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RESUMEN 

Azotobacter vinelandii es una bacteria gramnegativa, de vida libre y fijadora de 
nitrógeno. Esta bacteria es interesante por su capacidad de producir un polímero de interés 
industrial, el poli-β-hidroxibutirato (PHB). En A. vinelandii los genes que participan en la 
biosíntesis de PHB se organizan en un operón tricistronico (phbBAC), 512 nucleótidos 
hacia arriba del operón y de manera divergente se encuentra el gen phbR. El gen phbR 
codifica para la proteína PhbR, la cual es un activador transcripcional del operón phbBAC y 
pertenece a la familia de activadores transcripcionales AraC. Recientemente, se encontró 
que el sistema de fosfotransferasas de nitrógeno (PTSNtr) controla la biosíntesis de PHB en 
A. vinelandii. Una mutación en el gen ptsP (INtr, la primera proteína del sistema) abate la 
producción de PHB; de manera similar, una mutación en el gen ptsO (Npr, segunda 
proteína del sistema) disminuye drásticamente la síntesis de PHB. Sin embargo, una 
mutación en el gen ptsN (IIANtr, última proteína del sistema) aumenta los niveles de PHB 
por arriba de los observados en la cepa silvestre. En experimentos de protección a nucleasa 
S-1 en la cepas mutantes del sistema PTSNtr los resultados sugieren que el sistema PTSNtr de 
A. vinelandii controla la síntesis de PHB a nivel transcripcional, los datos también sugieren 
que la proteína IIANtr en su forma no fosforilada tiene un efecto negativo sobre la 
transcripción del operón phbBAC. Cabe señalar, que la proteína IIANtr no presenta motivos 
de unión a ADN, por lo que su efecto negativo sobre el operón phbBAC puede ser a través 
de intermediarios. También, debido que en locus rpoN-orf107-ptsN-orf284-ptsO se 
encuentran los genes orf107 y orf284 no caracterizados, los productos de estos genes 
podrían estar involucrados en la regulación de la biosíntesis de PHB. Dado lo anterior, el 
objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar las posibles proteínas que interactúen 
con la proteína IIANtr que intervienen en el control de la expresión del operón phbBAC. 
Para lograr esto, primero se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR tiempo real para 
cuantificar el efecto de las mutaciones de los genes del sistema PTSNtr (ptsP, ptsO y ptsN) 
sobre la transcripción del operón phbBAC y para estudiar el efecto de las mutaciones en los 
genes orf107 y orf284 sobre la transcripción del operón phbBAC. Adicionalmente, se 
clonaron los genes ptsN y ptsN H/A (el cual lleva una mutación puntual que cambia el 
codón que codifica para el aminoácido histidina propuesto de fosforilación, por el 
aminoácido alanina que no se fosforila) en el vector de expresión pET24a para: 1. 
cointegrarlos en el cromosoma de A. vinelandii y evaluar el efecto del la proteína IIANtr no 
fosforilada sobre la biosíntesis de PHB y 2. llevar a cabo experimentos de interacción in-
vitro de proteínas con el sistema Pull-Down (Pierce). Los experimentos de RT-PCR tiempo 
real mostraron que el sistema PTSNtr controla a nivel transcripcional la biosíntesis de PHB, 
sugiriendo que la proteína IIANtr en su estado no fosforilado ejerce un efecto negativo sobre 
la biosíntesis de PHB. Lo anterior, se comprobó al expresar la proteína IIANtr no 
fosforilable en A. vinelandii y cuantificar la acumulación de PHB. Por último, los 
resultados de los experimentos de interacción in-vitro de proteínas revelaron a las proteínas 
enoil-CoA hidratasa/isomerasa y 4-aminobutirato aminotransferasa como posibles blancos 
de interacción con la proteína IIANtr no fosforilada. 
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Fig. 3 Biosíntesis de PHB en Azotobacter vinelandii 

II. ANTECEDENTES 

II.1 La biosíntesis de PHB en A. vinelandii  

En A. vinelandii la síntesis de PHB se lleva a cabo en tres etapas enzimáticas. La primera 

reacción se da por la condensación de dos moléculas de acetil-CoA, la cual es catalizada 

por la enzima β-cetotiolasa, obteniéndose como producto acetoacetil-CoA (Ritchie y 

Dawes, 1969). En el segundo paso enzimático, la acetoacetil-CoA es reducida por la 

acetoacetil-CoA reductasa, utilizando NADPH y produciéndose D-β-hidroxibutiril-CoA, 

que es polimerizada por la PHB sintasa (Fig. 3) (Ritchie y Dawes, 1969). 

 

 

 

 

 

II.2 Regulación a nivel enzimático de la biosíntesis de PHB 

En general en las bacterias productoras de PHB, se presenta la acumulación del polímero en 

respuesta a una limitación para su crecimiento, principalmente por la falta de algún 

nutriente como: nitrógeno, fósforo, magnesio u oxígeno, y en presencia de un exceso de 

fuente de carbono y energía (Anderson y Dawes, 1990). Por estudios realizados en A. 

vinelandii y en A. beijerinkii se conoce que el control de la síntesis de PHB se presenta 

principalmente a nivel enzimático, controlando alostéricamente las enzimas de la vía de 

biosíntesis de PHB (Senior et al., 1972). Un punto de control importante es la actividad de 

la enzima β-cetotiolasa. La β-cetotiolasa es activada cuando la relación acetil-CoA/CoA es 

alta, situación que se puede dar cuando se acumula NADH o NADPH como respuesta a la 



   

  

baja concentración de oxígeno en el medio. Como NADH o NADPH inhiben las enzimas 

del ciclo de Krebs citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa, se disminuye el flujo de 

carbono hacia este ciclo, lo que genera un incremento de la relación acetil-CoA/CoA y por 

lo tanto la estimulación de la actividad de β-cetotiolasa (Senior et al., 1972). Estas 

condiciones también favorecen la actividad de la enzima que cataliza el segundo paso de la 

vía, la acetoacetil-CoA reductasa. 

 

II.3 Organización de los genes estructurales de la biosíntesis de PHB en A. vinelandii 

Se han identificado tres genes estructurales de la biosíntesis de PHB: 1) phbA, codifica para 

la β-cetotiolasa (primer enzima en la vía de síntesis de PHB) (Segura et al., 2000); 2) phbB, 

codifica para la acetil-Co reductasa y 3) phbC, codifica para la PHB-sintasa (la segunda y 

tercera enzima de la vía) (Peralta-Gil, 2002).  

 

Los genes phbA, phbB y phbC se encuentran organizados en  operón (phbBAC), que se 

transcribe a partir de 2 promotores sobrepuestos pB1 y pB2. El sitio -10 del promotor pB2 

sobrelapa el sitio -35 del promotor pB1 (Peralta-Gil et al, 2002). Hacia arriba del operón 

phbBAC y de manera divergente se encuentra el gen phbR que codifica para la proteína 

PhbR, la cual es un activador transcripcional de la familia de activadores transcripcionales 

AraC (Fig. 4). 

