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I.- Resumen

Azotobacter vinelandii es una bacteria del suelo fijadora de nitrogeno que durante
condiciones de crecimiento Optimo presenta una forma tipica de cacahuate. Sin embargo
en respuesta a condiciones de estrés, esta célula se diferencia para formar quistes
resistentes a la desecacién. El crecimiento vegetativo y la formacion de quistes estan
asociados a la sintesis de polimeros tales como el alginato; (exopolisacarido
extracelular), los alquilresorcinoles, (lipidos fenolicos que forman parte de la envoltura
del quiste) y el B-polihidroxibutirato (PHB, el cual es un poliéster intracelular que se
almacena como fuente de energia para la bacteria). El PHB es un polimero de interés
industrial, porque puede ser utilizado por la industria manufacturera en la generacion
de insumos desechables biodegradables como un sustituto de plasticos derivados del
petrdleo.

En nuestro grupo de investigacion existe el interés en estudiar la genética
molecular de la sintesis de PHB en A. vinelandii. En un trabajo previo se encontré que
una mutante en el gen ptsP de A. vinelandii presenta una reducida capacidad en la
acumulacion de PHB, es incapaz de crecer en 0.2 % de glucosa en condiciones de fijacion
de nitrégeno y no forma quistes resistentes a desecacion. El gen ptsP codifica para la
enzima (EINY), del sistema de transporte y fosforilacion de aztcares relacionadas a
nitrégeno (PTSN*). En E. coli y en otras bacterias tales como Pseudomonas putida se ha
demostrado que EIN* forma una cascada de fosforilacion especifica junto con las
proteinas NPr y IIANt, y participa en la regulacion del metabolismos del nitrégeno y del
carbono, aunque los mecanismos moleculares estdn poco entendidos. El objetivo de este
trabajo fue conocer el mecanismo molecular por el cual ptsP (EIN®), ptsO (Npr) y ptsN
IIANt, regulan la producion de PHB en A. vinelandii. Los resultados obtenidos indican
que el sistema PTSN" forma una cascada de fosforilacion que participa en la regulacion
de la acumulacion de PHB, regulando de alguna manera la transcripcion del regulador
phbR y el operdn biosintetico phbBAC. Los resultados sugieren que la proteina IIAN" en
un estado no fosforilado es unh regulador negativo de la acumulacion de PHB, el
enquistamiento y la proteccion respiratoria de la nitrogenasa.



I. - Summary

Azotobacter vinelandii is a nitrogen-fixing bacterium that during optimal growth
conditions has the shape of a peanut. Under conditions of stress, this cell differs in a
dessecation-resistant cyst form. The vegetative growth and the encysment are associated
to the synthesis of polymers such as alginate (a component the capsule), the
alkylresorcinols (fenolic lipids that are part of the outer layer of the cyst) and the
polyhydroxibutyrate (PHB, which is an intracellular polyester stored as an energy
source). The PHB is a polymer of industrial interest because it can be used as a
biodegradable substitute for plastics derived from petroleum.

Our research group is interested in studying the molecular genetics of the synthesis
of PHB in A. vinelandii. In a previous work it was found that a mutant of A. vinelandii
(ptsP), accumulates less PHB, and is incapable of growing in 0.2% glucose media under
conditions of nitrogen fixation. Additionally, this mutant does not form resistant cysts
in response to dessication conditions. The gene ptsP codes for Enzyme I (EIN*) of the
system PEP-PTS which is involved in the transport and phosphorylation of sugars
related to nitrogen (NTR). In E. coli and in other bacteria such as Pseudomonas putida has
been demonstrated that EIN" forms a cascade of specific phosphorylation together with
the proteins NPr and IIAN', and they participate in the regulation of nitrogen and
carbon metabolism (although the specific molecular mechanisms are not well
understood. The objective of this work was to know the molecular mechanism for the
one which ptsP (EIN%), ptsO (Npr) and ptsN IIAN®, regulates the producion of PHB in A.
vinelandii. The obtained results indicate that the system PTSN" forms a fosforilacion
cascade that participates in the regulation of the accumulation of PHB, regulating the
transcription of phbR regulator and the biosintetic operon phbBAC somehow. The results
suggest that the IIAN" protein in a state non fosforilado is a negative regulator of the
accumulation of PHB, the enquistamiento and the breathing protection of the
nitrogenasa.
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IIL- INTRODUCCION
IIL.1.- Los plasticos derivados del petréleo.

