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Identification of Azotobacter vinelandii genes involved in the synthesis of
polyhydroxybutyrate or in it’s regulation: Analysis of a mutant in the ptsP gene.

Polyhydroxybutyrate (PHB) and other polyhydroxyalkanoates are microbial energy and
carbon reserve materials that have attracted attention because these polymers have
thermoplastic properties with the advantage of being biodegradable. Azotobacter vinelandii
" is a good candidate for the production of PHB. In order to identify 4. vinelandii genes
involved in the production of this polyester, we have isolated mutants with defects in PHB
synthesis. Strain DS988, an 4. vinelandii mutant with a reduced capacity to accumulate
PHB, was isolated after mini-Tn5 mutagenesis of the UWI136 strain. Cloning and
nucleotide sequencing of the affected locus revealed a gene homologous to Escherichia coli
ptsP which encodes Enzyme I, a homologue of Enzyme I of the phosphoenol-
pyruvate:sugar phosphotransferase system with an amino-terminal domain similar to the
amino-terminal domain of some NifA proteins. Strain DS988 was unable to grow
diazotrophically with 10 mM glucose as a carbon source. Diazotrophic growth on
alternative carbon sources like gluconate was only slightly affected. Glucose uptake, as
well as the first metabolic steps that lead to the synthesis of gluconate-6-P, were not
affected by the ptsP mutation.
The inability of DS988 to grow diazotrophically on 10 mM glucose was overcome by
supplying ammonium or other sources of fixed nitrogen. Nitrogenase activity but not
transcription of the nitrogenase structural gene nifl{ was shown to be impaired in strain
DS988, when incubated in glucose. The diazotrophic growth defect of DS988 was restored
either by increasing the glucose concentration or by lowering the oxygen concentration.
These data suggest that the PTS system controls the PHB metabolism and the respiratory
protection of nitrogenase, under carbon limiting conditions. We have also found that the
ptsP mutation causes a defect in the A. vinelandii capacity to form dessication resistant
cysts. This phenotype is probably due to the lack of PHB in the cells of DS988 mutant.
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“Identificacién de genes de Azotobacter vinelandii involucrados en la sintesis de
polihidroxibutirato o en su regulacién: Andlisis de una mutante en el gen pis?”.

El polihidroxibutirato (PHB) y otros polihidroxialcanoatos son compuestos
microbianos utilizados como material de reserva de carbono y energia. Estos polimeros han
atraido la atencién por poseer propiedades termoplasticas, con la ventaja de ser
biodegradables. Azotobacter vinelandii es un buen candidato para la produccién de PHB.
Para identificar genes de A. vinelandii involucrados en la produccion de este poliéster, se
aislaron mutantes con defectos en la sintesis de PHB. La cepa DS988, una mutante de 4.
vinelandii con una menor capacidad para acumular PHB, se aislé después de la
mutagénesis de la cepa UW136 con el transposén mini-TnJ . La clonacién y secuenciacion
del locus afectado, revelé un gen homoélogo al gen ptsP de Escherichia coli, el cual codifica
para la proteina Enzima I, homologa de la Enzima I del sistema fosfotransferasa de
aziicares dependiente de fosfoenolpiruvato, con un dominio amino-terminal similar al
amino-terminal de algunas proteinas NifA. La cepa DS988 fue incapaz de crecer
diazotréficamente con 10 mM de glucosa como fuente de carbono. El crecimiento
diazotrofico en otras fuentes de carbono, como gluconato, fue afectado s6lo ligeramente.
Tanto el transporte de glucosa, como los primeros pasos en €l metabolismo de glucosa que
llevan a la formacion de 6-fosfogluconato, no se vieron afectados por la mutacion ptsP. La
capacidad para crecer en glucosa fue restablecida al suministrar amonio u otras fuentes de
nitrégeno fijado. La actividad de 1a nitrogenasa, pero no la transcripcion del gen nifH, se
observo afectada en la cepa DS988 al crecer en glucosa. El defecto en el crecimiento
diazotréfico se elimind al incrementar la concentracion de glucosa o al disminuir la
concentracién de oxigeno. Estos datos sugieren que el sistema PTS controla el metabolismo
de PHB vy la proteccién respiratoria de la nitrogenasa, bajo condiciones de limitacién de
carbono. También se determiné que la mutacidon en el gen ptsP causa un defecto en la
capacidad de formacién de quistes resistentes a desecacion en 4. vinelandii. Este fenotipo
probablemente se debe a la falta de PHB en las células de la mutante.
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RESUMEN

El polihidroxibutirato (PHB) es un poliéster natural sintetizado por
numerosas especies de bacterias que lo acumulan en forma de granulos
intracelulares y lo utilizan como reserva de carbono y energia. Este
polimero y otros compuestos relacionados, son interesantes desde un punto
de vista biotecnoldgico pues, por sus propiedades fisicas semejantes a las del
polietileno y el polipropileno, representan una alternativa como materia
prima para la fabricacion de plasticos biodegradables.

Azotobacter vinelandii es una bacteria de suelo fijadora de nitrogeno,
capaz de llevar a cabo un proceso de diferenciacion que permite la
formacién de quistes. Este microorganismo produce una gran cantidad de
PHB vy se ha propuesto que, en esta bacteria, el polimero podria desempenar
funciones adicionales en procesos como el enquistamiento, la regulacion de la
concentracion de cofactores reducidos y el mantenimiento de condiciones
adecuadas para la fijacion de nitrogeno.

Con la finalidad de identificar genes involucrados en el metabolismo de
PHB, se llevo a cabo una mutagénesis con el transposén TnJ5. Mediante esta
estrategia, se aislo la mutante DS988, la cual presenta una disminucion en su
capacidad de acumular PHB. La clonacion y secuenciacion del locus afectado
por la insercidén permitié la identificacién del gen ptsP, el cual codifica para
un homologo de la enzima I (El) del sistema azucar-fosfotransferasa (PTS).
Ademas del fenotipo de menor acumulacion de PHB, la mutante DS988 fue
incapaz de crecer en glucosa bajo condiciones diazotréficas, aunque el
crecimiento en otras fuentes de carbono, como gluconato, se afecto
ligeramente. Ni el transporte de glucosa, ni las actividades glucosa-cinasa y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, que llevan a la formacién de gluconato-6-
fosfato, se afectaron por la mutacion en el gen ptsP. El restablecimiento del
crecimiento de la mutante, mediante la adicion en el medio de una fuente de
nitrogeno fijado, asi como la cuantificacion de la actividad de la nitrogenasa,
demostraron que la incapacidad de crecer en glucosa se debe a un efecto
negativo sobre la fijacion de nitrogeno. Mediante una fusion transcripcional
del gen nifH con el gen reportero lacZ, se demostrd que este efecto no es a
nivel transcripcional. E! crecimiento diazotréfico se restablecio al
incrementar la concentracion de glucosa o al disminuir la concentracion de
oxigeno en el medio, lo que sugiere que la mutacion en el gen prsP afecta la
sensibilidad de la nitrogenasa a la inactivacion por oxigeno, bajo condiciones
de himitacién de carbono.

El nivel de acumulacién de PHB alcanzado por la bactena depende,
tanto de la sintesis, como de la depolimertzacion del poliéster. Dado que la



mutante DS988 presentd una menor actividad de la B-cetotiolasa, enzima que
cataliza el primer paso en la ruta de biosintesis de este polimero, es posible
que el menor contenido de PHB de esta cepa se deba a una menor sintesis del
polimero. Este fenotipo se presenté en todas las fuentes de carbono probadas.

La mutacidn en el gen ptsP también afectd la capacidad de A. vinelandii
para formar quistes maduros. Las células obtenidas tras la induccion de este
proceso de diferenciacion, no presentaron capsula. Es posible que la falta de
PHB sea la causa de este fenotipo y que el polimero sea indispensable para
formacion de los quistes.
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INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son poliésteres constituidos por
unidades de 3-hidroxiicidos (Anderson y Dawes, 1990). Tienen la formula

general:
R 0

-[-0-cHcHy &) 5

Los PHAs son sintetizados por mas de 90 géneros de bacterias como
material de reserva de carbono y energia (Poirier et al., 1995) y, desde un
punto de vista biotecnoldgico, son interesantes pues constituyen un grupo
complejo de elastémeros y termopldsticos naturales, con propiedades
semejantes a las del polipropileno y el polietileno y con la ventaja de ser
biodegradables (Dawes, 1990).

Ante la problemdtica generada por el impacto de los desechos
plésticos en el medio ambiente, e impulsado por las legislaciones de algunos
paises que limitan el uso de plésticos no degradables en muchos productos,
se ha dado un interés creciente por el estudio de los PHAs, pues este grupo
de compuestos representa una de las alternativas mds viables para la
produccién de plasticos no contaminantes (Poirier et al., 1995). La
utilizacién de estos polimeros como materia prima para la fabricacién de
materiales 100 % biodegradables se ha estudiado y desarrollado desde hace
mas de 20 afios, y se ha demostrado que su degradacidn ocurre rapidamente
en diversos ambientes aerobios y anaerobios, donde estos materiales
podrian ser desechados (Page, 1995). Algunos productos como el Biopol™,
un copolimero de 3-hidroxibutirato y 3-hidroxivalerato P(3HB-co-3HV),
ya se venden comercialmente y aunque su utilizacién no se ha dado a gran
escala, principalmente por cuestiones de costos de produccién, es posible
que los PHAs lleguen a ser competitivos en cuanto a sus caracteristicas y
sus precios con los pldsticos derivados del petréleo (Hanggi, 1995).

El PHB, homopolimero de 3-hidroxibutirato, es el mis comin y el
mejor caracterizado de los PHAs. Sin embargo, se conocen mds de 91
PHAs diferentes con mondmeros de diversa longitud y con estructuras que
pueden contener enlaces insaturados u otros grupos funcionales



(Steinbuchel y Valentin, 1995). Como la composicién monomérica de estos
poliésteres determina las caracteristicas fisicas de los productos obtenidos,
la gran diversidad de PHAs existente permite obtener plasticos
biodegradables con caracteristicas fisicas que van desde materiales rigidos y
quebradizos, hasta productos semejantes al hule (Anderson y Dawes, 1990).
Esta composicion depende principalmente del tipo de metabolismo
intermediario que presente la especie bacteriana, de ]a fuente de carbono
suministrada en el cultivo, pues en conjunto determinan el tipo de
hidroxialcanoato presente para la polimerizacién, asi como de Ila
especificidad de las enzimas biosintéticas (Steinbiichel y Valentin, 1995,
Slater er al., 1998). Asi, los PHAs bacterianos se han dividido en dos
grupos, dependiendo del nimero de atomos de carbono de las unidades
monoméricas que los conforman (Fukui y Doi, 1997). El primer grupo
comprende a los PHAs de cadena corta, con unidades monoméricas de C3 a
CS5. En este grupo se encuentran los polimeros sintetizados por Alcaligenes
eutrophus, bacteria utilizada a nivel industrial para la obtencién de pldsticos
biodegradables (Steinbiichel y Schlegel, 1991). El segundo grupo incluye a
los PHAs constituidos por unidades de longitud de cadena media, C6 a C14.
Diversas especies del género Pseudomonas son capaces de sintetizar
polimeros de este tipo (Timm y Steinbiichel, 1992). Algunas bacterias de
los géneros Rhodospirillum, Rhodocyclus, Rhodococcus y Aeromonas son
capaces de sintetizar PHAs, con longitudes de cadena corta y media (Fukui
y Doi, 1997).

A pesar de la gran variedad de PHAs existente y de las ventajas de
estos materiales con respecto a los derivados del petréleo en cuanto a su
biodegradabilidad, biocompatibilidad y el ser recursos renovables, su
explotacidn comercial permanece limitada, pues ademds de sus altos costos
de produccién, muy pocos de estos materiales estdn disponibles en
cantidades suficientes para permitir su estudio y evaluacién. Sin embargo,
es probable que, en un futuro cercano, esta diversidad de polimeros

permita obtener nuevos materiales con caracteristicas interesantes
(Steinbiichel y Valentin, 1995).

Con la finalidad de disminuir los costos de produccion de los PHAS
se han intentado diversas estrategias. Entre ellas se encuentran la



produccién de PHAs en plantas transgénicas (Poirier et al., 1992; Nawrath
et al., 1994), el desarrollo de cepas que sinteticen PHAs mas
eficientemente, el mejoramiento de la tecnologia de fermentacidén vy
separacién del producto, la utilizacién de materias primas mas baratas
(Poirier et al., 1995; Lee, 1996).

Entre las bacterias que han sido consideradas para la produccion de
PHAs se encuentran, principalmente, Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes
latus, bacterias metilotréficas, diversas pseudomonas, Escherichia coli
recombinantes y Azotobacter vinelandii (L.ee, 1996). Esta Gltima ha sido de
los principales candidatos para la produccidn industrial de PHAs por los
altos rendimientos del producto que se pueden obtener, aunque la
asociacién de su crecimiento con la sintesis del polisacarido extracelular
alginato se ha considerado una desventaja para su utilizacién (Anderson y
Dawes, 1990). Sin embargo, una cepa de A. vinelandii denominada UWD
resulta atractiva, pues acumula PHB hasta en un 75 % del peso seco celular
durante la fase exponencial de crecimiento y no produce alginato (Page y
Knosp, 1989). Otra caracteristica importante de este microorganismo €s su
capacidad para producir el copolimero poli(thidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) cuando se suministra valerato en el medio de cultivo. Este
polimero tiene propiedades adecuadas para su utilizacién en la fabricacion
de plasticos (Page er al., 1992). Otros estudios han demostrado que A.
vinelandii puede utilizar sustratos no purificados o desechos organicos
agroindustriales y de industrias procesadoras de alimentos, lo cual podria
ayudar a disminuir los costos de produccién de los PHAs. En este sentido,
se ha analizado el efecto de la adicién de fuentes de nitrégeno complejas,
como la peptona de pescado, sobre la sintesis de PHAs y se ha determinado
que estimulan la sintesis de estos poliésteres y facilitan su extraccién (Page
y Cornish, 1993). También se ha demostrado que este microrganismo es
capaz de sintetizar gran cantidad de polimero de alto peso molecular,
utilizando fuentes de carbono complejas no refinadas como jarabe de maiz
o melazas (Page, 1989; Page, 1992; Chen y Page, 1994). La utilizacién de
aguas residuales de industrias procesadoras de aceite de oliva (Martinez-
Toledo er al., 1995) o de carne de cerdo (Cho er al., 1997) en el medio de
cultivo, para la produccién de PHAs, también demuestra que A. vinelandii
es un microorganismo con un gran potencial para la produccién de PHAs.



ANTECEDENTES

Funciones de los PHAs en los microorganismos producto-
res.- En relacion al papel desempefiado por los PHAs en la fisiologia de las
bacterias capaces de sintetizarlos, son varias las funciones que se les han
atribuido. La principal es la de material de reserva de carbono y energia
que puede ser utilizado en periodos de limitacién de nutrimentos en el
medio, pues estos polimeros almacenan grandes cantidades de carbono
reducido en forma de grinulos intracelulares insolubles, sin afectar la
presién osmética de la célula (Lafferty et al., 1990). Existen varios
ejemplos de bacterias en las que se ha demostrado que el PHB acumulado
puede retardar la degradacién de algunos componentes celulares y
aumentar la sobrevivencia del microorganismo bajo condiciones adversas
(Anderson y Dawes, 1990).

Se ha sugerido que en bacterias de los géneros Bradyrhizobium y
Rhizobium, el carbono y la energia almacenados en ¢l PHB podrian ser
utilizados para fijar nitrégeno durante la simbiosis con plantas leguminosas
(Anderson y Dawes, 1990). Sin embargo, en cepas mutantes de R. etli
incapaces de sintetizar este polimero, se demostré que el PHB no prolonga
o sostiene la fijacién de nitrégeno, e incluso, la ausencia del poliéster tuvo

un efecto positivo sobre esta capacidad en condiciones simbiéticas (Cevallos
et al., 1996).

Otra funcién que se le ha atribuido al PHB, también en relacién con
el fendmeno de fijacién de nitrégeno, tiene que ver con la llamada
proteccién de la nitrogenasa que presenta A. vinelandii. Esta bacteria tiene
la peculiaridad de poder llevar a cabo la fijacién de nitrégeno, que es
sensible a oxigeno, bajo condiciones de crecimiento aerobio. Esto se debe a
la existencia de dos mecanismos que permiten proteger a la nitrogenasa de
la inactivacién por oxigeno (Robson y Postgate, 1980). En el primero,
llamado proteccién respiratoria, este microorganismo utiliza una velocidad
de respiracién extremadamente alta para mantener una concentracion
intracelular de oxigeno baja. Este proceso se lleva a cabo a expensas de un
alto consumo de carbono y energia. En el segundo mecanismo, denominado
proteccién conformacional, al existir una concentracién alta de oxigeno la



nitrogenasa sufre un cambio conformacional, mediado por la proteina
FeSII, hacia una forma inactiva pero protegida contra los efectos del
oxigeno. Esta forma de la nitrogenasa es capaz de reconvertirse al estado
cataliticamente activo, cuando se reestablecen las condiciones redox
favorables para la fijacién de nitr6geno (Moshiri et al., 1994). El papel del
PHB en este fenédmeno seria el de permitir la proteccién respiratoria
cuando se da la ausencia de una fuente de carbono exdgena, al proveer a la
célula de una fuente de energia y de carbono rdpidamente oxidable,
facilitando asi el mantenimiento de una tasa respiratoria adecuada para
disminuir la concentracién de oxigeno, contribuyendo asf a la proteccién de
la nitrogenasa (Senior et al., 1972). El mismo papel ha sido propuesto para
este poliéster en Rhizobium (Stam erf al., 1986).