 

 El gen phbR se transcribe a partir de dos promotores pR1 y pR2, localizados a 61 y 139 

nucleótidos antes del codón de inicio de la traducción. Arriba del codón de inicio de la 

traducción del gen phbB, en la posición -134 y -155, se encuentran 2 secuencias identicas 



   

  

Fig. 4 Organización del operón phbBAC en Azotobacter vinelandii. 

pR1
pR2 pB2

phbR

pB1

R2 R1

PhbR Acetoacetil-CoA 
reductasa

phbB phbA phbC

β-cetotiolasa

PHB sintasa

de 18 nucleótidos de longitud, designadas R1 y R2. R1 y R2 se encuentran separadas por 3 

nucleótidos; R1 sobrelapa el -10 del promotor pB2. Se propone que R1 y R2 son los sitios 

de unión del activador PhbR, por lo esta proteína podría actuar como activador del 

promotor pB1 al interaccionar con la región –35, y como represor al sobrelapar 

completamente el promotor pB2 (Fig. 4) (Peralta-Gil et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.4 El Sistema PTSNtr 

El Sistema de fosfotransferasas relacionado con el metabolismo de nitrógeno (PTSNtr) está 

presente en muchas especies de bacterias. Consiste en las proteínas: Enzima INtr, Npr y 

IIANtr que son homólogas de las enzimas I, Hpr y la IIAGlu del sistema PTS que funciona 

en la entrada y fosforilación de varios azucares entre ellos la glucosa en bacterias Gram 

positivas y Gram negativas (Postma et al, 1996). En E. coli y en diversas bacterias la 

enzima INtr esta codificada por el gen ptsP (Reitzer et al, 1996; Segura y Espín, 1998; Tan 

et al, 1999). Además, los genes ptsN y ptsO codifican para las proteínas Npr y IIANtr 

respectivamente, y se localizan de manera conservada en el locus rpoN debajo de este gen 

(Merric y Coppard, 1988). El gen rpoN codifica para el factor sigma 54; también, de 

manera conservada en este locus y en muchas especies bacterianas se encuentran los genes 



   

  

Fig. 6 Sistema de fosfotransferasas PTSNtr. 

EIntr NPrIIAntr

rpoN ORF107 ptsN ORF284 ptsOptsP

σ54

Fig. 5 Genes y proteínas del sistema PTSNtr 

PEPPiruvato

EIntr
EIntrP

NPr NPr P

IIAntr IIAntr
P

orf107 y orf284, cuya función es desconocida. La localización de los genes orf107 y orf284 

dentro del locus rpoN-orf107-ptsN-orf284-ptsO, hace suponer que el producto de estos 

podrían participar en el sistema PTSNtr (Fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

En E. coli, la enzima INtr, Npr y IIANtr forman una cadena de transferencia del grupo fosfato 

del fosfoenolpiruvato (PEP), en la que IIANtr parece ser aceptor terminal (Fig. 6) (Rabus et 

al, 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

La proteína IIANtr juega un papel como regulador en algunas especies bacterianas: en E. 

coli una mutante en ptsN (IIANtr) muestra un bajo crecimiento en medio mínimo con 

nitrógeno orgánico como fuente nitrogenada (Powell et al, 1995); también, esta mutante 

presenta sensibilidad extrema a peptidos que contienen leucina. Adicionalmente, la proteína 



   

  

Cepa Contenido PHB ug(mg proteína-1)
UW136 303.16359 ±36.57
ptsP 3.15429469 ±0.82
ptsO 5.72105619 ±0.43
ptsN 525.848929 ±39.05

Genotipo
Silvestre

ptsP::miniTn5
ptsO::km r

ptsN::km r

IIANtr en su estado no fosforilado es requerido para la desrepresión del operón ilvBN ( Lee 

et al., 2005). En Rhizobium etli, la inactivación de ptsN afecta la producción de melanina 

(Michiels et al, 1998), mientras que en Klebsiella pneumoniae aumenta la transcripción de 

algunos promotores reconocidos por sigma 54 (Merrick y Coppard, 1988). En Legionella 

pneomophila la enzima INtr esta involucrada en el control de la virulencia y en 

Pseudomonas putida el estado de fosforilación de la proteína IIANtr regula la inhibición por 

la fuente de carbono del promotor Pu del plámido TOL (Higa y Edelstein, 2001; Tan et al, 

1999; Cases et al., 1999). 

 

II.5 El Sistema PTSNtr en Azotobacter vinelandii y su función en la regulación de la 

expresión del operón biosintético de PHB 

Una mutación en el gen ptsP (INtr) de A. vinelandii, abate la producción de PHB (Segura y 

Espín, 1998). Recientemente se caracterizaron los genes ptsN y ptsO de A. vinelandii y se 

encontró que de manera similar a la mutación en ptsP, una mutante en ptsO disminuye 

drásticamente la síntesis de PHB, mientras que en una mutante en ptsN se aumentan los 

niveles de éste poliéster por arriba de los observados en la cepa silvestre (tabla 1).  

 

Tabla 1. Cuantificación de PHB en las cepas mutantes del sistema PTSNtr. 

 

 

 

Mutantes en los genes ptsO y ptsP afectan de manera negativa la transcripción de los genes 

phbR y phbBAC, mientras que en la mutante ptsN se observó un aumento en la 

transcripción de estos genes (Noguez et al, 2007). Por otro lado, se encontró que la 



   

  

mutación ptsN suprime el efecto negativo sobre la síntesis de PHB de la mutación en ptsP; 

sin embargo, el efecto de la mutante ptsO fue sólo parcialmente suprimido por la mutación 

ptsN. 

 

La información anterior muestra que el Sistema PTSNtr controla la síntesis de PHB a nivel 

transcripcional. Los datos también sugieren que la proteína IIANtr en su forma no 

fosforilada, tiene un efecto negativo sobre la transcripción del operón phbBAC. Cabe 

señalar que IIANtr no presenta motivos de unión a ADN, por lo cual su efecto puede ser a 

través de intermediarios. Además, la supresión parcial del efecto negativo de la mutación 

ptsO por la mutación ptsN, sugieren que la proteína Npr juega un papel positivo adicional 

sobre la síntesis de PHB. 

 

Debido a que estos datos han sido deducidos por experimentos de protección a nucleasa S1-

los cuales son semicuantitativos-, sería conveniente cuantificar de manera directa la 

expresión del operón phbBAC en las cepas mutantes del sistema PTSNtr. Es por esto que 

uno de los objetivos de este trabajo fue llevar a cabo experimentos de reverso transcripción 

y reacción en cadena de la polimerasa tiempo real (PCR-RT) para poder cuantificar el 

efecto de las mutantes en los genes del sistema PTSNtr en la expresión del operón phbBAC. 

