constitutivo sobre la cepa no mucoide 8830. Este tipo de mutaciones. 
pueden ser encontradas en cepas aisladas de pacientes con fibrosis quística. o en 
cepas mucoides de P. aeruginosa obtenidas en laboratorios por inducción con 
antibioticos. Los genes algU-r1111cA-111ucB. fueron identificados inicialmente corno 
algN-algS-algT. respectivamente (Aynn and Ohman. 1988). 

El gen algiV. por su parte. esta presente en una región cercana al 
agrupamiento génico que encabeza algU. algW fue aislado en base a su capacidad 
de suprimir la mucoidía y reducir la transcripción de algD. AlgW tiene 
homología con DegP (HtrA) una serin proteasa periplásmica que inactiva 
proteínas anormales de esta región y ayuda a resistir condiciones de stress 
<>1tidativo y de calor. Una mutación en algW produjo una cepa sensible a calor. a 
peróxido de hidrógeno y a paraquat. fenotipo similar a una mutación sobre mucD 
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excepto con paraquat. contra quien no mostró sensibilidad. Así AlaW y MucD. 
actllan sobre los reguladores de AlgU. o indirectamente. eliminando seilales 
fisiológicas en un ambiente adverso (Boucher et al., 1996). 

Note: En el transcurso de la escritura de esta tesis aparecieron dos trabajos en los cwiles loa 
autores asocian las actividades de las proteínas FumC y SodA (una fumarasa y una supero:llido 
dismutasa ~pectivameote) junto con la proteína reguladora Fur. todas dependientes de fierro, con 
los niveles de alainato en P. aerugioosa (Hassen, et al.. 1997a; Hassett, et al., l 99'7b ). 

Gentftic:a de la biosfntesi.\' de alginato en Azotobacter vinelandii. 

Los aspectos bioquímicos de la biosíntesis de alginato en A. vinelandii, se 
encuentran bastante caracterizados desde hace más de 15 años. mientras que los 
mecanismos moleculares. empiezan a ser conocidos gracias a Jos trabajos 
realizados en nuestro laboratorio (Mejía-Ruiz. 1994; Campos-Torres. et al .• 
1993) y a los de un grupo de investigadores noruegos (Erstesvag et al. 1996). A 
la fecha. se han identificado la mayoría de los genes descritos en P. aer11ginosa,y 
su caracterización respectiva, se esta llevando a cabo (ver Antecendetes). Las 
preguntas formuladas por nuestro grupo. van encaminadas a entender los 
mecanismos genéticos que tienen lugar dentro de la célula. ya para controlar y 
sintetizar cada uno de los polímeros que produce; el alginato y el PHB. ya para 
determinar cual es su papel en el proceso de enquistamiento (Stevenson et al .• 
1966). Sutherland (1992). suguirió que si se pretende obtener una cepa mutante 
hiperproductora de alginato el primer paso que habría que dar seria el de obtener 
una mutante PHB- de A. vinelandii. Esto. en teoría. facilitaría que la fuente de 
carbono se canalizara sólo a la producción del alginato. La corroboración de una 
hipótesis semejante. implica un estudio experimental de los pasos biosínteticos de 
ambos metabolitos. y el análisis estructural de los aenes que codifican para tales 
enzimas. 

Durante la década pasada uno de los obstáculos en el estudio de la genética 
molecular en A. vinelandii f"ue su característica poliploide (Nagpal. et al .• 1989; 
Maldonado. et al .• 1992; Manna and Das. 1993). Ahora. esta dificultad ha 
desaparecido por el uso de nuevas metodologías como la genética reversa y la 
obtención de mutantes con marcadores seleccionables como el transposón Tn5 y 
sus derivados (Mejía-Ruiz. 1994). Tales técnicas mutagénicas han propiciado la 
obtención de cepas mutantes alcamente estables. propiedad interesante para fines 
fermentativos a gran escala (Kennedy and Toukdarian, 1987). 
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Particularidades Genétic:cu de A. vinelandii. 

A. vinelandii es una especie aerobia estricta. no obstante, puede fijar 
nitrógeno atmosf'érico mediante tres dif'erentes sistemas de nitrogenasas. 
caracter/stica que la hace única entre las especies que realizan esta f'unción. y por 
la cual se ha estudiado con especial interés a nivel molecular (Kennedy and 
Toukdarian. J 987). Las células de A. vinelandii poseen cierta variedad 
morf'oló8ica. un tamafto de 8 a 10 µ. (una célula de E. coli mide solo 1.2 µ.). 
pudiendose presentar individualmente o en diadas. con f'ormas irregulares. 
baciJiformes o esf'éricas (Weiss, 1975). Bajo el microscopio electrónico las células 
ve¡retativas de A. vinelandii, son alargadas y con un conspícuo nucleosoina. Se 
observa también. una membrana interna definida. el periplasrna y la membrana 
externa. en la cual se f'orman invaginaciones o vejigas que funcionan como 
núcleos de nitrogenasas (Page. 1980). 

Dentro de sus particularidades genéticas, podemos decir que la poliploidfa 
de A . vine/andii hace ref'erencia a sus dimensiones (Maldonado et al., J 992; 
Nagpal et al .• 1993). ya que dentro del quiste. cuyo tamaño es de alrrededor de J -
2 µ, se ha determinado que existe sólo una cuarta parte del total de copias del 
genoma (JO copias). Aunque existen pocos datos sobre su sisteina de replicación, 
se podrla comparar con el de los plásmidos multicopias. Por otro lado. A. 
vinelandii se ha considerado una bacteria naturalmente competente, debido a su 
facilidad para incorporar DNA extraño, cuando las condiciones son adversas 
(Page and Sadoff. 1976). En el laboratorio, existen tratamientos sencillos con los 
que la bacteria puede introducir DNA por simples mecanismos de transformación 
o lransducción. En estudios de complementación de mutantes. aunque existen 
pocas cepas reporladas con plásmidos nativos (Maia et al., 1988). hay suficiente 
evidencia de que puede mantener plásmidos multicopias de amplio rango de 
hospedero, o cósmidos extranjeros con cargas moleculares hasta de 50 kb, 
siempre y cuando se conserve la presión selectiva (Kennedy et al .• J 986; Campos 
et al .• 1996; Vazquez et al., 1994). El contenido de G+C en el DNA de A. 
vinelarrdii alcanza un 66.5% tfpico del grupo Psuedomonadas-Azomomonas al 
cual pertenece (Fialho et al .• 1990). Mientras tanto. su Jogitud es similar a la del 
genoma de E. coli; aproximadamente 4.5 megabases. o sea que debe esperarse que 
contenga mas de 4000 genes (Manna and Das. 1993). El uso de codones para el 
promedio de sus genes. muestra una predisposición de G+C de 65.9 mol%. 56.3 
mol% y 86.6 mol% en Ja primera, segunda y tercera posición respectivamente 
(Bibb eta/ .• 1984). 
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ANfECEQENTES.-

Durante los dltimos aflos, hemos venido trabajando en la detección de los 
senes que panicipan en la biosfntesis del alginato en A. vinelandii. A partir del 
pnoma de dos cepas de A. vlnelandii. la cepa mucoide constitutiva ATCC 9046 y 
la no mucoide UW 136. se losraron construir sendos baacos de ¡renes en los 
cuales con ayuda de probadores de P. aeruginosa. se identificaron cinco cósmidos 
que contienen, entre otros. los senes algA, algD, algC. algR. algU. mucA y mucB 
(Deretic. et al.. 1993). En la actualidad se ha caracterizado algD y su promotor 
por medio de la secuenciación de esta región y de la f'usión transcripcional 
algD::lacZ (Campos, et al.. 1996). Además. se esbi subclonando y caracterizando 
las regiones vecinas de los ¡renes algF y algR y un potencial locus regulador 
(muc5H8). Aquí. se describe la caracterización de una región de 4200 pb abajo 
del extremo 3' de algD. partiendo de la mutante LA 21 que contiene una 
inserción del transposón Tn5::mob en esta región (Mejía-Ruiz. 1994). 

JUSTIBCACION.-

El agrupamiento de genes biosintéticos para el alginato en A. vinelandii. a 
mostrado una organización transcripcional dif'erente al encontrado en P. 
aerugino.'fia (Campos, et al., 1996; Lloret, el al.. 1996). Las tres unidades 
transcripcionales. con al menos dos dif'erentes regiones reguladoras o promotores 
identificados hasta ahora, hablan de un mecanismo más complejo de regulación, 
probablemente debido a que las condiciones estrictas de vida libre de esta 
bacteria, pueden resultar vitales para su subsistencia y, por ello, durante su 
evolución ha desarrollado el proceso de enquistamiento en el cual sabemos que el 
alginato toma parte activa y es esencial. Esta regulación podría compararse a la 
complejidad reguladora que toman lugar en el proceso de esporulación en B. 
s11btillis (Stragier. 1991), organismo con el que alguna vez se ha homologado por 
el proceso de diferenciación moñolóaica que también sufre A. vinelandii (Sadoff, 
1975). De esta f'orma, nuestro grupo, dltimamente ha acumulado una serie de 
evidencias y observaciones que han enriquecido los conocimientos de la 
biosíntesis de alginato en A. vinelandii, tanto en los aspectos de regulación y 
expresión génica como en los propios pasos biosintéticos. Estos conocimientos, 
ahora. pueden ser reunidos con los aportados por los estudios de las condiciones 
nutricionales para la obtención del polisacárido a nivel f'errnentativo. En este 

-1 
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contexto. y junto con la importancia del polímero en las diversas industrias 
mencionadas arriba. resulta indispensable definir todos los mecanismo. 
re•uladores por los cuales cada una de las unidades transcripcionales de esce 
a•rupamiento s6nico biosint6tico son controlados y coordinlldos. y COIDO 
repercuten en el ciclo de vida de A. vinelandii (Moreno et al., 1997). De la 
misma f"onna. es necesario. caracterizar cada uno de los productos de los senes 
incluidos en esta región: algB. alg44 y algK especfflcamentc en sus papeles 
moleculares de tiempo y es.,_::io (Mejía-Ruiz et al., 1997; Moreno et al., 1997) . 
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QBJETIYOS.-

General.-

En nuestro arupo estamos estudiando la ae8tica molecular de la biosfnteais 
del alainato en A. vinelandii, dado que se ha encontrado evidencia de que 
panicipan en este proceso las mismas proteínas que en P. 0#!,.,,,glnosa, una de las 
estrateaias que hemos diseftado ha sido la obtención de mutantes específicas con 
defectos en la producción del polisadrido. Los fenotipos observados en las ces
mutantes han suaerido que se han interrumpido senes reauladores y/o 
estructurales de la biosfntesis por lo que subsecuentementc se ha procedido a au 
caracterización mediante las herramientas de la Genc!tica Reversa y la Bioloafa 
Molecular. 

Particulares. -

Ya que hemos avanzado en la obtención de mutantes de .;l. vinelandli, el 
objetivo especffico de este proyecto ha sido: Caqcterizgr la myfacjón qbrK:;Tn5 
guypte del fepotipo go mucoide ep Ja csea LA 21 de A+etqbqcter vjMlgndjj. 
Para llevar acabo este, los objetivos particulares propuestos aquf son los 
siauientcs: 

a) Locali7.ar el sitio exacto de la inserción del transposón; 

b) Secuenciar y caracterizar los genes que se encuentran en Ja reaión de la 
mutación algK::Tn5. 

c) Determinar si existe un efecto polar de la inserción sobre los aenes 
contiauos. 

d) Determinar si la transcripción de los genes localizados en esta región es 
dependendiente del promotor de algD. 
Con estos objetivos se ha logrado avanzar en el conocimiento de la biosfntesis del 
aJainato en .A. vinelandii. 



MATERIAL Y MSToDQS.

Cepas y Plásmidos. 

Las cepas de A, vinelandii y E. coli y los plásmidos utiliZlldos en la 
realización de este tra~o se listan en Ja TabJa 2. 

TaWa 2.- Cepas y Plúmidos utjli?N'2t en este trabajo. 

CEPAS FENarIPOIGENOTIPO REFERENCIA 

1;-tt'W Muc:oide (Alg+) ATCC 
UW136 Rifr No-mucoide (a/gU-) Keonedy, C. 1992 
lA2l Km•.No-mucoide (~::Tn5mob) Mejía-Ruiz. 1994 
RSDI a/sD::lac:Zderivada ATCC9046 Campos, eta/ 1996 
JGS alg:: O-Km No-muc:oide Esle tnllJl!io 
JG44 o/g::A-Km No-mucoide Este crabl!jo 
JG2J alg::A-Km No-mucoide Este Cl'abl!io 

h'fH¡ recA, hsdR, hsdM Boyer aod Roull-1 
-DUuoix, 1969. 

DH.S-a lacZ-, recA GIBCOBRL 

PLASMIDOS 

pHP450 Km::OKm• Felay, R.. 1987 
pBJuescript JI KS+ CbrlacZ Sba&aseoe. 
p8R329 Te•. Cmr y Apl" Covarrubiu and 

Bolívar. 1982. 
pMSD27 algD Campos. et al 1996 
pMSD675 pCP13 con un fraamento de 2S kb Campos, etal 19916 

(a/gD. algL-~f~/ Ter 
Campos. eta/ 1996 pRSDI Similar a pMS 75 pero coa la 

mutación QlgD::lacZ 
pRK2013. RK2 traNm• Figurski and 

lipdoal re~6nCoJ El Helinski 1979. 
pSUP.5011 Tn5::Mob. r. Ter Simoo, 1984 
pAH3.6 fraameoto EcoR/ de 3.6 kb Este crablüo 

cJOIUldoen/.Blue.cririR KS 
pSMJ fraameoto coRI de l kb Este trabajo 

alg::Tn5 en,J.:BR329 Ter y Apl" Este trablüo 
pAHB rra.-nto sil de 0.61 kb Este tratNUo 

clonado en ~Blue.cript JI KS 
Este tnlbajo pAHJ fraamento stl de 0.63 kb 

clonMlo en,,Bluescriro 11 K S 
pAHD fragmento .~11 de O. O kb Este trabajo 



pAHC 

pAHS 

pJGB 
pJG44 
pJG21 

Medios de Cultivo. 

elonado- pBluelleript 11 KS 
frapnento Pstl-EcoRJ de 0.49 kb 
elonado en pBlue.cript 11 KS 
frqmeflM>BcoRl-Pstlde 1.1 kb 
elonado en pBlue.cript 11 KS 
de pMSD27 al.ir::Km g 
de pAHB alg::lCm g 
de pAH3.6 als::Km Q 

&le trabajo 

&le trablüo 

Esteuamyo 
Estetra~ 
&lelmbl¡jo 

Las conjugaciones (cruzas) se realizaron inoculando cultivos frescos de la 
cepa de A. vinelandii ATCC 9046. en SO mi de medio líquido Burk (Kennedy. et 
al .• 1986) suplementado con 2~ de sacarosa. libre de sales de nitrógeno (BS). Las 
cepas silvestre y mutantes se conservaron en medio PY (peptona extracto de 
levadura). el cual ha sido descrito anteriormente para cepas fijadoras de 
nitróaeno como Rhi::obium etli (Nocl. et al .• 1984). suplementado con 0.1 ~de 
sacarosa (PYS). Cuando fue necesario agregar antibióticos en el medio. átos se 
aplicaron en las siguientes concentraciones: Acido Nalidíxico (Nal) 30 ,.g/ml; 
Kanamicina (Km) 2-20 Jla/ml; Tetraciclina (Te) 10 11g/ml; Rifampicina (Rif) 10 
1'8/ml; Carbcnicilina (Cb) 200 1111/ml y Ampicilina (Ap) 100 11a/ml). Lu 
condiciones de crecimiento para los cultivos líquidos fueron: 230-280 rpm; 30oC. 
por 24 a 72 h. El medio de cultivo utilizado para la inducción de enquistamieoto 
consistió de Amortiauador Burk (medio Burk sin sacarosa y amotiguador f'osfatos 
pH7.0) + n-Butanol (BBB). como dnica f'ucnte de carbono. seadn lo reporta Pase 
y Sadoff (1975). Medio CM fue utilizado para transformaciones en A. vinelandii. 
este medio es similar a BS con la excepción de que no se le agreaan sales de 
fierro ni de molibdeno (Kennedy and Toultdarian 1989). Los cultivos de E. coli 
DH5-a o HBlOl. para las cruzas. las extracciones de DNA y las transformaciones 
se realizaron en medio Luria (LB) suplementados con los antibióticos respectivos. 
Las condiciones para cultivos líquidos fueron: temperatura 37oC. a¡ptación 250 
rpm y tiempo de incubación 8 a 16 h. 