Los plasticos derivados del petrdleo se utilizan en una gran diversidad de productos
de la industria manufacturera. Esto se debe a que su estructura puede ser quimicamente
modificada para dar origen a una gran diversidad de polimeros sintéticos, con
extraordinaria versatilidad de fuerzas y formas. Los plasticos sintéticos presentan pesos
moleculares entre 50,000 a 100,0000 Da (Madison y Huisman., 1999., Reddy et al., 2003).
Estos tienen una alta resistencia a los compuestos quimicos y pueden ser facilmente
moldeados para hacer peliculas finas y fibras que presentan cierta flexibilidad, por lo que
se ha incrementado la popularidad en su uso en insumos desechables de materiales de
empaquetamiento. Lo anterior ha generado un uso indiscriminado de plasticos derivados
del petrdleo, lo que se refleja en graves problemas de contaminacion en el mundo, esto es
debido a que son compuestos xenobioticos y recalcitrantes, ya que presentan un tiempo de
degradacion de aproximadamente 50 afos, de tal manera que se calculaba que para 1996,
estos pdsticos presentaron una acumulacién de 25 millones de toneladas anuales (Lee.,
1996), y se estimo que en el afio 2000, mas de 100 millones de toneladas fueron producidas
en el mundo. En México se desechan mas de 90 millones de botellas por afio (Lichtinger,
2003) y junto con otros tipos de plasticos constituyen aproximadamente el 40 % en volumen
y 27 % de peso de la basura doméstica. En la actualidad en los Estados Unidos de América
hay un consumo de 80Kg. per capita, en Europa 60 y en la India 2Kg. Se calcula que el 75 %
de los plasticos producidos son vertidos en basureros, y varios cientos de toneladas son
desechados cada afio en medio ambientes marinos acumulandose en regiones oceanicas
(Reddy., et al., 2003).

Una de las estrategias que se ha venido utilizando para deshacerse de los plasticos
derivados del petrdleo es la incineracion, pero esto causa efectos negativos en el ambiente
tales como el incremento de CO: en la atmdsfera y la liberacién de otros compuestos
quimicos muy peligrosos tales como las dioxinas, el cloruro y el cianuro de hidrégeno. Otra
estrategia es el reciclaje de plasticos, sin embargo el principal problema que se enfrenta es
la clasificaciéon de la gran diversidad de plasticos desechados y los cambios quimicos que
estos sufren (cuando dos plasticos de diferentes categorias se procesan o siendo el mismo
pero si uno de ellos sufrié cambios quimicos, hay una disminuciéon en la calidad del
plastico resultante). Todo lo anterior ha estimulado la investigacion para el desarrollo de
materiales y métodos de produccion de plasticos biodegradables que presenten las mismas
propiedades, pero que tengan un periodo de degradacion mas corto, con el fin de reducir el
impacto en el ambiente y la sustitucion de un recurso no renovable como lo es el petréleo
(Maddison y Huisman., 1999; Reddy., et al., 2003).



II1.2.- Plasticos biodegradables.

Se han desarrollado 4 tipos de plasticos biodegradables, los fotodegradables, los semi-
biodegradables, los completamente biodegradables sintéticos y completamente
biodegradables naturales. Los plasticos fotodegradables tienen grupos sensibles a luz
incorporados directamente al esqueleto del polimero. Después de una gran exposicion a la
luz ultravioleta (en varias semanas o meses) la estructura polimérica puede desintegrarse
en una estructura abierta que le permite ser degradada completamente por bacterias. No
obstante, en los rellenos sanitarios, la ausencia de luz hace que permanezcan como material
no degradable (Johnstone, et al., 1990). Una vez en los rellenos sanitarios las bacterias
degradan los azucares liberando el polietileno, sin embargo este permanece como material
no degradable. Recientemente se ha desarrollado otro tipo de plastico sintético derivado
del petroleo que es completamente biodegradable, éste es un polimero de polietanoato que
tiene una estructura parecida al del polietano. La presencia de grupos —OH tiene efectos
muy importantes. Los mas destacados son que el polimero es hidrofilico y por lo tanto
soluble en agua y es completamente degradable (Fardis Ibérica, 2004). Por ultimo, el cuarto
tipo de plasticos son los completamente degradables naturales, entre estos se encuentran
los polihidroxialcanoatos (PHAs), polilactilos, poliésteres alifaticos, polisacaridos y
copolimeros derivados de ellos (Lee., 1996; Steinbiichel y Fiichtenbusch, 1998., Reddy, et al.,
2003). Aunque estos plasticos ya estan siendo utilizados industrialmente, exiten varios
problemas que frena el desarrollo de los polimeros biodegradables naturales como
sustitutos de los plasticos convencionales, uno de éstos es su alto costo de produccion (Lee,
1996., Reddy., et al., 2003., Selehizadeh., 2004).