 

 

II.6 Organización y conservación de los genes orf107 y orf284  

La organización del locus rpoN en A. vinelandii muestra que además de los genes rpoN, 

ptsN y ptsO existen los marcos de lectura abierta orf107 y orf284 no caracterizados que se 

encuentran conservados de manera estructural en diversas especies bacterianas de las γ 



   

  

Fig. 7 Organización del locus rpoN en diversas especies bacterianas 

rpoN orf107 ptsN orf284 ptsO

rpoN orf102 ptsN orf286 ptsO

Azotobacter vinelandii
γ proteobacteria

Pseudomonas aeruginosa
γ proteobacteria

rpoN orf95 ptsN orf285 ptsO
Escherichia coli
γ proteobacteria

rpoN orf181 ptsNorf285 ptsH
Geobacter metallireducens
δ proteobacteria

rpoN orf89 ptsN orf290
Xantomonas Campestris
γ proteobacteria

ptsK

ptsK ptsH

ptsO

ptsO

proteobacterias como Pseudomonas auruginosa, Escherichia coli, Xantomonas campestris 

y de las δ proteobacterias como Geobacter metallireducens (Fig. 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Río abajo del gen rpoN en A. vinelandii se encuentra el gen orf107 de 360 pb. Este marco 

de lectura abierta codifica para una proteína hipotética de 107 aminoácidos; sin embargo, 

sus homólogos en otras bacterias no han sido caracterizados. El alineamiento de la 

secuencia de aminoácidos de la proteína ORF107 con el banco de datos, muestra que ésta 

presenta similitud a una proteína de ribosoma de Bacillis subtilis. Por otro lado, río abajo 

del gen ptsN se encuentra el gen orf284 que codifica para una posible proteína de 284 

aminoácidos. Los homólogos de la proteína hipotética ORF284 de A. vinelandii no han sido 

caracterizados y no se ha encontrado similitudes del ORF284 con otras proteínas 

caracterizadas y anotadas en el banco de datos. 

 



   

  

En muchas especies bacterianas, algunos genes cuyos productos tienen funciones 

relacionadas (componentes de una vía biosintética o degradativa) se encuentran agrupados 

en operones. Al agrupar los genes en operones, las células se aseguran que si expresan una 

enzima ( miembro de una vía metabólica) sus enzimas compañeras en la misma vía, 

también se encontraran presentes para llevar a cabo su función (Watson et al., 1988). Dado 

a lo anterior y a que los genes orf107 y orf284 se localizan dentro del locus rpoN junto con 

los genes del sistema PTSNtr, en este trabajo se postula que los productos de los genes 

orf107 y orf284 podrían participar en la regulación de la biosíntesis de PHB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

III. HIPOTESIS 

Con base a lo anterior, en este trabajo se proponen que la proteína IIANtr interactua con 

alguna proteína que regule la expresión del operón biosintético de PHB de Azotobacter 

vinelandii, dando como resultado los siguientes modelos: 

-Fosfoenolpiruvato fosforila a la EINtr, a su vez EINtr fosforilada, transfiere su grupo fosfato 

a la enzima Npr. Npr puede fosforilar a la enzima IIANtr. Pero IIANtr en su estado no 

fosforilado puede interaccionar con: 

 a) algún intermediario que regule a nivel transcripcional el gen phbR, regulando  la 

actividad del promotor pB1 del operón biosintético phbBAC 

  b) algún intermediario que regule la actividad de promotor pB2 del operón phbBAC. 

 

Los intermediarios entre IIANtr no fosforilada y los promotores pB1 y pB2 pueden ser: a) un 

regulador negativo (represor) activado por la interacción con IIANtr no forforilada, ó b) un 

regulador positivo (activador) inactivado por la intección con IIANtr no fosforilada (Fig. 8). 

Cualquiera de las dos posibilidades daría como resultado una reducción significativa en la 

transcripción de los genes phbR y phbBAC. 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

Fig. 8 Modelo hipotético de regulación del operón biosintético
 de PHB en A. vinelnadii 

PEPPiruvato

EIntr
EIntrP

NPr NPr P

IIAntr
IIAntr

P

phbR phbB phbA phbC

+ -
Represor Activador

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

  

IV. OBJETIVOS 

IV.1 OBJETIVO GENERAL: 

Identificar y caracterizar las posibles proteínas que interactúen con la proteína IIANtr y que 

intervengan en el control de la expresión del operón biosintético de PHB phBAC. 

 

IV. 2 Objetivos particulares 

-Llevar a cabo experimentos de reverso transcripción y reacción en cadena de la polimerasa 

tiempo real para: 

a)cuantificar el efecto de las mutaciones de los genes del sistema PTSNtr (ptsP, ptsO, ptsN) 

sobre la transcripción del operón phbBAC y 

b)estudiar el efecto de las mutaciones en los genes orf107 y orf284, los cuales están 

localizados en el cluster rpoN-orf107-ptsN-orf284-ptsO sobre la transcripción del operón 

phbBAC. 

-Llevar a cabo experimentos de interacción in-vitro de proteína-proteína para identificar la 

(s) posible (s) proteína (s) que interaccionen con IIANtr. 

-Evaluar la interacción de la (s) posible (s) proteína (s) encontrada (s) con IIANtr y su 

participación en la regulación del operón phbBAC. 

 

 







































Fig. 13 Expresión del gen phbR  

VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

VII.1 Expresión de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes del sistema PTSNtr 

Para cuantificar la expresión de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes del sistema 

PTSNtr, se llevaron a cabo experimentos de reverso transcripción  PCR-RT; para llevar 

acabo estos experimentos se crecieron las cepas de A. vinelandii en medio PY sólido 

suplementado con sacarosa al 2% por 30 horas. En la figura 13 se muestra el perfil de 

expresión del gen phbR en las cepas: UW136 (wt) y en las mutantes ptsP-, ptsO- y ptsN-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se esperaba, la mutación en el gen ptsP disminuye drásticamente la expresión del 

gen phbR (79 %), mientras que la mutación en le gen ptsO reduce significativamente la 

expresión de phbR (68 %). Por otro lado, la mutación en el gen ptsN afecta de manera 

positiva la expresión del gen phbR ya que aumenta más del doble que la cepa UW136 (125 

%) (Fig. 13).  



Fig. 14 Expresión del gen phbB  

La expresión del gen phbB en las cepas silvestre y mutantes del sistema PTSNtr se muestra 

en la figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De manera similar a los resultados en la expresión de phbR, la mutación en los genes ptsP y 

ptsO afectan de manera negativa la expresión del gen phbB (71 % y 57 %, 

respectivamente). La expresión del gen phbB en ambas mutantes disminuye drásticamente 

con referencia a la cepa silvestre. Sin embargo, la mutación en el gen ptsN también afecta 

de manera positiva la expresión del gen phbB ya que aumenta casi el doble que la cepa 

silvestre (79 %). 