Manipulación de DNA: Subclonaciones de regiones silvestres y de la mutación. 

Para extraer el DNA de las cepas de A. vinelandii se utilizó el protocolo 
reportado por Campos y col.. ( 1996): cultivos de 48 b en medio BSM se 



c::cntrifua&l'On a 6000 rpm por 20 minutos y se lavaron en amortiguador TE 
50/20 resuspcndiendolas en un volumen de 4.5 mi del mismo amortiauador. Se 
aftadió O.S mi de lizosima a una concentración de 1 O mg/ml. incubandolas 30 
minutos a 37oC. Dcspuc5s se les aareaó O.S mi de una solución de proteasa a 10 
ma/ml. incubándolas 30 minutos a 37oC. Posteriormente se les aftadió 0.5 mi de 
una solución de SDS al 10%. dej4ndolas incubar 15 minutos a 37oC. 1 mi de NaCI 
5M se aaregó al tubo y se mezcló para incubarse 10 minutos a 6SoC; despu6s se le 
aftadió 0.8 mi de una solución de cr AB/NaCI previamente incubada a 65oC y se 
continuó incubando por 20 minutos mas. A continuación. se realizaron 
extracciones con soluciones de Cloroformo-lsoamJ'Jico 24: 1. Fenol-Cloroformo
lsoamllico 24:24: 1 en dos ocaciones con un volumen igual al de la mezcla. 
Despué!s de las extracciones se le agreaó a la mezcla un 0.6 volumenes de 
lsopropanol para precipitar. se centrifugó el DNA y fue resuspcndido en 1 mi de 
etanol 701jf, para lavado en tres ocaciones. Finalmente. se dejó secar el botón por 
5 minutos y se resuspcndió el DNA en ISO Jll de TE con IS Jll de una solución de 
RNAsa a 19 mg/ml incubandose durante una hora a 37oC y almacenando a -20oC. 

Las extracciones de DNA plasmldico desde las cepas de E. coli se 
realizaron de acuerdo a las especificaciones del kit de QIAGEN por columnas 
Midi-100 o por el m6todo de lisis alcalina (mini-prep) (Sarnbrook eral .• 1989). 

Los fragmentos de DNA obtenidos por diaestiones especfficas de enzimas 
de restricción comerciales (Amersham o Boebringer), con EcoR/ a partir 
primeramente de pMSD67S y después con Pstl desde pAH3.6 (fisura 6). fueron 
recuperados de geles de agarosa y extraldos por resina GLASS-MILK (Geneclean 
I Bio 101) para ligarlos a vectores como pBluescript 11 KS. para fines de 
secuenciación y pBR329 cuando el fragmento era de un tamafto mayor de 10 kb. 
no soportable por pBluescript 11 KS (tabla 2). en cada caso las subclonaciones se 
realizaron siguiendo las metodologías de Sambrook y col. (1989). 

Transformaciones. 

Los fragmentos de DNA ligados mediante la T4 DNA ligasa (Boehringer), 
fueron utilizados para transformar células competentes de E. coli. preparadas por 
shock de calcio (CICa2 50 mM). según protocolo de Sambrook y col.. (1989) o 
con cc!!lulas DHS-a, obtenidas comercialmente de GIBCO-BRL. Cuando fue 
necesario transformar células de A. vinelandii, se prepararon según las 
indicaciones reportadas por Page y Sadoff (1976). Brevemente. se realizaron 
subcultivos de la cepa ATCC 9046 o UW 136 de A. vinelandii. resembrando 2 



veces en medio CM aaar a 30oC por 48 h cada subculüvo. Lueao se cosecharon 
lu a!lulas. resuspendiendolas en 1 mi de CM e inoculando 40 mi de CM. para 
incubarlas por 48 h a 30oC y 280 rpm. Se recuperaron las cc!lulaa por 
centrifusación (6000 rpm a RT 15 minutos). y se lavaron en un volumen de 
MsSQ4 10 mM para eliminar el polisacárido. Las cc!lulas. se resuspendieron en 2 
mi de CM mas 16 mM de MgS04. se mezclaron suavemente 100 ,.1 de cc!lulas y 
10-30 ,.a de DNA. La mezcla finalmente se incubó en medio CM asar a 30oC por 
48 h. para finalmente recolectar el tapete de cc!lulas en 1 mi de es. y platear 
alícuotas de la mezcla diluida (en MgS04 10 mM) sobre medio selectivo. 

Hibridación Southern, "Slot blot" y "Primer extension". 

Cuando fue requirido los DNAs de las mutantes fueron hibridados de 
acuerdo a los mc!todos descritos por Sambroolt y col .• (1989). contra sondas de 
DNA del transposón Tn5::Mob. el cósmido pMSD675 (algD-L-A) o los plásmidos 
pD27 (algD) y pAH3.6 (tabla 2). El marcado radioactivo con 32P se llevó a cabo 
mediante el kit Multi-Prime (Amersham LJFE-SCIENCE). En el caso de los 
an61isis "Slot blot" y los ensayos para determinar el inicio de la transcripción 
("Primer extension"). el RNA total fue extraído por el mc!todo de Barry y col. 
(1992). 

Análisis de Complementación. 

El análisis fucional de )as mutaciones obtenidas, se llevó a cabo con ensayos 
de complementac::ión, mediante cruzas triparentales entre cada una de las cepas 
mutantes, Ja cepa HBlOl de E. coli con el plásmido ayudador (helper) pRK2013 
(Ter) y Ja cepa de E. coli S17.l con el cósmido pMSD675 (Ter) conteniendo un 
fragmento de 25 kb de DNA de A. vinelandii (tabla 2). Cultivos de 16 h de cada 
una de las cepas fueron esparcidos en ITICdio agar-LB e incubados a 30oC durante 
toda la noche. Las cruzas fueron entonces cosechadas y resuspendidas en l mi de 
NaCI al 0.991> para tomar alícuotas de 100 mi. y esparcirlas en medio apr-BS con 
Te y Km. Colonias con fenotipo mucoide fueron aisladas, identificando en cada 
caso, el tipo de mutación ocurrido. 



Secuenciación. 

DiffOO de olicogucleótislos. Con el fin de secuenciar la re•ión 3' del gen algD. 
presente en pAH3.6 y sus f'ragmentos Pstl subclonados (ver tabla 2 y figura 6), se 
utilizaron primeramente oliaonucleótidos comerciales T3, T7. KS y SK del 
vector pBluescript JI KS. Posteriormente. se diseftaron Jos oliaros que se presentan 
en Ja tabla 3 para conectar las secuencias de cada subclooa y construir dicha 
región. Los oligonucleótidos discilados que se muestran en Ja Tabla 3. f'ueron 
sintetizados en Ja Unidad de Síntesis del Instituto de Bioaecnoloarfa de Ja VNAM. 
El diselto de los oligonucleótidos fue realizado tomando en cosideración su TM. 
un tamaño de ± 20 rnonómeros, y un contenido de GC arriba del 50%. La figura 
6 tambié!n muestra gnificamente Ja localización y orientación de los oligos. 

Tabla 3.- Oligonucleótidos diseüados para fines de secuenciación y para estudios 
de inicio de la transcripción. 

PARA SF.CUENCIA: REGIÓN TM 

Ht (5'-TGCACCAGCGCCTGCAG-3') a/gK(3') 58oC 
H2 (!9-TAATCTCGCrCCTGCAG-3') alg.1(5') 52oC 
H3 (5'-TTGCGCGCCTTGGTGAAGTTGTC-3') alg44(3') 60oC 
H4 (5'-TACCACGACTTCGCCAAGGTCAA-3') alg44(3') 58oC 
H5 (5'-GOTCGAGGTTGTCGTTCTCG-3') aJg./ (interna) 57oC 
H6 (5'-GGAATM'GAAGCGGCCGAG-3') alg8 (interna) 56oC 
H7 (5'-GGCTTAAGCATGCTCJTGG-3') alg8(5') S2oC 
HS (5'-GCCACATOCCCGACGAAG-3') ~(3') 60oC 
HS> (5'-CGGCAAGCGCGACGGAC-3') rgB (3') 60oC 
XHO (5'-GCTGTTCCGCGTTCAACATC-3') algK (interna) 55oC 

PARA ANÁLISIS TRANSCRIPCJONAL: REGIÓN 'JM 

PEJ (5'-CCAAATTGCGATCGGGACC-3') olsl 5.SOC 
TRE (5'-GCGTTGCTTCCTACTCAT-3') alg./ 54oC 
H7.J (5'-GGATCGAACACCTGCGG-3') alg8 56oC 
H44 (5'-GTTGCGCTTCCGACTCG-3') alg44 .56oC 
ORFI (5'-GGCGAGGCGTCCAGCGCCAT-3') algK .58oC 

Prjmer exrensjóg. El análisis transcripcional de los FALs identifi~os se realizó 
según Sambrook y col., (1989). obteniendo RNA total de las cepas LA 21. ATCC 
9046 y UWl36, después de 48 horas de cultivo en medio BS suplementado con 
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extracto de levadura (DIFCO). Transcriptasa reversa AMV (Boehrinaer) fue· 
utilizada en los an41isis de primer extension sobre el RNA tolal extraído de las 
cepas de A. vinelandii. con el fin de buscar los inicios de la transcripción e 
identificar los posibles promotores responsables de aenerar el RNAm de cada uno 
de las FALs identificadas. 

Análisis de las secuencias de aminoácidos deducidas de los genes idenriflcados. 

Una vez obtenida la secuencia. fue ensamblada con ayuda de Jos programas 
GeneConstruction y GeneWorks. Los an61isis contra el banco de datos 
GenBank/EMBL fueron realizados con diferentes "Paainas de Internet". (NCBI. 
Expassy Tools. TMpred-ISREC SERVER: ver Apendice 1). y mediante el 
Wisconsin Computer Package. El mismo procedimiento. se llevó a cabo para la 
predicción de estructuras secundarias de los productos pnicos correspondientes. 
con el fin de formular modelos topológicos (ver apendice 1). 

Construcción de mutantes alg8. alg44 y algK. 

Con el objeto de determinar el carácter esencial de los genes identificados 
se construyeron mutantes mediante la cointegración de un cassette de kanamicina 
derivado del plásmido pHP450 (Felay. 1987: tabla 2). Este casete (Km::A. Kmr) 
pertenece a una familia de interposones con diferentes marcadores de resistencia. 
Los genes codificadores de resistencia tienen en sus regiones flanqueantes y en 
orientación invertida. seiiales de terminación de la traducción y la transcripción. 
seguidos de "polylinkers"(sitios de clonación multiple). Una vez insertado el 
interposón en el DNA blanco. y seglln la orientación en la que sea insertado. 
puede aenerar un efecto polar sobre los genes dowstream. Utilizando esla 
caracterfatica las construcciones de las mutaciones algB::Km. alg44::Km y 
algK::Km se realizaron mediante digestiones parciales de los plásmidos pMSD27 
y pAH3.6. El casete de kanamicina de pHP450. extraído con endonucleasas 
específicas (figura 10). fue ligado con los fragmentos de DNA parciales de 
pMSD27 y pAH3.6. Posteriormente. el producto de la ligación se utilizó para 
transfonnar las cé!lulas competentes de la cepa de E. coli DH5-a. Las colonias 
transformantes obtenidas en medio selectivo LB Km. fueron aisladas para 
extraerles DNA plasmfdico por lisis alcalina y mediante un arullisis de restricción 
e hibridaciones utilizando como sonda radiactiva el casete de kanamicina. se 
identificaron los plásmidos que contenían en orientación adecuada el casete. 



denominando a las constrcucciones pJG8. pJG44 y pJG2 J. DNAs de atas cep1111 
Cueron extraldos para transformar c61ulas competentes de Ja cepa mucoide ATCC 
9046 y obtener por recombinación homóloga Ja mutación crlgB::QKm. 
crlg44::AKm y algK:.-aKm sobre el pnoma de A. vinelandll. de cata manera • 
pudieron obtener las cepas mutantes JG8. JG44 y JG21 (Tabla 2). 

EslUdio microscópico de la mutante LA 2.1. 

Preparaciones de ct!Julas inducidas a enquistamiento con N-ButanoJ (Pap 
and Knosp 1989). tanto de Ja cepa ATCC 9046 como de Ja mutante LA 21 y Ja 
cepa no mucoide UWl36. fueron tratadas por el método descrito en Mejfa y col .• 
(J997b) con el objetivo de observar al microscopio electrónico. Ja estructura 
tfpica de los quistes (microquistes). Igualmente. el tratamiento y la cuantificación 
del enquiatamiento Cueron realiz.ados por Ja metodolopa descrita anteriormente 
(Wyss et al .• 1961). 
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RfSULTADOS.-

Caracteri::.ación y subclonaci6n de la región interrumpida por el transpos6n 
Tn5::mob en el genoma de la cepa lA 21. 

La caracterización preliminar de la reaión intenumpida en el genoma de 
LA 21. realizada mediante an41isis estructurales por hibridación tipo southem y 
an6lisis f'uncionales por ensayos de compleDlCntación. sugirieron que el Tn.S había 
af'ectado una región de genes estructurales de la biosíntesis de alginato en esta 
cepa. produciendo un f'enotipo no mucoide. La inserción del transposón se 
localizó en un f'raamento EcoRJ de 3.6 kb, justo al extremo 3' del gen algD 
subclonado en pMSD27, cuyo fragmento Psi/ de S.S kb comparte secuencia con el 
fragmento EcoRJ de 3.6 kb (Mejía-Ruiz. 1994). 

