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Introduccion. Azotobacter vinelandii es una bacteria de
suelo, fijadora de nitrogeno que posee un metabolismo
secundario bastante versatil, entre otros metabolitos
produce una familia de exopolisacaridos de interés
biotecnolédgico e industrial conocidos genéricamente como
alginatos.

GacS/A es un sistema de transduccién de sefiales de dos
componentes comin en eubacterias y, es considerado
como un regulador global de metabolismo secundario. En
A. vinelandii GacS/A regula la sintesis de alginatos
controlando la trancripcion del gen algD (1). Este gen
codifica para la GDP-Manosa deshidrogenasa, una enzima
clave en la sintesis del polimero. El gen algD genes posee
una region reguladora compleja con tres promotores
distintos, siendo uno de ellos ¢° dependiente. En fase
estacionaria GacA es esencial para transcribir al gen algD
a partir de sus tres promotores, el hecho anterior solo
puede explicarse  parcialmente por el control
transcripcional que GacS/A ejerce sobre rpoS (c°). En
algunas bacterias el sistema GacS/A controla a su vez a un
sistema de control post-transcripcional conocido como
Rsm o Csr (2). Estos sistemas estan constituidos por un
elemento proteico y uno o mas RNA’'s reguladores. La
proteina reguladora estd codificada por el gen rsmA
(csrA), los RNA'’s reguladores estan codificados a su vez
por los genes rsmB. RsmA se une a sus RNAs blancos de
regulacion bloqueando su traduccion, en tanto RsmB es un
RNA regulador que contrarresta la actividad de RsmA. En
estudios previos encontramos e iniciamos la
caracterizacion del sistema Rsm en A. vinelandii. En este
trabajo presentamos resultados que hacen evidente la
importancia del sistema Rsm en la sintesis de los alginatos
en A. vinelandii.

Metodologia. Las técnicas de manipulacién de acidos
nucleicos, PCR, construccion de mutantes por genética
reversa se llevaron a cabo por métodos convencionales
descritas en la referencia (1).

Resultados y discusion. Los genes rsmA y rsmB se
clonaron en un vector de amplio rango de hospedero. La
sobre-expresion del gen rsmA disminuy6 drasticamente la

produccion de alginato en la cepa silvestre, en tanto el
plasmido que porta al gen rsmB fue capaz de restaurar la
sintesis de alginatos en una mutante AE IVgacA. El hecho
anterior sugeria que RsmB se encontraba rio abajo de
GacA en la cascada de sefalizacion, lo cual quedod
demostrado mediante el uso de una fusion transcripcional
rsmB-gusA. Para establecer si esta regulacion se da de
manera directa se realizaron ensayos de pegado entre
GacA con la region reguladora del gen rsmB. Por otra
parte, se establecio la cinética transcripcional del gen
rsmB, observando su expresion maxima en la fase
estacionaria de la curva de crecimiento. En estudios
similares encontramos que la expresion del gen también
se ve influenciada por la fuente de carbono y por la
diazotrofia. Se generaron mutantes rsmB en las que
presentaron alteraciones en la sintesis del polimero, asi
como en su capacidad de para crecer en diferentes fuentes
de carbono. El sistema GacS/A controla la sintesis de los
alginatos regulando la expresion del gen algD, por lo que
medimos la expresion de este gen en la mutante rsmB. El
sistema Csr en Escherichia coli controla el metabolismo de
carbono, por lo que en A. vinelandii cabe la posibilidad de
que la regulacion que Rsm ejerce sobre la produccion de
alginatos también se establezca controlando los flujos de
carbono, ante esto, medimos la actividad de algunas
enzimas importantes en la canalizacion de la fuente de
carbono hacia la sintesis de los alginatos.

Conclusiones. El sistema Rsm actiia como intermediario en
la regulacion que GacS/A ejerce en la produccion de
alginatos en A. vinelandii.
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