 

La reducción de la transcripción de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes en los 

genes ptsP y ptsO, correlacionan con los resultados obtenidos de la cuantificación de PHB 

en dichas cepas, donde la producción de PHB disminuye drásticamente (tabla 1). De igual 



Tabla 5. Identidad de la proteína hipotética ORF107 de A. vinelandii con otras proteínas 

Organismo %  identidad Producto
Pseudomonas mendocina 87% Proteína hipotética moduladora del factor sigma 54

proteína ribosomal S30EA

P. aeruginosa 86% Proteína hipotética/ proteína asociada a ribosoma

P. fluorescens 77% Proteína hipotética/ proteína asociada a ribosoma

P. stutzeri 77% Proteían hipotética

P. syringae 76% Proteína hipotética moduladora del factor sigma 54

Oceanobacter sp. 68% Proteína hipotética/ proteína asociada a ribosoma

Alcalinoborax burkumensis 63% Proteína hipotética moduladora del factor sigma 54

Escherichia coli 54% Proteína hipotética moduladora del factor sigma 54

forma, el aumento en transcripción de los genes phbR y phbB en la cepa mutante ptsN-, se 

refleja en la cuantificación de PHB, donde la producción de dicho polímero aumenta de 

manera significativa. Estos resultados también confirma que el sistema PTSNtr controla a 

nivel transcripcional los genes phbR y phbB. y sugieren que el control de la expresión del 

gen phbB por el sistema PTSNtr es en parte un efecto indirecto a través del control de phbR. 

 

VII.2 Caracterización del fenotipo de producción de PHB de las cepas mutantes en los 

genes orf107 y orf284 

VII.2.1 Análisis del producto de los genes orf107 y orf284 

El orf107 codifica para una proteína hipotética de 107 aminoácidos; el alineamiento de la 

secuencia de aminoácidos con el banco de datos mostró que esta proteína presenta mayor 

identidad con proteínas hipotéticas de bacterias de los géneros Pseudomonas y 

Oceanobacter (tabla 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  1   .              10    .               20    .              30    .             40    .               50    
MQVNISGHQLDVTDALRDYVEEKISRLERHFDRITSVQVIMTVEKLKQKI

.                    60    .               70    .              80    .             90    .              100 
EATLHVSGAEVVANAEHEDMYAAIDLLADKLDRQLIKHKEKQIERQQGA TAR

Fig. 15 Secuencia de aminoácidos de la proteína hipotética ORF107 de A. vinelandii.
Los residuos en color morado representa el posible sitio de glicosilación. Los
residuos en color verde representan los posible sitios de fosforilación. 

Para determinar si la proteína hipotética ORF107 presenta motivos presentes en otras 

proteínas, se llevó a cabo un análisis de la secuencia de aminoácidos con el programa 

SCANPROSITE. El resultado del análisis mostró lo siguiente: los residuos 4-7 (NISG) es 

un sitio potencial de N-glicosilación; los residuos 25-28 (SrIE), 57-60 (SgaE) y 100-102 

(TaR) son potenciales sitios de fosforilación por Serina/treonina cinasas (fig. 15). Sin 

embargo, tanto la glicosilación como la fosforilación dependen del plegamiento de la 

proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

Dado que en la mayoría de las especies bacterianas no se ha caracterizado la función de esta 

proteína (ORF107), se ha sugerido que podría tener un papel en la modulación del factor 

sigma 54 ya que se encuentra en el mismo locus (función sugerida en la anotación del 

gen)(Fig. 7). Adicionalmente, se encontró que el ORF107 presenta 80 % identidad con la 

región N-terminal de una proteína hipotética de Bacillus subtilis, la cual forma parte de 

proteínas ribosomales de la subunidad 30 S. Sin embargo, no se ha encontrado que 

mutaciones en los ortólogos del orf107 tengan un fenotipo en el metabolismo de nitrógeno, 

carbono o en la síntesis de proteínas (Powell et al., 1995). 

 



Organismo %  identidad Producto
P. stutzeri 88% Proteína hipotética con P-loop de ATPasa

P. fluorescens 84% Proteína hipotética

Pseudomonas mendocina 85% Proteína hipotética

P. aeruginosa 83% Proteían hipotética

P. syringae 83% Proteína hipotética con P-loop de ATPasa

P. putida 83% Proteína hipotética

Escherichia coli 50% Proteína hipotética

Tabla 6. Identidad de la proteína hipotética ORF284 de A. vinelandii con otras proteínas 

Por otro lado, el orf284 de A. vinelandii codifica para una proteína hipotética de 284 

aminoácidos. El alineamiento de la secuencia de aminoácidos con el banco de datos mostró 

que esta proteína (al igual que ORF107) presenta mayor identidad con proteínas hipotéticas 

homólogas de bacterias del género Pseudomonas (Tabla 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se llevó a cabo un análisis de la proteína hipotética ORF284 de A. vinelandii para encontrar 

motivos presentes en otras proteínas con el programa SCANPROSITE, el resultado del 

análisis mostró lo siguiente: los residuos 7-9 (SgR), 12-14 (SgK), 104-106 (TrR), 116-119 

(SIaE), 152-154 (TIK), 204-207 (SgID), 241-243 (SnR) y 273-275 (SLK) son sitios 

potenciales de fosforilación por Serina/treonina cinasas; los residuos 8-15 (GrsgsGKS) 

presenta identidad con motivos que forman estructuras secundarias tipo P-loop que unen 

ATP/GTP; los residuos 99-102 (KRfS) son sitios potenciales de fosforilación por cinasas 

dependientes de cAMP y cGMP y por último los residuos 114-117 (NRSL) son posibles 

sitios de glicosilación (Fig. 16). 
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Fig. 16 Secuencia de aminoácidos de la proteína hipotética ORF284 de A. vinelandii.
Los residuos en color verde representa el posible sitio de fosforilación. Los
residuos subrayados representan el posible dominio de unión a ATP/GTP. Los
residuos con formato superíndice representan a los posibles sitios de
miristoilación. Los residuos en color amarillo representa al posible sitio de
fosforilación por quinasas dependientes de cAMP y cGMP. Los residuos en
subíndice representa al posible sitio de N-glicosilación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cabe señalar, que a pesar que esta proteína ORF284 presenta diversos sitios potenciales de 

modificación post-traduccional y un motivo P-loop,  aún no se han caracterizado su función 

en A. vinelandii ni en sus homólogos en otras bacterias, por lo que se ha sugerido que 

pudiera tener un papel en la modulación del factor sigma 54 (función sugerida en la 

anotación del gen). Sin embargo, al igual que el orf107 no se ha encontrado un fenotipo en 

el metabolismo de nitrógeno y carbono (Powell et al., 1995). 