Con la evidencia de que la insersión había af'ectado una región de genes alg 
af'uera de algD. el primer trabajo consistió en subclonar el f'raamento EcoRl de 
3.6 kb en pBluescript 11 KS dando lugar al plásmido pAH3.6 y. por otro lado, 
clonar la correspondiente región con la mutación algK::TnS a partir del 
cromosoma de la cepa LA 21. en el vector pBR329. con lo cual se originó el 
plaismido pSMJ (Tabla 2 y Fiaura 5). Posterionnente. pAH3.6 f'ue utilizado como 
sonda radiactiva para hibridar los DNA genómicos diaeridos con EcoRI y Ps:tl. 
tanto de LA 21. como el de la cepa padre ATCC 9046 y del cósmido pMSD675 
(Figura 4). La hibridación nos dijo que un f'ragmento Pstl, de aproximadamente 
650 pb. contenía el transposón en el DNA de LA 21. ya que (como se observa en 
la figura 4) una banda nueva aparecía en el carril la cual era de un peso iaual a la 
suma de 555 pb correspondiente al sitio Pstl del extremo del Tn5, más el 
f'ragmento silvestre que se calculó en 300 pb, si se considera que el transposón 
estaba prácticamente a la mitad de este fragmento Pstl. Dicho fragmento 
compartía tamafto con otros dos fragmentos Pstl contenidos en pAH3.6. Para 
identificar cual de los fragmentos Pstl era el que contenía al transposón, se 
realizó una doble digestión Pstl/Xhol en el DNA de pAH3.6 y observamos que la 
banda superior del triplete Pstl había desaparecido y dos nuevas bandas estaban 
presentes. una de alrededor de ISO pb y otra de 480 pb (datos no mostrados). 
Esta banda era la misma que se movía en la hibridación contra pAH3.6, o sea, que 
el transposón estaba dentro de este fraamento que contenía el único sitio Xhol en 
pAH3.6. transposón (figura 4). Mas adelante, como se presenta en Ja siguiente 
sección, el sitio exacto de la inserción fue localizado por secuencia. 
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En paralelo a las hibridaciones y con el fin de secuenciar la región 3' de 
algD. se llevaron a cabo las subclonaciones del plásmido pAH3.6. el cual fue 
digerido con Pstl y luego religado para dar lugar a Jos plásmidos pAHC. con un 
fraamento Pstl-EcoRI de 0.5 kb y pAHS con un fragmento EcoRl-Pstl de 1.1 kb. 
Similarmente. se subclonaron en pBluescript 11 KS dos fragmentos internos Pstl. 
uno de 0.63 kb y uno de 0.2 kb cada uno. dando luaar a los plúmidos pAHB. 
pAHJ y pAHD, respectivamente. con ellos se estableció el mapa de restricción que 
aparece en la fi•ura s_ 

Cada una de las subclonas fueron secuenciadas en ambas orientaciones 
(ambas bandas del DNA de doble cadena). con oligonucleótidos diseftados 
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estratc!aicamente (tabla 3). para despuc!s sobrcJapar las secuencias obtenidas. Un 
total de 3668 pb fueron secuenciados las cuales correspondlan al f'ra.mento 
clonado en pAH3.6. Y dado que se tenia evidencia de que este frasmento 
compartla secuencia con el f'raamento Pstl clonado en el plúmido pMSD27 
(Campos etal •• 1996; Mejla-Ruiz. 1994). Este mismo plúmido f'uc utilizado para 
secuenciar 929 pb abajo de a/gD y conectar esta región a Ja obten.ida a partir de 
pAH3.6; con esto sumaron 4.S97 pb secuenciadas hacia abajo del extremo 3' de 
algD (figura 6). hasta Ja región amino terminal de al¡JJ. 
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. . . . . . . .. 
crrcCCA'lVWl 11CICATGGI"CACCA~CGCATCGACGCCC.TGA.cc:ACCGGCAAGG'IA~ 

s H V F L M V T s F R r D A L T T G K V y G s V r 
. Tc:AAGGAoaC:=TCAACTGcÓGGTTA=GÁCCA~Gl\orCGroGAAA~C'GA~ 

K E Ar Ne G y I? T ·r V V es r V EH s~ EL L l: 

Tc:AAGA=~CTCcÁTC=cGGACc=rGAA~crrcoTa::ocA~cc:oacÁ 
K s L w E K L D I? p D R V K L o F V R r A a T a K . . . . . . . 

A=GCGA.CGGl\CTGGCCAACGO'M=GCCA==GCCACJ\.7=0ACOAAGACcxxx;¡JOG~ 
R D a L A N G F R A r s R H H p D E D A V V A V l: . . . . . . . . 

'I'C'G--..caocGA.T/\ccc;Tc;CTGJ\J\CG/\ACO::.GroaTl::CGCJ\AGACGGM'CCCTTJ\'rrn:IV\Gl\-n:-J"I1::CCCAACA~'CJ 
~a o T V L NE G V V R K T V p L F Q o L p o Ha . . . . . . . 

GGT'GGCCTGACCA™CCN\TI'C'TGCGIV\arGC'l'GGOCGGCT/\CGTCA.TGAGCGAcrn:;oc.ACAAU~.oo:~oc~"'J"'iCn.:;~ 
W P O H Q R % L R S A G R L R H E R V A Q V R F A . . . . . . . . 

CCCAOCGCCACATCMCA=CA=CCAcc===C'I'GO:lCGGATGrCGGrGl' 
Q R H r N M e s M A L s H R V L T L T a R M s V F . . . . . . . 

==GI'GCTCACCGl\CCCCOAATI'CATCGTCGACGTCOAGAACGACAACCTCGACCAC"l'GGCOCCTCaac:c 
R A V V T O P E F r V D V E N D N L D H W R L G R . . . . . . . . 

GC'I'TCJV\ATTCCTCA.CAGGAGACGACAAGTCCAm==rOATGC='OGOCTACOACACCTI'CTA= 
F K F L T G D ..121. K S S W F S L M R L G Y O T F Y V . . . . . . . 

=cGl\TGCCTCGATCCACAC=rcGl'.GCA=CGCCGGllGl\AGCGCTTCcm::AAGGCCA=cx:AA=rG.l\'I'GT 
P D A S I H T V E H P P E K R F V K A S R K L M F . . . . . . . . 

TCCCCt'GGTACGGCAACJV\CCTGCGGCAGJ\J\CI'CCCGCOCCCTGA.AGCTC:GGCGTCX:A~ 
&,&Y G N N L R Q NS R AL K L G V Q R LO W F T . . . . . . . 

CCTC'~G.i\CCAGCGCG'TGTCCJ\TGTCGJ\CCAGCCTCCTCOOCCI'3A.CCCTGGCGA.TCA.'ICOGCT 
B V V L F D Q R V S M W T S L L G L T V A I I G S . . . . . . . . 

CC/\~'CT...AATAC..AGCATC:GCCJ\'1 .. MTCA'l"'CGCCTATCTGC'TGTGGC'T'C'"CACCCGCC"TGCTCC"l'GACCc-I'3C 
r K rv:=s r A I F I A y L L w V e s T R L V L T L L . . . . . . . 

TG1'TGICIC11 l'CCGGACACCCGl\TCGGAC~ACCCCCTCl\TCC'TCTACTACAACCAGAJt:G:IC1JX!'GC'CG 
:ti s L s G H pre PIA y p k ! L y y No X V G A V . . . . . . . .. 

TGGTCAACATCCATGTGI lCl lCCGCCTc:GACCAGCAA'TCCTGGACGCGCCAGGACACCAJJ...a::=TCAAcccn:GAAC 
V K I H V p n R L D Q Q S W T R Q D T K L N R E L . . . . . . . 

=CA=rr<:CAOAGCTGGI"ICAACAA=G'J'=AAAGGCCATGl'.CCI'lTI'CA=CCAGCA'=I'JtA'I'CG 
A s F Q S W F N N W S s K A IM T F S A T § í t X A 

• • • • • RBS • • • 
CTGTCC'IUA=GGTCTGA=GGGJ\.CI'Cl\A'I'GATCG1\~TGCAA=$~TACCGCGA= 

V L M L S VI • M N T ' A T L 
• • · • • a/1144 

'lTAATC'l.~GTCG'rcCACCAG'l'CCGA.AGCcr.J'iJl.CCCCAACACCCGCC:CGTCAJ\GCTGCCCGCTAAGA'ICCGCT 
N V N V V 11 E S E A O R Q H A R V K L P G K I R F . . . . . . . . 

=ccCAJ\c=GGAAAcCATCGACC,=c;I'CTGJ\TCCACA===GCTI'CGCCA=G 
L G p N R E T r E Q R L r D r s A G G F s F A s G 
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GCAAoc:=cm:...CCCAoc.o.OOaroc:~~CA~ 
K P V T Q Q G A F tt R G K ~ L F Q L O S L G L A N 

~acmxoc:Mcett:GAcc~~Cac:1c1uaca:.ü 
o V E F Q V R N L o p E s a R T G e Q F H G L a A 

CACOC'OAOA~CCC10cGCCAGl\'roÁTCACC'I'C~ac:oaC=~~ 
R E I S T L R Q H I T S H L S G E L V T V O O V I 

~~CT'Í'CA=GAAaaX:acoc:iv.=Gca.a.mo c:rOx:ca.~=-~ 
e T L Q R o N F T E G R A R A R A w p s R s H r E 

Aa.ca.=11ocÓ=ccmTCAoé-rrcA=roGcaa.TC.TrCATco-rcaoa=::GGCGCC'I"l"COocrrcA~ 
R L R 1 A V S F s L A í F ¡ V G L G A F g L X LI k Q 

A=rCTAcOACCTciAcrrc=cCCA=Gm::=~=~~'l'l:i: 
L Y O L Y F V T H A E S G H V S V P S H E V T H P 

CCOXGMOOc:ACOGl'GCNÜ\ac=Gacc=~caaroc::aC:cOA~ 
R E G T V Q S L V G P O G L V A N G A P I A S F S 

=acC:-rccA~=c=AA=CAccro,.GCGl\OGAaCAGCTCAA=éoacc:Aa.~~ 
A S H L E M L K G H L S E E Q L N P A N V E K L F . . . . . . . 

TCACCCGOCAGA'l'GAA=CCC'l'OACCAGCCc='l'T'GCAA~ 
T R Q H K G T L T s p e o e K V V A Q R V A o o Q . . . . . . . 

AGTTCGCCTC."CAAOOGCCAGGI'31\'M.9ITCGAGCTCCTOcCGCGCGACGCCc;c:c:c:;crACCGTCGA.cx:ac::ccGJ l JCC 
F A S K G Q V I F E L L P R O A A A T V E A R F R . . . - . . 

CtCTACCJ\CGAC'ITCGCCAAGG'.I".:AAOCCGGGCACCCAGOTCA.C"ITTCA.GCG'ITCCCGOCGA.OGA.CCA~cx: ...... cvoc:,.....cx:c""~ 

Y H D F A K V K P G T Q V T F S V P G E O Q P R R 

=='=c=A=GTCÁ=AccGcccTacAGMTGAAGGA=ciGCGATA=cGcGTGC-rcA/1-écAcx:=GAAc 
G R I V S T A L Q N E G L S S O I R V L I Q P E Q . . . . . . . 

A==CAClCCC=c=CA=GG'IUGAA=n::GACCAC=cccII=TAc=C'lOGC'l'GA 
P L O S A L A G Q P V E V V I O H G P S Y O W L I 

• • • RBS • • • • • 
n::GACAA=GTGl\c==~cCTCA~c=GACCAA=== 

D K A V T A G L • V N L IT g P L L L S A 
• • • • o/9K • • 

CT<""..GCCGGCCTGACCGCCTQCOCCAACCTCGA.CCTOCCCGACCAGCGTCTGGCGAAGGAAGCCCTGCAACCCOOC 
L A G L T Al C A N L O L P O Q R L A K E A L Q R O . . . . . . 
GACACCCAGACCGCCGAGCGGCATTn::Ca=AAc=GCcGACATGGGC"rTCACCGAOGCCCA= 
O T Q T A E R H F R Q L A O H G F T E A Q L G L A 

.. . . . . . . 
GACATGCAarro=GCGGTGAn::=GAGCAGCTcx:GCAAaac=AACAGAC=A=GCA=oc"l'Gal'.c= 
O M Q L A S G O P E Q L R K A E Q T Y R M A L O A . . . . . . . . 
==cGCGGGCCAA=c=~==c=ACAAGCCGACCAGCAGCGAGGCGGAAAA=GAa 
S P R A K A R L G K L L A Y K P T S S E A E K R E . . . . . . . 
=cCCAGTI'Gc=AGCGA===aAGGA=GA=A= 
A A Q L L S O A F A A G E O G V L L P L A M L Y L . . . . . . . . 
1\AGAA=cGCAGACGTI"CCCCGACGTCA=rGCAGCAACGCAn::GATCAOTGGCGCGC=GGACA=cCCAa 
K N P Q T F P O V S L Q Q R I O Q W R A A G H P Q . . . . . . . 
\XGGACATCGCACAGA.TCGTGGTCTACCGCACCCAGGGCACCTACGACCAOCACC'TGGACGA.CA~GCGGA'It 
A O I A Q I V V Y R T Q G T Y D Q H L O O I E R I . . . . . . . . 
TGCCAGCAGCGCC'ICGCCGl\CCACAOCGACTGCT/\.CG'ICGAGCTAGCCA.CCGTCTATC'l'TC:l\AGCGCGA.CCAGAA 
e Q Q R L A E H s o e y V E L A T V y L Q A R p E . . . . . 
TGGACCAGN\CGA=OCC"I'OCAOGG=AACA=rc:ATGGCccx:TCA=GCTCAn::=GGA 
w T R T T A e R A w e N s s w p L M A A H R A G G . . . . . . . . 
GTGrCA=GCAA=TGACGGAAGTCGCCGGCGTGCJ'CTCCAACC==GGCCAGTCGAACGAAAAGACC 
V S A Q L V T E V A G V L S N P L L G Q S N E K T 
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. . . . . . . 
CCCCAGACCA.TGC'TCGAOGAAA"n:GCCCCOC:CGCC'l'<3ml'CA~TCTACGACC"ll"Jl"ll"'C"'-"C"'ax;:"""" 
A Q T H L E E I A P P P G S V W R V L I Y D F P a 
A=Óc:GACA=GACcAGl\~CTACC'ICOCGrGGCccmX:ccc0CCCAGCcooc:Aocc:GÁrero-M'CJCré 
T G D T D Q H L D Y L A W P C A A Q P A A D L L L 

ocnt~AC"l'A~CX:lOCI iCCACAOGAcécarrcAA.aaéCGP.GGAATA~~ 
G R L Y Y E G K L L P Q D P F K A E E Y P Z K A R 

~~CAoi:=ccACTAcTACCTGOGTCÁGl\TCTA=aéc~ACCCGCAG 
A T E N S A H Y Y L G Q Z Y R R G F L a E V Y P Q . . . . . . . 
Al\OGCCGICGACAGCCRlC'~C====GOCGAOCOCCGl\CTAOX:CCTC=AC 
K A V D S L L TA A R G G Q A s.A D Y A LA Q L Y . . . . . . . . 
TC'CCJ\OOGTCOCOGCATCCGCA"n:GACCTGGCC.MCGCCTACCTCTTCOCACGTC'ICOCCGl 1 11\ C>~ 
$ Q G R G r R r o L A N A y V F A R L A V L Q a R . . . . . . . 
=cGA'l'TCCGA==rTCAOGAAATAAAGGCTAA==~GAACGTACCC=o<n'GAACAGl\TG 
P D S E P L L Q E I K A N L A P A E R T R G E O H 

crocACGCGGAACA.GcA=<:arrAcCGCGTGIÜx:AGl\CCTCGACGCAac-roC:AAocCATGCÑ.AA'ICAA'lfii:Í 
L H A E Q Q A R Y G V W Q T S T Q L Q A H Q N Q • 
RBS • • • • º 0 

• 

~=®-ro:GTJ\GGM.GCAACCCATAA=CO-..GAC'nlGOCCTGOGAOCCA~= 
• H s ª'JílJK Q R. I. s A • G L G ~ o A s. L L e . e N p ~ 

'IUI'TCGCAGGOCc=itCCGATCOCAATl"I"CQGCA"l'OGAOGI'Gl\AGGI'CACCOC:CCAG'l'O:>GAAGllCQllCC 
F A G P V G P D R N F G M E V K V T A Q S E D D R . . . . . . . 

