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Introduccion. Los polihidroxialcanoatos (PHAS) son
poliésteres naturales producidos por bacterias como material
de reserva. Estos polimeros tienen aplicacion industrial en la
produccion de plasticos biodegradables. Recientemente, en
nuestro laboratorio se encontr6 que en Azotobacter
vinelandii, una bacteria productora de PHAs, el Sistema de
Fosfotransferasa de nitrégeno (PTS") controla la biosintesis
de PHAs. Una mutacion en el gen ptsP (que codifica para la
proteina EI", primer componente del sistema) abate la
produccion de PHAs. De manera similar, una mutacion en el
gen ptsO (Npr, segunda proteina del sistema) también
disminuye la sintesis de PHAs. Sin embargo, la inactivacién
del gen ptsN (I1AN", Gltima proteina del sistema) aumenta
considerablemente la produccion de estos polimeros. En A.
vinelandii los genes que participan en la biosintesis de PHB
se encuentran organizados en el operon phbBAC, el cual es
activado transcripcionalmente por la proteina PhbR (1).
Resultados de experimentos de proteccion a nucleasas S-1 en
las cepas mutantes del sistema PTS™ sugerian que la
proteina IIAM en su forma no fosforilada controla la
produccion de PHAs regulando la transcripcion de los genes
phbBAC (2). Cabe sefialar, que la proteina 1A no presenta
sitios de unién a ADN, por lo que su efecto podria darse a
través de intermediarios.

Dado lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron:
Determinar a qué nivel se da el control de la produccién de
PHAs por el sistema PTS™ e identificar posibles
intermediarios adicionales en esta regulacion.

Metodologia. Se llevaron a cabo expeimentos de RT-PCR
tiempo real para cuantificar el efecto de las mutaciones de
los genes del sistema PTSN" (ptsP, ptsO y ptsN) sobre la
transcripcion del gen phbR y del oper6on phbBAC.
Adicionalmente, se clonaron los genes ptsN y ptsN H/A
(conteniendo una mutacién puntual que cambia el codon que
codifica para el aminodcido histidina propuesto de
fosforilacion, por el aminoacido alanina que no se fosforila)
en el vector de expresion pET24a. Los plasmidos resultantes
se usaron para complementar una mutante ptsN de A.
vinelandii y evaluar el efecto del estado de fosforilacion de
la proteina IIAM" sobre la biosintesis de PHAs. También se
usaron para realizar experimentos de interaccion in-vitro de
proteinas con el sistema Pull-Down (Pierce).

Resultados y discusion. Los experimentos de RT-PCR
tiempo real mostraron que el sistema PTS™ controla la
transcripcion de los genes phbBAC. Al menos parte de esta
regulacion se da a través del control de la expresén de PhbR,
ya que la transcripcion de phbR también se vié afectada
(fig.1). También sugieren que la proteina IIAM" en su estado

no fosforilado ejerce un efecto negativo sobre la biosintesis

de PHB.
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Fig. 1 Expresidn de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes
del sistema PTS™,

Al expresar la proteina IIAN" no fosfolilable en A. vinelandii
(UW74) y cuantificar la acumulacion de PHB se comproho
que la proteina I1AN" en su estado no fosforilado ejerce un
efecto negativo sobre la biosintesis de PHB (fig. 2).
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Por altimo, los resultados de los experimentos de interaccion
in-vitro de proteinas revelaron a las proteinas enoil-CoA
hidratasa/isomerasa y 4-aminobutirato aminotransferasa
como posibles blancos de interaccién con la proteina 1AM
no fosforilada.
Conclusiones. 1.-En A. vinelandii el sistema PTS" controla
a nivel transcripcional la expresion de los genes phbR y
phbB. 2.-La proteina IIAN" no fosforilada ejerce un efecto
negativo sobre la biosintesis de PHB. 3.-Las proteinas enoil-
CoA hidratasa/isomerasa y 4-aminobutirato aminotransferasa
son posibles blancos de interaccién con la proteina 1A no
fosforilada.
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