II1.3.- La importancia del estudio de los polihidroxialcanoatos

Los PHAs han atraido una mayor atencidon respecto a los otros polimeros
completamente biodegradables debido a su versatilidad en las propiedades fisicas
semejantes a los plasticos derivados del petroleo, y por que pueden ser reciclados y por son
producidos a partir de recursos renovables, (figura 1). Se ha encontrado que mas de 90
géneros bacterianos sintetizan PHAs, entre los cuales se encuentra Azotobacter. Estas
bacterias los acumulan como polimeros intracelulares en forma de granulos y se sabe que
lo utilizan como reserva de carbono y energia (Poirier., et al., 1995). Lo anterior ha
impulsado el estudio de métodos que permitan abaratar los costos de produccion de los
PHAs. Dentro de éstos se encuentran la modificacion genética de cepas bacterianas con un
nivel de produccion incrementado, el mejoramiento de la tecnologia de fermentacion, la
separacion del producto, la utilizacién de materias primas mas baratas y la obtencion de
plantas transgénicas que sintetizan PHAs (Lee., et al., 1996., Choi y Lee., 1997., de Koning.,
et al., 1997., Madison y Huisman., 1999., Kim., 2000). En 1996 Zeneca bioproducts y otros
fabricantes, calculaban que el costo de produccion de BIOPOL (un polimero de
hidroxibutirato/hidroxivalerato, PHB/PHV) era de 16 dodlares por Kg. (Lee, et al., 1996). Sin
embargo el precio de los PHA es demasiado caro comparado con 1 dolar por Kg. de los
plasticos derivados del petroleo. Para 1998 se calculaba que reduciendo los costos de
produccion de 2 a 5 dolares, el precio en el mercado seria de 8 dolares por Kg.,



produciendo unas 5,000 toneladas por ano (Fritz, et al., 1988). Las plantas transgénicas que
sintetizan PHAs pueden incrementar la produccion en orden de varios millones de
toneladas (acumulando de 20 a 40 % de su peso seco), comparadas solo con las cientos de
toneladas que se pueden producir por fermentacion bacteriana. Los costos de produccion
potencialmente pueden disminuir hasta 0.20 ddlares, entonces seria posible competir con
los plasticos derivados del petroleo. Por todo esto, existe un gran interés en el desarrollo de
los plésticos biodegradables, particularmente por el agotamiento en las reservas de
petrdleo y el impacto negativo de los plasticos no degradables en el ambiente (figura 1)
(Reddy, et al., 2003).

A) B)

Figura 1.- Degradacion de botellas hechas de P(3HB-3HV) en composteo aerébico (A). Las botellas fueron incubadas en compostas
durante el verano con temperaturas promedio de 20 °C. El progreso de la degradacion es mostrado de izquierda a derecha con
tiempos de 0, 2, 4, 6, 8, y 10 semanas. Fotografia de Dieter Jendrossek, Universidad de Gottingen Alemania (Madison y Huisman,
1999).

I.3.1.- Estructura quimica de los Polihidroxialcanoatos.

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros lineales de poliésteres de 3-
hidroxibutirato unidos cabeza con cola. En el polimero, el grupo carboxilo de un
mondmero forma un enlace con el grupo hidroxilo del siguiente. Los PHAs tienen una
formula general: O-CHR-(CH2).CO- y pueden tener de 100 a 30,000 unidades estructurales,
dependiendo del organismo, las condiciones nutricionales de las cepas bacterianas y el
método de extraccion (figura 2) (Anderson y Dawes. 1990; Lee., 1996., Madison y
Huisman., 1999). Los mondmeros se clasifican en dos grupos de acuerdo a la longitud de la
cadena principal: el primero son mondmeros de cadena corta que tienen de 1 a 5 carbonos,
el segundo son monomeros de cadena media de 6 a 16 carbonos. Ademas los grupos R
pueden ser cadenas alifaticas desde metil a tridecil saturados o insaturados, cadenas
ramificadas, halogenadas o con grupos aromaticos (figura 2). En la actualidad mas de 100
monomeros han sido encontrados como constituyentes de los PHAs, lo que plantea una
gran variedad de posibilidades para la produccion de diferentes polimeros biodegradables
con diferentes propiedades desde aquellos semejantes al cristal o tan elasticos como el
caucho; esto es dependiente de la unidad de monomero incorporada a la estructura del
polimero (Lee, 1996). Dentro de los PHAs, el polihidroxibutirato (PHB) es el mas comun.
Esta constituido por unidades de 3-hidroxibutirato (3HB) (Lee., 1996; Madison y Huisman,
1999., Reddy et al., 2003).