Grrll\CCTGGACA=cGCA=c=-'\OGC;I'A"IC=CTCGACTI"OCc.acccim:llC"IACGGCCA= 
D L D T R S G G O A E G I A L O L R P W V Y G Q R 

~CTGGGGAGcCATOGTGA~CCGl\CATCATcGAAA=oAécccA=Gl\ré 
G N W G A M V M L Q A V A A T O I I E T O P T D P . . . . . . . 

CCAACGl\AGAAC=<JGGCGATCCC=GAACGGC.Tl'CA==CAGCA==cc=CAAGl\=ACC 
N E E P G G D P A N G F S R D S S R D P O K S Y L . . . 

TcGCC=GcGl\ATTCCGCCCAGCT 4601 
J\LREFGPA 

3675 

3750 

39;¡5 

3900 

3975 

toso 

41;¡5 

t;ioo 

4;¡75 

4350 

44;¡5 

4500 

4575 

F 6 _ S-uene'8 aucleotídk:• de la Región I del cluster biosintético abajo del _gen 
~g~a E~ primer plano se presenta la región de repetidas inversas (Rls). 12 nucleót1dos 

:e~p~és del codon de termino TAA de al.gD. Posteriormente se ~ftala le zona con-aso -10. 
-35 típico de los promotores que reconoce oB. de Bacil/us subt1l1s y mas adelao~e. se_ilalado 
con una flecha invertida el inicio de la transcripción G + l para ª'!!'! el cual t:ue 1d~tíficado 
por análisis de primer extension. Encuadrados se observan los sitios de ull!ón a nb~soma 
(RBS) Los codones de inicio de cada aen se presentan cin:ulados. Las regiones de ~·a
helice~ transmembranales son mostradas encerradas en rectangulo;i lai;gos. De la misma 
forma. los sitios catalíticos (Asp: 0) conservados entre las p..ghcosd ~sfenases son 

resentados en triangulas. Una región p<!ptido señal. aparentemente no traducida. homóloga = la reportada en alg8 de P. aeruginosa se presenta subrayada. Con dobl~ subraya~o se 
encuentran los motivos encontrados en Alg44, el del BJ!lino termi~al. mo~1vo de unión a 
GTP/ATP. y en Ja porción carboxilo terminal el mobvo de. umón a Z1n~. en algunas 
carboxipeptidasas. Finalmente en tercer plano se observa con el s1mbolo"!'j7' el s1t10 exacto de 
la insen:ión del transposón Tn5::mob dentro del gen algK. 
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Análisis de la secuencia: /denlijicación de los genes al38. aJa44. alaK y alaJ • 

Identificación de las FAL's: algB. a/g44, algK y algJ. El anallsis inicial de la 
secuencia cruda de DNA obtenida (figura 6). fue comparada contra el banco de 
datos GenBank/EMBL mediante un análisis BLASTX. La infonnación aenerada 
nos indicó que teníamos una reaión homóloga a los genes algB. alg44. y algE de 
P. aeruginosa (Maharaj et al .• 1993; Rehrn et al .• 1994); este dltimo recientemente 
identificado en A. vinelandii como algJ (Rehm. 1996). Además. entre alg44 y algJ 
se encontró una FAL a la que empezamos a caracterizar e inicialmente le 
llamamos algM. Recientemente apareció la publicación de su homóloao en P. 
ae,.,,ginosa. el cual ha sido denominado algK (Aarons et al.. 1997) y por lo tanto 
ahora senl mencionado como tal tambi6n en A. vinelandii 

La homología reportada en BLAST para algB. la primera FAL ideneificada 
en orden tnlnscripcional despu6s de algD. mostró una identidad del 85% a nivel 
de nucleótidos, con alg8 de P. aeruginosa (figura 8a). tomando en cuenta la 
metionina de la secuencia deducida que mas se asemejaba en tamallo a Alg8 
(Maharaj et al., 1993). Esta FAL comprende 1478 nucleótidos y hay 114 
nucleótidos entre algD y alg8. La secuencia de aminoácidos deducida predice una 
proteína de 492 residuos con un peso molecular estimado (MW) de 51.8 kDa y un 
punto islocl6ctrico de 9.98. AlgB de P. aeruginosa es similar en tamailo (493 
residuos) y reaiones (5 dominios a-belices transmembranales) a la de A. 
vinelandii. No obstante. trabajos e:iitperimentales posteriores, mostraron claras 
evidencias de la presencia de un promotor entre algB y algD. el cual iniciaba la 
transcripción a partir del nucleótido 161 dentro del marco de lectura original. Jo 
cual nos proporcionó evidencias para sugerir que algB podía codificar una 
proteína mas corta (de S0.4 kDa), o sea sin el p6ptido seftal y que por lo tanto 
presenta solo 4 dominios transmembranales (figura 6 y 7). 

Adelante de algB, y separada de esta por sólo 35 nucleótidos, se encuentra 
la seaunda región codificadora alg44 con 1169 residuos. alg44 predice una 
proteína de 389 aminoácidos con un peso molecular de 42.7 y un punto 
isoel6ctrico de 12.06 y e:iithibe un 59.3% de identidad con 292 residuos alineados 
de los 316 que comprende a Alg44 de P. aeruginosa (figura 8b). El an41isis de 
regiones transmembranales. predice que Alg44 tiene dos a-helices con alta 
posibilidad de ser transmembranales. una entre los residuos 160 y 179 y la 
seaunda entre los residuos 214 y 235 (fipra 6 y 7). con las reaiones amino 
terminal y carboidlo terminal orientadas al citoplasma. Fuera del alineamiento de 
estructuras primarias con su homóloaa de P. aeruginosa. Alg44 no presentó 
ningún otro alineamiento considerable entre las proteínas reportadas en el banco 
de datos SwissProt. · 
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Por su parte. el tercer FAL identificado por secuencia en esta reaión. algK. 
inicia con un codón GTG (una valina) y presenta un p6ptido seftal típico del 
procesamiento de ciertas Jipoproteínas periplúmicas con un sitio de corte A-CA 
procesada por la peptidasa seftal de tipo 11 (Pussley 1993). El peso molecular 
estimado para AlgK es de 50.9 con un punto isoel6ctrico (PI) de 5.54. si la 
proteína se plQ8esa en este supuesto sitio de corte, entonces el peso de la proteína 
madura serla de 49.27 kDa y su PI de 5.44. Una reaión transmembranal entre los 
residuos 3 a 21 (p6ptido seftal) predice este procesamiento postraduccional (fiaura 
6 y 7). AlaK de A. vinelanclii tiene una identidad del 55.86% con su homóloaa de 
P. aeruginosa (fisura 8c). 

El cuarto FAL identificado. es homólogo a algE de P. aeruginosa, en A. 
vinelandii se le ha denominado algJ ya que este ha sido caracterizado 
recientemente por Rehm ( 1996). quien demostró que codifica para una proteína 
de membrana extema con funciones de canal iónico cuyo papel es exportar la 
cadena polimanwónica acetilada (ver pagina 12). 

Por otro lado. con el fin de precizar el sitio exacto de la inserción. la clona 
pSMJ fue secuenciada utilizando el oligonucleótido XHOI. El Tn5::mob se 
localizó a 424 nucleótidos antes del codón de t6rmino TAG de algK, 
correspondiente la región central de la proteína predicha (AlaK). justamente 
entre los amino4cidos G-318 y K-319 (figura 6). 

Caraclerización de las cepas JG8 y JG44 (alg8::QKm y alg44::0Km). 

Con el efecto de determinar si Jos genes alg8 y alg44 eran esenciales para Ja 
biosintesis del alginato. se construyeron por gen6tica reversa las cepas JOS que 
llevan el casete de Km. tanto en orientación polar como en no polar y, JG44 (no 
polar) a partir de la cepa ATCC 9046 de A. vinelandii (alg8:."AKm y 
alg44::0Km, respectivamente) (figura 9). Los fenotipos no mucoides de las 
muantes no polares JG8 y JG44. sugirieron que los genes alg8 y alg44 codifican 
para proteínas esenciales en la biosfntesis del alginato en A. vinelanclii. 

a) Complementacjoncs.-· El análisis de complementación de la cepa JG8 
con el plásmido pMSD67S. restableció la producción de alginato a niveles 
similares a los de la cepa padre ATCC 9046 (Tabla 4). De igual manera, cuando 
JG8 se complementó con el cósmido pRSDI (derivado de pMSD67S [algD::lacZJ; 
Tabla 2). se restableció la mucoidía. Ambos resultados sugieren que alg8 es 
transcrito desde su propio promotor. Por su parte. la mutación no polar de la 
cepa JG44 (alg44::0Km). que como ya se mencionó, también presenta un 



AlgB-Av 1 111.1CL1CVk!Í1S11:rn1ruiOOJtYWYP~K!Wlri:irm'. 5o A 
111111:111111 :IJJIJIJIJ:IJIJllJJ:J ,IJ IJJIJlll 

A lgB-Pa " u.1e1.1t!lllYOOMJFt.ROOJlJJ'll/YPYYllRRrnot.CSMDPS1M'L 95 . . . . . 
51 IM'Sf'IU!W.'l'ltl'.'l'ICSVllIAH'CYl'l'IWCSIVOOIW.ll!S!.lf: 100 

lJIJllJllllJ JI llJ:I J. llllllJll1JllllJ.J::llll 
96 lll'l'SmlW!ITAHVYRSVIR!l!!DSC1P'l'IWCS!VOOIJM.VRSLWE 115 . . . . . 
101~!A~!Sllll!ll'mlWAVlOOD'IV150 

J:,IJIJI JlllJJ llJllJIJI llJlllll:ll:llllllllllll 
11! lltll'l'llMWfVRl~l!ROOIA~lll!JILllU1'WAVlrx:DIV 195 . . . . . 
151 WL'CVl!llMLl1ll~!ll(.'l!l!RSNJUJUJ!llll.111MA~lll 200 

1. 111:1111 J. 1 J 1 .. lllJllJI 
19' tmMU'Mlm.l'IW~'l'IN!.Ta.VOX~~JIN 2l5 . . . . . 
201DW!IM.'l.'!t!llS\ll~.W!lJPEF~219 

1111111 IJll:llllJIJll lll.111111111.J:llllflllll 
24& ~'l1lltlllll'Vf1PE1'11!MJUlUJllll.a! 295 . . . . . 
250~Yll!'rrl'rolSl~2'9 

lllJlllJJIJIJJJJIJJJJJJl,J,JJJJJJll J:JIJJJIJ:IJIJ 
2'6 ~YDlrn'l'IWII!m/DIWEl!SYIMWMlllC 315 . . . . . 
JOO~IYA!!GSOOS l49 

lJIJJIJllJIJI .IJJlll .IJIJlllllJJlllll llh 1:111 
lf6 ~\U'l)JlVSlltl'SUGLWAIWllYS 395 . . .. . . 
350 IAIFIA'IWNCS!RLVL'!UlS!tCllPICPAYPLIL'n!IOl\tAVl'K!H m 

11 : lfll: llllllllllllfl Jllllllllllllflll.JJJ: 
396 IWVl'WllGL'!mVL'IW.S!s;!llUGPAYPLILl'IM:!IltAL\lClf 445 . . . . . 
400 ~'l'SIFlA\'Ul.40 

111111.1111111111 JIJll Jll lll:llllJI IJl:JIJ: 
U6~~11'1AYL!.T4'S 

450 svm 
1 

m IV4'7 

Alg44-Av1 ~Étti!.IDISAOO 50 B 
Al 44

--"" 1111 ,lflJllJllllll 111111 111::1 111 11 ll•l•llll 
O -rul Jlll'A.~.arm.PAlllRYI~ O 

51~l00 
'·'. '' 11JIJJJJ.ll1 .11111111 •• 111 l lh 

50 FAmll»lll"2t~l~ASllMXE H 

IOl l'llUNlll~~ 150 
1 1 '"· ll 1Jllol.Jl.1 111.1 1111•111. 1. 

IDO FOUllll'VMlm.l'l'SYUCl'YI~ 1" . . . . . 
151 SRSll'llUA~!UQL1Il.1MllAES:JIVMS 200 

11.111.1 IJl:ll. JI JI l:J.lllllll:JJ.1111. 
150 aaTllV!IA!lftm'AIMWSAFAP!UOllll.YFV!ll.IOOCW.IVHI 199 

201 llYlllll:ÍVQl.n'IJlll»~ 2so 
1111111 .. JI • ff lf ,llJ,1ioff ll .1,JI1111 

200 OJ'MllllDICRAFSCP.llmDPU.'IPSMWIUIJlll'EIXllJIC 211 . . . . 
251IMllll'llQllCll~ 2t2 

hlffl 111111111111:11 1 llllhl.111111 1 
m HIDIMQICll.TSll.'lnWIX.1.VAIXlQDlllll.1JIF!I. 2to 

AlgK-Av 11w:.11.1G1.~»&11~~Á U e 
1111:1 JI 1111111.111•111 11• .1. 11 Jh :1 

AlgK-Po 11 WSA1MANDC .. IJWIUoCt'ALOOU~MJCfv. 11 . . . . . 
17 QIJJNlfllA.'Jlll'llllJIJA~~llmSI: llK 

1.111111.1111 1 111. 11 1 1111111111. • 1 
ti Qll)Nll,)VA!UISY.(J!U.IXLYll~~ 111 . . . . . 