Otro papel que se ha propuesto desempefia el PHB, es el de regulador
de los equivalentes de reduccién intracelulares. Cuando en la célula se
presenta una condicidn de baja concentracién de oxigeno, como la
requerida para la fijacién de nitrégeno, y existe una concentracién de
fuente de carbono alta, se favorece la acumulacién de NADH y NADPH.
Estos metabolitos inhiben varias enzimas del catabolismo de glucosa y del
ciclo de Krebs en A. vinelandii (Senior y Dawes, 1971). Dado que estas
condiciones estimulan también la sintesis del polimero, el funcionamiento
de esta ruta podria regular la concentracién de los equivalentes de
reduccién al almacenar electrones durante su biosintesis, evitando asf la
generacién de una concentracién alta de NAD(P)H y permitiendo el
funcionamiento de estas vias metabdlicas oxidativas, aun con una
concentracién de oxigeno intracelular baja (Senior et al., 1972). Una
funcién similar ha sido propuesta para Bradyrhizobium Jjaponicum
(McDermont et al., 1989). La demostracién de que una mutante PHB  de R.
etli presenta una oxidacién deficiente de piruvato y de glucosa,
probablemente por acumulacién de cofactores reducidos (Cevallos et al.,
1996), sugiere que la sintesis de PHB en realidad lleva a cabo esta funcién.

Otro proceso fisiolégico en el que se encuentra involucrado el PHB
en algunas bacterias es el de la diferenciacién. En el caso de algunas
especies del género Bacillus, el PHB sirve como fuente de carbono vy
energia para la formacién de esporas (Anderson y Dawes, 1990). Las



bacterias del género Azotobacter también llevan a cabo un proceso de
diferenciacién en su ciclo de vida que permite la formacién de un quiste, el
cual es més resistente que las células vegetativas ante algunos agentes fisicos
y quimicos adversos (Sadoff et al., 1971). Estos quistes estdn constituidos
por una cubierta exterior denominada exina, una regidn intermedia llamada
intina y un cuerpo central semejante a una célula vegetativa aunque de
forma oval (Lin y Sadoff, 1969). Stevenson y Socolofsky (1966) han
sugerido que el PHB podria funcionar como fuente de carbono y energia
para el proceso de enquistamiento y, de hecho, establecieron una
correlacién directa entre la cantidad de polimero acumulado en etapas
previas al enquistamiento y el porcentaje de quistes formado en un cultivo.
Ademads, conforme un cultivo envejece, las células vegetativas adquieren
una forma oval y la acumulacién de PHB en el citoplasma alcanza el mvel
mds alto. Posteriormente, el contenido de PHB disminuye gradualmente al
avanzar la maduracién de los quistes y se forman la exina y la intina.
Adicionalmente, Reusch y Sadoff (1981) demostraron que la acumulacién
de PHB precede a, y es necesaria para, la formacién de alquil resorcinoles,
lipidos especificos de los quistes y esenciales para este proceso de
diferenciacién. Otro dato que demuestra que el metabolismo de PHB esta
implicado en este proceso, consiste en que es posible inducir el
enquistamiento mediante la transferencia de células vegetativas, crecidas en
un medioc de cultivo con glucosa, a un medio con B-hidroxibutirato,
crotonato o butanol como tnicas fuentes de carbono (Sadoff er al., 1971;
Loperfido y Sadoff, 1973; Pal er al., 1997). Dado que el B-hidroxibutirato
es producto de la depolimerizacién de PHB, y el butanol y el crotonato
pueden ser convertidos en B-hidroxibutirato o en otros productos de la
oxidacién de este polfmero, se ha sugerido que una sefial que podria
disparar el proceso de enquistamiento seria la movilizacién del PHB que se
encuentra acumulado. ya que la adicién de estos compuestos al cultivo

resulta en condiciones semejantes a su depolimerizacién masiva (Reusch y
Sadoff, 1981).

Biologia molecular y enzimologia de la biosintesis de
PHAs.- Para la sintesis de PHAs las bacterias utilizan al menos 4 rutas
diferentes. La mds comin es la que se presenta en A. eutrophus
(Steinbiichel v Schlegel, 1991) y en Azorobacter spp. (Senior y Dawes,



1973; Manchak y Page, 1994) la cual se ilustra en la Figura 1. En estos
microorganismos tres actividades enzimdticas llevan a cabo la biosintesis de
PHA. La primera reaccidn consiste en la condensacién de dos moléculas de
acetil-CoA por la enzima B-cetotiolasa para dar acetoacetil-CoA. El
acetoacetil-CoA formado se reduce por la acetoacetil-CoA reductasa
utilizando NADPH vy produciendo D(-)-B-hidroxibutiril-CoA que
finalmente se polimeriza por la actividad de la PHB sintasa.

2 Acetil-CoA

CoA phbA
B-cetotiolasa
CoA
Succinato cetoacetil-CoA
| NADPH phbB
Suceinil-Cod Acetoacetil-CoA
Acetoacetato reductasa
NADPY
NADH
NAD* D-(-)-B-hidroxibutiril-CoA

B-hidroxibutirato

phbC
. PHB sintasa

Figura 1.- Metabolismo del poli-8-hidroxibutirato en A. vinelandii

Otras rutas biosintéticas, como la que se presenta en Rhodospirillum
rubrum (Lee, 1996), pueden incluir la formacién de L({+)-B-hidroxibutiril-
CoA que posteriormente se convierte al isémero D(-) por la intervencién
de dos enoil-CoA hidratasas. En el caso de diversas especies del género
Pseudomonas y en Aeromonas caviae, que sintetizan PHAs de longitud de
cadena media a partir de alcanos y alcanoatos como fuente de carbono, los



intermediarios -hidroxiacil-CoA de la B3-oxidacién de estos compuestos se
canalizan directamente a la biosintesis de PHAs (Steinbiichel y Schlegel,
1991; Fukui er al., 1998). La mayoria de las Pseudomonas spp. del grupo I
de homologia de RNAT presentan, ademds de la via anterior, un cuarto tipo
de ruta en la que también se sintetizan PHAs de longitud de cadena media
pero a partir de acetil-CoA, utilizando la biosintesis de 4cidos grasos de

novo para la generacién de los precursores del polimero (Timm y
Steinbiichel, 1990).

En cuanto a la biologfa molecular de estas rutas metabdlicas, hasta el
momento se han clonado mds de 50 genes involucrados en el metabolismo
de los PHASs de diversas bacterias. Los primeros genes pha que se clonaron
fueron los de A. eutrophus, organismo en el que la ruta biosintética es muy
similar a la que se da en A. vinelandii. En esta bacteria los genes
biosintéticos se encuentran agrupados en el cromosoma, y un fragmento de
restriccion de 5.2 kpb es capaz de conferir a E. coli la capacidad de
sintetizar PHB. Este fragmento contiene 3 marcos de lectura, denominados
phbC, phbA y phbB, que codifican para la PHB sintasa, la B-cetotiolasa
biosintética y la acetoacetil-CoA reductasa NADPH-dependiente,
respectivamente (Schubert er al., 1988; Slater er al., 1988). Estos tres genes
constituyen un operén (Schubert er al., 1991; Peoples y Sinskey, 198%a y
b). Adicionalmente, se ha clonado un gen que codifica para una segunda 8-
cetotiolasa involucrada en la Dbiosintesis del copolimero poh
(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (Slater et al., 1998).

El arreglo de los genes pha que se da en muchas bacterias es
diferente al descrito en A. eutrophus. Algunos ejemplos se presentan a
continuacién. En Zooglea ramigera los genes phbA y phbB estén
contenidos en un oper6én, mientras que el gen phbC no se encuentra
agrupado con éstos (Peoples y Sinskey, 1989¢) y no ha sido clonado hasta el
momento. En Pseudomonas aeruginosa se presenta una organizacion mas
compleja, pues en este microorganismo se encuentran agrupados siete
marcos de lectura involucrados en la sintesis de PHA, dentro de los cuales
se identificaron dos PHA sintasas, una depolimerasa y cuatro genes de
funcién desconocida (Timm y Steinbiichel, 1992). En Chromatium vinosum
también se ha identificado un fragmento que contiene varios genes pha, que
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codifican para una B-cetotiolasa, una PHA sintasa, una acetoacetl-CoA
reductasa y otros tres productos de funcién desconocida. En este
microorganismo, los genes pha no constituyen un operén (Liebergesell y
Steinbiichel, 1992). En el caso de Methylobacterium extorquens y de
Rhodobacter sphaeroides, el gen de la PHA sintasa constituye un operdn
monocistrénico y al parecer no existen genes relacionados adyacentes
(Valentin y Steinbiichel, 1993; Hustede vy Steinbiichel, 1993). Otro ejemplo
diferente de la organizacién de estos genes se encuentra en Thiocysiis
violacea, bacteria en la que se presenta un grupo de cinco marcos de
lectura, dos de los cuales corresponden a la PHA sintasa y la cetotiolasa, sin
que se haya identificado el gen de la reductasa (Liebergesell y Steinbiichel,

1993).

Adema3s de los ejemplos anteriores, el grupo de bacterias a partir de
las cuales se han clonado los genes pha incluye las siguientes especies:
Acinetobacter sp. (Schembri et al., 1994; Schembri et al., 1995),
Aeromonas caviae (Fukui y Doi, 1997), Ectothiorhodospira shaposhnikovii
(Liebergesell -er al., 1993), Lamprocystis reseopersicina (Liebergesell et
al., 1993), Nocardia corallina (Valentin y Dennis, 1996), Paracoccus
denitrificans (Ueda et al., 1996), Pseudomonas acidophila (Umeda er al.,
1998), P. citronellolis, P. mendocina, Pseudomonas sp DSMI1650 y
Pseudomonas sp. GP4BHI1 (Timm er al., 1994), P. oleovorans (Huisman et
al., 1991), Rhizobium etli (Cevallos et al., 1996), R. meliloti (Tombolini er
al. 1995), Rhodobacter capsulatus (Kranz et al., 1997), Rhodococcus ruber
(Pieper y Steinbiichel, 1992), Rhodospirillum rubrum (Hustede er al.,
1992), Syntrophomonas wolfei (Mclnemey et al., 1992), y Thiocapsa
pfennigii (Liebergesell er al., 1993).

A pesar de la gran cantidad de informacidn existente sobre los genes
involucrados en el metabolismo de los PHAs, sélo en pocos casos se han
reportado detalles sobre la manera como se regula su expresion.

Regulacion de la biosintesis de PHAs.- En la mayoria de las
bacterias estudiadas, los PHAs se acumulan en respuesta a una limitacion
para el crecimiento, principalmente la falta de algin nutrimento como
nitrdégeno, fésforo, magnesio o de oxigeno, en presencia de un exceso de
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fuente de carbono y energia (Anderson y Dawes, 1990). Desde hace 25
afos existen trabajos referentes al control de la sintesis de PHB en
condiciones de desbalance nutricional (Senior y Dawes, 1973; Oeding y
Schlegel, 1973). En Alcaligenes eutrophus, la bacteria més estudiada al
respecto, las tres enzimas biosintéticas se sintetizan constitutivamente
(Steinbiichel v Schlegel, 1991) y no hay indicios de que exista regulacién a
nivel transcripcional o traduccional. Sin embargo, el control de esta ruta
biosintética se lleva a cabo a nivel de las actividades de las enzimas
biosintéticas. El principal blanco de la regulacién es la condensacién de
acetil-CoA mediada por la B-cetotiolasa. Este paso se inhibe por CoA libre.
generada principalmente en el ciclo de Krebs, eliminidndose esta inhibicién
cuando se incrementa la concentracién de acetil-CoA. Asi, la relacién
acetil-CoA/CoA controla la actividad de la primera enzima de esta ruta
biosintética y, como consecuencia, el destino del acetil-CoA hacia el ciclo
de Krebs o0 a la biosintesis de PHB (Oeding y Schlegel, 1973).

Un mecanismo regulador similar funciona en Azotobacter spp.
(Senior y Dawes, 1973; Manchak v Page, 1994). En las bacterias de este
género, el control de la sintesis de PHB también se da a nivel de la
actividad de la enzima B-cetotiolasa, primer paso de esta ruta. De esta
manera, la produccién del polimero se dispara al existir condiciones que
favorezcan una relacién acetil-CoA/CoA alta, por ejemplo por acumulacidn
de NADPH o NADH al existir una baja concentracién de oxigeno en el
medio, pues estos metabolitos inhiben a la citrato sintasa y a la isocitrato
deshidrogenasa. lo que disminuye el flujo de carbono hacia el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y permite el incremento de la relacién aceul-
CoA/CoA vy la estimulacién de la actividad de la cetotiolasa (Senior y
Dawes, 1971). Estas condiciones también favorecen la reaccién de la
acetoacetil-CoA reductasa. Condiciones contrarias promueven la oxidacién
de PHB (Oeding y Shlegel, 1973; Senior y Dawes, 1973; Steinbiichel y
Schlegel, 1991: Manchak y Page, 1994).

Otro mecanismo de regulacién de la biosintesis de PHAs que también
se da a nivel de las actividades biosintéticas, se presenta en la cianobacteria
Synechococcus. En este microorganismo el control se ejerce sobre la PHB
sintasa, la cual requiere una activacién postraduccional que se da en
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condiciones de limitacién de nitrégeno. Esta activacién se da por acetil-
fosfato, el cual probablemente funciona como sefial del estatus metabdlico
celular, ya que este compuesto sélo se sintetiza cuando se da una alta
concentraciéon de acetil-CoA y existe limitacién de nitrégeno (Miyake er al.,
1997).

Un ejemplo de regulacién diferente se ha reportado en la bacteria
Vibrio harveyi, en la cual el PHB se sintetiza de manera dependiente de la
densidad celular, de manera similar a la regulacién de la luminiscencia, vy
se ha demostrado que al igual que ésta, la induccién de la sintesis de PHB se
controla por el autoregulador N-(3-hidroxibutanoil}) homoserina lactona, a
través de la proteina regulatoria LuxR (Sun er al., 1994; Miyamoto et al.,
1998).

Sobre regulacién de la biosintesis de PHB a nivel transcripcional
existe otro ejemplo en Acinetobacter sp., en donde la expresién de los
genes phb es constitutiva, pero bajo condiciones de limitacién de fosfato se
da una induccién adicional de la transcripcién de estos genes a partir de
promotores alternativos dependientes del activador PhoB del regulén pho
(Schembri er al., 1995).

En P. aeruginosa se da otro ejemplo de regulaciéon a nivel
transcripcional, pues existe un promotor de los genes phb alternativo, el
cual es ¢ dependiente. La transcripcién a partir de este promotor se da
unicamente durante el crecimiento en gluconato, pero no cuando se usa
octanoato como fuente de carbono (Timm y Steinbiichel, 1992).

El presente trabajo ha permitido obtener evidencias sobre la posible
existencia de otro nivel de regulacién de esta ruta en A. vinelandii, que
podria implicar a proteinas del sistema fosfotransferasa de azucares
fosfoenolpiruvato dependiente (PTS), las cuales no se han reportado en este
microorganismo. Existe un antecedente en A. eutrophus, donde este sistema
podria estar involucrado en el control de la acumulacién de PHAs. A pesar
de que en A. eutrophus la expresién de los genes phb es constitutiva
(Steinbiichel y Schlegel, 1991) y la biosintesis de estos polimeros se regula
a nivel de la actividad B-cetotiolasa (Oeding y Schlegel, 1973), los niveles
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de acumulacién de PHAs también podrian ser controlados regulando la
depolimerizacién o movilizacién del poliéster. Al respecto, se ha reportado
la posible implicacién de la proteina Hpr y la enzima I (EI) del sistema PTS
en el control de este proceso (Pries et al., 1991), ya que mutaciones en los
genes phbH y phbl, que codifican para estas dos proteinas, respectivamente,
provocan una menor acumulaciéon del poliéster (fenotipo “leaky”),
probablemente debida a una mayor actividad de depolimerizacién; pues
estas mutantes acumulan PHB en etapas tempranas de un cultivo,
observdandose una posterior disminucién en su contenido en etapas tardias,
sin que se detecte un efecto sobre las actividades de las enzimas
biosintéticas. El papel de las proteinas Hpr y EI en este fenémeno no se ha
esclarecido.

El sistema fosfotransferasa de aziicares dependiente de
fosfoenol-piruvato.- PTS es un sistema que interviene en el transporte y
la fosforilacién concomitante de muchos carbohidratos, en numerosos
géneros bacterianos (Postma, 1993). Por razones energéticas, se presenta
en bacterias que fermentan glucosa utilizando la via Embden-Meyerhof-
Parnas, pero estd ausente en bacterias aerobias estrictas como
Pseudomonas, Alcaligenes o Azotobacter spp. (Romano y Saier, 1992).

El sistema PTS estd formado por una cadena de proteinas que
intervienen en una cascada de fosforilaciones (Figura 2). La cadena inicia
con la enzima I (EI), la cual se autofosforila a partir de fosfoenolpiruvato
(PEP) y transfiere el grupo fosfato a la protefna Hpr. Estas dos son
proteinas solubles y son los componentes generales del sistema.
Posteriormente se fosforila al componente II, el cual es azicar-especifico y
funciona como permeasa, fosforilando de manera concomitante al
carbohidrato transportado. Este componente estd formado por tres o cuatro
dominios (IIA, IIB, IIC y en algunos casos IID) que pueden funcionar
como polipéptidos individuales o fusionados, formando de una a tres
proteinas (Postma er al., 1993). Algunos ejemplos de carbohidratos que se
transportan por este sistema en E. coli son glucosa, sacarosa, trealosa, N-
acetilglucosamina, fructosa, manitol, glucitol, manosa, celobiosa, etc.
(Postma et al., 1993).
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Piruvato

MANOSA

Figura 2.- Organizacién del sistema PTS. Los ejemplos ilustrados corresponden a los
sistemas para glucosa y manosa de E. coli.

Ademas del transporte y la fosforilacién de azicares, el sistema PTS
lleva a cabo varias funciones secundarias de regulacién metabélica y
transcripcional en diversas bacterias Gram-positivas v Gram-negativas
(revisado por Saier y Reizer, 1994). Algunos ejemplos de cémo funciona
este sistema en un papel regulador se describen a continuacién.