 

Dado que no se les ha encontrado una función a las proteínas ORF107 y ORF284, en este 

trabajo se utilizaron mutantes en estos genes para caracterizar su efecto en la transcripción 

de los genes phbR y phbB y su fenotipo en cuanto a la biosíntesis de PHB. 

 



Fig. 17 Expresión del gen phbR  

VII.2.2 Expresión de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes en los genes orf107 

y orf248 

Con el objetivo de estudiar el efecto de las mutaciones en los genes orf107 y orf284 (los 

cuales están localizados en el cluster rpoN-orf107-ptsN-orf284-ptsO) sobre la transcripción 

de los genes phbR y phbB se llevaron a cabo experimentos de reverso transcripción y PCR-

RT; para llevar acabo estos experimentos se crecieron las cepas de A. vinelandii en medio 

PY sólido suplementado con sacarosa al 2% por 30 horas. La expresión de phbR en las 

cepas mutantes en los genes orf107 y orf284 se observan en la figura 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 17 se observa que la expresión del gen phbR en la cepa mutante orf107 no 

cambia significativamente con respecto a la cepa silvestre; sin embargo, en la cepa mutante 

orf284 se observa que la expresión del gen phbR disminuye hasta la mitad con respecto a la 

cepa silvestre. 

Por otro lado, la figura 18 muestra la cuantificación de la expresión del gen phbB en la 

cepas mutantes en los orf107 y orf284. 

 

 



Fig. 18 Expresión del gen phbB  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se observa en la figura 18, tanto en la cepa mutante orf107 como en la cepa mutante 

orf284 no se observan diferencias significativas en la expresión del gen phbB con respecto 

a la cepa silvestre.  

 

Estos resultados sugieren que el gen orf107 no participa en la regulación a nivel 

transcripcional de los genes phbR y phbB. Los resultados también muestran que la 

mutación en el gen orf284 afecta de manera negativa la expresión del gen phbR; sin 

embargo, la reducción de la expresión de phbR no repercute en la expresión de phbB. Este 

comportamiento puede deberse a una degradación de ARNm en esa muestra (donde se 

reduce le expresión de phbR) y no a una regulación de la expresión de los genes phbR y 

phbB. Cabe señalar, que podría existir una regulación post-transcripcional del producto de 

los genes orf107 y orf284, sobre PhbR y PhbB. Para estudiar esta posibilidad se cuantificó 

la acumulación de PHB en las cepas mutantes orf107 y orf284. 



Fig. 19 Cuantificación de PHB. Las barras pequeñas 
indican la desviación estándar. 

VII.2.3 Cuantificación de PHB en las cepas mutantes en los genes orf107 y orf284 

Para corroborar los resultados de los experimentos de Reverso transcripción y Reacción en 

Cadena de la Polímerasa de las cepas mutantes en los genes orf107 y orf284 se cuantificó la 

acumulación de PHB en estas cepas. Las cepas fueron crecidas en medio PY sólido 

suplementado con sacarosa al 2 % por 96 horas. En la figura 19 se muestra la cuantificación 

de PHB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados de la cuantificación de PHB (fig. 19) muestran que la mutación en el gen 

orf107 no tiene un efecto sobre la acumulación de PHB, ya que esta cepa produce 

cantidades similares de PHB a la cepa silvestre. Sin embargo, la mutación en el gen orf284 

reduce la acumulación de PHB, esta reducción es menor a la observada en el caso de las 

mutantes ptsO y ptsP (tabla 1). También, el fenotipo de opacidad de las cepas mutantes en 

los orf107 y orf284 muestra que no existen diferencias evidentes en la acumulación de PHB 

en ambas mutantes (Fig. 20). 

 

 



Fig. 20 Fenotipo de opacidad (PHB) en las cepas 
mutantes en los genes orf107 y orf284. 
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La caracterización de las cepa mutante en el gen orf107, muestran que su producto no 

parece participar en la regulación de la biosíntesis de PHB. Por tales motivos, en este 

trabajo se descarta que el producto del gen orf107 esté participando en la regulación de la 

expresión de los genes de PHB. 

 

Por otro lado, en la cepa mutante en el gen orf284 se observa una disminución de la 

expresión de phbR, la cual no se ve reflejado en la expresión de phbB. Cabe señalar, que en 

repeticiones de experimentos de cuantificación de phbR en esta cepa mutante (datos no 

mostrados) los resultados fueron inconsistentes, de manera contraria a los observados en la 

cuantificación de phbB. La inconsistencia en las repeticiones de la cuantificación de phbR 

pudiera deberse a que los genes rho y gyrA (controles) no son buenos controles internos 

para cuantificar la expresión de phbR en esta cepa mutante orf284, por lo que sería 

interesante utilizar otros genes controles. Ahora bien, en la cepa mutante orf284 se observa 

una disminución en la producción de PHB; sin embargo, esta reducción no es tan fuerte 

como en las cepas mutantes ptsO y ptsP (tabla 1). Dado que la mutación en el orf284 no 



presenta una disminución tan marcada de PHB como las mutantes ptsO y ptsP, se puede 

concluir que el producto de este gen teniene una participación menor en la regulación de los 

genes de PHB. 

 

VII.3 Construcción del plásmido pALA8, que lleva el gen ptsN (H68A) 

Debido a que la hipótesis de este trabajo es que la proteína IIANtr en su estado no 

fosforilado interacciona con algún intermediario que regula a nivel transcripcional el gen 

phbB, se construyó el plásmido pALA8 que contiene el gen ptsN (H68A). El gen ptsN 

(H68A) lleva una mutación en el sitio propuesto de fosforilación, la mutación consiste en el 

cambio del codón que codifica para la histidina 68 por alanina, provocando que 

IIANtr(H68A) se encuentre siempre en estado no fosoforilado. Los detalles de la 

construcción del plásmido pALA8 se describen en la sección de materiales y métodos. 

 

VII.4 Estudio del efecto del reemplazamiento del gen ptsN silvestre por una versión 

mutante, codificante de una versión no fosforilable 

Los fenotipos de las cepas mutantes del sistema PTSNtr (ptsO, ptsP y ptsN) sugieren que la 

proteína IIANtr en su estado no fosforilado afecta negativamente la acumulación de PHB. 

Con el objetivo de conocer si el estado de fosforilación de la proteína IIANtr afecta la 

acumulación de PHB en A. vinelandii, se transformó la cepa UW136 con el plásmido 

pALA8, el cual lleva el gen ptsN que tiene un cambio de codón de una histidina por una 

alanina y no se replica en A. vinelandii; se seleccionaron colonias en las que ocurrió la 

cointegración del plásmido en su cromosoma.  