107 Afl!IFMQl.l.nl'.W.flYJl'U.ANl!.\'11.NJtllPIWSl{QllltWl !Sl 
11 Jll .llJ JI Jll l.JI .111.11 .. ln 111111111 

m AUllt&l!J\1~m;c11JSA1.Vl'Ll\l.Yl.(lllll!M'El~11011A m . . . . . 
117 !all'OAOIN,)l~llllllll<l~Ml.111 

1 lllhllh.1111111 111 o11 .. 11. 1 h JIJIJI 
!ti IW~llLTIO\JIJl1AQlll.CE!Wo'l~M!12U 

207 CMPlllmTioMc""""-~YllY~ 211 
• l lh:JI 1'1 lllJI .. 111 

211llm\n<QIM.U: ....... QIJIMY~lllSV~251 . . . . . 
217 !Jlfl(T.\(l/lfUY.IArm;..'W ••• IM.lrvmm:mrotf.IJllA.ll'CI JD2 

.• 111 •111111 • 1 l>lhl JI .. 11 JI ' 
218 llJIV!l!lAllD:IAl'S'IPMIN!JIJ<U,YllYl@U~ !07 . . . . . 
301 AQl'M!lU.ll1lLYYll1'W{111'1'lAr.F.tl1WATDISAllYrulllllll JSZ 

Jll ldllllJll:JI 1111Jll'1JI ¡,¡ l.IJlllllll 
JOB AQl'IW]JJDll.matlMl\.llffl!:A!111WMISEIWIYl!Lllllllll J51 . . . . . 
lll Gllr.M~~T~llYMllJ,m,Ql:IRIWMYVF 402 

1111.JIJlllll J• 111111111 JllJJ1lllJJI •• Jllll 
318 CIUX'/11\'QVUtt.l~lQM\MYVF 07 . . . . . 
40lUL\Vl.Ql:RlttlUU.(,lf.ILIHIA-~!CMC,11Sl'ISJ 

,Jll J ¡, 111J.l I JIJl,.1111 IJl.I JI. 
400®\V!llJ~lf.\Ql.l'~NOllY151 

45ll'IJJNQlm 
1 l. 

m~m 

Fign8.- Alinmienlos ialiJllb mem. cf popa 
BESTf1T del W°UCGllÍll fllcb&e(GCG). A) Rqimelll 
las SfClelCia • llllinctilos de AlaB de A. """'1tttfi y 
P. 11t111gillosa COI U11 ideatidld del &51. Simiflllllelle 
en B) Se p!eSCllWI lu secuencias dc 1111ilKWidoa de 
Alf44 coa ua JJ.31 de idealidlll C) La idelridld a11e 
la secueacils mprdiva de AlaK •ea ~9'. 



3.S 

f"enotipo cJanunente no mucoide. restableció Ja mucoidfa cuando se complementó. 
tanto con eJ cósmido pMSD67S y como con pRSDl. 

b) ••sim blof•.- Como se mencionó oponunamente. en la cepa UWl36 de 
A. vinelandii no se detecta RNAm de algD. ya que esta cepa contiene una 
secuencia de inserción (IS) que inactiva a algU (Maninez et al .• 1996). Con eJ fin 
de determinar si el promotor que transcribe aJ gen alg8 es independiente de 
AlaU. se realizó un análisis de "Slot bJot" con RNAs de las cepas UW 136. RSDl 
y ATCC 9046 contra una sonda radiactiva de algB. representado por el frasmento 
interno EcoRI de 110 pb. Los resultados del "Slot blot'' observados en la figura 
8a. indican que existen transcritos de alg8 en anbas cepas RSDJ y UW136. Estos 
datos apoyan las observaciones anteriores de que existe un promotor 
independiente de algD que transcribe a alg8 (figura lOa). Una sonda de alg44 no 
hibridó con el RNAm de Ja cepa JOS (con el casete de Km en orientación polar) 
sugiriéndo que el promotor de algB también transcribe a alg44. 

c) .. Primer exJensjonº .- Con el objeto de identificar que tipo de promotor 
transcribe a alg8, y caracterizar Ja organización transcripcionaJ de los senes 
identificados abajo de éste. se buscaron Jos posibles inicios de Ja transcripción de 
cada uno de eJJos mediante ensayos de primer extension (Tabla 3). Los análisis de 
"Primer extension" utilizando el oJigonucleótido H7. l sobre cJ RNAm de algB 
(ver Figura JOb), nos indicaron Ja presencia de un promotor cuyo inicio de Ja 
transcripción +I corresponde al nucleótido 161 (Guanina: figura 6). y cuya 
región - 1 O y -35 presentó homología con Ja región consenso de los promotores 
que reconoce oB de B .. 'iublilis. Este factor sigma se ha relacionado con la 
regulación de genes expresados en condiciones de estrés y durante la 
esporulación( Boylan et al., 1993). oB tiene su homólogo en E. co/i y se Je 
demonina aS. Un análisis similar de primer extension en alg44 utilizando el 
oligonucleótido H44 (Tabla 3) no predijo ningún inicio de la transcripción arriba 
de 200 bases a panir de su codón de inicio ATO. 

Construcción y caracterización de la cepa JG21 (algK::'2Km). 

El fenotipo no mucoide originado por la mutación alg::Tn5 en LA 21. 
sugirió que algK codifica para una proteína esencial para la bioslntesis de alginato 
en A. vinelandii. Con el fin de detenninar su caracter esencial. se construyó la 
mutación no polar algK::QKm generando la mutante JG21 (figura 9). la cual 
presentó un fenotipo no mucoide similar al de la cepa LA 21. El casete de km de 
JG21 fue localizado por análisis de restricción en el sitio Bgnl de algK. o sea a 90 
bases abajo del sitio donde se ubicó la inserción del Tn5. 
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Anállisis de pri111Cr extension para detenninar Ja presencia de un promotor 
para algK (Tabla 3), analizado hasta 300 bases nucleotldicas por arriba del 
propuesto coddn de inicio GTG. no indicó la presencia de aladn promotor que lo 
transcribiera independientemente. Estos datos suaieren que el promotor que 
transeribe a algB puede tambi6n transcribir a algK. 

En un intento por determinar la existencia del promotor d70 arriba de 
algJ. identificado por andlisis de secuencia (Rehm. 1996), realizamos un an41isis 
de primer extension sobre este gen. diseftando estrat6gicamente dos 
oliaonucleótidos (TRE y PEJ; ver Tabla 3 y figura 5). Los resultados no 
presentaron ninguna extensión en Ja zona 5' de algJ, Jo que sugiere que tambi6n 
este gen puede ser transcrito desde alg8, junto con alg44 y algK en una sola 
unidad transcripcionaJ. 

Organi:;aci6n Tr-anscripcional del operón algB-alg44-algK-a/gJ: 

En resumen, los datos aporrados por Jos análisis de "Slot blot" y "Primer 
extension" apoyan que elltiste un promotor que transcribe a al menos algB y alg44. 
Para determinar si algK tambi6n era transcrito desde el promotor de algB. se 
realizó un análisis de "Slot blot" utilizando el inserto Pstl de 0.49 kb de pAHC 
(figura lOa), como sonda radiactiva y RNAs de las cepas ATCC 9046, LA 21. 
JG2 J y JG8. De esta manera se pudo detenninar que: J) La mutación de la cepa 
LA 21 es polar debido a que no transcribe a alsJ; 2) La mutante JG2l es no polar 
ya que hay presencia de transcritos que hibridan contra pAHC; y 3) algB, alg44, 
algK y al menos algJ forman un operón (fipra 11). 

Predic:cione.'i de Estructuras Secundarias y Modelos Topológicos. 

Los alineamientos BLAST realizados para Alg8, no revelaron ninguna 
homología sipificativa con proteínas del banco de datos SwissProt (ver Ap6ndice 
1), a excepción de la encontrada con su homóloga Ala8 de P. aeruginosa. No 
obstante, los análisis de hidropatía realizados para Alg8 de A. vinelandii, en Jos 
servidores ISREC SERVER (basado en el algoritmo de Kite and Doolittle, 1982), 
DAS y TMpred-HeideJberg en Internet (apendice l), mas Jos datos experimentales 
de completentación e inicio de Ja transcripción, sugieren la existencia de dos 
versiones de Alg8: una versión larga, que predice 5 a-helices transmembranales, 
de dimensiones similares a las de su homóloaa de P. aeruginosa. aparentemente 
transcrita desde el promotor de algD: y una versión corta, con sólo 4 a-helices 
transmembranales. Ja cual obedece a los datos experimentales, que indican que 
hay un inicio de la transcripción dentro de la FAL de la versión larga, y cuya 
transcripción, obviamente, es independiente de PalgD. En ambos casos, Jas 
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orientaciones de los segmentos transmembranales. permiten que se f"ornte un 
Jar•o sesmento (loop) entre Jos residuos 29 y 348 (fi8ura 12) con localización 
ci&opJúmica. 

Con el fin de aclarar el mecanismo de polimerización del alginato en A. 
vi11elandii. reunimos todos los datos arriba mencionados y diseftamos el modelo 
topológico de Ja figura J 2. En este modelo. consideramos que AJg8 de A. 
vinelalldii. se¡rdn un análisis similar de HCA practicado en su secuencia. conserva 
Jos mismos dominios y sitios catalíticos (Sl. S2 y S3), mismos que por razones 
funcionales. deben estar localizados en el segmento citoplásmico ya que es aquf 
donde los monómeros GDP-manurónicos están disponibles. A su vez, 
consideramos que Alg8 de P. aeruginosa. es una fJ-glicosil transferasa procesiva 
(con 3 sitios catalíticos bien definidos; Saxena et al., 1995), Ja cual. según 
Maharaj y col. (1993), participa en Ja polimerización del alginato. Toda Ja 
información arriba mencionada es coherente con el modelo propuesto aquí. 

Por otro lado. un alineamiento entre Alg8 y la secuencia de aminoácidos de 
NodC (una ~-1,4 lflicosil transferasa reportada también por Swtena y col .• 1995). 
de A::.orhizobium ca11/inodans, mostró que los residuos Asp (D) también estaban 
conservados dentro de un segmento citoplásmico (datos no presentados). Todos 
estos elementos apoyan el modelo topológico propuesto para Alg8, definiéndola 
como una Manurosil transferasa con dominios hidr<>fóbicos transmembranales 
dentro de Ja membrana citoplásmica. cuyos sitios catalíticos (Sl, S2 y S3) están 
orientados hacia el citoplasma (figura 12). 

El análisis de hidropatía practicado para Al844 de P. aeruginosa. muestra 
dos posibles regiones transmembranales: uno entre los residuos 42 a 62 y otro 
entre el JS7 y 178. Atg44 de A. vinelandii, predice también dos segmentos 
transmembranales: el primero entre los residuos 160 al 179 y el segundo entre el 
214 y el 235. Sin embargo. un análisis DAS (Apendice 1) predice que los 
segmentos transmembranales en ambas proteínas. se reducen a uno (entre tos 
residuos 164 y 179). Jo que sugiere que las regiones amino terminal están 
orientadas hacia el citoplasma y las regiones carboxilo terminal se orientan hacia 
el pcriplasma. La busqueda de dominios característicos de proteínas realizado con 
el programa MOTIFS (-MJS=J). encuentro dos motivos comunes y conservados 
en las dos Alg44: uno en el residuo 62 del amino terminal, relacionado con el 
sitio de unión a ATP/GTP (G"4GKS) de una ifran variedad de proteínas 
procarióticas y eucarióticas. El segundo motivo. lo presenta justo en el residuo 
182 o sea orientado en el espacio pcriplásmico: esta región es similar al sitio de 
pesado al zinc de cienas carbo"ipcptidasas, con ejemplos en una gran variedad de 
organissnos. de las cuales las mejor caracterizadas son las de origen pancreático 
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huwnano. aunque ha sido aislada una carboxilasa de Streptomyces griseus. de la 
cual •e desconoce su localización celular (Narahashi. 1990). La ausencia del 
motivo de unión a ATP/GTP en la secuencia de Ala8 y la evidencia de que se 
requieren 3 M de ATP por cada ácido urónico en la cadena de alginato 
(Suthcrland 1990). sugieren que Ala44 podría estar formando una subunidad con 
Alg8 para la polimerización. 

Estudio microscópico del enquistamiento en LA 21. 

La fiaura 13a muestra una célula de ATCC 9046 con las capas de exina 
(ex) e intina (in) propias de una célula enquistada (Sadoff. 1975). También se 
puede observar la presencia de hebras de alainato en el borde de la célula. 
indicando que estas capas se componen en gran parte de este polímero. En la 
parte central se observan gránulos de polihidroxibutirato (PHB). típicos de una 
ci!lula de A. vinelandii que ha completado su ciclo de vida y que potencialmente 
está preparada para germinar. La fiaura 13b presenla una ci!lula de la cepa LA 21 
la cual fue sometida al mismo tratamiento de enquistamiento con N-butanol por 
48 horas. en esta caso no hay fonnación de intina ni exina (tampoco hebras de 
alginato) y por lo mismo. el cuerpo de resistencia no se ha formado. No obstante. 
la formación de PHB se observa incrementada. a diferencia de la célula de ATCC 
9046. El indice de enquistamiento. formulado como la frecuencia de germinación 
de células sometidas a procesos de desecación después de inducirlas a 
enquistmniento. son mos&radas en la Tabla 4: en ella se observa que en LA 21 no 
se produjeron quistes de resistencia a Ja desecación. 

Tabla 4.- Determinación de alginato y enquistamiento de las cepas padre y 
mutantes. 

Cepa 
ATCC9046 
LA21 
UWl36 
JG8 
JG44 
JG21 

Algjpato Cmg/mg orotl 
2.430 
o.oos 
0.001 
0.000 
0.001 
0.003 

NO = No determinado. 

% de Enqujstamiento 
3.0 

<0.0001 
<0.0001 

NO 
NO 
ND 

Finalmente. en la figura 14. y a manera de resumen. se presenta un modelo 
de todas las proteínas biosintéticas del alginato identificadas hasta la fecha y los 
pasos sugeridos para la obtención del polisacárido. En esta figura se puede 
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observar la posible relación entr Alg8 y Alg44. formando un complejo para la 
polimerización de los residuos manurónicos. y el transporte activado por GTP o 
ATP. En el periplasma. la lipoproteína AlgK se postula que participa en la 
incorporación a la membrana externa del canal iónico Alg.J. y que por este se 
canaliza la cadena polimanurónica. Por su parte. !!e observa también la 
participación de AlgF y Algl como proteínas que acetilan ciertos residuos 
manurónicos del polisacárido naciente y. finalmente. una epimerasa extracelular 
(AlgE) convierte algunos resiudos manurónicos en su epímero el ácido 
aulurónico. dándole la conformación definitiva a la molécula de alginato. 

