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Introduccién: El polihidroxibutirato (PHB) es un poliester
naturd producido por Azotobacter vindandii, € cud es
utilizado por la cdula como materia de reserva y energia
Este polimeo es sdntetizado a partir de operén
biosintetico phbBAC, rio ariba s encuentra & gen
divegente phbR que codifica paa un  activador
transcripcional (PhbR) de la familia AraC/XylS (1). En
nuestro laboratorio se ha logrado demostrar la relaciéon ded
regulador de respuesta GacA en la biosintess de PHB y
de dgnao en A Vindandii. (2). Por esta razon es
importante estudiar € efecto del regulador de respuesta
GacA y dd activador transcripciond  PhbR  sobre  la
transcripcion de phbR y dd  operon phbBAC en A
vindandii.

Metodologia. Se construy6 la cepa UWG en A vindandii
(gcA-) para cuantificar € efecto de esta mutacion en la
produccion de polihidroxibutirato, en comparacion con la
cepa slvestre (UW136) y las mutantes DS268 (phbR-) y
AJ2 (phbB). También se deermind @ €fecto de la
mutacion gacA- sobre la transcripcion del gene phbB, a
través de ensayos de b-gdactosdasa utilizando una cepa
con la fusdn transcripciona phbB:lacz (AJR2). Paa
confirmar  los  edudios  anteriores, s redizaron
experimentos de extersidon dd iniciador y de mapeo con
nucdeesa S1 con la findided de identificar los dtios de
inicio de la transcripcién en la region regulatoria ded
operon  phbBAC y phbR, asi como € efecto de las
mutantes  UWG(gacA-), DS268 (phbR-) sobre los inicios
de transcripcién conservados.

Resultados y Discusion: Los resultados muestran que €
operon phbBAC se transcribe a partir de dos promotores
Pei Y Pg , reconocidos por los factores s° y s”
respectivamente.  También  logramos comprobar que €
regulador de regpuesta GacA controla podtivamente a
nivel transcripciona la sintesis de Pg; teniendo  como
intermediario ad factor s°  Se determind que la proteina
PhbR sobrelgpa es cgpaz de activar la transcripcion del
promotor Ps; debido a que sobregpa su cga -35. Al igud
que la familia de activadores transcripcionades AraCiXylS,
PhbR parece reconocer cinco posibles motivos repetidos
directos de 18 pb (SIGTGTCACCANNNNCANTA3¢ en la
region reguladora de opedn  phbBAC, dos de edas
secuencias se encuentran sobrelapadas con € promotor R
(Fgl. En cuanto a la transcripcion de phbR se ha
identificado la exitencia de dos dtios de inicio de

transcripcion (Pry Y Pgry), desgpareciendo Pz, en una
mutante GacA-. Un dato interesante es la presencia de un
sitio de union a MbR sobre la region promotora —10 de
Pr, con esta informacion y con la complementacion de
otros datos obtenidos podriamos pensr que la
transcripcion  del operdn  puede seguir un moddo de
activacion-represon similar d que se presenta en AraC y
MeR.
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Figura 1. Region regulatoria del operon  phbBAC. Las flechas
indican los sitios de inicio de transcripcion con sus promotores
correspondientes y los  Gvalos representan los mondmeros de
PhbR que se unen a los posibles sitios de union del activador
transcripcional.

Conclusiones. El oper6n biodntetico phbBAC s
transcribe a partir de dos promotores (Pg; Yy Psp) v €S
regulado pogdtivamente a nivd transcripciond  por €
regulador de respuesta GacA, teniendo como posble
intermediario e factor s> PhbR reconoce posibles
motivos repetidos  directos en la region regulatoria  del
opa6n  de 18 pb (56GTGTCACCANNNNCANTA39 vy
aumenta la transcripcion de Pg;, reprimiendo en una forma
parcial a segundo promotor R, . Los niveles de expresion
de los transcritos Pg;  y Pg, en una mutante PhbR-
concuerdan con la reduccion de PHB en un 50%. En una
mutante GacA- la disminucién de los transcritos B, y Ry
coroboran la  expreson nula de la aividad b-
gdactosdasa  obtenidos en una fusén  transcripciond
phbB::lacZ.
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