H

a) Cadena corta: de 3-5 o_é. (CH,),
= 2)n
Monémero atomos de carbono

b) Cadena media: de 6 a 14 R 0
atomos de carbono

100-3000

Grupos R = a) De 1- 30 atomos de carbono
(saturados o insaturados)

b) aromaticos n=1 R=Hidrégeno Poli(3-hidroxipropionato)
R = Metilo Poli(3-hidroxibutirato)
:) :alo_grena:os R = Etilo Poli(3-Hidrox-ivalerato)
) Ramificados R = Propilo Poli(3-hidroxiexanoato)
R = Pentilo Poli(3-hidroxioctanoato)
R = Nonilo Poli(3-hidroxidecanoato)
n=2 g= Hidrégeno Poli(4-hidroxibutirato)
n=3 R=Hidrégeno Poli(5-hidroxibutirato)

Figura 2.- Formula general de los polihidroxialcanoatos (PHAs) (Madison y Huisman, 1999).

II1.3.2.- Aplicaciones de los Polihidroxialcanoatos (PHAs).

Los PHas han tenido diversas aplicasiones a partir 1982. Inicialmente se comercializo
el Biopol por ICI Ltd, un copolimero de 3-hidroxibutirato (3-PHB) y polihidroxivalerato
(PHV), y fue usado para la fabricacion de botellas, fibras, latex, rastrillos desechables y
varios productos de empaquetamiento de alimentos, aceite de motores, cuidado del cabello
y cosméticos (Figura 3). En la agricultura los PHAs se utilizan para encapsular fertilizantes,
fungicidas y herbicidas de liberacion controladas. En virtud de que son asimilables por el
cuerpo humano (biodegradables) y no causan efectos toxicos (biocompatibles), estos
polimeros han sido utilizados ampliamente en medicina: en la encapsulacion de
medicamentos de dosis controlada, hilos para suturar heridas, implantes, protesis y fijacion
de fracturas. Adicionalmente parece muy prometedor la gran utilidad de PHAs en un érea
nueva de la medicina, la ingenieria de tejidos y érganos. En esta, se han desarrollado, tejido
cardiovascular y nervioso. La idea es generar tejidos y 6rganos en cultivos sumergidos de
células troncales totipotenciales a partir de estructuras de PHAs preformadas, las cuales
son recubiertas con factores de crecimiento y morfégenos. Por lo tanto, existe un gran
potencial de usos para los PHAs, de manera importante en dreas donde los plasticos
derivados del petroleo no pueden ser utilizados (Angelova., et al., 1999., Zinn., et al., 2001.,
Luengo., 2003).

Figura 3.- Aplicaciones han tenido del Biopol por ICI Ltd, (un coopolimero de PHB y PHV). Es usado para la fabricacion de botellas,
fibras, latex, rastrillos desechables y varios productos de empaquetamiento de alimentos, aceite de motores, cuidado del cabello y
cosméticos (Madison y Huisman., 1999).



I11.3.3.- Acumulacioén, distribucion y funcion de PHAs en los seres vivos.

Los PHAs se acumulan intracelularmente hasta en un 80% del peso seco de bacterias
gram negativas y positivas, como polimeros insolubles amorfos y mdviles en forma de
granulos de diferentes tamanos. Esto ocurre cuando hay un desbalance en los nutrientes en
donde el carbono esta en exceso y faltan nutrientes tales como el nitrégeno, fésforo y
oxigeno. El papel principal del los PHAs es la reserva de energia para ser utilizada cuando
la bacteria se encuentre en un medio con limitaciéon de carbono (figuras 4 y 5) (Lafferty, et
al., 1990).

Los PHAs no solo son moléculas insolubles en el citoplasma de bacterias, también se
han encontrado como polimero de bajo peso molecular (de menos de 15 KDa) unidos a
proteinas o formando con el polifosfato canales de calcio en la membrana plasmatica de
bacterias (Seebach, et al., 1996). Se ha propuesto que estas estructuras son importantes para
la competencia (obtencion de DNA por transformacion), ya que existe una correlacion
directa entre la presencia de P(3HB) en la membrana plasmatica y la eficiencia de
transformacion de Azotobacter vinelandii, Bacillus subtilis, Hemophilus influenzae y Escherichia
coli (Reusch, et al., 1988; Huang y Reusch., 1995).