PISCUSIQN.-

La inserción del Tn5 en la Región 1 del grupo de genes biosintéticos alg, 
nos permitió identificar y caracterizar tres genes esenciales para la obtención del 
alginato. El fenotipo no mucoide de la mutante no polar JG2 l. homóloga a LA 
21. es una fuerte evidencia del caracter esencial de algK. Este gen, recientemente 
caracterizado en P. aeruginosa. ha sido propuesto a codificar una lipoproteína 
peripldsmica que contribuye a la conducción del polimanurónico hacia el canal 
iónico que forma AlsJ. La ausencia de un residuo Asp en la posición +2, después 
del sitio de corte en Cys ( + 1 ). predice que el anclaje a su parte lipídica es en la 
cara periplásmica de la membrana externa. De la misma forma. las 
particularidades funcionales de la mayoría de las lipoproteínas bacterianas. 
descritas hasta la fecha. mencionan que su papel esta más vinculado al acarreo de 
péptidos esenciales y su incorporación en alguna de las membranas donde llevan a 
cabo su función, como es el caso de la lipoproteína PulS, que incorpora a PulD, 
una porina de membrana externa que excreta el homopolisacárido pululanasa 
(Hardie et al .. 1996); por lo que en el caso de AlgK transportaría al canal iónico 
AlsJ y de esta manera podría realizarse la excreción del alginato. 

Los análisis de "Primer extension" para algB. indican que hay 
transcripción desde su propio promotor, dependiente según su región -JO, -35, de 
un homólogo a aB e independiente de PalgD. Sin embargo, no se descarta que 
exista transcripción desde PalgD, ya que el análisis de la secuencia nucleotídica es 
compatible con un RNAm que contiene a algD y a alg8. Sin embargo, la proteína 
Alg8 codificada en este mensajero sería mas grande. Esto implica, por lo tanto. 
dos formas distintas de que la proteína Alg8 se incorpore a la membrana 
citoplásmica, y cumpla su función de glicosil transferasa o polimerasa. 
Independientemente de como se lleve a cabo la transcripción, la proteína generada 
es compatible con el modelo topológico propuesto para Alg8, ya que en caso de la 
versión larga, se ailadiría una a-helice transmembranal, a la región amino 
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Figura lJ,. Microscopía eledrónica de las células de A. vinelandü ATCC 9046 y LA 
21. a) muestra una célula de la cepa ATCC 9946 donde se puede apreciar la 
estructura en formación de las capas exina (EX) e intina (IN) rodeando el cuerpo 
central {CD). Dentro de la célula se observan granulos de PHB. b) Una célula de la 
cepa mutante LA 21 del mismo tiempo de tratamiento (48 hr) para inducción· a 
enquistamiento como se sometió a ATCC 9046. En ella estan ausentes tanto las 
hebras de alginato como las capas de intina y exina, los granulos blancos son 
fonnaciones de PHB. La barra - indica 0.4f1, 
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terminal sin afectar la orientación de Jos s1uos catalfticos dentro del segmento 
citoplásmico. lo que permite estar en contacto con Jas unidades a polimerizar. 

El análsis de Ja estructura secundaria realizado por Saxena y col. ( J 995). 
para Alg8 de P. aeruginosa, y Jos alineamientos realizados con su homóloaa de A. 
vinelundii. predicen que ambas son 13-glicosil transf"erasas del tipo procesivas. La 
adquisición del .'ioftware HCA utilizado por estos colegas. y amablemente 
transferido vía correo elecrrónico (FJ'P) por B. ffenrissat. nos permitió reaJizar 
el análisis HCA a Alg8 de A. vinelandii, indicandonos que sus estructuras 
secundarias (dominios) también estan conservadas. 

No obstante el caracter esencial. de la proteína Alg44. no fue posible 
obtener un alineamiento significativo con alguna proteína de los bancos de datos 
(SwissProt, Prosite. etc). Los análisis BLASTP no produjeron calificaciones 
sianificativas para relacionarla con alguna famiJia de proteínas. Sin embargo. la 
búsqueda de patrones específicos entre familias de proteínas. realizada mediante 
el programa Motifs del Wisconsin Package. sugieren que Alg44 puede ser una 
subunidad ATPasa o GTPasa de Alg8. ya que presenta una región 
lransmembranal desde el residuo 164 al 179. con su porción amino terminal 
orientada hacia el citoplasma. precisamente donde el motivo de unión a GTP/ ATP 
de Alg44 está presente. Curiosamente. Alg44 de P. aeruginosa también conserva 
este motivo y además el segundo motivo en su región carboxilo terminal 
(orientado al periplasma). el cual es un sitio de unión a zinc típico de ciertas 
carboxipeptidasas. Jo que nos sugiere que esta proteína podría ser catalizada por 
este metal para realizar su papel. La ausencia de un motivo para sitio de unión a 
GTP/ATP en Alg8, ref"uerza Ja idea de que AJg44 puede ser una subunidad que 
participa en el transpone activo de la cadena polimanurónica (figura 13). 

La tercera fase abierta de lectura o FAL. la cual codifica para una 
Jipoprotefna periplásmica, inicia su región codificadora con un codón GTG (una 
valina). Jo cual es poco común entre los genes de A. vinelandii. Igualmente poco 
común es su codón de término TAG. el cual es el menos usado y el mas débil de 
los tres. entre los codones de término de muchas bacterias gram negativas 
(Farabaugh, J 996). Sin embargo, se puede observar que en Ja misma fase abierta 
de Jectura, 5 cooones mas adelante y sobrelapándose con el codón de inicio A TG 
de algJ hay un codón mas fuene TGA. El gen homólogo algK en P. aeruginosa 
p1esenla un sitio de unión a ribosoma (RBS: deJ ingles Ribosome Binding Site. 
fiaura 6) muy débil, si consideramos el caracter esencial de este gen, lo cual no 
fue aclarado para esta bacteria (Aarons. et al 1997). En cambio. en A. vinela11dii. 
el RBS esta bien definido: lo que esta de acuerdo con su requerimiento 
truduccional. 
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CQNCLUSIQNf.S.-
1) La oraanización de genes alg de la Región 1 en A. vinelandii (genes alg 

vecinos de algD). identificados por secuencia, es esencialmente similar al arrealo 
de los mismos en el genoma de P. aerugüwsa. 

2) Las diferencias que presenra Ja Región 1 de A. vinelandii con respecto a 
Ja de P. aeruginosa, son de tipo f"uncional: es una segunda unidad transcripcional 
independiente de PalgD, Ja cual inicia su transcripción en a/g8 e incluye por Jo 
menos a los siguientes tres genes: alg44. algK y algJ. 

3) Hemos mostrado evidencias estructurales de que Al88 puede f"uncionar 
como una IJ-glicosil ttaruiferasa polimerizadora de residuos manurónicos y Al¡i44 
como una potencial subunidad de Alg8 que promueve el transporte activo del 
polimanurónico. 

4) Proponemos que AlgK es una Jipoprotefna esencial. unida a Ja 
membrana externa por el lado periplásmico, que muy probablemente participa en 
Ja incorporación de AJg.J en la membrana externa. 

S) Para algJ. el último gen de Ja Región I, experimentalmenre no se 
observó ningdn inicio de Ja transcripción como se pl"edijo. Po,. Jo tanto, es 
probable que sea transcrito en forma de operón desde alg8. 

6) La inserción del Tn5 en el genoma de Ja cepa LA 21 de A. vinelandii. 
interl"umpió un gen esencial y af"ectó poJacmente otros genes alg, por lo cual esta 
cepa pn=senta un fenotipo no mucoide. Así mismo, el fenotipo de las mutantes no 
polares construídas de cada gen identificado. son evidencia del caractel" esencial 
de estos. ya que Jos fenotipos obse1"vados en Jas respectivas cepas son no 
mucoides. 

7) La cepa LA 21. mutagenizada con el Tn5, es incapaz de fonnar las capas 
de intina y exina, por Jo cual no puede llevar a cabo el proceso de enquistamiento. 
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Abstract 

A 2.8 kb ONA region located immediat.ely downstream of algO contains 

the A. vinelandii alg8 and alg44 genes, whose sequences are highly 

homologous to those of the corresponding Pseudotnonas attruglnosa genes. 

These genes occur on a transcript that does not include algo, and are 

transcribed from a promoter different to those transcribing algo,· this is 

the fourth promoter described within the alginate biosynthetic gene 

cluster. algB and alg44 mutants were constructed and shown to be 

completely impaired in alginate production. Alg8 shares 28.20% identity 

and 38.09% similarity to Azorhizobiu"' caulinodans NodC, a glycosyl 

transferase catalyzing the formation of tJ-1 ,4 linkages. A topological 

model is predicted which supports the idea of Alg8 being the polymerase 

responsible for alginate synthesis. 
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1 . lntroduction 

Azotobacter vinelandii is a soil bacterium which undergoes a 

differentiation process to form desiccation resistant cysts. Alginate Is a 

linear copolymer composed of p-1,4-linked o-mannuronic and its C-5 

epimer L-guluronic acid. The study of alginate biosynthesis in A. vinelandii 

has basic and biotechnological significance. Since alginate is an industrial 

polymer, A. vinelandii can be used for the production of defined alginates 

by fermentation. Production of alginate causes a mucoid phenotype and is 

essential for cyst formation (Campos et al., 1996). The alginate 

biosynthetic pathway in A. vinelandii has been elucidated (Pindar and 

Bucke, 1975). Fructose-6-P is converted through the action of four 

enzymatic steps to GDP-mannuronic acid, the polymerase activated 

substrate; the resultant polymannuronic acid is modified by an <> 
acetylase, secreted and converted to alginate by an extracellular 

epimerase (Pindar and Bucke, 1975; Haug and Larsen, 1971 ). A similar 

pathway operates in Pseudomonas aeruginosa, another alginate proclucing 

bacterium (May and Chakrabarty, 1994). In P. aeruginosa all known genes 

whose products participate in the synthesis (algA, algD), modification 

(algF a/gl algJ algL algG), and export (algE) of alginate are clustered (May 

et al., 1991 ), and organized in a polycistronic operon transcribed from the 

algD promoter (Chitnis and Ohman, 1993; Franklin and Ohman, 1996), 

except for' algC whose product catalyzes the second enzymatic step in 

alginate synthesis. Transcription from the algD promoter is dependent on 

the AlgU sigma factor (Martin et al., 1993). algB and alg44, whose 

functions are unknown, are also located within this cluster between a/gD 
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and 11/gE. They encode proteins with a high content of hydrophobic residues 

suggesting a membrane location. These two proteins have been proposed to 

be involved in alginate polymerization (Maharaj et al., 1993). 

Hydrophobic cluster analysis (HCA) of severa! glycosyl transferases 

revealed the presence of two conserved domains named A and B (Saxena et 

al., 1995). Domain A was present in all the sequences anatyzed. Two polar 

Asp residues are conserved in domain A, while in domain B, which is 

present only in processive glycosyl transferases, a single conserved Asp 

residue is present, along with the sequence motif QXXRW. These two 

domains are present in P. aeruginosa Alg8 (Saxena et al., 1995). 

A. vine/andii has a cluster of alginate biosynthetic genes similar to 

that of P. aeruginosa ( Campos et al., 1996; LLoret et al., 1996; Rehm et 

al., 1996), but it is organized in at least two transcriptional units: one 

including algo transcribed from pl, a aD type promoter, and p2, a putative 

AlgU (oE) promoter (Campos et al., 1996). The other operon contains the 

algL and algA genes (Lloret et al., 1996). In this study we report the 

presence of algB and alg44 downstream of algD, and show that 

inactivation of t:hese genes abrogates alginate production. We also report 

evidence for the presence of a promoter that allows transcription of algB 

and alg44. This represents the third operon within the alginate 

biosynthetic gene cluster. Evidence is presented suggesting that Alg8 is a 

glycosyl transferase. Also, we constructed a model of Alg8 as a 

transmembrane protein with a long cytoplasmic loop containing the three 

Asp residues conserved in processive glycosyl transferases. 

2. Materials and Methods. 
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z. 7. Nicrobiological procedures. 

The bacteria! strains and plasmids used in this work are Usted in Table 

1. A. vinelandii strains were routinely grown in BS medium (Kennedy et al., 

1 986) at 30 ºC. A. vinelandii transformation was performed as reponed by 

B;di et al., ( 1992). Triparental matings were performed as reported 

previously (Kennedy et al., 1986). 

Alginate production was determined in liquid cultures by measuring its 

dry weight. A 1 O mi sample of the culture was centrifugued at 12000 rpm 

for 1 O min. Z mi of isopropanol were added to the supernatant to 

precipitate the alginate, the precipitate was filtered and dried. AH 

measurements were done in triplicate. 

2.2. Nucleic acids procedures. 

DNA isolation and cloning, Southern blotting, slot blot hybridlzation of 

RNA, and primer extension were performed by standard procedures 

(Sambrook et al., 1989). Plasmids pAHS, pAHB and pAH3.6 were used to 

determine the algB and alg44 nucleotide sequence using a 

Thermosequenase sequencing kit (U.S. biochemical). Primer extension was 

carried out with RNA extracted from strain ATCC 9046 which was grown 

for 48 h in BS medium, with the oligonucleotide underlined in Fig. 2. 

2.3. Construction oF strains JGB and JG44. 

s 



Plasmid pMSD27 (Fig. 1) which carries a 5.5 kb Psd DNA fragment 

including algD and a/118. was used to construct an al11B:Km mutation. A Z 

kb fragment containing a kanamycin-resistant gene (km) from plasmid 

pHP4Sn-Km (Fellay et. al.. 1987) was used to replace a 165 bp EcaR 1 

fragment corresponding to algB. The resultant plasmid was named pJGS 

(Fig. 1 ). Plasmid pAH3.6 (Fig. 1) was used to introduce the same Z kb 

kanamycin fragment into the BgAI site within alg44, to create an 

alg44:km mutation, the resulting plasmid is pJG44 (Fig. 1 ). These plasmids 

which are unable to replicate in A. vinelandii were introduced into strain 

ATCC 9046, and kanamycin resistant transformants were selected. Strains 

JG8, and JG44 were isolated and the site of the Km cassette was 

confirmed by Southern blot analysis (data not shown). 

3. Results and discussion 

3. 7. Nucleotide sequence º' the algB and alg44 genes. 

In order to identify additional genes required for alginate synthesis, we 

sequenced the A. vinelandii region downstream of algD, which was 

subcloned from plasmid pMSD675 (Table 1 ), on plasmid pBluescript 11 KS+ 

to give plasmids pAH3.6, pAHS and pAHB (Fig. 1 ). These plasmids together 

with pMSDZ7 were used to sequence 2834 nt. Two orfS homologous to P. 

aeruginosa algB and alg44 (Maharaj et al., 1993) were revealed (Fig. 2); 

a/118 initiates 11 3 nt downstream of the T AA algD stop codon, while a/g44 

starts 36 nt downstream of the algB stop codon. Comparison of deduced 
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am;no acid sequences w;th their homologous P. aeruginosa protein 

sequences reveafed that Alg8 and Afg44. display 77.8296 and 59.3196 

identity respectivety. with the corresponding P. 11eruginosa products. 

3.2. A/ginate procluction º' algB and alg44 mutants. 

fn order to determine whether algB and a/g44 were invofved in alginate 

produetion in A. vin•landii, two mutant strains (JG8 and .IG44) derived 

from ATCC 9046 mueoid strain carrying algB and alg44 mutations (Fig. 'J) 

were constructed by reverse genetics as described in Methods. Both 

strains showed a non-mucold phenotype. and do not produce alginate 

(Table 2), suggesting that their gene products are essentlal for afginate 

synthesis. 

