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Introduccion: Azotobacter vinelandii es una bacteria que
produce dos polimeros de importancia industria: el
polisacéarido extracelular alginato; € cua se utiliza
principalmente como agente espesante y gelificante en

diversas industrias como la farmacéutica y la alimentaria;

y €l poliéster intracelular polihidroxibutirato (PHB), que se
puede utilizar en la fabricacion de plasticos
biodegradables. El uso de A. vinelandii como fuente de
obtencion de alginato o PHB se ha considerado posible (1).
Sin embargo, dado que esta bacteria puede convertir la
fuente de carbono en PHB o en alginato, cuando se busca
optimizar la produccion de PHB, la sintesis del
exopolisacarido constituye un desperdicio de la fuente de
carbono, y viceversa, cuando se busca producir alginato la
sintesis del poliéster puede resultar inconveniente. Dado
que los dos polimeros estan involucrados en el proceso de
formacion de quistes en esta bacteria, resulta dificil
canalizar la fuente de carbono hacia uno de los dos
polimeros en la cepa silvestre mediante el manejo de las
condiciones de cultivo. Sin embargo, es posible bloquear

una u otra via mediante mutacién. Los genes que codifican
para las enzimas que intervienen en la sintesis de PHB y
alginato se han caracterizado en nuestro grupo (2-5). En
este trabajo se evalud el efecto de la inactivacion del gen
algA, que codifica para la enzima responsable del primer
paso en la ruta biosintética de alginato, sobre la produccién
de PHB, y de la inactivacién de los genes phbBy phbC,
gue codifican para el segundo y tercer paso de la sintesis
de PHB, sobrelaproduccién de alginato.

Metodologia. Las inactivacion de los genes algA, y phbC
se realizd6 mediante la insercion in vitro de cassettes de
resistencia a los antibidticos gentamicina y
espectinomicina y el posterior remplazo génico por doble
recombinacién en la cepa A. vinelandii ATCC 9046. La
inactivacion de phbB se realiz6 mediante mutagénesis con
el transposén mini-Tn5-lacZ.

Resultados y Discusion: La inactivacion del gen algA
bloqued completamente la producciéon de alginato. Esta
mutacion ocasion6, como se esperaba, un notable
incremento en la acumulacion del poliéster PHB. La
mayor produccion de PHB observada en esta cepa (AT41)

es debida posiblemente a una mayor disponibilidad de
fuente de carbono para la produccion de este poliéster y a

la mayor cantidad de biomasa alcanzada en los cultivos de
lacepaAT41.

Con respecto alainactivacion de los genes phbBy phbC,
estas mutaciones consiguieron bloquear completamente la
sintesis de PHB. De manera similar al resultado descrito
anteriormente, este blogueo ocasiond una mayor
produccion de alginato, aunque Unicamente para la
insercion en phbB, la cual se demostré que es polar sobre
el gen phbA, involucrado en el primer paso de esta ruta
biosintética y que se encuentra hacia la parte 3'de phbB.
Lainsercion en phbC, apesar delograr bloquear lasintesis
de PHB no tuvo efecto sobre la produccion de alginato. La
diferencia de produccién de alginato con dos bloqueos en
puntos diferentes de la ruta de sintesis de PHB podria
explicarse  considerando que ocasionan  efectos
metabdlicos diferentes. Al bloguear €l primer paso de la
ruta se consigue una mas eficiente canalizacion del
carbono haciala produccién de alginato que bloqueando el
ultimo paso.

Conclusiones. Es posible incrementar la produccion de
PHB blogueando la sintesis de alginato mediante la
inactivacion del primer paso de esta ruta. De igual forma
se puede incrementar la produccién de alginato si se
impide la produccion de PHB desde e primer paso
enzimatico de estavia.
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