El sistema PTS controla el catabolismo de diversas fuentes de
carbono, utilizando mecanismos como la exclusién del inductor y la
expulsién del inductor. En bacterias entéricas se presenta el fenémeno de la
represién catabdlica cuando glucosa u otros carbohidratos PTS estdn
presentes en el medio de cultivo, pues impiden la asimilacién de fuentes de
carbono no PTS, como glicerol y lactosa. E1 mecanismo por el cual se da
este control es el siguiente (Van Der Vlag et al., 1995). Al existir glucosa
en el medio, la proteina IIA®® (componente IIA de sistema PTS para
glucosa) se encuentra en su forma defosforilada, pues transfiere el grupo
fosfato a este carbohidrato. Esta forma de la proteina inhibe
alostéricamente la actividad de proteinas esenciales para el catabolismo de
glicerol] y lactosa, como la glicerol cinasa y la lactosa permeasa, impidiendo
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su transporte (exclusion del inductor) y su catabolismo. La asimilacién de
otros carbohidratos como la maltosa, la melobiosa y la rafinosa se controla
de manera similar. Contrariamente, en ausencia de glucosa, la forma
fosforilada de la proteina IIA®" activa alostéricamente, a la enzima
ademlato ciclasa, aumentando los niveles de AMPc (Reddy y Kamireddi,
1998). Este metabolito juega un papel central en la regulacién de la
expresién génica pues, junto con la proteina CRP (CAP), regula
positivamente un gran numero de genes catabdlicos, incluyendo algunos
que codifican enzimas de la glucdélisis, la gluconeogénesis, el ciclo de Krebs
y la via del ghoxilato (Saier y Reizer, 1994). El sistema PTS desempefia un
papel muy importante en el control de diversas rutas del metabolismo.

Entre las bacterias Gram-positivas también hay ejemplos de que el
sistema PTS interviene en el control de la asimilacién de fuentes de
carbono, de manera similar a lo que ocurre en bacterias entéricas. En estos
microorganismos existe una Hpr-cinasa, que fosforila a la proteina Hpr en
una serina (la proteina Hpr se fosforila por la EI en una histidina). La
cinasa se activa alostéricamente por metabolitos como fructosa-1,6-
difosfato, 6-fosfogluconato y 2-fosfoglicerato (Reizer er al., 1993b). Esta
fosforilacién regula diferentes funciones en diferentes bacterias. Por
ejemplo, en Bacillus subtilis 1a Hpr(ser-P) y la proteina CcpA llevan a cabo
una forma de represién catabélica que afecta la expresién de operones que
codifican enzimas del catabolismo y del transporte de carbohidratos PTS y
no PTS (Reizer et al., 1993b). En Lacrobacillus brevis, organismo en el
que parecen no existir ni la EI ni los componentes Il del sisterna PTS, la
proteina Hpr(ser-P) participa en los procesos de exclusidén del inductor y
expulsién del inductor, pues en presencia de glucosa u otra fuente de
carbono répidamente metabolizable, inhibe la permeasa especifica de
lactosa, conviertiendo el simportador lactosa/H" en un azicar-uniportador
que lleva a cabo el flujo de lactosa hacia el exterior (Ye er al., 1994a; Saier
y Reizer, 1994). Otro ejemplo més se da en Lactococcus lactis, organismo
que si posee sistema PTS para transporte de carbohidratos, en el cual, de
manera similar, Hpr(ser-P) inhibe el sistema PTS y estimula la actividad de
una azucar-P fosfatasa, que inicia el proceso de expulsién del inductor (Ye
et al., 1994b).
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Ademas de participar en los mecanismos regulatorios anteriores, las
proteinas del sistema PTS intervienen en el control transcripcional de
algunos operones catabdlicos, mediante fosforilacién de antiterminadores.
Los ejemplos mejor conocidos son el del operdn catabdlico de B-glucésidos
en E. coli y el de sacarosa en B.subtilis. En estos modelos, el sistema PTS
controla, mediante fosforilacién, el estado oligomérico de
antiterminadores, lo que determina sus actividades. En el caso del operdn
bgl, la enzima II°® en ausencia de B-glucésidos fosforila al regulador
positivo BglG, impidiendo su actividad de antiterminador y, como
consecuencia, también la transcripcién del operdén. En presencia de B-
glucésidos la proteina 11°¥ transfiere su fosfato a estos carbohidratos, BglG
no se fosforila e impide la formacién del terminador (Schnetz y Rak,
1990). Un modelo similar de regulacién se ha propuesto para sacB. En
ausencia del inductor sacarosa, el antiterminador SacY se fosforila y el gen
sacB no se transcribe. En presencia de sacarosa SacY se defosforila y se
activa, permitiendo la transcripcién de sacB (Idelson y Amster, 1998).

El conocimiento de otra funcién interesante del sistema PTS como
regulador, se derivé del descubrimiento de que en la regién 3°del gen
rpoN, que codifica para el factor sigma alternativo de la RNA polimerasa.
0>, y dentro del mismo operén, se encuentra un grupo de genes, el cual
estd presente en la mayoria de las bacterias de las que se conoce la

secuencia de este locus. Dos de estos genes, denominados ptsN y npr (ptsO),
codifican para las proteinas AN y Npr. las cuales presentan una notable

similitud con los componentes nA™ y Hpr del sistema PTS,
respectivamente (Reizer et al., 1992). De hecho, se ha demostrado que la
proteina Npr de E. coli puede fosforilarse por la EI del sistema PTS y que
Npr puede transferir su grupo fosfato a NAMN in vitro (Powell et al.,
1995). La proteina AN de Klebsiella pneumoniae también puede ser
sustrato de Hpr-PTS (Merrick et al,, 1995). Estos experimentos
comprueban la existencia de una cascada de fosforilacién en la que
participan Npr y IIA"".

. . ; . Nir .
Existen algunas evidencias de que las protefnas Npr y ITA™" juegan

un papel en la regulacién de la transcripcién de genes o> dependientes. En
E. coli se ha demostrado que la proteina JIIA™ esta implicada en el control
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de la asimilacién del nitrégeno derivado de fuentes orgdnicas (Powell er al..
1995). En K. pneumonige, mutaciones en el gen prsN aumentan la
expresién de los promotores o dependientes pnifH, pnifL y p2ginA,
mientras mutaciones en npr disminuyen su transcripcién, sugiriendo que
TMAN" defosforilado regula negativamente a ¢ (Merrick er al., 1995). En
Rhizobium etli, 1a inactivacién del gen ptsN provoca una disminucidn en la
sintesis de melanina, en la expresién del gen nifH y una alteracién en el
metabolismo de malato y succinato, procesos controlados por ¢*°, lo que
involucra a estos homdlogos del sistema PTS en la regulacién de la
transcripcién de este tipo de promotores (Michiels er al., 1998). En P.
aeruginosa, el producto del gen ptsN igualmente funciona en la regulacidn
de la transcripcién ¢*-dependiente (Jin et al., 1994). En otras bacterias en
las que el andlisis de la secuencia de este locus se ha realizado hacia abajo
de rpoN, se ha demostrado la presencia de estos genes con un arreglo
similar en la mayorfa de los casos (Merrick y Coppard, 1989; Kullik er al..
1991; Kohler et al., 1994, Reizer et al., 1992; Warrelmann er al., 1992).
La EI responsable de la fosforilacién de Npr y AN sélo se ha
identificado experimentalmente en el caso de R. er/i (Michiels et al., 1998).
En E. coli se ha propuesto a una proteina homoéloga a la EI PTS.
denominada EI"", como la proteina fosforilante en esta cascada regulatoria.
aunque no se ha publicado evidencia experimental que apoye esta
propuesta. Una caracteristica interesante de esta EI'" es que posee un
dominio amino-terminal homélogo al dominio sensor amino-terminal de
varias proteinas NifA, las cuales funcionan como activadores de la
transcripcion de genes de fijacién de nitrégeno (Reizer et al., 1996).

Ademads del descubrimiento de estos genes PTS reguladores, se ha
reportado la presencia de nuevas proteinas PTS, funcionalmente no
caracterizadas, en bacterias tan diversas como E. coli (Reizer et al., 1994;
Reizer er al., 1995; Reizer et al., 1996), Streptomyces (Titgemeyer et al..
1994), Acholeplasma laidlawii (Hoischen et al., 1993) y en algunos
lactobacilos (Reizer et al., 1988). Adicionalmente, en bacterias en las que se
habia reportado la ausencia de este sistema para el transporte de glucosa, se
ha descubierto la existencia del sistema PTS-fructosa. Algunos ejemplos se
encuentran en bacterias de los géneros aerobios estrictos Pseudomonas.
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Alcaligenes y Azospirillum (Romano y Saier, 1992), Listeria (Mitchell ez
al., 1993) y probablemente Strepromyces (Titgemeyer et al., 1994). La
regla sobre la existencia del sistema PTS sélo en bacterias que utilizan la
via Embden-Meyerhof-Parnas sigue siendo vélida, pues estas bacterias a
pesar de ser aerobias imposibilitadas para llevar a cabo la glucdlisis
anaerobia, poseen una actividad fructosa-1-fosfato cinasa que permite la
utilizacién de la fructosa-1-fosfato, producida por el sistema fructosa PTS,
por la via EMP (Romano y Saier, 1992; Mitchell et al., 1993).

Azotobacter vinelandii es un organismo aerobio estricto que puede
utilizar una gran variedad de fuentes de carbono bajo condiciones
diazotréficas (Wong et al., 1985). El transporte de carbohidratos se da por
un mecanismo de transporte activo, que en el caso de glucosa estd acoplado
a la oxidacién de L-malato via cadena respiratoria {(Barnes, 1972). El
metabolismo de fuentes de carbono en esta bacteria es diferente del que se
presenta en las bacterias entéricas (Wong er al., 1995} y se ha demostrado
que la glucosa se metaboliza por la via Entner-Doudoroff (Morteson y
Wilson, 1955; Still y Wang, 1964; Beale y Foster, 1996). También se ha
reportado la ausencia del sistema glucosa PTS (Romano er al., 1970,
Romano y Saier, 1992) y de la actividad fructosa-1-fosfato cinasa en esta
bacteria (Stephenson et al., 1978; Anderson et al., 1987).

La genética de A. vinelandii en relacién a la sintesis de PHB no se ha
estudiado, a pesar de ser una de las bacterias mas interesantes para la
produccién de este poliéster. La identificacién y estudio de los genes
involucrados, tanto en su biosintesis como en la regulaciéon de su
produccién, resulia de gran relevancia por los usos potenciales que presenta
este polimero en la fabricacién de pldsticos biodegradables.

En el grupo de investigacién donde se desarrollé este trabajo, existe
el interés por estudiar, a nivel molecular, tanto la produccién de
biopolimeros como el proceso de diferenciacién que lleva a cabo A.
vinelandii. Puesto que existen antecedentes que sugieren que este poliéster
podria desempefiar un papel importante en el enquistamiento. la generacién
y estudio de cepas incapaces de sintetizar este polimero podria ayudar a
comprender cudl es su funcidén en este proceso.
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OBJETIVOS

Dada la importancia que han adquirido el PHB por sus usos
potenciales, y por las caracteristicas que presenta A. vinelandii para la
produccién de este poliéster, se planteé como objetivo para el presente
trabajo:

- La identificacién y caracterizacién de genes de A. vinelandii
involucrados en la biosintesis de poli-B-hidroxibutirato o en la
regulacién de su produccidn.

Adicionalmente, por la importancia del PHB en la fisiologia de las
bacterias que lo producen, y para comprender mejor el papel desempefiado
por este polimero en procesos como la diferenciacién que lleva a cabo A.
vinelandii, se planteé como segundo objetivo:

-El estudio de la relacion de la sintesis de PHB con el
enquistamiento.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo. Las
cepas de A.vinelandii utilizadas en este trabajo fueron: ATCC 9046, cepa
mucoide productora de alginato; la UW 136 (Bishop y Brill, 1977), cepa no
mucoide; la MV700, derivada de UW136 con una mutacién en el gen rpoN
(Kennedy er al., 1986) y la MV 101, también derivada de UW136 y que
contiene una fusidn niff::lacZ (Walmsley y Kennedy, 1991). E. coli SM10
(Apir)/pUT-miniTnS-lacZ fue empleada como donadora para Ia
mutagénesis con el mini Tn5 (De Lorenzo et al., 1990), E. coli DH5a. fue
usada para el aislamiento y mantenimiento de plasmidos.

Para la identificacién de las mutantes no productoras de PHB y en los
experimentos de cuantificacién de la produccién del poliéster, se utlizé el
medio rico PY (peptona, 5 g/l; extracto de levadura. 3 g/l pH 7)
suplementado con sacarosa 2 % (PYS) o con 2% de las fuentes de carbono
indicadas, para favorecer la acumulacién del poliéster.

Los cultivos de A. vinelandii , en los que se analizé la asimilacién de
distintas fuentes de carbono o nitrégeno, se realizaron en medio minimo
Burk, cuya composicién es la siguiente (g/1): K,HPQ,, 0.8; KH,PO,, 0.2;
Na,SO., 0.183; MgClL,.6H,0 0.16; FeS0,.7H,0, 0.005: Na,Mo0,.2H,0,
0.0002; CaCl,.2H,0, 0.073. El pH se ajusté a 7.2. Cuando se afiadié una
fuente de nitrégeno al medio de cultivo se usé a una concentracién de 10
mM. En los pruebas de asimilacién de fuentes de carbono, se utilizé una
concentracién de 10 mM de las fuentes de carbono indicadas y en los
experimentos de determinacién del efecto de la adicidén de distintas fuentes
de nitrégeno, cuantificacién de transporte de glucosa, determinacién de las
actividades glucosa cinasa, glucosa-6-P deshidrogenasa y nitrogenasa y
efecto de la aereacidn sobre el crecimiento de la mutante DS988, se utilizd
glucosa 11mM como fuente de carbono. En estos experimentos, los
indculos se crecieron durante 30 h en medio Burk con sacarosa 2%, se
lavaron 2 veces con medio Burk sin fuente de carbono (amortiguador
Burk) y se transfirieron al medio indicado.
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Para la produccién de alginato en las cepas mucoides, se utulizé el
medio Burk modificado (BM) en g/1: K;HPO,, 0.66; KH,PO,, 0.16; MOPS,
1.42; CaSO, 0.05; extracto de levadura, 3; Sacarosa 20; solucidén de
elementos traza, 10 ml/l. La solucién de elementos traza contenia (g/l):
FeS04.7H,0, 0.0274; Na,Mo00,.2H;0, 0.003; MgSO,7H,0, 0.2; NaCl, 0.2.
El pH se ajusté a 7.2 (Tinoco, 1993). Los in6culos se crecieron en el
mismo medio durante 20 horas y se inoculé un volumen correspondiente al
8 %.

Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en matraces de 125
ml con 25 ml de medio o de 250 ml con 50 ml de medio, en incubadora a
30 © C con agitacién a 250 rpm. Unicamente el experimento en el que se
analiz6 el efecto de la limitacién de oxigeno sobre el crecimiento de la
mutante DS988, en glucosa, se realizé utilizando distintas fracciones de
llenado de los matraces.

Los antibiéticos utilizados fueron (en pg/ml): dcido nalidixico 20;
ampicilina, 150; espectinomicina, 50; kanamicina, 3; rifamicina, 10;
tetraciclina, 10.

Mutagénesis, selecciéon y aislamiento de mutantes PHB .- La
mutagénesis insercional de la cepa UW136 se llevd a cabo con el mini TnS
lacZ2 contenido en el pldsmido suicida pUT, de acuerdo a lo reportado por
De Lorenzo et al. (1990). La seleccién de las células de A. vinelandii que
contenian la insercién del mini Tn5 se realiz6 con kanamicina y se
contraseleccioné la cepa de E. coli donadora con rifampicina. Para la
identificacién de cepas incapaces de acumular PHB, se crecié el banco de
mutantes en medio PYS con kanamicina durante una semana y se aislaron
aquéllas que presentaron colonias con fenotipo transparente.

Cruzas para transferencia de plasmidos por conjugacién.-
Para la transferencia del banco genémico construido en el césmido pCP13
(Martinez-Salazar et al., 1996) de E. coli a A. vinelandii, se llevé a cabo
una cruza triparental utilizando el pldsmido ayudador pRK2013 (Figurski y
Helinski, 1979) y seleccionando en medio Burk con 2% de sacarosa como
fuente de carbono (medio BS) suplementado con tetraciclina y kanamicina.
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Determinacién del contenido de PHB.- La cuantificacidn del
contenido celular de PHB se realizé por el método de Law y Slepecky
(1961), mediante la separacién del polimero por digestién con hipoclorito
de sodio, su conversién a &cido crotdnico por tratamiento con &cido
sulfirico a 95 © C durante 10 minutos, y su cuantificacion
espectrofotométrica.

Cuantificaciéon de la produccién de alginate.- La produccién
del polisacérido se midié después de precipitar el alginato con isopropanol
y mediante la cuantificacién espectrofotométrica de 4cidos urénicos, de
acuerdo a lo reportado (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973).

Determinacién de actividades enzimadticas.- La preparacidn de
extractos para la determinacién de las actividades glucosa cinasa, glucosa-6-
P-deshidrogenasa y B-cetotiolasa fue de la siguiente manera: para los
ensayos de las dos primeras, las células, después de ser precultivadas en
medio Burk con sacarosa 2%, se incubaron en medio Burk con 11 mM de
glucosa durante 4 horas, se lavaron y resuspendieron en amortignador
Tris-HCI 30 mM, pH 8.2. En el caso de las determinaciones de actividad -
cetotiolasa, se utilizaron células cultivadas en las condiciones indicadas en la
seccién de resultados, se lavaron y resuspendieron en amortiguador Tris-
HCl 100 mM, pH 7.88. En los tres casos, las células se rompieron
posteriormente por desintegracién en sonicador a 5 © C. Las suspensiones
sonicadas se centrifugaron a 14 000 g por 10 minutos. En los ensayos de
glucosa cinasa y glucosa-6-P deshidrogenasa los extractos crudos obtenidos
se recentrifugaron ademas a 192 000 g por 1.5 horasa 5 ¢ C.