3.3. Transcriptional organization º' algB and alg44. 

As expected, pMSD675. which carries the afginate gene cluster from 

algo to algA. restored mucoidy to strains .IG8 and .IG44 (Table Z). Plasmid 

pRSOI a derivative of pMSD675 carrying an algO mutation (LLoret et al .• 

1996) afso restored atglnate production to these stralns. (Table 2). 

suggestíng that these genes can be transcrlbed from a dltferent promoter 

to those of algO, although lack of polaríty of the a/gO mutatlon in pRSD'J 

cannot be ruled out. 

We have recently shown that the nonmucoid strain UW 1 36 earries an 

insertion sequenee whlch inactivates algU (Martínez et al .• 1996). and that 

in this strain algo mRNA is undetectable (LLoret et ar .• 1996). Thus, if a 
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promoter located downstream of a/gD transcribes a/gB and possibly alg44, 

algB mRNA should be present in strain UW136. RNAs isolated from strains 

ATCC 9046, and UW136 were hybridized with the 165 bp EcoRI fragment 

interna! to a/gB. Both strains display algB mRNA (Fig. 3A), supporting the 

idea that algB can be transcribed from a different promoter to that of 

a/gD, and that this promoter does not depend on AlgU for its transcription. 

algB mRNA was also detected in the algD mutant strain RSD1 (Fig. 3A). 

RNA isolated from strains ATCC 9046 and UW136 but not from JG8, 

hybridized with an alg44 probe (Fig. 38), indicating the absence of a 

promoter between algB and alg44.; these data indicate that in A. vinelandii 

algB and alg44 can occur on a transcript that does not include algD. 

However, since no obvious signals for transcription termination are 

present between a/gD and a/gB, transcription of algB and alg44 from the 

algD promoters can not be ruled out. 

3.4. ldentification of the algB mRNA start site. 

The presence of a promoter upstream of algB was confirmed by primer 

extension analysis (Fig 3C). A mRNA start site was found 22 nucleotides 

uptream of the second ATG codon (Fig.2); this is the fourth promoter 

described within the alginate biosynthetic gene cluster; thus in A. 

vinelandli the transcriptional organization of the alg gene differs 

slgnificantly from that of P. aeruginosa. The presence of a Shine·Dalgamo 

sequence upstream of the third but not the second ATG codon suggested to 

us that the third ATG codon is the translational start of the algB gene (Fig 

2). In Bacillus subtilis the consensus nucleotide sequence AG.GTTTAAN14· 
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GGSiTAT is recognized by RNA polymerase containing sigma factor d8 

(Engelman et al., 1995). The five underlined bases have been shown to be 

very important for promoter activity (Ray et al., 1985). A DNA sequence 

AGGCTTAAN1s-~CCAC similar to that of promoters recognized by RNA 

polymerase containing oB is present at the algB -10 and -35 region 

sequences. Similar to the E. col/ oS, B. subtilis oB. is involved in the 

induction of genes during stationary phase ane1 in response to various 

stress factors (Boylan et al., 1993; Mulvey et al., 1990; Schellhom and 

Hassan, 1988; Engelmann et al., 1995). These data agrees with the 

observation that in A. vinelandii alginate is synthezised mainly during 

stationary phase (unpublished results). 

3.5. Analysis of the AlgB and Alg44 proteins deduced from DNA sequences. 

Alg8 is a 51.6 kDa protein with a pi of 9.74 while Alg44 is a 42.4 kDa 

protein with a pi of 6. 77. Alg8 and Alg44 hydrophoblcity profiles, were 

analyzed by the method of Kyte and Doolittle ( 1982). This analysis 

suggested that Alg8, is located in the membrana. Besides P. aeruginosa 

Alg8 and Alg44, we found no extended identity between these proteins and 

any other protein in the GenBank (release 95), or EMBL (release 95) 

databases. Nevertheless, alignment of Alg8 with some glycosyl 

transferases showed 28.20% identity and 38.09% simllarity to 

Azorhizobium caulinodans NodC, an ~acetylglucosamyl-transferase 

forming p-1,4 bonds in Nod factor synthesis (Geremia et al., 1994). The 

presence of two conserved domains In processive glycosyl transferases 

such as NodC was demonstrated by hydrophobic cluster analysis (HCA); 

9 



these domains were also shown to be present in P. aeruginosa Alg8 

(Saxena et al •• 1995). Moreover. three polar (Asp) conserved residues and a 

QXXRW motif present in these domains, which are presumably involved in 

the formation of ~-linkages, are also conservad in A. vinelandii Alg8 (Fig. 

2), suggesting that Alg8 is_ a processive glycosyl transferase involved in 

alginate polymerization. 

3. 6. Topological model. 

We created a topological model of Alg8 basad on the hydrophobiclty 

profile, and the predicted transmembrane a-helices (ISREC server). The 

model shows that Alg8 may be a polytopic cytoplasmic membrane protein, 

whlch spans the membrane four times with a large cytoplasmic loop 

encompassing amino acid residues 29 to 348 (Fig.4). The three putative 

catalytic Asp residues mentioned above are located in the large 

cytoplasmic loop (Fig 4 ). A similar analysis of NodC predicted a polytopic 

protein with four transmembrane a-helices and a big cytoplasmic loop 

containing the catalytic Asp residues (data not shown). 

A mechanism of the polymerization reaction, for processive glycosyl 

transferases transfering multiple sugar residues to acceptor, where three 

active sites blnd three nucleotide diphosphosugars with the subsequent 

formation of two glycosidic bonds, has been proposed (Saxena et al., 

1995). The three putative catalytic sites in the Alg8 protein are located in 

the large cytoplasmic loop (Fig.4), suggesting that the polymerization 

reaction must take place in the cytoplasm, where GDP-mannuronic acid is 

available. 
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4. Conclusions 

(1) The A. vinelandil algB and alg44 have been sequenced and the encoded 

proteins are highly homologous to the corresponding protelns of P. 

aeruglnosa. 

(2) lnsertion of a KmR cassette in either gene abrogates alginate 

synthesls. 

(3) The algB and alg44 are present on a transcript that does not include 

algo 

{ 4) The algB and alg44 are transcribed from a promoter different to those 

transcrlbing algD, that resembles those promoters recognized by the B. 

subtilis aB. 
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Table 1 • Bacteria! strains and plasmids used in this work. 

Strains 

ATCC 9046 

UW136 

RSOl 

JG8 

JG44 

Plasmids 

pMSD27 

pAH3.6 

pAHB 

pAHS 

pHP450-Km 

pJG8 

pJG44 

pSMD675 

pRSDl 

Relevant characteristics Source.I Reference 

Highly mucoid A. vlnelandii 

algU nonmucoid A. vinelandii 

algD nonmucoid A. vinelandii 

algB:Km derivative of ATCC 9046 

alg44:Km derivative of ATCC 9046 

Plasmid containing A. vinelandii 

algD and algB 

pBluescript 11 KS; A. vinelandli alg44 

pBluescript 11 KS; A. vinelandli alg 

pSluescript 11 KS; A. vinelandii 11/g 

Km resistant 

Derivative of pMSD27 carrying 

a disrupted algB gene 

Derivative of pAH3.6 carrying 

a disrupted alg44 gene 

Cosmid containing 25 kb of 

A. vinelandii DNA including the algD. 

algL and algA genes 

Derivative of pSMD675 carrying 

a disrupted algD gene 

15 

Collection 

Martinez et ar •• 

1996 

Campos et al •• 1996 

This work 

This work 

Campos et al .• 1 996 

This work 

This work 

This work 

Fellay et ar.. 1 98 7 

This work 

This work 

Campos et al.. 1 996 

Lloret et al.. 1996 



Table 2. Alginate production and mucoidy 

Strain Mucoidy Alginate* 

mg/ml 

ATCC 9046 ++ 1.37 ± 0.1 

JG8 0.001 

JG8/pSM067S + O.SS ±0.04 

JG8/pRSD1 + 0.8 ±0.02 

JG44 0.001 

JG44/pSMD67S + N.Dt. 

JG44/pRSD1 + N.O. 

*Alginate was determined in liquid cultures incubated 24 h in BS. 

t not determined 
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Legends to figures 

Fig. 1 • Physical-genetic map of the a/gD. a/118 and alt144 region in 

A. vinelandii, and plasmids constructed in this work. Arrows indic•te 

direction of transcription. Letters are restriction sites: E, EcoRI; P, Psd; 

B, Bt1AI. 

Fig. 2. ONA sequence of a/gB and alg44 and the deduced amino acid 

sequences. Asterisk (*) denotes a stop codon. The algD stop codon is 

indicated. The oligonucleotide used as primer for the identification of the 

mRNA start site is underlined. Arrow shows the tdentified mRNA start site. 

Shtne-Dalgarno is boxed. The putative start methionine is circled. The 

conserved Asp residues and the common motif in processive glycosyl 

transferases are underlined. The DDBJ/EMBL/GenBank accession number for 

thls sequence is Y0881 9. 

Fig. 3. Slot-blot and primer extension analysis. (A) Slot blot of ( 1 ) alt1B and 

(2) alg44 mRNAs of different A. vinelandii strains. 1 O J&9 of total RNA were 

loaded into each slot. The EcoRI fragment used as algB probe and the Pstt 

fragment used as alg44 probe were isolated from plasmlds pMSD27 and 

pAHB respectively (Fig. 1 ). Primer extension (8) of the a/gB gene in strain 

ATCC 9046 The algB sequence ladder GATC was produced with the same 

oligonucleotide used for the primer extension which is undelined in Fig. 2. 

Fig. 4. Transmembrane topology model of Alg8 based on its amino acid 

sequence. The structure shown consist of 4 a-helices (H1-H4), and 2 

cytoptasmic toops (L 1-L2). The three putative catalytic sites with the Asp 
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residues (D) are indicated (51 ,52 and 53). 

The possible transmembrane a-helices were predicted by ISREC server 

(http/ /ulrec.unil.ch/software/TMPRED_form.html). 
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Abstract 

Random TnS mutagenesis over Azotobacter vinelandii mucoid strain ATCC 

9046 produced strain LA21 , a non-mucoid, non-encysting mutant, carrytng 

the TnS insertion within a gene homologous to algK from Pseudomon•s 

aeruginos• encoding a periplasmic protein. algK, algJ and algG were shown to 

be transcrlbed as part of the pa/gB-a/g44-•lgK-•lgJ-algG operon. A non

polar •lgK mutant was constructed and showed a non-mucoid phenotype, 

indicating that algK is essential for alginate production. 

Key words: alginate/a/gK /transcription analysis 

1 • lntroduction 

Azotobacter vlnelandii is a soil bacterium which forms metabolically 

dormant cysts (19). A. vinelandii mucoid strains produce the extra cellular 

polysaccharide alglnate, which is essential for the encystment process, 

sfnce it Is a component of the cyst intine and exine layers ( 1 S ). 

In A. vinel•ndil, alginate is synthesized from fructose-6-P which is 

converted to GDP-mannuronic acid through four enzymatic steps; this is the 

activated substrate for polymerization, the resultant polymannuronic acid is 

secreted and modified by an O.acetylase and an extra cellular C-5-epimerase 

to give the final product atginate (6, 16). In Pseudomonas aeruginosa the 

alginate biosynthetic gene cluster Is organized in the polycistronic operon 

palgD-B-44-E-G-60-L-X-l-J-F-A transcribed from the algD promoter (3) 

A cluster of algtnate biosynthetic genes similar to that described in P. 

aeruginosa has been characterized in A. vinelandii (2, 9, 12, 18). However 

this cluster is organizad in at least three transcriptional units. One of them 
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includes palgD (2), the other two including palgB-alg44 and P•lgL-•lgA 

respectively (9. 1 2). Alg8 was proposed to be a glycosyltransfer11se involved 

in alginate polymerization (12) AlgJ the homologous of P. aeruginos• AlgE is 

an outer-membrane alginate-pore (17). Recently the P. aeruginos• algK gene 

codlng a protein which is processed to give a mature protein located in the 

periplasm was described ( 1 ). Based on the PoSition of the algB. alg44, algK 

and algE genes in P. aeruginosa. which is similar to the genetic arrangement 

of other polysaccharide export systems, AlgK was proposed to act as a 

facilitator to translocate alginate across the periplasm ( 1 ). 

We report here the isolation and characterizatlon of straln LAZ 1 • 

which ca"ies an a/gK::TnS mutation. We show that •lgK is located between 

alg44 and algJ, and together with algJ and 11/gG is transcribed from the algB 

promotor. The algK mutation was shown to severely reduce alglnate 

production, and to impair encystment. 

2. Material• and methods 

2. 7. Bacteria/ stralns. plasmids and media 

The bacteria! strains and plasmids used in this study are listed in Table 1 . A. 

vine/andii was grown in PY medium (peptone 5.0 g/I, yeast extract 3.0 g/I), 

or Burk · s nitrogen-free salts with 296 sucrose (BS) or 0.296 IH>utanol BB (7) 

at 30"C. 

2.2. Algínate determinatlon 

Bacteria! strains were grown on liquid SS medium for 24 h, 1 00 mi culture 

samples were centrifuged and washed with 1 O mi of 0.8596 Na CI solution. 

Alginate was precipitated from the supernatants of cultures and washed 

cells with two volumes of isopropanol, and its concentration determined by 
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the modified carbazole method ( 8) 

Z.Z. TnS mutagenesis 

Mobillzeble suicide plasmid pSUPSOl 1, carrying TnS:mob (20) was 

t,.nsferred by conjugation into A. vinelandil strain ATCC 9046. Matings were 

done on PY plates incubated overnight at 3o•c. The cells were resuspended in 

liquid BSKm. Samples were plated on BSKmNal plates efter two days of 

shaking incubation at 30ºC, A. vine/andii kanamycin resistant derivatives 

were isolated. 

Z.3 Nucleic acid procedures 

DNA isolation and cloning, RNA dot blotting, and Southern blot procedures 

were carried out as described (10). DNA sequencing was done with the 

Thermosequenase kit (United States Biochemical), according to the 

manufacturer's instructions. 

Z.4. MllPping º' th• TnS insertion site 

Total DNA from strain LA21 was digested with EcaRI, ligated into pBR329, 

and transformed into E. cali DHSa, one transformant resistant to Km was 

isolated and shown to contain a pBR329 derivative carrying an 11 kb EcoRf 

fragment including the Tn5. This plasmid (pSMJ), and oligonucleotide {Fig. 2) 

were used to determine the exact TnS insertion site by nucleotide 

sequencing. 

z.s. Construction º' JGZ 7 mutant 

To construct an algK:K1n mutation, the n kanamycin cassette from BanJH 1 

digested pHP450-Km, was inserted into the BgAI site of algK in pAH3.6, 

resulting in plasmid pJG21 (Fig. 1 ) with the cassette in the same orientation 

as that of the algK transcription. Strain ATCC 9046 wes transformed with 

plesmid pJG21 selecting for integration of the algK:km mutation into the 
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genome by homologous recombination resulting in strain JG21 • The 

integr•tion of the mutatlon was conflrmed by Southern blot •n•lysis. 