 



Fig. 21 Cointegración del plásmido pALA8 en el cromosoma de A. vinelandii. a) Formas de
cointegración del plásmido pALA8. b) Primer arreglo genético del locus rpoN-orf107-
ptsN (H68A)-ptsN-orf284-ptsO después de la cointegración del plásmido pALA8. c)
Segundo arreglo genético del locus rpoN-orf107-ptsN-ptsN (H68A)-orf284-ptsO después
de la cointegración del plásmido pALA8. La estrella en la figura representa el cambio de
codón en el gen ptsN, el cual la hace no fosforilable. Las flechas representan los oligos
utilizados. 
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El plásmido pALA8 puede cointegrarse de dos formas: en la primera, el plásmido se 

cointegra de la manera en que el gen ptsN (H68A) queda río arriba por lo que se espera que 

se exprese normalmente, mientras que el gen ptsN silvestre queda río abajo y sin promotor. 

En la segunda forma, el plásmido pALA8 cointegra de modo que el gen ptsN silvestre se 

expresa y el gen ptsN (H68A) queda sin promotor. La cointegración deseada es la primera 

como se muestra en la fig. 21 b. Cabe mencionar que la cointegración del plásmido pALA8 

no afecta la expresión de los genes localizados río abajo de la cointegración. 
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Fig. 22 Amplificación del gen ptsN (H68A). Carril 1: MPM 1 kb
fermentas, carril 2:  ptsN H/A de la cepa candidata UW4, carril
3; ptsN (H68A) de la cepa candidata UW5 y carril 4: ptsN
(H68A) de la cepa candidata UW74. 

Para descartar la posibilidad de que la cointegración del plásmido pALA8 por sí solo y no 

el cambio del gen ptsN (H68A) por ptsN silvestre afectara la acumulación de PHB, se 

procedió a cointegrar por separado el plásmido pALA7 (ptsN silvestre) en la cepa UW136, 

dando como resultado la cepa UW12. 

 

Las colonias transformadas fueron seleccionadas con kanamicina. Para elegir las colonias 

que recombinaron de la manera deseada, se amplificó por PCR el gen ptsN que quedó 

arriba utilizando los oligonucleótidos ptsNup1, T7-ter (fig. 21) y ADN cromosomal de las 

colonias transformantes; se confirmó por secuencia la presencia de la mutación H68A. En 

la figura 22 se observan los productos de la amplificación de 500 pb que posteriormente 

fueron purificados y secuenciados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

El resultado de la amplificación y del análisis de la secuencia indicó que la cointegración se 

había llevado de manera que la versión ptsN (H68A) quedó bajo el control de su promotor 

en las tres cepas candidatas. Para conocer el fenotipo de estas cepas mutantes, se crecieron 

en medio PY sólido suplementado con sacarosa al 2 % por 96 horas. En la figura 23 se 

muestra el fenotipo de las cepas mutantes. 



Fig. 23 Fenotipos de opacidad (PHB) de A. vinelandii crecidas en medio PY durante 4 días.
UW136 es la cepa silvestre, las cepas mutantes del sistema PTSNtr son: ptsP-, ptsO- y
ptsN-. La cepa UW12 es la cepa UW136 complementada con el plásmido pALA7
(ptsN silvestre), y es utilizada como control. UW4, UW5 y UW74 son las cepas
transformadas con el plásmido pALA8 (ptsN (H68A)). 
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Como se puede observar en la figura 23, la acumulación de PHB en las cepa UW136, ptsN- 

y UW12 produce un fenotipo blanco opaco; mientras que la cointegración del plámido 

pALA8 (ptsN (H68A)) en las cepas UW4, UW5 y UW74 produce un fenotipo menos opaco 

que las cepas UW136 y UW12. Lo anterior muestra que la proteína IIANtr(H68A) (ptsN 

(H68A) tiene un efecto negativo sobre el fenotipo de opacidad (PHB). 

 

De las tres cepas se procedió a tomar la cepa UW74 y crecerla en medio PY sólido 

suplementado con sacarosa al 2 % por 96 horas y cuantificar la acumulación de PHB. La 

figura 24 muestra los resultados de la cuantificación de PHB.  

 

 

 

 

 



Fig. 24 Cuantificación de PHB. Las barras pequenas 
indican la desviación estandar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se esperaba, en la cepa UW74 la acumulación de PHB se vio afectada fuertemente; 

sin embargo, la mutación no abatió la acumulación de este polímero. Por otro lado, en la 

cepa control UW12 la acumulación de PHB disminuyó, pero esta disminución no fue tan 

fuerte a comparación de la cepa UW74.  

 

Lo anterior muestra que la proteína IIANtr(H68A) tiene un efecto negativo en la 

acumulación de PHB (fig. 24). Cabe señalar que en la cepa UW74 no abatió al mismo nivel 

que las mutantes ptsP y ptsO la acumulación de PHB como se esperaba (tabla 1). Esto 

puede deberse a dos posibilidades: la primera posibilidad es que debido a que A. vinelandii 

es una bacteria poliploide, la cointegración del plásmido pALA8 no se llevó a cabo en 

todos los cromosomas de la bacteria por lo que aún existirían copias silvestres del gen ptsN 

expresándose, resultando en un baja acumulación de PHB. La segunda posibilidad es que, 

la copia del gen ptsN silvestre desplazada por el evento de cointegración aún presente una 

fuga de expresión. 
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Fig. 25 Electroforesis en gel-sds de capas expresando IIANtr(H68A)(extracto total). Carril
1: Extracto de células sin inducir, carril 2: extracto de celulas con 100 ug/ml de
inductor, carril 3: extracto de células con 250 ug/ml de inductor, carril 4: extracto
de celulas con 500 ug/ml de inductor y carril 5: MPM. 

IIANtr(H68A) 

Sin embargo, el efecto negativo sobre PHB en la cepa UW74 apoya la hipótesis de que la 

proteína IIANtr(H68A) (en su estado no-fosforilado) regula de manera negativa la expresión 

de los genes de PHB. La identificación de los intermediarios entre la proteína IIANtr no 

fosforilada y la región de regulación de los genes de PHB confirmaría esta hipótesis. Para 

buscar los intermediarios se llevaron a cabo experimentos de interacción in-vitro de 

proteínas. 

 

VII.5 Expresión de la proteína IIANtr (H68A) 

Con la finalidad de llevar a cabo experimentos de interacción in-vitro de proteínas, el 

plásmido pALA8 se introdujo en la cepa BL21 de E. coli, seleccionando las transformantes 

en medio LB con kanamicina. De las colonias que fueron transformadas, se aisló una y se 

utilizó en primera instancia para hacer ensayos de expresión de la proteína IIANtr(H68A). 

Para lo anterior, como se describe en materiales y métodos, se utilizaron 3 concentraciones 

del inductor IPTG (100ug/ml, 250 ug/ml y 500 ug/ml). Al final del tiempo de cultivo, las 

células fueron lisadas y con el extracto total se llevaron a cabo experimentos tipo SDS-

PAGE. La figura 25 muestra estos resultado. 