La actividad de glucosa cinasa se determind acoplando a esta reaccion
la oxidacién de la glucosa-6-P formada, cuantificando la reduccién de
NADP a 340 nm en presencia de glucosa-6-P deshidrogenasa, segin lo
reportado por Angell er al. (1992).

Para la actividad glucosa-6-P deshidrogenasa, se midié la reduccién
de NADP a 340 nm segiin el método descrito por Lessie y Vander Wyk
(1972).
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La actividad B-cetotiolasa se ensay6 en direccién de tidlisis de
acetoacetil-CoA, de acuerdo a lo reportado por Senior y Dawes (1973).

La actividad de la nitrogensa de A. vinelandii se cuantificé utilizando
células incubadas durante 4 horas en medio Burk con la fuente de carbono
indicada, mediante el ensayo de reduccién de acetileno segtin Bishop er al.
(1980). '

Cuantificacién del transporte de glucosa.- El transporte de
glucosa se determind utilizando [4C]-glucosa de la siguiente manera:
Después de precultivar las células en Burk sacarosa, éstas se incubaron
durante 4 h en medio Burk con 11 mM de glucosa. Las células fueron
lavadas 2 veces con amortiguador Burk frio y resuspendidas a una
concentracion de 0.4 mg de peso seco por ml, en la mezcla de reaccidon que
contenia 0.5 mM de [#C] glucosa (I mCi mmol-!) en amortiguador Burk.
Se tomaron muestras de 0.5 ml a los tiempos de incubacién indicados y se
pasaron por filtros Millipore HA de 0.45 pm, lavdndolas posteriormente
con 5 ml de glucosa 100 mM fria y dos veces con 5 ml de amortiguador
Burk frio. La radiactividad contenida en los filtros secos se cuantific en
un contador de centelleo.

Construccién de las cepas AT988 y DS989.- Para generar una
mutacién prsP en una cepa mucoide productora de alginato, se utilizd DNA
de la mutante DS988, obtenida por insercién del mini Tnd lacZ, para
transformar la cepa A. vinelandii ATCC 9046, seleccionando en medio
Burk con kanamicina la mutante AT988. El reemplazo del gen silvestre por
el fragmento con la insercién del mini TnS por doble recombinacién, fue
confirmado mediante hibridacién tipo Southern.

La cepa DS989 se obtuvo de la siguiente manera. Se clond un
fragmento BglIII de 3.3 kb, que contiene la regién 5°del gen prsP de A.
vinelandii, en el vector pUCI19, resultando el plasmido pDS20. Un
fragmento Smal de 2 kpb del plasmido pHP45 Q Tc (Fellay er al., 1987)
que contiene un gen de resistencia a tetraciclina (Tc), se insert6 en el sitio
Xhol del pDS20. Esta insercién generé la mutacién ptsP::Tc dentro del
coddn correspondiente al residuo de aminoacido 224 del producto de este
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gen. El plasmido resultante, incapaz de replicarse en A. vinelandii, se
denominé pDS20A (Figura 4) y se introdujo por transformacién en la cepa
MVI101, derivada de UWI136 y que contiene una fusién nifH::lacZ
(Walmsley y Kennedy, 1991). Una transformante resistente a Tc,
denominada DS989, se selecciond para su andlisis posterior. El reemplazo
del gen prsP por la mutacién prsP::Tc se confirmé por hibridacidn
Southern.

Construccién de los plasmidos pDS226 y pDS226b.- Para
clonar el gen ptsP por PCR se utiliz6 el pldsmido pDS18 como templado, el
cual contiene el gen prsP en un fragmento EcoRI-Clal de 6.4 kpb del
cromosoma de A. vinelandii (Figura 4), y los oligonucleétidos 5°-
AGCAGAAGTGGTTCTCCTGC-3" y 5-GCATGACCCGCTCGAAGTC
TT-3". El fragmento de 2.8 kpb resultante de la PCR se clond en el sitio
Smal del plasmido pUCP20 (West et al., 1994), el cual se replica en A.
vinelandii, resultando el pldsmido pDS226. El fragmento EcoRI-HindIll
del pDS226 se cloné en pBR329. A esta construccién se le introdujo un
casette {2 espectinomicina en el sitio EcoRI para dar el plasmido pDS226b
(Figura 4).

Ensayos de enquistamiento.- Para lograr la formacién de quistes
de A. vinelandii se utilizé butanol como inductor del proceso de
diferenciacién segin el método reportado por Stevenson y Socolofsky
(1966). Las células de un cultivo crecido 12 horas en medio Burk con
sacarosa 2% se cosecharon, se lavaron 2 veces con MgSQ, 10 mM y se
sembraron en placas de medio Burk con butanol 0.2% como unica fuente
de carbono. A los tiempos indicados, se recogieron las células de estos
culivos y se resuspendieron en amortigiador Burk. Se transfirieron
alicuotas de esta suspensidn conteniendo aproximadamente 106 células, a
filtros Millipore HA de 0.45 pm y se secaron a 30 © C por 5 dias. Se
determind por cuenta viable tanto el nimero de células colocadas en los
filtros, como el porcentaje de células resistentes a desecacién (quistes) que
se resuspendieron de los filtros secos.

Microscopia electrdonica.- Para la microscopia electrdnica, las
células se fijaron en glutaraldehido 2% y en tetradxido de osmio, se
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deshidrataron con soluciones graduales de etanol, se trataron con 6xido de

propileno y se incluyeron en Epon 812, segiin 1o reportado por Mejia et al.
(1997).

Manipulaciones de DNA.- Los procedimientos estandar para
purificacién de DNA total y de pldsmidos, digestiones con enzimas de
restriccin, electroforesis en geles de agarosa, purificacién de DNA de
geles de agarosa, ligaciéon de DNA vy transformacién de E. coli, se
realizaron segiin lo descrito por Sambrook er al. (1989). Las secuencias de
DNA se determinaron por el método de Sanger (Sanger et al., 1977). La
transformacién de A. vinelandii se llevé a cabo con células competentes
preparadas en BS sin fierro ni molibdeno (Page y Tigerstrom, 1978).



RESULTADOS

Aislamiento de la mutante DS988. La estrategia adoptada para
la identificacién de genes involucrados en la biosintesis de PHB en A.
vinelandii, consisti6 en la mutagénesis de la cepa UW 136 con el transposdn
mint TnS lacZ2 y la posterior identificacién de aquellas mutantes que
presentaron un fenotipo menos opaco en medio PY con sacarosa, ya que la
opacidad presentada por las colonias de la cepa UW136 se debe a la
acumulacién de PHB, para caracterizar después el locus afectado por la
insercién del transposén. De este modo, en un banco de 3500 mutantes se
aislaron 2 que presentaron el fenotipo esperado y se denominaron DS268 y
DS988. La observacién al microscopio 6ptico mostrd que el fenotipo de
menor opacidad se debié efectivamente a la menor acumulacién
intracelular de PHB, pues en las mutantes se presenté una menor cantidad
de inclusiones del polimero y un menor tamaifio de estos granulos. Dado
que la mutante DS988 presentd la menor acumulacién de PHB y por los
resultados obtenidos posteriormente referentes a la secuencia nucleotidica
de los loci afectados en las dos mutantes, se decidid continuar Unicamente
con la caracterizacidn de la cepa DS988 por considerarla mas interesante.
El andlisis por microscopia electrénica de esta mutante (Figura 3A) y la
posterior cuantificacion del PHB y de la actividad B-cetotiolasa, primera
enzima de la ruta de biosintesis del polimero y principal blanco de la
regulacién de su produccién (Figura 3B), confirmaron que la mutacién
generada con el mini Tn5 afectd la sintesis del poliéster, ya que se cbservd
una disminucién de 80 % en el PHB intracelular y de un 50 % en la
actividad tiolasa con respecto a la cepa parental UW136.

Clonacién y secuenciacion del locus afectado. Para
caracterizar el locus afectado por la insercién del transposén, se identific
en el DNA de la mutante DS988, por hibridacién con el mini Tn3. un
fragmento Pszl de 8.2 kb que lo contenia. Este fragmento se cloné en
pBluescriptKS, obteniéndose el pldsmido pDS2t (Figura 4), el cual, como
se esperaba, considerando un tamaifio del mini Tn5 de 5kb, hibridé con un
fragmento PstI de 3.2 kb del DNA total de la cepa UW136. Para aislar el
locus silvestre, se transfirié por conjugacién a la mutante DS988 un banco
gendémico de A. vinelandii construido en el césmido pCP13 (Martinez-
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Figura 3.- A) Micrografias electronicas de las cepas UW136 y DS988. La barra representa
1 um. B) Produccién de PHB en las mismas cepas y sus correspondientes niveles de
actividad cetotiolasa.
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Figura 4.- Mapa fisico de la regién clonada en jos pldsmidos pDS2t v pDS18 y de los
plasmidos utilizados en el presente trabajo. La flecha representa el gen ptsP. Las flechas
pequenas en PDS18 indican la posicidn de los oligonucleétidos utilizados para la obtencién
por PCR del gen ptsP. Los sitios de insercién del transposén v de los cassettes de
resistencia estdn sefialados con un tridngulo. Abreviaturas de los sitios de restriccién: E,
EcoRI, C, Clal; P, Pstl; S, Sall; X, Xhol; Xm, Xmnl.

Salazar et al., 1996). Se identificaron 2 cdsmidos, el pMS620 vy el
pMS3405, capaces de restablecer la opacidad de la mutante. Por
hibridacién con el inserto del pDS2t, se confirmé la presencia del
fragmento silvestre Ps:I de 3.2 kb en estos césmidos. De igual manera se
identificé en el césmido pMS620 un fragmento de restriccién EcoRI-Clal
de 6.4 kb, el cual se clond en pBluescriptlIKS (pldsmido pDS18, Figura 4)
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Figura 5.- Secuencia nucleotidica de 3kb de la regién que contiene al gen ptsPay v su

correspondiente ‘secuencia de aminoacidos deducida. El sitio de la insercién del mini Tnj3
lacZ se ilustra con un tridngulo.
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y se utilizé en la secuenciacién de la regién afectada por la insercién. En la
secuencia obtenida (Figura 5) se identificé un posible marco abierto de
lectura (orf) que codifica para una proteina hipotética de 759 aminodcidos,
con un peso molecular calculado de 83.64 kDa. La localizacién exacta de la
insercién se determiné mediante la secuenciacién a partir de los extremos
del mini Tn5 lacZ y, como se ilustra en las Figuras 5 y 7, se encontré entre
los codones 130 y 131. Utilizando la secuencia de aminoactdos deducida, se
realizé una busqueda de similitudes con otras secuencias reportadas en el
banco de datos SwissProt utilizando el programa BLAST. Los resultados
demostraron un alto grado de similitud con la enzima I (EI) del sistema
fosfotransferasa de azlcares-fosfoenolpiruvato dependiente (PEP:PTS) de
diversas bacterias (Figura 6). La mayor identidad (43 % de residuos de
aminodcidos idénticos) se obtuvo con la EINtr codificada por el gen ptsP de
E. coli (Reizer et al., 1996; nimero de acceso de SwissProt P37177), una
de las tres EI descritas en esta bacteria y cuya funcién aun no ha sido
demostrada expernimentalmente. Por esta razén, al orf de A. vinelandii se le
designé pisPay. En la Figura 7 se muestra un alineamiento de estas dos
proteinas.

Un caracteristica interesante que se observa tanto en la proteina
EINt de E. coli como en el producto del gen ptsPa, es que tienen un
dominio amino-terminal que no estd presente en las otras 17 EI conocidas,
y que en el caso de la proteina de A. vinelandii es de 160 aminoécidos. Este
domino, al igual que el de la proteina de E. coli (Reizer et al., 1996),
presenta identidad con los dominios amino-terminales de varias proteinas
de la familia de activadores transcripcionales tipo NifA, especificamente
con los de un subgrupo de esta familia constituido por las proteinas NifA
de Azospirillum lipoferum, A. brasilense y Herbaspirillum seropedicae y
AnfA y VnfA de A. vinelandii (ndmeros de acceso de SwissProt P54929,
P30667, P27713, P12626, P12627 respectivamente). En la Figura 8§ se
muestra su alineamiento. Es importante hacer notar que en este subgrupo
de proteinas, dicho dominio podria funcionar como transductor de sefiales,
ya que se ha demostrado que el de la NifA de H. seropedicae, (Souza et al.,
1995) y los de AnfA y VnfA de A. vinelandii,(Drummond et al., 1995)
detectan la presencia de amonio.
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Figura 6.- Alineamiento de la secuencia de aminoédcidos deducida del gen prsP de A.
vinelandii (Av) con la enzima [ PTS de diversas bacterias. Los aminoicidos idénticos esidn
encerrados en cajas v los que presentan similitud se encuentran sombreados. Las seis
regiones caracteristicas de las EI y que no estdn presentes en las PEP sintasas ni en las
piruvato ortofosfato dicinasas se indican con lineas horizontales (I-VI). EI. enzima | de:
Av., A. vinelandii. Ec, E. coli; Stc, Staphilococcus carnosus: Bs. Bacillus subtilis: Ae.
Alcaligenes eutrophus. Los alineamientos fueron realizados con el programa GeneWorks

2.5.
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Figura 7.- Alineamiento de la secuencia de aminodcidos deducida del gen prsP de A.
vinelandii (Av) con la de la enzima I" de E. coli (Ec). La histidina involucrada en la
fosforilacién por PEP y la cisteina del sitio activo estdn marcadas con asteriscos. Los

motivos identificados de las enzimas que utilizan PEP estdn subrayados v el "Q linker" est4

indicado con doble subrayvado. Los alineamientos fueron realizados con el programd
GeneWorks 2.5.
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Figura 8.- Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de los dominios amino terminales
de las proteinas enzima Iny de A. vinelandii (Elay) v E. coli (Elg.); NifA de Azospirilium
lipoferum (NifAa), A. brasilense (NifAap) v Herbaspirillum seropedicae (NifAys) v AnfA

(Anfay) v VnfA (Vnfa,) de A. vinelandii .

Los alineamientos fueron realizados con el

programa GeneWorks 2.5, Los aminoacidos idénticos estdn encerrados en cajas y los que
presentan similitud se encuentran sombreados.
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Uniendo el dominio amino-terminal con e] resto de la proteina, se
identificaron dos posibles interdominios de unién flexibles, el primero de
los residuos 158 al 177(“Q linker”), caracterizado por la presencia de
residuos de glutamina, arginina, prolina y serina (40 % de 20 aa) y el
segundo del residuo 182 al 199 con un alto contenido de prolinas y alaninas
(50% de 18 aa). Este tipo de interdominios se ha demostrado que permiten
la movilidad independiente entre dominios estructural y funcionalmente
diferentes de una proteina (Reizer er al., 1993a).

Ademads de la similitud del producto del gen pzsPa, con las EI, otras
caracteristicas que permiten identificarlo como una proteina de este tipo
son las siguientes: un motivo de fosforilacién caracteristico de la
familia de enzimas que utilizan PEP (piruvato ortofosfato dicinasas,
fosfoenolpiruvato sintasas y EI-PTS) identificado por la firma G-[GA] - x -
[TN]-x-H-[STA]-[STAV] - [LIVM] (2) - [STAV] - R (clave de Prosite
PS00370), estd presente en las posiciones 358-369 (GSGNSHVAILAR,
Figura 7), con el residuo histidil involucrado en la fosforilacién por PEP
en la posicidn 363. Este motivo no corresponde exactamente con la firma
reportada en Prosite en los aminodcidos 359 ([GA] -> S) v 364 ([STA} ->
V). Un segundo motivo tipico de las enzimas de esta familia y que
corresponde a la firma [DES]-x-[LIVMF]-S-[LIVMF]-G-{ST)}-N-D-
[LIVM]}-x-Q-[LIVMFYG]-[STALIV]-[LIVMF]-[GAS]-x(2)-R (clave de
Prosite PS00742), se observa entre los aminodcidos 620 y 638
(DFLSVGSNDLTQYLLAVDR) del producto de ptsPa.. Otra caracteristica
muy conservada en las proteinas de esta familia, es un residuo cisteinil que
se ha propuesto forma parte del sitio activo de estas enzimas (Reizer er al.,
1993a). En la proteina de A. vinelandii, este residuo estd presente y
corresponde a la posicién 675 (Figura 7). Adicionalmente, las seis regiones
que Reizer et al. (1993a) identificaron por su alta conservacién en las EI, y
su ausencia en las piruvato ortofosfato dicinasas y las PEP sintasas, también
se encuentran presentes en esta proteina (Figura 6). Estas caracteristicas
permiten identificar al producto del gen ptsPa. como una E] PTS.

Dado que la firma reportada en Prosite para identificar el motivo de
fosforilacién de las proteinas que utilizan PEP no corresponde con la
secuencia de la El5, en dos posiciones, se ha propuesto modificarla como
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sigue:  G-[GAS]-x-[TN]-x-H-{STAV](2)-[LIVM](2)-[STAV]-R, pues al
utilizar esta nueva firma en el banco de datos SwissProt (versién 34) se
identificaron solamente las proteinas pertenecientes a esta familia (piruvato
ortofosfato dicinasas, PEP sintasas y EI-PTS).

Crecimiento de la mutante con diferentes fuentes de
carbono. El sistema PTS estd involucrado en el transporte y la
fosforilacién concomitante de glucosa y otros carbohidratos y participa
también en la regulacién de diversas vias del catabolismo de fuentes de
carbono, tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas (Sater y
Reizer, 1994). Aunque el transporte de glucosa en A.vinelandii no es por €l
sistema PTS sino por un sistema de transporte activo (Barnes, 1972), se
decidid probar si la Els, podria estar involucrada en el transporte de otros
carbohidratos o en la regulacién del metabolismo de carbono en esta
bacteria. Con esta finalidad se analizé la asimilacién de distintas fuentes de
carbono utilizando el medio minimo Burk.