Los PHAs también se han encontrado en una gran variedad de plantas y animales. En
el plasma sanguineo de humano, el P(3HB) esta asociado a lipoproteinas de baja densidad
(LDL) y a la albumina. Ambas proteinas funcionan como acarreadoras de P(3HB) a
diversos tejidos (Reusch, et al., 1992). Se sabe que en mamiferos en ayuno prolongado el
hidroxibutirato (el monomero) se utiliza como fuente de energia en el cerebro y diversos
tejidos, a través de la via de la B-oxidacion (Lenhinger, et al., 2005). En la arafia europea
Linyphia triangularis, un dimero (R)-3-(R) hidroxibutiril-acido butirico, funciona como una
feromona de la hembras para atraer a los machos (Schulz y Tolf, 1993).

Figura 4.- Microscopia de barrido a), b) y microscopia electronica de transferencia de cultivos de dos diferentes cepas de
Pseudomonas putida donde se pueden ver los granulos intracelulares de PHA ¢) y d) (Luengo ,ef al., 2003).
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Figura 5.- Las condiciones nutricionales determinan la sintesis 0 movilizacién de PHA en bacterias. A) Cuando la bacteria crece en
condiciones de nutricion balanceada, la fuente de carbono se utiliza para el crecimiento y la enrgia celular. B) Si la bacteria crece en
un medio donde hay un exceso de carbono y la carencia de algun nutriente tal como nitrégeno, fosforo o potasio; acumula el carbono
como PHA, para ser utilizado cuando las condiciones sehan mas favorables para el crecimiento.

II1.4.- Estructura de los granulos de PHAs.

Como se menciono anteriormente, la produccion mds importante de los PHAs en la
naturaleza se presenta en las bacterias en forma granulos intracelulares. Estos estan
rodeados por una monocapa de fosfolipidos, que contienen proteinas tales como las fasinas
PhaF y Phal, polimerasas de PHAs, depolimerasas de PHAs y proteinas de unién no
especificas al granulo. La funcion de la monocapa de fosfolipidos no se conoce, aunque se
cree que es necesaria para evitar el contacto de los PHAs con el agua, previniendo la
transicion de un estado liquido amorfo a una estructura cristalina mas estable y formando
una barrera protectora evitando el dafio celular causado por la interaccion de los PHAs con
proteinas citosolicas (figura 6) (Luengo, et al., 2003). Se ha publicado una discusién muy
interesante sobre la formacion del granulo ddénde se menciona que la monocapa de
fosfolipidos debe participar en el inicio de de su formacion y ésta debe extenderse a
medida que el granulo incrementa de tamafo, asi que se propone que las enzimas
necesarias para la sintesis de la monocapa de fosfolipidos deben existir y estar asociadas al
poliéster (Jurasek, et al 2001).
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Figura 6.- Representacion de la estructura de un granulo de polihidroxialcanotatos (PHA) (Luengo, et al., 2003).

IIL.5.- Vias de sintesis de PHAs, genes, enzimas y regulacion
Aunque los PHAs tienen una férmula general, son diversos en su estructura,
particularmente por la variedad de grupos R y las cadenas que pueden ser de 4 a 16



carbonos. Por esto mismo existen diferentes vias metabdlicas involucradas en la sintesis de
PHAs que veremos a continuacion.

II1.5.1.- Tres etapas en la biosintesis de PHAs de cadenas cortas (PHAs sc)

La sintesis de P(3HB) en Ralstonia eutropha, es una de las via mas estudiadas
(Steinbiichel y Schlegel., 1991). Esta consiste de tres pasos enzimaticos catalizados por tres
diferentes enzimas. La primera reaccion consiste en la condensacion de dos moléculas de
acetil-CoA, catalizada por la enzima B-cetoacil-CoA tiolasa (codificada por el gen phbA). En
la segunda reaccion, la molécula de acetoacetili CoA es reducida R-3-hidroxibutirato
utilizando NADPH por la enzima B-cetoacetil CoA reductasa (codificada por el gen phbB).
Por dultimo, los monodmeros de 3-hidroxibutirii CoA son polimerizados por la 3-
hidroxibutirato polimerasa [P(3HB) polimerasa)] , codificada por el gen phbC (figura 7).

B-cetotiolasa Acetoacetil CoA PHB polimerasa

reductasa OH O
A = AT A LA,
SCoA SebA
Promotor
— s .

Figura 7.- Via para la sintesis de PHB R. eutropha. Las enzimas estan codificadas por los genes phbCAB, los cuales forman un operén
(Madison y Huisman, 1999).

