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EL PAPEL DE PhaP1 EN LA SINTESIS DE BIOPLASTICO POR Azospirillum brasilense Sp7
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Introduccion. El Polihidroxibutiro (PHB) es uno de los
bioplasticos con mayor potencial para reemplazar el uso
de los plasticos petroquimicos. Azospirillum brasilense
Sp7 produce PHB en un 80 % respecto a su peso seco.
La sintesis de PHB por A. brasilense requiere de un
exceso de fuente de carbono y limitada fuente de
nitrogeno (1) con tres reacciones enzimaticas
secuenciales, condensacion de acetil-coA, reduccion de
acetoacetil-CoA y polimerizacion de 3-hidroxibutrato (2).
Una vez sintetizado el polimero es almacenado en forma
de granulos citoplasméticos recubiertos por proteinas
GAP. Entre estas destacan, las enzimas PHB
polimerasas (PhbC) y PHB depolimerasas (PhbZ)
(implicadas en su sintesis y  degradacion,
respectivamente), ademas de proteinas fasinas (PhaP) y
reguladores (PhaR). Las fasinas regulan el nimero y
tamafio de los granulos de PHB mientras que los
reguladores controlan la expresién de las fasinas.

A la fecha no hay reporte alguno sobre la dinamica de las
fasinas en A. brasilense Sp7, por lo que, el objetivo del
presente fue analizar la funcién de la fasina PhaP1 en la
estructura del granulo de PHB y en la acumulacién del
polimero.

Metodologia. Las proteinas conteniendo el dominio
Phasin_2 (PF09362) fueron analizadas utilizando las
bases de datos PFAM, NCBI y SMART. La delecién del
gen phaPl (AMK59 RS17065) se realiz6 segin lo
reportado (3). La mutante se denomind A. brasilense 57 y
la mutante con funcion restaurada A. brasilense 5712
(complementada). La cuantificacion del polimero se
realiz6 como en estudios previos (4 y 5) utilizando
relaciones C/N de 30, 60 y 90 en dos condiciones, una de
recambio y otra de limitacion de O,. La morfologia de los
granulos de PHB se analiz6 mediante TEM.

Resultados. Los analisis bioinformaticos permitieron
encontrar 6 proteinas que contienen un dominio
Phasin_2. Los genes que codifican a PhaP1 y PhaP6 se
ubican en el plasmido 1y el resto (PhaP2 — PhaP5) en el
cromosoma de A. brasilense Sp7. Las caracteristicas de
las proteinas se enlistan en la Tabla 1. El gen de la
proteina PhaP1 fue deletado y se analiz6 la morfologia
del granulo de PHB (Fig. 1), asi como su posible funcién
en la acumulacién del polimero (Fig. 2).

Tabla 1. Caracteristicas generales de las fasinas de A. brasilense Sp7.

Peso molecular*

Fasina e-value

PhaP1 (AMK58_RS17065) | 4.56e-15 15.23
PhaP2 (AMK58_RS04265) | 3.59e-14 16.98
PhaP3 (AMK58_RS04270) | 3.89e-12 18.57
PhaP4 (AMK58_RS07520) | 4.61e-10 20.37
PhaP5 (AMK58_RS13850) | 6.20e-03 18.34
PhaP6 (AMK58_RS20955) | 3.42e-03 28.84

' KDa

Fig. 1. Micrografias TEMde los granulos de PHB. De izquierda a
derecha: A. brasilense Sp7 (WT), mutante (A. brasilense 57) y
complementada (A. brasilense 5712).
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Fig. 2. Acumulacién de PHB por A. brasilense WT (7), mutante (57) y
mutante complementada (5712).

Conclusiones. PhaPl en A. brasilense controla en
namero y tamafio de los granulos de PHB, ademés de
incrementar la sintesis de polimero a tiempos cortos.
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