Las fuentes de carbono empleadas en este experimento fueron
fructosa, sacarosa, glucosa, manitol, gluconato, glicerol, succinato,
piruvato y acetato (Figura 9). Estos compuestos fueron probados a una
concentracién de 10 mM, excepto acetato (20 mM) y glicerol (50 mM). La
mutante DS988 fue capaz de asimilar todas las fuentes de carbono probadas
con excepcidon de glicerol y glucosa, y presentd una velocidad de
crecimiento similar a la observada con la cepa UW136, aunque se di6 una
fase de retraso en su patrén de crecimiento. La falta de crecimiento de la
mutante en glucosa resulté contraria a lo esperado, pues es precisamente el
transporte de este carbohidrato el mejor caracterizado en esta bacteria y,
como ya se menciono, no es de tipo PTS.

En una repeticién de este experimento, en el que se utilizé una
concentracién de sacarosa mdas baja (5 mM), se observé un resultado
similar al del cultivo con glucosa 10 mM, por lo que se decidié realizar un
experimento en el que se variaron las concentraciones de dos fuentes de
carbono: glucosa, en la cual no se presenta crecimiento al utilizarla a 10
mM, y gluconato, que es asimilado por la misma ruta (Entner-Doudoroff)
y en el que si hay crecimiento a la misma concentracion.
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Figura 9.- Crecimiento de A. vinelandii UW136 (@) y DS988 (O) en medio Burk
suplementado con diferentes fuentes de carbono. El inéculo de estos cultivos se crecié en

medio Burk con sacarosa 2%.

En la Figura ‘10 se ilustran los resultados de este experimento. En el caso
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a mayor
concentracién utilizada, més parecido fue el crecimiento al de la cepa
parental UW136. Con gluconato como fuente de carbono, al utilizar una
utante present$é un crecimiento menor que
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Figura 10.- Efecto de la concentracién de glucosa (A) y gluconato (B) en el crecimiento de
A. vinelandii UW136 (@) y DS988 (O).

el de la cepa UW136. De manera similar a lo observado con glucosa, al
incrementar la concentracién de gluconato en el medio, la mutante DS988
reestablecid su crecimiento normal.

Acumulaciéon de PHB en la cepa DS988 en distintas fuentes
de carbono. Para analizar si el efecto de la mutacién prsPa, sobre la
produccién de PHB se presenta al utilizar cualquier fuente de carbono, o es
especifico de sacarosa o de las mismas fuentes de carbono en las que se
observé un efecto en el crecimiento, se cuantificé la produccién de
polimerc en la mutante DS988 y en la cepa parental UW136, utilizando
diferentes fuentes de carbono (Figura 11), en medio minimo Burk sin
nitrégeno (acetato, fructosa, gluconato, glucosa, piruvato y sacarosa) y en
medio PY (fructosa, gluconato, glucosa, piruvato y sacarosa). Para
favorecer la acumulacién del polimero, se utilizaron concentraciones de
fuente de carbono de 2 %. Tanto en el medio Burk como en PY (en el que
se logré una mayor acumulacién del polimero) y con todas las fuentes de
carbono probadas, la sintesis de PHB en la cepa DS988 se observo
considerablemente disminuida. Este resultado indica que el efecto de la
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Figura 11.- Acumulacién de PHB en A. vinelandii UW136 (|l ) y DS988 ( &) crecidas
durante 4 dias en medio minimo Burk sélido (A), y medio PY sélido (B). ACE, acetato;
FRU, fructosa; GLT, gluconato; GLS, glucosa; PIR, piruvato; SAC, sacarosa.

mutacién ptsP sobre la acumulacién de PHB no depende de la fuente de
carbono utilizada, como sucede con el crecimiento, y se presenta aun en
aquéllas que no favorecen la acumulacién del poliéster.

Analisis del efecto de la mutacién ptsP sobre la asimilacién
de glucosa. Considerando que el principal efecto sobre el crecimiento de
la cepa DS988 se observé al utilizar glucosa como fuente de carbono vy
dado que este carbohidrato no es transportado por el sistema PTS en esta
bacteria (Barnes, 1972; Romano y Saier, 1992), se pensd en la posibilidad
de que la proteina EINU participara en la regulacion de la asimilacidn de
gste compuesto, de manera similar al papel regulador desempefiado por el
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sistema PTS en el transporte y catabelismo de diversas fuentes de carbono,
PTS y no PTS, en otras bacterias (Saier y Reizer, 1994). Como el
crecimiento en gluconato no se afecta tan drasticamente como en glucosa,
se consider6 que de existir una regulacién del catabolismo de ésta, deberia
estar a nivel de su transporte, de su fosforilacién por la glucosa cinasa, o de
la oxidacién de la glucosa-6P para formar 6-fosfogluconato, producto
comun en el catabolismo de estos dos compuestos, para lo cual se
cuantificaron estas actividades. Para estas determinaciones, se crecieron las
dos cepas en las mismas condiciones del experimento de asimilacién de
fuentes de carbono. en medio Burk con sacarosa 2%, se lavarony se

CEPA
ACTIVIDAD UW136 DS988
Transporte de glucosa (nmol min-'mg-!) 4.01 5.02
Glucosa cinasa (nmol min-!mg-!) 19.7 18.8
(G-6-P deshidrogenasa (nmol min-'mg-!) 311.2 256.1

Tabla 1.- Cuantificacién de algunas actividades enzimaticas involucradas en la asimtlacién
de glucosa en A. vinelandiii UW136 y DS988.

transfirieron a medio Burk con glucosa 11 mM. Tras 4 horas de incubacién
en este medio, se determinaron las actividades mencionadas. El resultado se
ilustra en la Tabla 1. En ninguna de las determinaciones realizadas se
observaron diferencias que pudieran explicar la falta de crecimiento de la
mutante DS988 en glucosa.

Efecto de la adicion de diferentes fuentes de nitrégeno
sobre el crecimiento de la mutate DS988 en glucosa y andlisis de
la actividad de la enzima nitrogenasa. Dado que el catabolismo de
glucosa no estd afectado en la mutante DS988 y los experimentos de
utilizacién de fuentes de carbono se realizaron en condiciones diazotréficas,
se analizo el efecto de la adiciéon de amonio en el medio Burk. La
suplementacion de este medio con 10 mM de cloruro de amonio
reestablecié por completo el crecimiento de la cepa DS988 en glucosa 11
mM, lograndose incluso una mayor biomasa al final del cultivo (Figura
12). En este experimento se incluyd como control la mutante DS988 con el
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c6smido pMS620. Este césmido, ademds de complementar la produccién de
PHB en la mutante, como se observé por el restablecimiento de la opacidad
de las colonias, reestablecié también su capacidad para crecer en medio con
glucosa en condiciones diazotréficas.

1A

_D1 T T T _01 L) T T
0 10 20 30 a0 0 10 20 30 40

Tiempo (h)

Figura 12.- Crecimiento de A. vinelandii UW136 (@), DS988 (O) v DS988 con el césmido
pMS620 (O) en medio minimo Burk en condiciones diazotr6ficas (A) y con cloruro de
amonio 10 mM (B).

Para determinar si otras fuentes de nitrdgeno restauraban el
crecimiento en glucosa, se repitid el experimento anterior utilizando
alanina, asparagina, aspartato, glutamato, glutamina y urea. Como se
observa en la Figura 13, todas las fuentes de nitrégeno probadas
reestablecieron el crecimiento de la cepa DS988, salvo aspartato, que
resulté ser una mala fuente de nitrégeno para A. vinelandii.

Los resultados obtenidos demostraron que el metabolismo de glucosa
no se afectd por la mutacién ptsP y sugerian que la falta de crecimiento en
este carbohidrato era debida probablemente a una imposibilidad para fijar
nitrégeno. Para comprobarlo, se procedié a cuantificar la actividad de la
nitrogenasa en la cepa DS988 incubada en medio Burk con glucosa 10 mM
y se comparé con la actividad obtenida en la cepa UW136. De igual forma
se analiz6 la actividad de esta enzima en cultivos con gluconato.
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Figura 13.- Efecto de la adicién de diversas fuentes de nitrégeno sobre el crecimiento de las
cepas UW136 (’) v DS988 (O) en medio minimo con glucosa.

Los resultados de este experimento (Tabla 2), confirmaron gque el
fenotipo ocasionado por la mutacién pisP sobre el crecimiento en glucosa
es debido a un efecto negativo sobre la fijacién de nitrégeno, ya que a las 4
h no se detectd la actividad de la nitrogenasa en la cepa DS988 incubada en
medio con glucosa e incluso se observd una actividad disminuida en el
cultivo con gluconato, lo que podria explicar el retraso observado en
crecimiento de la mutante en esta condicién.

el

ACTIVIDAD NITROGENASA (nmol h-lg-1)

CEPA EN_GLUCOSA EN GLUCONATO
UW136 1096 2097
DS988 N.D. 4200

Tabla 2.- Cuantificacién de la actividad nitrogenasa A. vinelandii UW 136 y DS988 en dos
condiciones de cultivo. N. D. No detectada.
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Produccion de PHB en una mutante rpoN.- El fenotipo de la
cepa DS988 con respecto a la fijacién de nitrégeno es similar al observado
en una mutante npr de K. pneumoniae, en la que se afecta la transcripcion
de genes con promotores ¢°‘-dependientes como el gen nifH y, como
consecuencia, la fijacién de nitrégeno (Merrick er al., 1995). En R. erli. la
inactivacién del gen prsN también provoca una disminucién en la expresion
del gen nifH (Michiels et al., 1998). Dado que el producto del gen ptsP es
muy similar a la EI™" de E. coli (Reizer et al., 1996) y esta proteina se ha
propuesto como la posible enzima fosforilante de los productos de los genes
npr y ptsN (Reizer er al., 1992), se consideré probable que los dos
principales fenotipos que presenta la mutante DS988 podrian implicar a la
EI™en el control de la transcripcién de los genes pis y nifHDK a través de
la fosforilacién de las proteinas reguladoras de la transcripcién G
dependiente, Npr y ITA™

Los genes npr y ptsN no se han descrito en A. vinelandii, ya que el
operdn rpoN de esta bacteria sélo se ha secuenciado parcialmente (Merrick
et al., 1987). Sin embargo, la secuencia conocida sugiere la existencia de un
operdn similar al observado en otras bacterias

Para probar si la menor produccién de PHB de la mutante DS988
podria ser debida a la interrupcién de la cascada hipotética de fosforilacién
EI"'-Npr-IIA™, se llevé a cabo un experimento para determinar si la
sintesis de este polimero en A. vinelandii depende o no de la transcripcién a
partir de algin promotor ¢>* dependiente, como sucede en P. aeruginosa
(Timm y Steinbiichel, 1992). Esto se realizé mediante la comparacién de la
produccién de PHB en la mutante MV700, cepa derivada de UW136 y que
contiene una mutacién en el gen rpoN (Kennedy et al.,, 1986), con la
presentada en las cepas UW136 y DS988 en medio PYS.

La acumulacién de PHB en la cepa MV700 resultd muy similar a la
de la UW136 (Figura 14), por lo que la transcripcidén de los genes phb en
esta condicién no depende de ¢>; y el fenotipo de menor acumulacién de
PHB en la mutante ptsP, no puede ser explicado por un modelo en el que
EI" intervenga en la fosforilacién de los reguladores de 6>, Npr y IIA™".
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Figura 14.- Comparacién de los niveles de acumulacién de PHB (opacidad) de las cepas
UW136, DS988 y MV700 a los 5 dias de crecimiento en medio PYS.

Transcripcion del operén nifHDK en la mutante ptsP .-
Para determinar si el efecto observado sobre la fijacién de nitrégeno
podria ser explicado por el modelo anterior, se determino si la disminucién
de la actividad nitrogenasa era ocasionada a nivel transcripcional. Para este
fin se contruyé una mutante ptsP en la cepa MV 101, la cual se derivé de la
cepa UW136 y contiene una fusién transcripcional nifH::lacZ (Walmsley y
Kennedy, 1991). Esta mutante se denominé DS989 (ver material y
métodos). En la Tabla 3 se ilustran los resultados de un experimento en el
que se compararon los niveles de transcripcién del gen nifH de las cepas
MV101 y DS989 mediante la determinacién de la actividad B-galactosidasa,
en un cultivo realizado en medio Burk con glucosa 11 mM en condiciones
diazotréficas. Se incluyé como control negativo un cultivo en el que se
adicioné amonio para reprimir la transcripcién de nifH.

Actividad especifica de B-galactosidasa
(Unidades Miller)
Cepa Genotipo Sin amonio Con amonio
_ 0h 4h 4h
MV101 ptsP* 1355 11.2 13929 * 125 824 %1
DS989 ptsP” 1544 *51.8 1219.0* 111 79.2 7

Tabla 3. Efecto de la mutacién ptsP sobre la transcricpién de nifH. Las células fueron
precrecidas en Burk sacarosa con 10 mM de urea, lavadas con amortiguador Burk e

incubadas 0 y 4 h en medioc Burk con 11 mM de glucosa con y sin cloruro de amonio 10
mM.
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Los niveles de actividad B-galactosidasa en la mutante DS989
resultaron muy similares a los determinados en la cepa MV101, por lo que
el efecto negativo de la mutacién pzsP sobre la fijacién de nitrégeno no es a
nivel de la transcripcién de nifH y por lo tanto la EI"" de A. vinelandii no
interviene en el control de la expresidn de este gen.

Efecto del nivel de aereacién sobre el crecimiento de la
mutante DS988 en condiciones diazotréficas.- El crecimiento de la
mutante DS988 en glucosa se restablece cuando la concentracién de esta
fuente de carbono se incrementa en el medio de cultivo (experimento
Figura 10). Se ha demostrado que en A. vinelandii la limitacién de carbono
aumenta la sensibilidad al oxigeno de la nitrogenasa (Kuhla y Oelze, 1983).
Dado que la deficiencia en el crecimiento en condictones de fijacién de
nitrégeno se presenta en las fuentes de carbono en las que el
microorganismo crece mds lentamente, € incluso en gluconato y sacarosa se
observa un mayor efecto cuando se disminuye su concentracion a 5 mM, se
considerd que este fenotipo podria ser atribuido a una proteccién deficiente
de la nitrogenasa. En un experimento en el que se varié la fraccién de
llenado de los matraces con el medio de cultivo, para asi modificar su nivel
de oxigenacidn, se observé que la mutante DS988 reestablecié su capacidad
de crecimiento en glucosa (fijacién de nitrégeno) de manera gradual
conforme se disminuyd la aereacién (Figura 15), de manera similar a lo
observado al incrementar la concentracién de glucosa (comparar con la
Figura 10).
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Figura 15.- Efecto de la concentracién de oxigeno en el crecimiento de A. vinelandii
UW136 (@) v DS988 (O). Las fracciones indican el volumen de medio de cultivo utilizado
en matraces de 125 ml.
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Los resultados anteriores son consistentes con la hipétesis de que el
efecto sobre la fijacién de nitrégeno en la mutante DS988 podria ser debido
a una mayor sensibilidad a oxigeno de la nitrogenasa.

Complementacion de la mutante DS988 con el gen ptsP.-
Los césmidos pMS620 y pMS3405 reestablecieron el fenotipo silvestre de
opacidad (produccién de PHB) y el crecimiento en glucosa en condiciones
diazotréficas (Figura 12A), sugiriendo que los fenotipos descritos son
causados por la mutacién ptsP::Tn5. Para confirmar que ambos fenotipos
se deben a la ausencia de EI"" y no a efectos polares de la insercién, se
obtuvo por PCR, a partir del pldsmido pDS18, un fragmento que contiene
el gen pisP flanqueado por 215 pb arriba del ATG y 322 hacia abajo del
codén de término (ver Materiales y Métodos y Figura 4). Este fragmento
se cloné en el pldsmido pUCP20, el cual es capaz de replicarse en A.
vinelandii, dando el pldsmido pDS226. Este plasmido no complementd los
fenotipos de produccién de PHB y fijacién de nitrégeno de la cepa DS9&8,
sugiriendo que el promotor a partir del cual se transcribe este gen no estd
presente en el fragmento amplificado o que el fenotipo obtenido en la
mutante en realidad es debido a un efecto polar sobre genes que se
encuentran abajo del gen pisP.

Para determinar si la falta de complementacién se debié a 1a ausencia
de promotor en el fragmento clonado en el plasmido pDS226, este
fragmento se clondé en pBR329, pldsmido incapaz de replicarse en A.
vinelandii, y se introdujo un cassette de resistencia a espectinomicina. El
plasmido resultante se denominé pDS226b (Figuras 4 y 16a). La
transformacién de A.vinelandii con el plasmido pDS226b y la seleccién de
cepas resistentes a espectinomicina y ampicilina permitié identificar cepas
en las que el pldsmido se cointegrd en el cromosoma de la cepa DS988 por
recombinacién sencilla. Se obtuvieron dos tipos de colonias, aquéllas que
presentaron fenotipo silvestre de opacidad (Figura 16¢) y la capacidad de
crecer fijando nitrégeno en medio Burk con glucosa 11 mM (datos no
mostrados), y colonias transparentes incapaces de crecer en esas
condiciones.
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El andlisis por hibridacién Southern (Figura 16b), demostré que la
integracién del pDS226b en una transformante con fenotipo silvestre
ocurrié entre la regién promotora del gen ptsP y la insercién del Tn),
permitiendo que la transcripciéon del gen quedara bajo el control de su
propio prométor. Aquellas transformantes en las que la recombinacién
occurrié después de la insercién del Tn5 no fueron complementadas (datos
a b 12 3
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Figura 16.- Integracién del pldsmido pDS226b en el cromosoma de la cepa DS988. (a)
Representacion esquemdtica de la integracién por recombinacién sencilla. (b) Hibridacién
Southern del DNA genémico de UW136 (1), DS988 (2) y DS988::pDS226b (3) digeridos
con Clal y HindIIl usando ptsP como probador. Los fragmentos que hibridan en (b) se
encuentran indicados en (a). (¢) Fenotipos de opacidad de las cepas UW136, DS988 y
DS988::pDS226b.
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no mostrados). Estos resultados confirmaron que los fenotipos observados
en la mutante DS988 son debidos a la inactivacién del gen prsP, y no a un
efecto polar, y que el promotor de este gen no estd contenido en el
fragmento obtenmido por PCR.