II1.5.1.1.- B-cetoacetil CoA tiolasa

Como ya se menciond anteriormente, la B-cetoacetil CoA tiolasa (acetil-CoA: acetil
transferasa; EC.2.3.19), cataliza la primera etapa en la sintesis de P(3HB). Esta es un
miembro de la familia de enzimas que estan distribuidas ampliamente en la naturaleza
desde procariontes hasta eucariontes superiores, como mamiferos y plantas. Las tiolasas se
dividen en dos grupos de acuerdo a la especificidad por el substrato. El primer grupo
consiste de tiolasas de amplio rango de especificidad por cetoacetil-CoA, con longitudes de
Cs a Cu. Esta clase de enzimas estan involucradas en la degradacion de 4cidos grasos y
estan localizadas en el citoplasma de procariontes, en la mitocondria y en peroxisomas de
células de mamiferos y plantas. La segunda clase de p-cetoacetil-CoA tiolasas son
consideradas biosintéticas y tienen un espectro corto de especificidad de los mondmeros
con cadenas de Cs a Cs y estdn especializadas en una gran cantidad de funciones, tales
como la formacion de cuerpos cetdnicos (en células de mamifero), la sintesis de esteroides e
isoprenoides (animales y plantas respectivamente) y la sintesis de P(3HB) en bacterias
(Marchessault., 1996; Madison y Huisman., 1999).



ITIL.5.1.2.- Acetoacetil CoA reductasa.

La enzima Acetoacetil CoA reductasa es una (R)-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa
(E.C.1.1.1.36) y cataliza el segundo paso de la biosintesis de P(3HB) para convertir la
acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril CoA. Las Acetoacetil CoA reductasas caracterizadas
hasta el momento, son dependientes de NADPH. En las vias biosintéticas de P(3HB), las
reacciones catalizadas por la tiolasa y la reductasa proporcionan el mondémero para la
polimerizacién de PHA. Las caracteristicas cinéticas y especificidades por el substrato de
estas dos enzimas son cruciales para determinar el espectro de PHAs que puedan ser
sintetizados. Lo anterior puede ser utilizado en los procesos de produccion para suplir los
sustratos e incluso los monomeros para la sintesis de PHAs con propiedades termoplasticas
especificas (Madison y Huisman., 1999).

II1.5.1.3.- P(3HB) sintasa.

La PHB sintasa es la tercera enzima de la via de biosintesis de P(3HB) y es un
miembro de la familia de las PHAs polimerasas. El gen phbC que codifica para la PHB
polimerasa en, fue clonado y caracterizado inicialmente A. eutrophus (Peoples y Sinskey.,
1989). En la actualidad han sido reportadas alrededor de 55 secuencias codificantes para
PHAs sintasas en 45 bacterias. Las PHAs polimerasas se han clasificado de acuerdo a la
secuencias de amino dacidos deducida de la secuencia de nucledtidos y su estado
oligomérico en cuatro clases (Rehm, 2003). La PHAs sintasas de la clase I y I comprenden
las enzimas que estan formadas por una sola subunidad (PhaC), con pesos moleculares de
61 a 73 KDa. La clase I de PHAs sintasas se distingue por su especificidad por los sustratos,
los cuales son ésteres de CoA de 3-hidroxiacidos de 3 a 5 carbones (p.e. las PHAs sintasas
de A. eutrophus y A. vinelandii). Las sintasas de clase II comprenden a la enzimas con
especificidad por los sustratos, los cuales son esteres de CoA de 3-hidroxiacidos de 6 a 14
carbones (p.e. la PHA sintasas de P. aeruginosa. Las sintasas de las clase III incluye a las
enzimas que tienen dos diferentes subunidades: la subunidad PhaC con un peso molecular
de aproximadamente 40 KDa con el 21 a 28 % de similitud a las PHAs sintasas de clase I, y
la subunidad PhaE con peso molecular aproximado de 40 KDa, la cual no presenta
similitud a ninguna PHA sintasa. Esta enzima utiliza preferentemente ésteres de CoA de 3-
hidoxidcidos de 3 a 5 carbones (p.e. como los encontrados en Alochromatium vinosum). Por
ultimo, las PHA sintasas de clase IV (p.e. la de Bacillus megaterium) se parece a las PHA
sintasas de la clase III, sin embargo la subunidad de PhaE es remplazada por PhaR la cual
tiene un peso molecular de aproximadamente 20 KDa (Yuan, et al., 2001; McCool y Cannon,
2001).

II1.5.2.- Otras vias para la sintesis de PHAs de cadenas cortas.

