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Introduccion. En  Azotobacter  vinelandii, existen
importantes avances en el estudio de la genética molecular
de la biosintesis de alginato. Estos estudios han sido
motivados por €l papel que éste polisacarido juega en €l

proceso de diferenciacion y por el potencial que posee A.
vinelandii de ser usada en la produccion de alginato para
fines industriales. En A. vinelandii se han descrito 12 genes
estructurales que participan en laviade sintesisde alginato y
estan organizados en 3 operones, uno de los cual es transcribe
algD. Todos los genes estructurales, excepto algC, se
encuentran agrupados una misma region del cromosoma. En
A. vinelandii, algC es el Unico gen estructural que no habia
sido caracterizado y constituye el objetivo del presente
trabajo. La caracterizacion del gen algC y el estudio de su
regulacion transcripcional nos permitira proponer un modelo
mas completo de regulacion de la produccion de alginato en
A. vinelandii.

Metodologia. Las técnicas de purificacion, clonacion,
secuenciacién e hibridacién de &cidos nucleicos asi como las
de transformacién, complementacién y cuantificacion de
alginato y ramnolipidos se llevaron a cabo por métodos
convencionales que se describen en lasreferencias 1 — 3.

Resultados y discusiéon. E gen algC de A. vinelandii se
aisl6 rastreando un banco genémico de esta cepa usando
como sonda un fragmento de 600 pb del gen algC de
Pseudomonas aeruginosa. Se identificd el cosmido que
contiene el gen algC y se subclond un fragmento EcoRV de
1.2 kb que fue secuenciado. La secuencia nucleotidica
obtenida muestra un 80% de identidad con su homdlogo de
P. aeruginosa que codifica para una proteina con actividad
fosfomanomutasa. Se construyé una mutante algC::gusA
usando el minitransposén Tn5SSGusA que contiene el gen
reportero [Fglucuronidasa. La mutacién algC::gusA abate la
produccion de alginato en A. vinelandii, lo cual demuestra
gue el gen algC codifica para una enzima que participa
directamente en la biosintesis de alginato expresando
actividad fosfomanomutasa. Para confirmar lo anterior, se
transfirio el cosmido pSMC67 que contiene el gen algC
aislado de A. vinelandii a la mutante algC::gusA y como
resultado se restauré la produccion de alginato. La mutante
algC::gusA es no mucoide, no movil, carece de flagelos y en

cultivos liquidos se observa aglutinacién 1o que nos sugiere
que esta cepa carece de lipopolisacarido (LPS) o que la
estructura de éste es defectuosa. Lo anterior fue confirmado
por estudios del LPS mediante PAGE que muestran que esta
cepa mutante no produce LPS a igual que la mutante algC
de P. aeruginosa. Se ha reportado que en P. aeruginosa €
gen algC codifica para una enzima con actividad
fosfomanomutasa que ademéds expresa actividad
fosfoglucomutasa necesaria para la biosintesis de glucosay
ramnosa empleadas en la formacion del lipopolisacérido y
ramnolipidos. Para determinar si AlgC de A. vinelandii
expresa también actividad fosfoglucomutasa se trasfirio el
coésmido pSMC67 a la mutante algC AK1012 de P.
aeruginosa PAOL. Se encontr6 que la cepa AK1012
complementada produjo niveles de ramolipidos similares ala
de la cepa silvestre PAO1, demostrando asi que AlgC de A.
vinelandii es capaz de generar los precursores necesarios
para la biosintesis de ramolipidos. El andlisis de la region
promotora y del inicio de transcripcion del gen algC reveld
la presencia de dos inicios, uno de los cuales muestra
secuencias consenso correspondientes al factor sigma E
(AlgU) codificado por el gen regulador algU. La fusién
transcripcional algC::gusA se transfirid a diferentes cepas
mutantes de A. vinelandii. La expresion de algC::gusA enla
mutante algu es muy baja mostrando con ello que el
promotor dependiente de AlgU contribuye mayormente a la
induccion delaexpresion de algC.

Conclusiones. Demostramos que el gen algC de Azotobacter
vinelandii codifica una enzima bifuncional que mrticipa
tanto en la produccion de alginato como en la sintesis de
lipopolisacérido, expresando actividades fosfomanomutasa y
fosfoglucomutasa.
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