Efecto de la disminucion en la capacidad de acumulacidén
de PHB sobre la produccion de alginato en A. vinelandii.-
Ademds de la sintesis de PHB, otra de las caracteristicas que hacen
interesante a A. vinelandii desde un punto de vista biotecnoldgico es su
capacidad para producir otro polimero de interés comercial, el polisacérido
alginato. La produccién de PHB se ha considerado como un destino
indeseable para el carbono asimilado por A. vinelandii cuando se trata de
cepas utlizadas para la produccién de alginato (Brivonese y Sutherland,
1989), sobre todo si se toma en cuenta que el PHB puede constituir hasta el
70 % del peso seco de este microorganismo (Senior y Dawes, 1971) y en
algunas mutantes hasta el 85 % (Page y Knosp, 1989). Dado que la
mutacién ptsP provocd una disminucién importante en la cantidad de PHB
sintetizado y siendo uno de los intereses de nuestro grupo la obtencion de
cepas sobreproductoras de alginato, se analizé el efecto de este fenotipo
sobre la produccién de este polisacadrido. Para lograr este objetivo fue
necesario transferir la mutacién prsP a una cepa productora de alginato, la
ATCC 9046, pues la cepa UW136 y su derivada DS988 no lo sintetizan.
Esto se logré transformando la cepa ATCC 9046 con DNA total de la
mutante DS988 y seleccionando las dobles recombinantes resistentes al
marcador contenido en el transposén. La seleccidén de colonias resistentes a
kanamicina y la posterior confirmacién del reemplazo del gen pisP
silvestre por el gen con la insercién del mini Tn5 mediante hibridacién tipo
Southern (datos no mostrados), permitieron la obtencién de la cepa AT9gS.
Como se esperaba, esta mutante presentd los fenotipos de baja produccidn
de PHB, baja actividad cetotiolasa (Tabla 4) e incapacidad para fijar
nitrégeno en medio Burk con glucosa 11 mM (datos no mostrados).

Las pruebas de produccién de alginato se realizaron en el medio BM,
en el cual la cepa ATCC 9046 presenta la mayor produccién de este
polisacdrido. En la Tabla 4 se ilustran los resultados obtenidos a las 72 h de
cultivo. Aunque la acumulacién de PHB bajo estas condiciones presenté una
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disminucién con respecto a la cepa parental (33%), ésta no fue tan
importante como la observada en la cepa DS988 bajo las mismas
condiciones (90%) y esta menor produccién de PHB no provocd un
incremento en la produccidn de alginato como se esperaba, ya que incluso
la produccién volumétrica fue menor, tal vez debido al menor crecimiento
logrado por la mutante AT988.

ATCC

9046 AT988 | UWI136 | DS988
Crecimiento (mg proteina /ml) 0.87 0.83 1.15 0.47
PHB (mg/ml) 3.02 1.92 2.59 0.12
PHB (mg/mg proteina) 3.46 2.31 2.24 0.25
Act. cetotiolasa (nmol/min mg Prot) 9287 6615 1026 785
Alginato (mg/ml) 3.04 2.81 N.D. N.D.
Alginato (mg/mg proteina) 3.48 3.38 N.D. N.D.

Tabla 4.- Produccién de alginato y PHB y cuantificacién de actividad cetotiolasa en varias
cepas de A. vinelandii bajo condiciones Optimas para produccién de alginato. Los
resultados ilustrados fueron determinados a las 72 h, salvo los de actividad cetotiolasa que
corresponden a las 48 h.

Formaciéon de quistes en la mutante ptsP .- Otro aspecto
interesante para analizar en relacién al PHB, es €l proceso de
enquistamiento. El papel desempefiado por este polimero durante la
diferenciacién que se presenta en este microorganismo no estd claro. Sin
embargo, existen antecedentes que sugieren una correlacién entre la
capacidad de acumulacién de PHB en la primera etapa de la diferenciacion
y el porcentaje de quistes maduros que se forman. Adicionalmente, el
contenido de PHB disminuye gradualmente conforme avanza la maduracién
del quiste, lo que sugiere que este polimero se utiliza en este proceso
(Stevenson y Socolofsky, 1966).

Para determinar el efecto de una disminucién en la sintesis de PHB
sobre el enquistamiento, se analizd la capacidad de formacién de quistes
resistentes a la desecacién en la mutante ptsP. En este experimento se
utilizé la cepa AT988, pues el alginato es un componente estructural de las
paredes del quiste y es esencial para este proceso. El porcentaje de
enquistamiento de un cultivo de esta cepa inducido con butanol se compard
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PORCENTAJE DE
CEPA ENQUISTAMIENTO |
ATCC 9046 238
ATO88 0.008

ATCC9046 AT938

Figura 17.- A) Porcentajes de quistes maduros resistentes a la desecacién de las cepas
ATCC 9046 y AT988 a los 5 dias de la induccidon con n-butanol. B) Micrografias
electrénicas de las células obtenidas en la misma condicién (E = exina, I = intina)

con el presentado por la cepa parental ATCC 9046 (Figura 17A).
Adicionalmente, se estudié la morfologia de los quistes formados por las
dos cepas, mediante microscopia electrénica (Figura 17B).

En la cepa AT988 no se detectd la formacién de quistes maduros
resistentes a desecacion. Al analizar la morfologia de la mutante, a los
cinco dias de la induccién con butanol, se observé en las micrografias
electrdnicas que las células presentaron una menor cantidad y tamafio de los
granulos de PHB y adquirieron una forma redondeada, similar a la de los
quistes maduros de la cepa ATCC 9046. Sin embargo, en la mutante no se
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detectaron las paredes de la cdpsula (exina e intina) presentes en los quistes
de la ATCC 9046. Este fenotipo podria ser debido a la menor acumulacion
de PHB, lo que confirmaria la importancia del polimero en este proceso de
diferenciacién. Sin embargo, esta disminucién en la cantidad de PHB
acumulado paodria no ser la causa de la falta de capsula en los quistes, pues
también es posible que la EI"" esté involucrada de otra manera en el
proceso de enquistamiento.

49



DISCUSION

La caracterizacién de la mutante DS988 permitié establecer en A.
vinelandii la presencia del gen ptsP. Este gen codifica para un homdlogo de
la enzima I (EI) del sistema PEP:PTS, pues en la secuencia de aminoacidos
deducida se identifican claramente los dominios caracteristicos de estas
proteinas (Reizer er al., 1993a). El miembro de esta familia con el que la

El de A. vinelandii presenta un mayor porcentaje de identidad, es la EI'"
de E. coli (Reizer er al., 1996).

En A. vinelandii se ha reportado la carencia del sistema PEP:PTS
para el transporte de glucosa (Romano y Saier, 1992) y se ha demostrado
que este carbohidrato se transporta por otro mecanismo (Barnes, 1972).
Sin embargo, ante la presencia de un componente de este sistema, se
considerd la posibilidad de que éste pudiera participar en el transporte de
otros carbohidratos como fructosa, como sucede en Pseudomonas y
Alcaligenes, bacterias aerobias en las que no existe PTS-glucosa pero que
utilizan este sistema para el transporte de fructosa (Romano y Saier, 1992).
Sin embargo, la mutacién ptsP no afectd significativamente la utilizacién de
este carbohidrato. Este resultado estd de acuerdo con la falta de la enzima
fructosa-1-fosfato cinasa en Azotobacter spp. (Anderson er al., 1987,
Stephenson er al., 1978), enzima usualmente asociada a la existencia del
sistema PTS fructosa (Romano y Saier, 1992).

A pesar de que no se esperaba que en la mutante prsP estuviera
afectada la asimilacién de glucosa, la cepa DS988 fue incapaz de crecer en
este carbohidrato y en glicerol. Como el crecimiento en gluconato no fue
severamente afectado, se considerd la posibilidad de que el sistema PTS
podria estar regulando el transporte de glucosa o alguno de los primeros
pasos de su catabolismo, que llevan a la produccidén de gluconato-6-fosfato,
pues existen ejemplos de que el sistena PTS interviene también en la
regulacién del catabolismo de fuentes de carbono en otras bacterias (Saier y
Reizer, 1994). Los resultados demostraron que la EI™ de A. vinelandii no
estd involucrada en la regulacidn de los primeros pasos de la asimilacion de
glucosa. Dado gue tampoco se afectd de manera importante la utilizacién de
otras fuentes de carbono, es improbable que la EI" participe en el
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transporte o regulacién del metabolismo de estos compuestos. Asi, esta
proteina constituye un ejemplo mds de la presencia de un componente del
sistema PTS en una bacteria que utiliza mecanismos no PTS para el
transporte de carbohidratos.

Los resultados obtenidos demostraron que la falta de crecimiento de
la mutante DS988 en glucosa, en realidad se debe a un efecto negativo
sobre la fijacién de nitrégeno. Lo mismo sucede con la fase lag que se
presenta durante el crecimiento en gluconato. Se ha sugerido que en E. coli
la EI"" podria participar en una cascada de fosforilacién con las proteinas
Npr y HHAM (Reizer et al., 1996), las cuales regulan la transcripcién de
promotores 6°'-dependientes en diversas bacterias (Jin er al., 1994; Powell
et al., 1995; Merrick er al., 1995; Michiels er al., 1998). Tanto en K.
pneumontae (Merrick et al., 1995) como en R. erli (Michiels er al., 1998),
mutaciones en los genes que codifican para estos reguladores afectan la
transcripcién del gen nifH y, como consecuencia, la fijacién de nitrégeno.
Dado que en A. vinelandii la transcripcién del operén nifHDK también es
dependiente de 6> y ante la posible existencia de las protefnas Npr y IIA™
en esta bacteria, se consideré la hipétesis de que la falta de EI™" en la
mutante DS988 estaria provocando un efecto a nivel de la transcripcién de
nifH al no haber fosforilacién de estas proteinas reguladoras. Los
resultados presentados en este trabajo demuestran que la mutacién en el gen
ptsP no afecta la transcripcién a partir del promotor 6> de nifH, por lo que
el efecto negativo sobre la fijacién de nitrégeno no es a través de la posible
regulacién ejercida por Npr y IIA™. También se demostré que el efecto
sobre la acumulacién de PHB no puede ser explicado por un modelo de
regulacién transcripcional que involucre a estas proteinas reguladoras, pues
la sintesis de PHB no es ¢**-dependiente.

El efecto de la mutacién prsP sobre la actividad nitrogenasa podria
estar relacionado con una falla en la proteccién respiratoria de esta enzima.
Se ha reportado que bajo condiciones de limitacién de carbono este
mecanismo estd restringido (Moshiri et al., 1994) y también se ha
propuesto que estas condiciones aumentan la sensibilidad de la nitrogenasa a
la inactivacién por oxigeno, debido a un menor flujo de electrones hacia
esta enzima (Kuhla y Oelze, 1988). El restablecimiento del crecimiento
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diazotréfico de 1a mutante DS988 en glucosa y la eliminacidn de la fase lag
en gluconato, obtenidos al incrementar la concentracién de estas fuentes de
carbono en el medio (Figura 10), estdn de acuerdo con esta hipdtesis. De
igual manera, la inhibicién de la nitrogenasa en la mutante DS988 sélo se
presenta bajo condiciones de alta concentracién de oxigeno, como lo
confirma el experimento en el que se modificé la aereacién del cultivo
(Figura 15). Estos resultados apoyan la hipétesis de que la mutacién ptsP
afecta la sensibilidad a oxigeno de la nitrogenasa.

La proteccién conformacional mediada por la proteina FeSII evita
temporalmente la inactivacién y la posterior degradacién de la nitrogenasa,
sobre todo bajo condiciones de limitacidén de energia (Moshiri et al., 1994),
por lo que también es posible que la alteracién observada en la mutante
DS988 sea a este nivel. De hecho, el fenotipo de la mutante DS988 es
semejante al reportado en mutantes de A. vinelandii que carecen de la
proteina FeSII, pues éstas crecen bien en condiciones diazotréficas en
diversas fuentes de carbono pero, bajo condiciones de limitacién de
energia, presentan una rapida degradacién de la nitrogenasa (Moshiri er al.,
1994). Asi, la EI™ podria estar involucrada en la regulacién de este
fendmeno. aunque no se tienen evidencias experimentales que apoven esta
hipétesis.

Las interpretaciones anteriores implican que en A. vinelandii glucosa
(al igual que glicerol) es mas limitante para la proteccién de la nitrogenasa
que el resto de las fuentes de carbono probadas. La velocidad de
crecimiento de la cepa UW136 en glucosa es considerablemente menor que
la observada en gluconato o fructosa a la misma concentracién molar
(Figura 9). También la actividad nitrogenasa resultd ser nueve veces menor
en glucosa que en gluconato, en la cepa UWI136 (Tabla 2) v se ha
demostrado que existe una relacién entre la actividad nitrogenasa y la
cantidad de fuente de carbono disponible (Kuhla y Oelze, 1988). Estos
datos sugieren que la glucosa es una fuente limitante de carbono y energia.

Por otro lado. el efecto negativo de la mutacién prsP sobre la

actividad de la nitrogenasa podria ser consecuencia de la reducida
capacidad de acumulacién de PHB de la mutante. Se ha propuesto que el
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PHB podria funcionar en la regulacién de la concentracion de oxigeno, en

ausencia de un sustrato exdgeno, al proveer a la célula de una fuente de
carbono rapidamente oxidable que podria ser utilizada para mantener una
tasa respiratoria adecuada para la proteccién de la nitrogenasa (Senior et
al., 1972). Es'posible que la menor cantidad de PHB acumulada en la cepa
DS988 sea insuficiente para restablecer la proteccién respiratoria en
condiciones de limitacién de carbono, como las utilizadas en los
experimentos presentados con glucosa 10 mM o glicerol 30 mM.

Sobre el mecanismo por el cual la mutacién ptsP afecta la
acumulacién de PHB no se tienen datos que lo expliquen. Existe un
antecedente de proteinas PTS implicadas en la regulacién del metabolismo
de este poliéster en A.eurrophus, en donde mutaciones en los genes pts/
(phbI) o ptsH (phbH), que codifican para homdélogos de la enzima I y de
Hpr respectivamente, causan una disminucién en el contenido de PHB en
etapas tardias del crecimiento, después de haberse acumulado el polimero y
sin que se detecte una alteracién en las actividades de las enzimas
biosintéticas. La opacidad de las colonias de estas mutantes disminuye tras
una incubacién prolongada (Pries et al., 1991), por lo que la disminucién
en el contenido de PHB al parecer se debe a su degradacién. Los datos
obtenidos con la mutante de A. vinelandii no excluyen la posibilidad de que
este fenotipo de menor acumulacién se deba a una degradacién desregulada.
Sin embargo, en la mutante DS988, no se observé un cambio en la opacidad
de las colonias ni una caida dréstica en el contenido del polimero a través
del tiempo, pues las diferencias entre la mutante y la cepa UWI136 se
aprecian desde etapas tempranas de los cultivos. Ademds, la disminucion en
los niveles de actividad B-cetotiolasa, primera enzima de la ruta de sintesis
de PHB, sugiere que la mutacién prsP afecta su produccién. Si bien ésta
disminucién corresponde solamente a un 50 %, la falta aparente de
correlacién con el porcentaje de reduccién en el contenido de PHB podria
explicarse por la existencia de més de una cetotiolasa, como sucede en A.
eutrophus (Slater et al., 1998), siendo una de ellas la principal responsable
de la sintesis del poliéster y estando la otra involucrada en el metabolismo
de lipidos, pues esta enzima participa también en la -oxidacién de acidos
grasos. De hecho, en el laboratorio se ha clonado un gen que codifica para
una B-cetotiolasa, el cual, al ser inactivado, provoca una disminucién en la
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actividad B-cetotiolasa sin afectar de manera significativa la acumulacién
del polimero (Vargas, tesis de licenciatura en proceso). Asi, la mutacién en
el gen pisP afectaria Unicamente a la tiolasa biosintetica y la actividad
detectada seria producto de la enzima catabdlica.

Dada la funcién que desempefia la EI PTS en otras bacterias, la EI™"
de A. vinelandii podria funcionar modificando, por fosforilacién, directa o
indirectamente, a algin regulador de la biosintesis de PHB. Esta enzima
podria detectar la concentracién de carbono, pues la fosforilacién es
dependiente de fosfoenolpiruvato, de manera que en presencia de una
concentracién de carbono adecuada se activaria la sintesis de PHB.
Adicionalmente el estatus de nitrégeno podria incorporarse en el
mecanismo regulador, pues el dominio amino-terminal de esta proteina
podria detectar la presencia de amonio, va que se ha demostrado que los
dominios amino-terminales de al menos tres proteinas de este subgrupo de
proteinas NifA, con las que se observa similitud, funcionan como dominios
transductores de seiiales, especificamente de amonio (Drummond er al.,
1995; Souza et al., 19935). La presencia de este compuesto podria modular
la actividad catalitica del dominio carboxilo-terminal de la EI", como
sugiere el arreglo de estos dominios separados por interdominios que
permiten la movilidad independiente de los dos componentes de esta
enzima. Este sistema regulador hipotético, de igual manera, podria
intervenir en la regulacién de la proteccién a la nitrogenasa.

Con respecto al efecto del bloqueo parcial de la sintesis de PHB sobre
la produccién del alginato, los resultados demuestran que, a pesar de que la
mutacién prsP provocd una disminucién en la acumulacién de PHB también
en la cepa mucoide ATCC 9046, no se observd una repercusién sobre la
produccién de alginato como se esperaba. Este resultado probablemente se
deba a la existencia de otros pasos limitantes para la sintesis de alginato y el
bloqueo, a pesar de evitar la canalizacién de parte del carbono al poliéster,
no promueve su desviacidén hacia la produccién del polisacérido.