El P(3HB) es un sdlo tipo de PHAs, pero como mencione antes polimeros de éste tipo
son sintetizados por cientos de diferentes microorganismos que viven en diferentes nichos
y con su propia historia evolutiva. Por esta razon, no todos los microorganismos utilizan la
misma via de biosintesis de PHAs. Las tres etapas en la sintesis de P(3HB) es esutilizada
por Ralstonia eutropha , Z. raminigera y Azotobacter spp. Sin embargo, algunas otras bacterias
utilizan vias alternativas para la sintesis de PHAs (Madison, Huisman, 1999).



II1.5.2.1.- Sintesis de PHAs utilizando enoil-CoA hidratasa.

Cuando Aeromonas cavia crece en un medio que contiene diversos acidos grasos o
aceite de oliva como unica fuente de carbono, produce un copolimero de 3-hidroxibutirato
(3HB), 3-hidroxihexanoato (3HH). Los genes involucrados para la biosintesi de 3PHB en A.
cavia han sido clonados y caracterizados. En este se encuentra el gen phbC que codifica para
la PHB polimerasa, el gen phaJ que codifica para la enzima enoil-CoA hidratasa y el gen
phaP que codifica para una fasina. Estos genes son suficientes para la formacion de PHA en
huéspedes heterdlogos que no sintetizan PHA como E. coli. La via biosintética procede de
la oxidacion de acidos grasos (figura 8). La enoil-CoA y hexanoil-CoA son convertidos a
precursores de PHAs por la enoil-CoA hidratasa, ambas son polimerizadas por la PHA
sintasa (figura 8) (Fukui y Doi., 1997; Fukui, et al., 1998).
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Figura 8.- Via de sintesis para los monémeros P(3HB) y P(HH), los cuales son derivados de la degradacion de acidos grasos por
conversion de enoil-CoA a precursores de (R)- 3-hidroxiacil-CoA por una enoil-CoA hidratasa (Pha J) Fukui y Doi, 1997; Fukui, et al.,
1998; Madison, Huisman, 1999).

I11.5.2.3.- Sintesis de 3-Polihidroxibutirato-Polihidroxivalerato (3HB-3HV) a partir de
azucares en la via de Metilmalonil CoA.

Las bacterias Nocardia coralina y Rodobacter ruber acumulan PHAs que contienen
hidroxivalerato (3HV) en ausencia de precursores HV y propionato en el medio de cultivo.
En esta via el succinil-CoA es convertido a metilmalonil-CoA, el cual es descarboxilado a
propionil-CoA. Parece ser que en N. coralina y R. ruber los mondémeros de PHA provienen
tanto de la degradacion de acidos grasos, como de la via tradicional de la sintesis de PHB
contrariamente a lo que sucede con A. cavia (figura 9)(Anderson, et al., 1990; Wiliams, et al.,
1994 ;Valentin y Dennis., 1996).
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Figura 9.- Via de sintesis del copolimero polihidroxibutirato-hidroxivalerato P(HB-HV) a partir de carbohidratos. Algunos
microorganismos acumulan P(HB-HV), sin suplementacién de propionato, valerato, o algin otro acido graso. El propionato en estas
especies es formado a través de la via de metilmalonil-CoA y acetil-CoA, los cuales se originan de succinil CoA en el ciclo de Krebs.

Tanto metilmalonil-CoA y acetil-CoA son convertidos a P-(HB-HV), por enzimas tipicas de la sintesis de PHB (Anderson, et al., 1990;
Wiliams, et al., 1994; Valentin y Dennis, 1996).

IIL.5.3.- Sintesis de PHAs de cadenas medias.