 

 

 

 

 

 

 

 



IIANtr(H68A) 

Como se observa en la figura 25, la proteína IIANtr (H68A) se esta expresando en la cepa 

BL21. La expresión de esta proteína es dependiente de la concentración de IPTG, ya que 

aumenta su cantidad conforme aumenta la cantidad de inductor. Para futuros experimentos 

de expresión se estandarizó la concentración de inductor a 300 ug/ml. Dado que en algunos 

experimentos de clonación de otros genes en el mismo vector de expresión (pET24a) se 

encontró que los genes se expresaban, pero los productos se localizaron en cuerpos de 

inclusión y no eran funcionales, se procedió a realizar un experimento tipo SDS-PAGE con 

la fracción soluble de la cepa BL21 (con el plásmido pALA8) para descartar esta 

posibilidad. En la figura 26 se observa el gel desnaturalizante de proteínas con la fracción 

soluble. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

El experimento anterior, muestra que la proteína IIANtr(H68A) se encuentra en la fracción 

soluble (figura 26, carril 1). Esto nos dio la seguridad de que era factible utilizar la proteína 

IIANtr(H68A) en experimentos de interacción in-vitro de proteínas (Pull-Down). 

1   2    3     4  

Fig. 26 Electroforesis en gel-sds que muestra la ubicación de la proteína
IIANtr(H68A) en la fracción soluble. Carril 1: fracción soluble de
células inducidas, carril 2: fracción soluble de celulas sin inducir, carril
3: fracción soluble de celulas sin vector y sin inductor, carril 4: MPM. 
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Fig. 27 Análisis electroforetico en gen SDS-PAGE de proteínas encontradas en el
ensayo de interacción in-vitro de proteínas. Carril 1: MPM, carril 2:
proteínas que posiblemente interaccionen con la IIANtr(H68A). 

1 era banda 
2da banda = IIANtr(H68A) 

3era banda 

4ta banda 

VII.6 Ensayo de interacción in-vitro de proteínas “Pull-Down” 

Con la finalidad de buscar intermediarios entre la proteína IIANtr(H68A) y la región de 

regulación de los genes de la biosíntesis de PHB, se llevó a cabo el ensayo de interacción 

in-vitro de proteínas como se describe en materiales y métodos. Para el ensayo se utilizó a 

la proteína IIANtr(H68A) como cebo y extracto proteico de la cepa mutante ptsN- de A. 

vinelandii como presa. En la figura 27 se muestran las proteínas que eluyeron al final del 

ensayo, analizadas en SDS-PAGE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la figura 27, carril 2 se observan 4 bandas que corresponden a proteínas que eluyeron de 

la minicolumna en el ensayo Pull-Down, las cuales corresponden a proteínas de 8, 17, 36 y 

50 kDa aproximadamente. Estas bandas fueron cortadas en condiciones de esterilidad y se 



mandaron a secuenciar por el método de MALDI. El resultado de la secuenciación de las 

proteínas indicó lo siguiente: la primera banda. de 8 kDa aproximadamente, no pudo ser 

secuenciada; la segunda banda de 17 kDa (aproximadamente) corresponde a la proteína 

IIANtr(H68A), la tercera banda de 35 kDa (aproximadamente) corresponde a una proteína 

de A. vinelandii llamada Enoil-CoA hidratasa/isomerasa y la cuarta banda de 52 kDa 

(aproximadamente) es una proteína de A. vinelandii llamada 4-aminobutirato 

aminotransferasa. En repeticiones de este experimento se lograron observar bandas del 

similar peso molecular que las encontradas en los resultados anteriores; sin embargo, en las 

repeticiones no se pudo identificar las proteínas por problemas de contaminación con 

queratinas. Es importante señalar que en el primer experimento no se utilizaron controles 

negativos para evitar interacciones inespecíficas de proteínas de E. coli y A. vinelandii; 

pero, en las repeticiones se utilizaron ambos controles negativos y las proteínas que se 

lograron identificar no se encontraron en los controles negativos. 

 

La primera banda encontrada en el experimento anterior, aunque no pudo ser secuenciada, 

pudiera corresponder a la proteína Npr (que pertenece al sistema PTSNtr) ya que se 

encuentra en el tamaño aproximado del 9 kDa. En E. coli, se ha observado que la proteína 

Npr interacciona con la proteína IIANtr fosforilándola, de modo que en A. vinelandii se 

podría confirmar esta interacción secuenciando esta banda (Lee et al., 2005).  

 

La tercera banda encontrada en la posible interacción con IIANtr(H68A) corresponde a la 

proteína enoil-CoA hidratasa/isomerasa, la cual pertenece a una superfamilia de enzimas 

llamadas crotonasas. Las crotonasas participan en una gran variedad de mecanismos, entre 

los cuales se encuentran: dehalogenación, hidratación, dehidratación, decarboxilación, 



formación y corte de uniones C-C e hidrólisis de grupos thioester (Hazel et al, 2001). En 

particular, la enzima enoil-CoA hidratasa/isomerasa lleva a cabo la conversión de 2-trans-

enoil-CoA en (S)-B-hidroxiacil-CoA en las vías de metabolismo de lípidos. Se ha reportado 

en cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae que esta enzima, está involucrada en 

la degradación de lípidos, afecta la producción de intermediarios para la síntesis de PHA´s 

(Robert et al., 2005). De manera similar, la enzima enoil-CoA hidratasa/isomerasa de A. 

vinelandii (no caracterizada) pudiera estar involucrada en la vía de degradación de lípidos 

con la finalidad de producir intermediarios para la biosíntesis de PHB. Si existiera 

interacción de IIANtr(H68A) con la enoil-CoA hidratasa/isomerasa, IIANtr(H68A) pudiera 

estar regulado negativamente la actividad de esta enzima por interacción con ella; lo 

anterior provocaría, una disminución en la producción de posibles intermediarios para la 

biosíntesis de PHA´S reflejándose en la acumulación de estos polímeros. Para comprobar 

esto, sería necesario confirmar esta interacción por medio de experimentos tipo “dos 

híbridos”, junto con la medición de la actividad de esta enzima en diferentes mutantes del 

sistema PTSNtr, así como el efecto de una mutación en el gen de la enoil-CoA 

hidratasa/isomerasa sobre la síntesis de PHB. 

 

Por último, la cuarta banda encontrada corresponde a la enzima 4-aminobutirato 

aminotransferasa. En P. aeruginosa, esta enzima participa en la vía de metabolismo de 

arginina; especialmente, la 4-aminobutirato aminotransferasa cataliza la formación de 

semialdehido succinico a partir de 4-aminobutirato (Voellmy et al., 1976). En E. coli, esta 

enzima participa en el metabolismo de putrecina, y su actividad aumenta cuando existe 

limitación de nitrógeno en el medio de cultivo (Schenider et al., 2002). En A. vinelandii, la 

4-aminobutirato aminotransferasa no ha sido caracterizada; el gen que codifica para esta 



enzima está localizado en un grupo de genes cuyos productos participan en el metabolismo 

de aminoácidos, lo que podría indicar que la 4-aminobutirato aminotransferasa esta 

involucrada en el metabolismo de nitrógeno. Ahora bien, la posible interacción de la 

proteína IIANtr(H68A)  con la enzima 4-aminobutirato aminotransferasa pudiera estar 

regulando su función en el metabolismo de nitrógeno; sin embargo, como se mencionó 

anteriormente para confirmar esta interacción habría que llevarse a cabo diversos 

experimentos adicionales. 