En cuanto al efecto de la menor acumulacién de PHB sobre el

enquistamiento, la mutante AT988 no fué capaz de formar quistes maduros
resistentes a la desecacidn. El andlisis por microscopia electrénica demostro
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que tras la induccidn con butanol, las células de la mutante pasaron de la
forma de bacilo, caracteristica de las células vegetativas, a células redondas,
morfologia similar a la de los quistes maduros. Sin embargo, en el interior
se observé un menor nimero de grianulos de PHB y la diferencia
morfolégica mds notable fue la falta de cdpsula en los quistes, pues no se
observaron las capas de exina e intina. Este fenotipo es semejante al
presentado por cepas no productoras de alginato, incapaces también de
enquistarse, aunque la mutante AT988 si produce este polisacarido. La
disminucion en el contenido de PHB podria ser la causa de este fenotipo,
pues esto afectaria la sintesis de alquilresorcinoles, lipidos especificos de los
quistes y componentes importantes del cuerpo central y de la exina (Reusch
y Sadoff, 1981), ya que se ha sugerido que éstos se forman a partir de
productos de la depolimerizacién de PHB. Otros componentes del quiste
podrian también ser sintetizados a partir del PHB acumulado, pues se ha
demostrado que la intina es sintetizada principalmente después de la
induccidn del enquistamiento en ausencia de glucosa, durante una etapa de
movilizacién del polimero (Reusch y Sadoff, 1981). Estos resultados
concuerdan con reportes previos que correlacionan la cantidad de PHB
acumulado en las células de Azotobacter con los porcentajes de
enquistamiento que se presentan (Stevenson y Socolofky, 1966), lo que
sugiere que no solamente es importante la presencia del polimero, sino
también su concentracién en la célula y explicaria el fenotipo obtenido en
una mutante con un bloqueo parcial en la sintesis de PHB. Aunque es
probable que la falta de enquistamiento se deba a la menor acumulacién de
PHB, lo que comprobaria la importancia de este polimero en este proceso
de diferenciacién, no se puede descartar la posibilidad de que la EI™ esié
involucrada en el proceso de enquistamiento a otro nivel.
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CONCLUSIONES

El gen afectado en la mutante DS988 codifica para una proteina de 83.6
kDa hdméloga a la EI del sistema PTS, con un posible dominio amino
sensor, similar al de un grupo de proteinas tipo NifA.

La EI de Azotobacter vinelandii no estéd involucrada en el transporte de
carbohidratos.

La incapacidad de la mutante DS988 para crecer en condiciones
diazotréficas en glucosa 10 mM se debe a un efecto negativo sobre la
fijacién de nitrégeno y no sobre el transporte o catabolismo de este
carbohidrato.

El efecto negativo observado sobre la fijacién de nitrégeno, no es a nivel
de la transcripcién del operén nifHDK, por lo que la EI de A. vinelandii
probablemente no estd involucrada en la regulacion de la actividad del
factor 6**, como se ha sugerido para su homélogo de E. coli.

El efecto de la inactivacién del gen prsP sobre la fijacién de nitrégeno se
debe a una mayor sensibilidad de este proceso al oxigeno. en condiciones
de limitacién de carbono.

La disminucién en la acumulacién de PHB en la mutante DS988 se
presenta con cualquier fuente de carbono utilizada, independientemente
de la presencia de nitrogeno fijado en el medio de cultivo y se debe
probablemeénte a una menor sintesis del polimero.

La sintesis de PHB no depende del factor ¢* alternativo.

La inactivacién del gen ptsP es responsable tanto de la menor
acumulacién de PHB como del efecto negativo sobre la fijacién de
nitrégeno.

El bloqueo parcial de la sintesis de PHB no provocé cambios en la
produccién del polisacarido alginato.

El producto del gen prsP es necesario para la formacién de cdpsula en los
quistes de A. vinelandii, probablemente por la menor acumulacién de
PHB, aunque la EI™ podria estar involucrada a otro nivel en este
proceso.
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Strain DS988, an Azotobacter vinelandii mutant with a reduced capacity to accumulate poly-B-hydroxybuty-
rate, was isolated after mini-Tn5 mutagenesis of the UW136 strain. Cloning and nucleotide sequencing of the
affected locus revealed a gene homologous to Escherichia coli ptsP which encodes enzyme 1™, a homologue of
enzyme I of the phosphoenol pyruvate-sugar phosphotransferase system with an N-terminal domain similar to
the N-terminal domain of some NifA proteins. Strain DS988 was unable to grow diazotrophically with 10 mM
glucose as a carbon source, Diazotrophic growth on alternative carbon sources such as gluconate was only
slightly affected. Glucose uptake, as well as glucose kinase and glucose-6-phosphate-dehydrogenase activities
that lead to the synthesis of gluconate-6-phosphate, were not affected by the ptsP mutation. The inability of
DS988 to grow diazotrophically in 10 mM glucose was overcome by supplying ammonium or other sources of
fixed nitrogen. Acetylene reduction activity but not transcription of the nitrogenase structural gene nifH was
shown to be impaired in strain DS988 when it was incubated in 10 mM glucose. The diazotrophic growth defect
of DS988 was restored either by increasing the glucose concentration to above 20 mM or by lowering the oxygen
concentration. These data suggest that a mutation in pfsP leads to a failure in poly-B-hydroxybutyrate me-

tabolism and in the respiratory protection of nitrogenase under carbon-limiting conditions,

Azotobacter vinelandii is an obligate, aerobic, nitrogen-fixing
soil bacterium that undergoes differentiation by forming des-
iccation-resistant cysts and produces the intracellular polyester
poly-B-hydroxybutyrate (PHB). Oxygen limitation initiates the
synthesis of this polymer (31). Under relaxed oxygen condi-
tions, acetyl-coenzyme A (CoA) is fed into the tricarboxylic
acid cycle, and the resuttant CoA inhibits the B-ketothiolase
activity, which catalyzes the first step of PHB synthesis. Under
oxvgen limitation and carbon excess, NADPH increases and
inhibits citrate synthase and isocitrate dehydrogenase, raising
the levels of acetyl-CoA and lowering the CoA levels; thus, the
inhibition of the B-ketothiolase by CoA is overcome, allowing
synthesis of PHB to proceed (32).

A. vinelandii fixes nitrogen under fully aerobic growth con-
ditions due to protection of its oxygen labile nitrogenase from
inactivation. Protection of nitrogenase is achieved by two mech-
anisms. In the first, called respiratory protection, A. vinelandii
can exhibit one of the highest known respiration rates at the
expense of a high rate of carbon and energy source consump-
tion, maintaining a low intracellular oxygen concentration. In
the second mechanism, called conformational protection, when
oxygen stress occurs nitrogenase undergoes a conformational
switch to a reversible inactive but protected state, a process
mediated by the FeSIl protein (26).

A. vinelandii can grow on a wide varicty of carbon sources
under diazotrophic conditions (38) and transports carbohy-
drates by an active transport mechanism. Glucose transport is
coupled to the oxidation of t-malate via the respiratory chain
{3). p-Glucose is metabolized via the Entner-Doudoroff path-
way (4, 17, 34).

* Corresponding author. Mailing address: Departamento de Micro-
biologia Molecular, Instituto de Biotecnologia UNAM, Apdo Postal
510-3 Cuernavaca, Morelos 62271, Mexico. Phone: 52-73-114900. Fax:
52-73-172388. E-mail: espin@ibt.unam.mx.
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The phosphoenolpyruvate (PEP):sugar phosphotransferase
system (PTS) mediates the uptake and concomitant phosphor-
ylation of many carbohydrates in a number of bacterial genera.
Several phosphonyl-transfer proteins catalyze the relay of phos-
phate from PEP to the incoming sugar. Enzyme I and Hpr, en-
coded by prsi and prsH, respectively, comprise the soluble PTS
proteins and transfer phosphate from PEP to all of the sugar-
specific phosphoryl-carrier proteins and are called the general or
energy coupling PTS proteins. The enzyme Il complexes are car-
bohydrate specific and are composed of three or four domains
organized either as individual polypeptides or as fused pro-
teins, at least one of which is localized in the cytoplasmic
membrane (19).

The glucose PTS is widely distributed in genera that are
chligate or facultative anaerobes, most frequently in those that
ferment glucose via the Embden-Meyerhoff-Parnas pathway,
but is absent in bacteria that are strictly aerobic, such as Pseu-
domonas, Alcaligenes, and Azotobacter spp. (27, 28). However,
a fructose PTS is present in Pseudomonas and Alcaligenes spp.,
where a fructose-1-phosphate kinase activity enables these bac-
teria to metabolize this sugar by the Embden-Meyerhoff-Par-
nas pathway (28). A fructose-1 kinase activity has not been de-
tected in Azotobacter spp. (1, 33).

The PTS is not only involved in the transport and phosphor-
ylation of carbohydrates, but it also regulates several metabolic
processes, such as catabolism of carbon sources (PTS and non-
PTS) by the interrelated phenomena of catabolite repression
and inducer exclusion (19).

Genes encoding proteins homologous to PTS components
that scem to be involved in other aspects of bacterial physiol-
ogy have been reported in several bacterial species (21-23, 35).
Examples of these pts genes include phbH and phbl, which are
present in Alcaligenes eutrophus, where they control accumu-
lation of the reserve polymer PHB (21). Other examples of pis
genes are pisN and npr (ptsQ) of Escherichia coli and Klebsiclla
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pncumoniae, encoded within the ?GN operon, whose products
are homologous to enzyme ITAF™ (IIA™7) and H‘pr (Npr),
respectively, and very likely regulate induction of o (RpoN)-
controlled promoters. In E. coli, ITA™" acts 1o regulate as-
similation of nitrogen derived from organic sources (20). In
K pneumoniae, certain pisN mutations increase the expression
of the pnifH, pnifL, and p2ginA4, o>*-dependent premoters,
whereas pits() mutations decrease the expression of these pro-
moters, suggesting that unphosphorylated 11AN" negatively
regulates o~ (15). Since RpoN is the alternative o™* involved
in the transcription of genes related to nitrogen metabolism
(among other physiological functions), it has been postulated
that ITA™" and Npr could jointly function as a carbon-nitrogen
coordinator (23). The enzyme I responsible for the phosphor-
ylation of Npr and IIAN" has not been identified. An E. coli
gene czlled ptsP, which encodes an enzyme I homologue called
enzyme 1™ with an N-terminal domain homologous to the
N-terminal domains of some NifA proteins, has been proposed
to be the Npr phosphorylating enzyme (25), but no experimen-
tal evidence has been provided.

The results reported here show the presence of a ptsP gene
in A. vinelandii and provide evidence suggesting that its prod-
uct is involved in the regulation of PHB metabolism and in the
respiratory protection of nitrogenase under carbon-limiting
conditions.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, media, and growth conditions. The A. vinelandii strains used
in this study were UW136 (5) and MV 101 (36). E. colf DH5a was used for the
isolation and maintenance of plasmids. E. cofi SM10 (Apir)/pUT-mini-TnS-facZ
(7). was used as the donor strain for Tnf mutagenesis.

A. vinelandii cells were grown in Burk's medium supplemented with 2% su-
crose (BS) or other carbon sources as indicated. Liquid cultures were carried out
in 125-mi flasks, containing 25 m! of medium, on & rotatory shaker at 250 rpm
and 3¢°C. In all growth experiments, the inoculum was grown 30 h in BS, washed
twice with Burk’s buffer, and then transferred fo the indicated medium, Growth
is reported as the optical density at 600 nm. [dentification of mutant DS9SE was
carried out on peptone-yeast (PY)-rich medivm supplemenied with 2% sucrose,
The same medium, coniaining 2% of the indicated carbon source instead of
sucrose, was used for some PHB determinations. The antibiotics and concentra-
tions (in micrograms per milliliter) used were as follows: nalidixic acid, 20; kana-
mycin, 3; rifamicin, 10; letracycline, 10; and spectinomycin, 5U.

Transposon mutagenesis, Random transposon mutagenesis of UWI136 was
carried out a5 described, with a pUT derivative containing the mini-Tn5 lacZ2
transposon {7).

Bacterial matings. An A. vinelandii library constructed on pCP13 (13) was
mobilized from E. cofi DH5a to DS988 mutant in a triparental mating by using
the helper plasmid pRK2013 (9} and selection on BS supplemented with kana-
mycin and tetracycline.

Enzyme assays. Crude extracts for enzyme determination were prepared as fol-
lows. Cultures were centrifuged, and the harvested cells were washed twice with
the appropriate buffer. The cells were resuspended in 30 mM Tris-HCl buffer
(pH 8.2) for glucose kinase and glucose-G-phosphate (P) dehydrogenase deter-
minations, or in 100 mM Tris-HCI (pH 7.88) for B-ketothiolase determinations,
with subsequent cell disintegration by ultrasonic treatment a1 5°C. Sonicated cell
suspensions were centrifuged at 14,000 g for 10 min, For glucose kinase and
glucose-6-P dehydrogenase delerminations. the supernatants were centrifuged
for 1.5 h at 192,000 .

B-Ketothiolase enzyme wus assayed by its thiolysis activity as described by
Senior and Dawes (32). The glucose kinase activity was ussayed by coupling
glucose-6-phosphate dehydrogenase and then measuring the reduction of NADP
at 340 nm according 10 the method of Angell et al. {2). For glucose-6-phosphate
dehydrogenase, the reduction of NADP was measured at 340 nm by the method
described by Lessie and Vander Wyk (12). Nitrogenase activity was determined
in whole cells by the acetylene reduction assay, as described by Bishop et al. (6).
B-Galactosidase activity was determined as described by Miller (16).

Glucese uptake. Glucose transport was measured in cells incubated for 3 h in
Burk's medium with 11 mM glucose as the carbon source, The cells were washed
twice with cold Burk's buffer, resuspended 41 a concentration of (.4 mg (dry
weight) mi~', and incubated in a reaction mixture containing 0.5 mM ["*C]glu-
cose (I mCi mmol~') in Burk's buffer. Then 0.5-m] sumples were removed at 0,
3, 6,9, 12, and 15 min: the samples were filtered 1hrough Millipore HA filiers
{0.45-pm pore size) and washed ence with Burk's buffer containing 100 mM
unlabeled glucose and twice with cold Burk’s buffer. The dried fillers were
counted in 4 liquid scintillation counter.
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Determination of PHB. The PHB content of the bacteria was determined by
the spectrophotometric method of Law and Slepecky (11).

DNA manipulations. Standard procedures for restriction endonuclease diges-
tion, agarose gel electrophoresis, purification of DNA from agarose, and DNA
ligation were carried out as described by Sambrook et al. (29). DNA se-
quences were determined by the dideoxy-chain termination method of Sanger
et al. (30).

Construction of strain DS989. A 3.3-kb Bg/[I DNA [ragment containing the
5' region of the prsP gene from A. vinclandii UW136 was cloned into plasmid
pUCI19 to produce pDS20. A 2-kb Smal fragment containing a tetracyciine-
resistant gene (7¢) from plasmid pHP45{}-Tc (8) was inserted into the unique
Xhol site present within the prsP gene in pD520 to create a prsP:Te mutation
within the codon for amino acid residue 224 of enzyme IN'. The resultant plas-
mid pDS20A (Fig. 1), which is unable 1o replicate in A. vinelandii, was introduced
by transformation into strain MV101, a UW136 derivative carrying a nifH:laeZ
gene fusion (36). One tetracycline-resistant transformant which was less opaque
than MV101, strain DS989, was chosen for further analysis. The substitution of
the intact prsP gene with the prsP::Te mutation on the chromosome of the DSYEY
mutani was confirmed by Southern blorting (da1a not shown).

Construction of plasmids pDS226 and pDS226b, Oligonucleotides 5'-AG
CAGAAGTGGTTCTCCTGC-3' and §'-GCATGACCCGCTCGAAGTCTT-
3" and plasmid pDS18, containing the ptsP gene in a 6.4-kb EcoR1-Clal fragment
{Fig. 1). were used 1o clone the prsP gene by PCR. The resultant 2.8-kb fragment
was cloned into the unique Smal site of plasmid pUCP20 (37). producing plas-
mid pDS226 (Fig. 1). An EcoR}-HindIH fragment containing the prsP gene from
pD&226 was cloned into pBR329. The resultant plasmid was used to introduce an
{}-spectinomycin cassette (8) into the EcoRI site to produce plasmid pDS226h,
which is shown in Fig. 1.

Nucleotide sequence accession number. The nucleotide sequence of the prsP
gene reported here has been deposited in the EMBL GenBank and DDBJ Nu-
cleotide Sequence Databases under accession number Y14681.

RESULTS

Isolation of strain DS988. In an attempt to isolate mutants
affected in the production of PHB in A. vinelandii, we carried
out random mini-Tn3 mutagenesis of strain UW136. This muta-
genesis produced strain DS988, which is less opaque than UW136
when grown for 4 days in PY medium plates supplemented with
2% sucrose (Fig. 2). This phenotype is due to a decreased
PHB accumulation, since under this condition strain UW136
produced 936 = 23 pg of PHB per mg of protein, whereas
strain DS988 produced 83 * 46 pg. A kinetic analysis of PHB
accumulation during growth of strains UW136 and DS988 in
liguid PY-sucrose is shown in Fig. 3. PHB accumulation started
in the prestationary phase in both UW136 and DS988; in DS988
it stopped at 32 h, whereas in UW136 it continued during the sta-
tionary phase. In UW136 the level of PHB accumulation was 1.8-
fold higher in liquid than in solid PY-sucrose cultures. The dif-
ferences in PHB accumulation between UW136 and DS988
were 11-fold in solid cultures and 3.5-fold in liquid cultures. The ke-
tothiolase activity, which catalyzes the first enzymatic stepin
PHB biosynthesis, was determined in UW136 and DS988
incubated during 48 h in PY-sucrose liquid cultures; this
activity was about 40% of that present in the wild-type strain
UW136 (Table 1). :

Cloning and DNA sequence. An A. vinelandit cosmid gen
library was introduced by conjugation into strain DS988. Two
cosmid clones pMS620 and pMS3405 that restored the opacity
in strain DS988 were identified.

An 8.2-kb Psil fragment containing the 5.0-kb mini-Tn5
from DS988 mutant was cloned into pBluescript. The resultant
plasmid, pDS2t, hybridized to a 3.2-kb PsrI fragment of
UW136 DNA and to cosmids pMS620 and pMS3405 harboring
the wild-type opacity-complementing region.