2.6. Resistance to desk:t:11tion and electron microscopy 

Bacterl•I cultures were grown for 1 8 h on BS and then transferred to BB 

plates. After 5 days cells were removed from the surface of the •gar pl•te, 

washed three times with phosphate buffer at pH 7.2 at 4•c, fbced with 29' 

glutaratdehyde during 2 h at 4•c and washed with phosphate buffer. Further 

flxation with 296 osmium tetroxide for 2 h at 4ºC was carried out. Following 

flxation cell suspensions were washed before dehydrating by passing through 

• graded ethanol series. After exposure to propylene oxide, s•mples were 

included in Epon 81 2 resin which was polymerized during 24 h at &s•c. 
Ultrathin sections were cut, incubated with uranyle acetate, washed with 

distilled water, and treated with lead citrate, washed again and observed. 

Appropriate samples of the cultures induced for encystment were used for 

desiccation assays which were carried out as described (2), 

3. Results and discussion 

3. 1. lsolation of' strain LA21 

Random TnS mutagenesis of strain ATCC 9046 was carried out as described 

in materials and methods, 2500 Kmr derivatives were isolated and screened 

for non-mucoid phenotypes. None of these insertion mutants showed a clear 

non-mucoid phenotype in the first screening, but after 4 successive passes 

in SS plates containing 2, 4, 8, and 1 6 µg/ml of Km, a clearly non-mucoid 

str•in, named LA21 • was isolated. 

3.2. Strain LA2 7 carrí.s an algK::TnS mut•tion 

Cosmid pMSD6 7 5 previously shown to contain the A. vinelandii alginate 
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biosynthetic gene cluster (2, 9) restored alginate productlon in strain LA21 

(Table 2). Southern blot analysis (data not shown) was used to map the TnS 

insertion downstream a/g44 within a 3.6 kb EcoRI (12) (Fig 1 ). Plasmid 

pAH3.6 (13), was used to sequence 1.9 kb of A. vinelandii DNA downstream 

alg44. DNA sequence revealed the presence of two open reading frames, ORFl 

showed 55.85% identity to P. aeruginosa AlgK (Fig. 2) (1 ). orf'-Z is A. 

vinelandii algJ (see Fig. 1) (17). The exact TnS insertion site was mapped 

(see materials and methods), within algK between the codons encoding amino 

acids 237 and 238 (Fig. 2). 

A signal peptide with the consensus pattern for cleavage and lipldation 

associated with llpoproteins processed by leader peptidase 11 (14) between 

aminoacids 17 and 18 amino acids is present in A. vinelandii AlgK (Fig. 2). 

3. 3. Evaluation of' the polarity of' the algK::TnS insertion 

Polarity of the algK::TnS mutation on algJ, algG and algL was tested. Total 

RNA isolated from strains ATCC 9046 and LA21 , was hybridized with algJ 

and algG probes (Fig. 3 ). Transcription of both algJ and a/gG in strain LA21 

is abrogated. Polarity on algL was tested by determining alginate lyase 

activity, t:his was similar in both ATCC 9046 and LA21 (Table 2). These data 

indicate that algK algJ and algG are transcribed from a promoter different to 

that transcribing algL. 

3.4. algK is transcribed From the algB promoter 

We recently showed that algB and a/g44 can be transcribed from an algO 

independent promoter (12). RNA from JG8 (an ATCC 9046 derivative carrying 

a polar a/gB:krn mutation) did not hybridize with an algK probe (Fig. 3), 

indicating that algK is transcribed from the algB promoter. Taken together 

these data indicate that a/gK forms part of the pa/gB-44-K-J-G operon. This 
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organization implies · that synthesis of the proteins involved In 

polymerizatlon and alginate export is coordinately controlled. 

3.5. EH.et of an algK::n-Km non-Pol•r mutation on •lgin•t• production. 

Due to polarity of a/gK mutants the essentiality of AlgK for alginate 

production was not demonstrated in P. aeruginos• ( 1 ). The non-mucold 

phenotype of LA21 strain could be due to the polar effect of the •lgK::TnS 

mutation. We constructed an algK non-palar mutation. lt has been previously 

shown that in A vinelandii, the insertion of the n cassette into modE with 

same orientation as the direction of transcription, produces non-polar 

mutations which allow transcriptlon of downstream genes in the same 

operon (13). We constructed, as described in methods strain JG21, an ATCC 

9046 derivative carrying the n-Km cassette withln algK in a non-polar 

orientation. We show here that transcription of algJ is not affected in straln 

JG21 (Fig. 3). This result together with the fact that JG21 showed a non

mucoid phenotype (Table 2) indicated that •lgK Is essential for alginate 

production. 

3.6. Algin•te production by algK mut•nts 

Compared with non-mucoid strain JGS, an a/gB mutant in which alginate 

production is completely abrogated, some alginate can be detected in liquld 

cultures of strains LA21 and JG21 (Table 2). These phenotypes are in 

agreement wlth the proposed roles for AlgK in alginate translocation, and 

Alg8 in alginate synthesis ( 1 2). 

3. 7. Resistance to deslccation and u/trastructure analysis of cysts 

A. vinelandii cysts are coated by two layers, of which alginate is a 

component. We determined whether the alginate produced by LA21 was 

sufficlent for encystment. Strains ATCC 9046 and LA21 were induced to 
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encyst as described in methods. 109' of the ATCC 9046 cyst• were viable 

after desiccatlon, whereas less than one In 1 O· & colonles of LA21 were 

recovered, indlcating • fallure of straln LA21 to encyst. Electron 

mlcroscopic examlnation of the cyst structures formed by strains LAZ 1 and 

ATCC 9046 (Flg. 4) shows that, in straln ATCC 9046, the small rounded celle 

are coated by the exine and the intlne layers. No coat was observed in straln 

LA21 • Thus alginate produced by strain LA21 is not sufficient for encystment 

and further confirm that alglnate Is • major component of the cyst coat. 
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TABLE 1 • Streins and plesmids used in this worlc. 

Strain 

A. vinel•ndll 

ATCC 9046 

LA21 

JG21 

JGB 

E. coli 

517.1 

DHSa 
Plasmids 

pSUP5011 

pRK2013 

pMSD675 

pAH3.6 

pJG21 

pAHC 

pAHD 

pBR60 

pSMJ 

pHP4Sn-Km 

Relevant cheracteristlcs 

Highly mucoid. 

•lgK;:TnS deriVlltive of ATCC 9046. 

•lgK:km derivetive of ATCC 9046 

•lgB:km deriVlltive of ATCC 9046 

recA, tr• genes of plasmid RP4 

integreted into the chromosome. 

pBR325 TnS mob. 

Col E 1-tra (RK2)-Kmr 

Cosmid clone with the A. vinel•ndii 

alginate biosynthetic gene cluster 

pBluescript 11 KS with the 3.6 kb 

Source °' reference 

Collection 

This work 

This work 

(12) 

(22) 

GIBCO BRL 

(22) 

(5) 

(2) 

(13) 

EcoRI fragment including alg44 and •lgK 

pAH3.6 derivative carrying en •lgK:km This work 

pBluescr-ipt 11 KS with the 0.49 kb 

EcoRI -Pstt fragment •lgJ probe 

pBluescript 11 KS with the 0.2 kb 

Ps tt fragment algK probe 

plasmld with 1 .8 kb contining 11/gG 

pBR329 with the a/gK::TnS mutetion 

11 

This work 

This work 

S. Valla 

This work 

(4) 



T•ble 2. Algin9te production .nd mucoidy 

Str•in Mucoidy Genotype Algin•te Algln•te 

(mg/mg of protein)• ly•seb 

ATCC 9046 ++ •lgK+ 2.6 11.3,:tO.S 

LA21 algK::TnS 0.0053 8.0,:t0.6 

LA21/pMSD675 ++ /•lgK+ 2.8 N.Dc 

.JG21 •lgK::O-Ktn 0.0036 N.D. 

.JG8 •lgB::O-Ktn <0.001 N.D • 

• All values are the me•n of three determin•tions with a standard de\liation 

below 1096. 

bAlginate lyase acti\lity w•s determined as pre\liouslY described (9), •nd is 

expressed as the mean di•meter of alginate hydrofysis-hafo after 48 h of 

growth. 

e Not determined 
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Legends to figures. 

Figure l. (A), Physical map of the •111 region from straln LA21. And, (B) the 

pl•smlds used for the Slot blot •nalysis. •nd mut•genesis. R•trictlon slt

E,Ecolil; P,Psd; X, Xhd; B, Sgll. 

Figure 2. Nucleotide sequence of the A. vln•landli algK and •l11J genes and 

deduced amino acid sequence of its gene products. The ollgonucleotides used 

as primers for the ldentification of the Tn 5 insertion site •re underllned. 

The exact site of the TnS insertion Is shown with an arrow. Shine-Dalgarno 

sequences are shown. Signal peptide is boxed. The nucleotlde sequence 

reported here has been deposited in the EMBL database under accession 

number X98863 (updated). 

Figure 3. Slot blot analysis of algJ •lgG and •lt1K mRNAs of different A. 

vinelandii strains. 1 O f.&9 of total RNA were loaded into each slot. The algJ, 

algG and algK probes were isol•ted from plnmicls shown in Fig. 1 • 

Figure 4. Electron micrographs of encystment in: a), ATCC 9046 and b), LA21. 

(EX) exine, (IN) intine, (CB) central body, (PHB) poly-,s-hydroxybutyrate 

granules. Scale bar. 0.4mm. 

13 



1 kb 
p 
1 

Tn5 
A.wll......,,, 

p .. -!F r r p p P")f P E 'rrr p r E 
1 1 1 1 1 1 1 

•"18 •IQ44 •"1K alQJ ·- pAHa.• - pAHC - pAHD 

O::Km pllMO 

v p.1021 



. . . . . 
TCGol.CA&GGCCGTGol.CCGCCGGACTCTGol.GAGGACACCTCA(§)GAACCTGACCAAGCCCCTGCTGCTCTCGGCG 

D IC A V T A G l. • O/gK--. V • L T K P L L L S A 

. . . . . . . 
Gol.CACCCAGACCGCCGAGCGGCATTTCCGTCA&CTCGCCGACATGGGCTTCACCGl>GGCCCAGCTCGGCCTGGCC 
D T Q T A E R M F A Q L A D M G F T E A Q L G L A . . . . . . . 

Gol.CATGCAGTTGGCCAGCGGT .... TCCCGol.GCAGCTGCGCAAGGCGC:AACAGACCTACCGCATIOGCGCTGGl>CGCC 
D-M Q L A S G D P E Q L R K A E Q T Y R M A L D A . . . . . . . . 

TCGCCGCGGGCCAAIOGCCCGCCTGGGCAAGCTGCTGGCCTACAAGCCGl>CCAGCAGCGl>IOGCGc;.u.u.GCGCGol.G 
s p R A e A R L G e L L • y e p T s s E A E e • E . . 

GCCGCCCAGTTGCTCAGCGATGCCTTCGCCGCCGGCGAGGATGGCGTGCTGCTGCCCCTGGCGATGCTTTACTTG 
A A Q L L S D A F A A G E D G V L L P L A M L Y L 

AAGol.ACCCGCAGol.CGTTCCCCGACGTCAGCCTGCAGCAACGCATCGATCAGTGGCGCGCCGCCGGl>CATCCCCAG 
C N P Q T F P D V S L Q Q R I D Q W R A A G M P Q . . 

GCGGACATCGCACACO:.TCGTGGTCTACCGCACCCAGGGCACCTACGolCCAGCACCTGGACGACATCGAGCGGA>TC 
A D l A Q I V V Y A T Q G T Y D Q M L D D I E R I . . 

TGCCAGCAGCGCCTCGCCGA.Gc.a.C&GCc;&CTGCT&CCfCGAGCTAGCGACCCTCTATCTTCAAGCGCGACCAGAA 
e Q Q R L A E H 5 D e y V e L A T V y L Q A R p E . . 

TGC9ACC&GAACGAC CGCCT Gc..&.GG:'.;CCTGGTGC.C..ACAGCTC.:. 'i'CiGCCGCTCATGCiCCGCi'CATCGC GCGGGCGGA 
• T A T T A e R A • e N s 5 • p L M • A H R • G G . . . . . . 
GTGTCAGCGCAACTGGTG.LCGt¡,l,,&~CGCCGGCGTGCTCTCCAACCCGCTGCTCGCiCCACiTCGAACCA.U.Ar.ACC 

V S A Q L V T E V A G V L 5 M P L L G Q S M E C T . . . . 
GCCCAGACCATGCTCG/.GG~TCGCCCCGCCCiCCTGGCTC.C.CTCTGGCGCG'TTCTGA.TCTACGACTTTCCCGGC 

A Q T M L E E l A P P P G S Y W R V L I Y D F P G . . . . . 
ACCGGCC&CACCG:..CCACiATt;CTCCiAC'i"ACCTCGCG'!'GGCCGTGCc;c:CGCCCAGCCGGc.t.GCCGATCTGTTGCTC 
T G D T D Q M L D Y L A W P C A A Q P A A D L L L . .. . . . . . 

GGTCGGCfCTACTACGA&GGCU.GCTGCTTCCACAGGA.CCCCTTCl.AGGCCGlo.GGA.AT.&..Ti'TCATC.U.GGCCCGC 
G R L Y Y E G K L L P Q D P F K A E E Y F % K A R 

GCC.:.CGGl.AAACl..GCGCCCJ.CTACT'ACCTGGCTCAGATCTATCGCCGCG<IT'M'CCTCGGCGAGGTCTACCCGC.C.G 
A T E H S A H Y Y L G Q I Y R R G F L G E V Y P Q 

AA.GGCCGTCC.:.CJ.GCCTGCTCl.CC:iCCGCCCGCGGCGGCCAGGC:;.ei.GCGCCG.c.CTACGCCCTCGCGCAGCTGT•C 
K A V O S L L T A A R G G Q A S A O Y A L A Q L Y 

TCCCAGGCTCGCGGCATCCGCATCGACCTGGCCl.ACCiCCTl.CGTCTTCGCACGTCTCGCCGTTTTGC.U.GGCCGC 
S Q G R G I R % D L A N A Y V F A R L A V L Q G R . . . . . . . 

CCCGA'n'CCGAGCCCCTGCiic.AGC".&AATAU.GGCTU..TCOCGCTCCTGC.t.GAACGTJ..CCCGGGGTGLl.CAGATG 
p o s e p L ~ Q e ¡ K A N L A p .. E R T R G E Q M 

.. . . . . 
CTGCACGCGl:iAACAGCAGGCfCc;TT'-CGGCGTGTGGCACi.6CCT'Cc-.&CGC:AGCTGCA.C.GCCATCiCAA.1.A.TCAAT#aG 
L H A E Q Q A R Y G V W Q T 5 T Q L Q A M Q N Q 0 

. . . 
Gl.AGCATTA_CiAGTACGAAGCAACGCATAAGCGCGGGACTGGGCCTGGGl.GCCA.GTCTGCTCTGCTGCAATCCGC 

D/gJ--(.!9 S R 

75 

150 
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