 

Los experimentos de interacción in-vitro de proteínas pudiera mostrar que el sistema 

PTSNtr, en especial la proteína IIANtr pudiera estar involucrada en la regulación a nivel post-

transcripcional de enzimas que participan en el metabolismo de lípidos y aminoácidos. El 

objetivo al llevar a cabo experimentos de este tipo era encontrar uno (o más) posible 

regulador transcripcional que controlara la expresión del operón phbBAC, lo cual no se 

ocurrió. Una posible explicación al no encontrar un posible regulador transcripcional es que 

la concentración de reguladores transcripcionales en las células es baja y el ensayo in-vitro 

de proteínas se lleva a cabo en minicolumnas con microvolumenes, lo que provocaría que 

al final del experimento se recuperaran cantidades mínimas de proteína que no se pueden 

observar en un gel de poliacrilamida. Para solucionar esto, sería conveniente llevar a cabo 

experimentos de interacción in-vitro con columnas de mayor volumen, así como tener mas 

concentrada la proteína cebo IIANtr(H68A) y mayor cantidad de extracto proteico de A. 

vinelandii. 

 



VIII. CONCLUSIONES 

- La proteína IIANtr de A. vinelandii, en su estado no fosforilado, ejerce un efecto negativo 

sobre la biosíntesis de PHB. 

 

- El control de la síntesis de PHB por el sistema PTSNtr se da a nivel transcripcional sobre la 

expresión de los genes phbR y phbB. 

 

- Las proteínas enoil-CoA hidratasa/isomerasa y 4-aminobutirato aminotransferasa son 

posibles blancos de interacción con la proteína IIANtr no fosforilada. 

 

- Tanto el análisis de la transcripción de los genes phbR y phbB, como la cuantificación de 

PHB en la cepa mutante orf107, sugieren que el producto de este gen no tienen una 

participación en la regulación de la biosíntesis de PHB. 

 

- El análisis de la transcripción de los genes phbR y phbB, y la cuantificación de PHB en la 

cepa mutante orf284, sugieren que el producto de este gen tiene un efecto negativo sobre la 

biosíntesis de PHB, aunque este efecto es moderado. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



IX. PERSPECTIVAS 

- Comprobar la interacción in-vivo de la proteína IIANtr con las enzimas enoil-CoA 

hidratasa/isomerasa y 4-aminobutirato aminotransferasa a través de experimentos con un 

sistema de “dos híbridos”. 

 

- Continuar con los experimentos de interacción in-vitro de proteínas modificando 

condiciones para buscar el posible intermediario en el control de la transcripción de phbR y 

phbB, así como otras proteínas que interactúen con IIANtr . 
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XI. APÉNDICE 

Soluciones utilizadas en la extracción de ADN plasmídico 

Solución I 

Reactivo Concentración 

Tris ⋅ Cl (pH 8) 25 mM 

EDTA (pH 8) 10 mM 

Glucosa 50 mM 

La solución se esterilizó a 120 oC por 20 minutos. 

 

Solución II 

Reactivo Concentración 

NaOH 0.2 N 

SDS 2 % 

 

Solución III, para 100 ml. 

Reactivo Volúmen 

Acetato de Potasio (5 M) 60 ml 

Ácido acético glacial 11.5 ml 

H2O 28.5 ml 

 

 

 

 

 



   

  

 

Soluciones utilizadas en la extracción de ADN cromosomal 
Solución amortiguadora TE (g/l). 

Reactivo Cantidad 

Tris ⋅ Cl (10 mM) 1.57 g 

EDTA (1 mM) 0.372 g 

Se aforó a un litro y se ajustó a un pH de 7.4 con NaOH. 

 

Solución CTAB 10 % / NaCl 0.7 M (g/l). 

Reactivo Cantidad 

CTAB 10 % 100 g 

NaCl (0.7 M) 40.9 g 

Se aforó a un litro. 

 

Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 1 % 

Solución amortiguadora de acetatos 10X. Para 1 litro. 

Reactivo Cantidad 

Tris Base 48.4 g 

Ácido acético glacial 22.48 ml  

EDTA hidratado 37.22 g 

H2O 988 ml 

Agarosa al 1% 1 Gramo de agarosa por cada 

100 ml de tris acetato a 1X. 

 
 



   

  

 

Electroforesis de proteína en gel de acrilamida al 14 % 

Solución amortiguadora Tank 1 X. Para 1 litro. 

Reactivo Cantidad 

Tris Base 12 g 

Glicina 57.6 g  

SDS 10 % 40 ml 

H2O Aforar a 1 L 

  

 
Mezcla para el gel de acrilamida al 14%.  

 Cantidad 
Reactivo Gel separador Gel concentrador 
Acrilamida al 30% y Bis-
acrilamida 2.7 % 

4.62 ml 
0.67 ml  

Tris-Cl 1.5 M pH 8.8 2.5 ml - 
Tris-Cl 0.5 M pH 6.8 - 1.25 ml 
SDS 10 % 0.10 ml 0.050 ml 
H2O 2.72 ml 3 ml 
Persulfato de Amonio 10 % 0.050 ml 0.025 ml 
TEMED 0.005 ml 0.002 ml 
Volumen Final 10 ml 5 ml 
   
 
 

Solución para teñir el gel de acrilamida. 

Reactivo Volumen 
Azul de Coomassie R-250 al 1% 31.25 ml 
Matanol 125 ml 
Ácido acético 25 ml 
H2O aforar a 250 ml

 



   

  

 

Solución para desteñir el gel. 

Reactivo Volumen 
Metanol 250 ml 
Ácido acético 50 ml 
H2O Aforar a 500 ml 

 

Buffer de carga. 

Reactivo Volumen 
Tris-Cl 0.5 M pH 6.8 2.5 ml 
SDS 10 % 4.0 ml 
Glicerol 2.0 ml 
2-mercaptoetanol 1.0 ml 
H2O Aforar a 10.0 ml

 

Solución reactiva para cuantificación de proteína por el método de Lowry 

La solución reactiva para 100 ml contiene: 1 ml de solución C + 1 ml de solución B + 98 

ml de solución A. 

Solución Reactivo 
A Na2CO3 2 % en NaOH 0.1 N 
B Tartrato de Na y K 2% 
C CuSO4 1% 

 

Curva Estandar y ecuación usada para la cuantificación de proteína 
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