The 3.2-kb Pis1 and 6.4-kb EcoRI-Clal restriction fragments
from plasmid pMS8620 that hybridized with plasmid pDS2t
were cloned. A restriction map of the resultant plasmids pDS2
and pDS18 is shown in Fig. 1. The DNA sequence of a 3-kb
region in these plasmids revealed the presence of one open
rcading frame (ORF) encoding a polypeptide of 759 amino
acid residues (Fig. 4), with a calculated molecular weight of
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FIG. 1. Physical map of the A, rinclandii pisP region and plasmids constructed in this work, The pisP gene is represented by the arrow. The transposon insertion site
is indicated. Vector sequences are represenied by black bars. Restriction site abbreviations: Bg, Byfll; C, Clal; E, EcoR); H, Hindl1l; P. Pst1; 5, Sall; X, Xhol; Xm. Xmal.

83,640. The exact location of the Tn§ mutation was determined
by nucleotide sequencing across the transposon insertion junc-
tion and was found to lie within codons 130 and 131 of this
ORF (Fig. 4). A database search with the amino acid sequence
of this ORF established a high degree of similarity with enzyme
1 proteins of the PEP PTS and, specifically, an overall 43%
identity with enzyme IN" encoded by the ptsP gene of E. coli
(25). Accordingly, this ORF was designated ptsP. The A. vine-
landii p1sP gene product has an N-terminal domain of 160
amino acids, showing a high degree of identity with the N-ter-
minal domain of the NifA nitrogen fixation regulators of Azo-
spiriflum lipoferum, Azospirillum brasiliense, and Herbaspirillum
seropedicae, as well as AnfA and VnfA of A. vinelandii (Swiss-
Prot accession numbers P54929, P30667, P27713, P12626,
and P12627, respectively). As in the E. coli enzyme ™", in
the A. vinelandii protein a putative Q linker is present at the
boundaries of the N-terminal and C-terminal domains (Fig. 4,
amino acids 158 to 177). The phosphorylation site signature
of PEP-utilizing enzymes G-[GA)-x-[TN]-x-H-[STA)-[STAV]-
[LIVM](2)-{STAV]-R (Prosite name PS00370) is present at
positions 358 to 369 (GSGNSHVAILAR), with the histidyl res-
idue involved in the phosphorylation at position 363. This sig-

nature does not correspond exactly to the reported signature
for this motif in positions 359 ([GA] > S) and 364 ([STA] >
V). We propose the following modification for the signature of
the phosphorylation site in PEP-utilizing enzymes: G-[GAS]-

FIG. 2. Opacity phenotypes of A. vinelandii UW136 (A), DS98S (B), and
DS984::pDS226h (C) grown on PY sucrose plates during 5 days.



Vol. 180, 1598
L3
=
E 1000
£ E
1] 153
..o- o
- &
& L2
Yoy 4 \6
s ¥
= 1007 E
S &
: -1
e £
Qo
a
10 T T T T T 0
0 10 20 30 40 50

Time ¢h)

FIG. 3. Growth (circles) and PHB accumulation (squares) kinetics by
UW136 (solid symbols) and DS988 (open symbols) strains.

A-[TN]-x-H-[STAV](2)-[LIVM]}(2)-[STAV]-R, since only pro-
teins belonging to this family were identified in release 34 of
the SwissProt data bank with this modified signature.

A second signature, one typical of proteins of the family of
PEP-utilizing enzymes, [DES]-x-[LIVMEF]-2-[LIVMF]-G-[ST}-
N-D-[LIVM]-x-Q-[LIVMFYG]-[STALIV]-[LIVMF]-[GAS]-
x(2)-R (Prosite name PS00742), is present within amino acids
620 to 638 (DFLSVGSNDLTQYLLAVDR) of A. vinelandii
enzyme IN'. A cysteinyl residue, proposed to be implicated in
the active site and conserved in all members of this family (24),
is present at position 675.

Growth and PHB accumulation on different carbon sources.
The pts genes are involved in the transport and phosphoryla-
tion of sugars, as well as in the regulation of the assimilation of
carbon sources (19). Although A. vinelandii does not transport
glucose by this system, we tested the ability of strain DS988 to
grow diazotrophically in nitrogen-free Burk’s medium with
different carbon sources, including sugars and intermediates of
the tricarboxylic acid cycle. Strain DS988 prew in all of the
carbon sources tested, except on 10 mM glucose or 50 mM
glycerol (Fig. 5). A longer lag phase was observed in DS988
grown on sucrose, gluconate, or mannitol.

We also determined the effect of the carbon source on the
accumulation of PHB by DSY88. Strain DS988 was grown di-
azotrophically on solid Burk’s medium supplemented with 2%
fructose, gluconate, glucose, or pyruvate as the sole carbon
source. As seen in Fig. 6, PHB accumulation substantially
diminished in all of the carbon sources tested. Similar results
were obtained when the strain was grown in solid PY-rich me-
dium supplemented with the above-mentioned carbon sources
(data not shown).
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Uptake, phosphorylation, and catabelism of glucose is not
affected by the ptsP mutation. In A. vinelandii the Entner-
Doudoroff pathway is the major route for glucose catabolism
{4). This, along with the fact that growth on gluconate was not
impaired, lead us to hypothesize that either giucose uptake or
the first two steps in the Entner-Doudoroff pathway leading to
the formation of gluconate-6-phosphate could be affected by
the ptsP mutation. Table 1 shows that this is not the case, since
both glucose uptake and the glucose kinase and glucose-6-phos-
phate dehydrogenase activities in DS988 are similar to those of
the wild type.

The ptsP mutation affects nitrogen fixation. Since glucose
catabolism seems not to be affected in strain D5988 and since
growth inhibition on glucose is observed in nitrogen-free Burk’s
medium, the possibility that the prsP::Tn5 mutation affected
nitrogen fixation was tested. Nitrogenase activity, determined
by acetylene reduction assays, was not detected in strain DS988
when incubated in Burk’s medium supplemented with 10 mM
glucose and was reduced by about 50% in the same medium
supplemented with 10 mM gluconate (Table 1). In the wild-
type strain UW136 this activity was found to be 9 times lower
in Burk’s medium supplemented with 10 mM glucose than in
the same medium supplemented with 10 mM gluconate (Table
1). Furthermore, growth on 10 mM glucose was restored by the
addition of 10 mM fixed nitrogen source such as ammonium
chloride, alanine, asparagine, glutamate, glutamine, or urea
(data not shown).

To determine whether the effect of the pisP mutation on
nitrogen fixation was at the level of transcription of the aif
structural genes, we constructed, as described in Materials
and Methods, strain DS989 (an MV 101 derivative, with a prsP-:Tc
mautation, which is in turn a UW136 derivative carrying a nifH::
lacZ gene fusion). B-Galactosidase activities, determined after
4 h of incubation on Burk’s glucose (inducing condition) and
Burk’s glucose supplemented with ammonium chioride (non-
inducing condition), were similar in strains MV101 and D$989
(Table 2). Thus, no effect on transcription of the nifH gene by
the prsP mutation, as measured by galactosidase activity, was
observed.

Glucose concentrations above 20 mM or oxygen limitation
restore diazotrophic growth. In A. vinelandii cultures, carbon
limitation increased the oxygen sensitivity of nitrogenase (10).
Since the growth-deficient phenotype of the DS988 mutant was
observed on the carbon sources that gave the lowest growth
rates {glucose and glycerol}, we hypothesized that the effect on
nitrogenase activity could be attributed to a defective nitroge-
nase protection. Diazotrophic growth of strain DS988 was re-
stored when the glucose concentration in the medium was
increased to more than 20 mM (Fig. 7A). In a similar way, the
lag on gluconate was overcome by increasing its concentration
in the medium (data not shown). Growth of D5988 on 10 mM
glucose was also restored when the aeration of the culture was

TABLE 1. Effect of ptsP mutation on different enzymatic activities”

Activity

Strai L . Glucose-6-phosphate Nilrogenase on Nitrogenase on K .
rn Gh:m'rfe l"F”ke f G]|i1co.§c _k,md"“'_, dehydrogenase glucose gluconate (Er:(;'zl_h,m“je,,
{nmol min™" mg™") (nmol min™" mg™") (nmol min~' mg™') {(nmol h~' g7 ") {(nmol h™' g™ g
UW136 4.01 = 0.56 19.722 311.2x 10.7 1,096 = 50 9,097 x 260 2,980 = 138
DS988 50203 18.8 = 3.2 256.1 = 48.0 NDF 4,200 = 612 1,223 = 36

“ Cells were grown for 20 h on BS, washed with the sume medium without a carbon source, and incubated for 4 h on Burk’s medium supplemented with 11 mM

glucose or gluconate. Values are the means of three determinations.

# B-Ketothiolase activity was determined from cells grown {or 48 h in liguid PY-sucrose medium.

“ND, not detecied,
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lowered by increasing the volume of medium in the flasks (Fig.
7B). These results are consistent with the hypothesis of a fail-
ure in the respiratory protection of nitrogenase in DS988.
The PHB and nitrogen fixation-deficient phenotypes are
caused by the prsP::Tn5 mutation. Cosmids pMS620 and

pMS3405 restored the wild-type colony opacity and the ability
to grow on glucose with N, {data not shown), suggesting that
the phenotypes described are caused by the pisPi:Tn5 muta-
tion, Plasmid pDS226 (Fig. 1), which is able to replicate in
A. vinelandii and carries the pisP gene flanked by 215 bp up-
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FIG. 5. Growth of A. vinelandii strains UW136 (@) and DS988 (C) on Burk's
medium supplemented with different carbon sources. The cultures were pre-
grown on BS. The concentration for all carbon sources tested was H) mM, except
for acetate {20 mM} and glycerol (50 mM). The data are representative of shree
different experiments.

stream of the ATG start codon and 322 bp downstream of the
stop codon, failed to complement the opacity and nitrogen
fixation phenotypes of strain DS988, suggesting that the pro-
moter transcribing prsP is not present in this plasmid or that
the phenotype in 25988 is due to a polar effect on genes down-
stream of ptsP. The fragments containing the prsP gene, as well
as a spectinomycin gene, were cloned into plasmid pBR329;
the resultant plasmid pDS$226b (Fig. 1), which is unable to rep-
licate in A. vinelandii, was transformed into DS988 for inte-
gration into the chromosome. Two types of ampicillin- and
spectinomycin-resistant transformants were selected: those that
showed the wild-type colony opacity (DS988::pDS226b, Fig. 2)
and the ability to grow on N, in Burk’s medium with 10 mM
glucose and those with the DS988 opacity phenotype that were
unable to grow on N; in Burk’s medium with 10 mM glucose.
Southern blot analysis (Fig. 8) showed that integration of
pDS226b in a transformant (DS988::pDS226b) with the wild-
type phenotype occurrcd between the pisP promoter region
and the TnJ insertion, thus allowing the wild-type ptsP gene to
be transcribed from its own promoter (Fig. 8B). These data
confirm that the PHB and nitrogen fixation phenotypes are due
to the prsP mutation and not to a polar effect.

DISCUSSION

Characterization of a mutant affected in its ability to accu-
mulate PHB allowed us to establish the presence in A. vine-
fandii of a ptsP gene encoding an enzyme [™'" homologue that
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FIG. 6. PHB accumulation by A. vinelandii UW136 (sokid bars) and DS988
(striped bars) grown on solid Burk's medium supplemented with 29 different

carbon sources: ACE, acetate; FRU, fructose; GLT, gluconate; GLS, glucose;
PYR, pyruvate; and SUC, sucrose.

has been recently described in E. coli. Since A. vinelandii has
been reported to lack an active PEP:glucose phosphotransfer-
ase (28) and to transport glucose by another mechanism (3),
the possibility that this enzyme IM' could participate in the
transport of other carbohydrates such as fructose, as is the case
in Pseudomonas spp. (28), was raised. However, the ptsP mu-
tation did not markedly affect fructose utilization (Fig. 5), a
finding in agreement with the absence in A. vinelandii of fruc-
tose-1-phosphate kinase activity {1); this is usually associated
with PTS-dependent fructose transport in aerobic bacteria
(28). Because the assimilation of other carbohydrates was also
unaffected, it is unlikely that the 4. vinelandii enzyme 1™
participates in the transport of carbohydrates or in the regu-
lation of its catabolism.

It has been suggested that in E. cofi, enzyme I™'" participates
in a phosphate relay with Npr and IIA™" proteins (25). In fact,
Npr can be a phosphate acceptor from PTS enzyme I-P, al-
though this phosphorylation is less efficient than that of Hpr,
and Npr-P is able to transfer the phosphate to IIA™ in vitro
(20). Tt has also been demonstrated that I[TA™" of K pneu-
monige can be a substrate of Hpr-P and that an npr mutation
diminishes transcription of o**-dependent promoters in this
bacterivm, implying that unphosphorylated TIAM” negatively
regulates o™, Enzyme 157 is present in A. vinefandii (this
study), and although the presence of npr and ptsN homologues
in A. vinelandii has not been demonstrated, sequence analysis
of the rpoN region suggested the presence of these genes in this
bacterium (14). We show here that although a prsP mutation

TABLE 2. Effect of ptsP mutation on transcription of nifH*

B-Galactosidase sp act (Miller units) at:

Strain Genotype 4h

Uh Without With
ammonium ammonium

MVI101 pisP (wildtype) 1355112 13929125 8241
DS989  ptsP 1544518 12190111 7927

“ Cells were grown for 20 h on BS and 10 mM urea, washed with Burk’s buffer,
and incubated for 4 h on Burk's medium supplemented with 11 mM glucose with
or without 10 mM ammonium chloride. Values are the means of three determi-
nations.



ST e .-

|

T - - .- e

e

4796 SEGURA AND ESPIN }. BACTERIOL,
A . 10mM 20 mM 30 mM 50 mM 100 mM
1 o
E «
= ! oo—o—"C T
2 3
&
b
w
;'0 .0" ¥ L) T L M L] ] L] ¥ il L] T 1 T L v 1 L ¥ Ll d L T 1 LI L v L] h L
.'E‘ [} 10 20 3o Q 10 20 30 1] 10 20 a0 ] 10 20 30 [+] 10 20 30
7]
E B1 15/125 25/128 50/125 75/125 125/125
[+] 3 2
2] 3
a P
o
1 -—o-0 3 4
0 reepe——y—y— T T"T T 1 —r T —T—r- 7T T
¢ 10 20 30 0 10 20 30 0 0 20 a0 0 10 20 30 0 10 20 30

Time (h)
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volumes of medium used in 125-ml flasks. The duta are representative of two different experiments.

negatively affects nitrogenase activity, it does not affect tran-
scription from the rifH o**-dependent promoter, implying that
in A. vinelandii, the enzyme IN'" does not participate in the
control of this ¢3*-dependent promater.

A

pDS226B

DS988:: pDS126b

57

The point at which nitrogenase activity is affected in strain
DS988 seems to be a failure in the respiratory protection under
carbon-limiting conditions, where oxygen-consuming respira-
tory protection is restricted. We provided evidence supporting

Fragment length (kb)
B
[=EN S N -]

1.8 4.0

FIG. 8. Integration of plasmid pD$226b into the chromosome of sirain DS988. (A} Schematic representation of the pDS226b integration into the DS988
chromosome. (B) Southern blor hybridization of total genomic DNA from UW136 (lane t), DSY88 (lune 2), and DSY88::pDS226b (lane 3) digested with Clal and
Hind11i with p1sP as probe. The hybridizing fragments in panel B sre as indicated in panel A.
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this proposal, since increasing the glucose concentration above
10 mM reestablished the diazotrophic growth of the mutant. It
has been proposed that the nitrogenase complex is more sen-
sitive to oxygen inactivation upon energy (carbon) starvation
due to a reduced flux of electrons to the complex (10). By
lowering the oxygen concentration, the nitrogenase inhibition
in DS988 was also overcome.

Upon energy starvation, the conformational protection me-
diated by the FeSII protein temporarily protects nitrogenase
from inactivation and subsequent degradation (18); therefore,
it is also possible that the conformational protection by FeSII
is affected in DS988. It would be interesting to test a fesif
mutant for growth on BS 10 mM glucose. These interpreta-
tions imply that glucose is a poor carbon source for A. vine-
landii. The doubling time of strain UW136 on glucose under
diazotrophic conditions is significantly longer than that ob-
served when grown on gluconate or fructose at the same molar
concentrations (Fig. 5). In addition, the high-energy-demand-
ing nitrogenase activity was found to be nine times lower on
glucose than that on gluconate (Table 1), and it has been
shown that there is a relationship between nitrogenase activity
and the supply of carbon source (10). These data are consistent
with glucose being an energy-limiting carbon source.

The effect of the ptsP mutation on nitrogenase activity could
also be a consequence of the reduced capacity for PHB accu-
mulation. It has been suggested that PHB participates in the
regulation of the intracellular oxygen environment by provid-
ing a readily oxidized carbon source that could increase the
oxidative activity in the absence of exogenous substrate, thus
facilitating the respiratory protection of nitrogenase {31).

The control point at which PHB accumulation is affected in
DS988 is not known; involvement of PTS homologous proteins
in the regutation of PHB metabolism has been reported in
A. eutrophus, where mutations in either pts! (phbl) or pisH
{phbH) genes (encoding enzyme 1 and Hpr homologues)
caused the polymer content to decrease more rapidly than in
the wild type. In addition, the opacity of the mutants decreased
further after prolonged incubation (21). Thus, the decrease in
PHB content seems to be due to PHB degradation. QOur data
do not rule out the possibility that, in A. vinelandii, the de-
crease in PHB content caused by the prsP mutation is due to
degradation. However, we observed neither a decrease in
opacity after prolonged incubation nor a drastic decrease in
PHB. Furthermore, the lower B-ketothiolase activity observed
in the DS988 cells (Table 1) implies that it may be due to a
decrease in its synthesis, The reduction of PHB is higher than
the reduction in the ketothiolase activity; this could be ex-
plained by the presence of two ketothiolase activities in
A. vinelandii (30a).
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