Las Pseudomonas clasificadas en el grupo I mediante su ARNr, utilizan la via oxidativa
de acidos grasos para obtener los precursores para la sintesis de PHAs (figura 10). En esta
via los acidos grasos son degradados removiendo acetil-CoA en cada etapa del ciclo. En
parte de la via la acil-CoA se oxida a un intermediario de 3-hidroxiacil-CoA. Dado que en
la B-oxidacion el intermediario es 3-hidroxiacil-CoA se requiere una etapa enzimatica para
la sintesis de 3-hidroxiacil-CoA. Las polimerasas de cadenas medias tienen, un espectro de
especificidad de Cs a Cis de 3-hidroxiacil-CoA, con preferencia de cadenas de monomeros
Csy Co. Los precursores de PHA pueden ser el producto de una reaccion catalizada por la
hidratasa (como en A. cavia), por las actividades de una epimerasa a partir del complejo de
la B-oxidacion o puede ser también por una enoil-CoA reductasa especifica desconocida
(Langenbach, et al., 1987). La via de sintesis de Pseudomonas que sintetiza PHAs de cadenas
medianas (PHAs smc) es muy diferentes a la via de sintesis de PHAs de cadenas cortas
(PHAs scc). Los genes involucrados en la formacion de PHAs de cadenas medias han sido
caracterizados en P. oleovorans y P. aeruginosa. En ambas especies dos PHAs polimerasas
fueron identificadas, las cuales tienen aproximadamente 50 % de identidad entre ellas y son
igualmente activas en la sintesis de PHAs. Entre los dos genes de las PHAs polimerasas
(phaC1 y phaC2) se encuentra un ORF que presenta homologia al gen phaZ, el cual codifica
para una depolimerasa. Adicionalmente este ORF tiene en su region 5° una caja de
regulacion de tipo lipasa. Hacia el 3" de phaC2 hay tres genes de funcién desconocida cuyos
productos pueden estar asociados a la formacion de granulos de PHAs (figura 10)
(Valentin, et al., 1988).
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II1.5.4.- Sintesis de PHAs de cadenas medias a partir de carbohidratos.

Cuando P. fluorescens del grupo I de ARNTr es crecida en en un medio de cultivo
supleentado con azucares, sintetiza precursores de PHAs de C8 a C10. Los precursores de
PHAs derivan de intermediarios de la sintesis de acidos grasos. Se ha clonado el gen phaG
cuyo producto realiza la conversion de (R)-3-hydroxiacil-ACP a (3)-hidroxiacil-CoA y se
observo que es intermediario es polimerizado por la PHA sintasa (figura 11) (Rehm, et al.,
1998).
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Figura 11.- La via de biosintesis de PHAs de cadenas medias (PHAs msc), provienen de la biosintesis de acidos grasos como
derivados de R-3-hidroxiacil-ACP y son convertidos a R-3-hidroxiacil-CoA a través de una acil-ACP-CoA transacetilasa codificada
por el gen phaG (Rehm, et al., 1998; Madison, Huisman, 1999).



II1.6.- Los genes y sus productos que participan en la biosintesis de PHAs.

Los primeros genes clonados y caracterizados fueron los de la bacteria Zoogloea
raminigera, la cual almacena P(3HB). Esto se logro a través de tamizar una libreria gendmica
en E. coli utilizando un anticuerpo anti-tiolasa (Peoples, et al., 1987). En este clona se
encuentran los genes phbA y phbB formando un operon, posteriormente se clond el gen
phbC. Los genes de Ralstonia eutropha fueron clonados en un fragmento de 5.2 Kb, el cual es
suficiente para conferir a E. coli la capacidad de sintetizar PHB. En Acinetobacter spp.,
Alcaligenes lotus, Pseudomonas acidophila y Ralstonia eutropha, los genes phbCAB estan
arreglados uno tras otro, aunque no en el mismo orden. En Paracoccus denitrificans,
Rhizobium meliloti y Zoogloea raminigera los genes phbAB y phbC estan separados. Las
bacterias Chromatium vinosium, Thiocystis violacea y Synechocystis, tienen PHAs polimerasas
constituida por dos diferentes subunidades y codificada cada una por diferentes genes
(phbE y phbC); en estos organismos los phbAB y los phbEC estan en un mismo locus, sin
embargo orientados en de manera divergente. Los loci de phb en C. vinosum, P. acidophila,
R. eutropha, R. meloloti y T. violacea tienen un gen adicional phbF, cuya funcién es
desconocida. En A. cavia el gen de la PHA polimerasa estd flanquedo por un solo gen
biosintetico (pha]), el cual codifica para la enzima PhaJ que tiene una actividad de enoil-
CoA hidratasa. Estos dos genes son suficientes para la sintesis del copolimero P(3HB-3HH)
a partir de la degradaciéon de acidos grasos (fig. 10). Los microorganismos productores de
PHAs de cadenas medias P. oleovorans y P. aeruginosa, poseen dos genes phaC, separados
por phaZ, los cuales codifican para una depolimerasa de PHA intracelular. Las dos PHA
polimerasas tienen 50 % de identidad y presentan una especificidad muy similar por el
substrato (figura 12) (Madison y Huisman ., 1999).

Se ha hecho una propuesta en cuanto al origen y evolucion de la sintesis de PHAs,
derivado de la organizacion de los genes pha. Se propone que cuando las primeras bacterias
sintetizaban PHA era con un fin muy diferente, al almacenaje de fuente de carbono y
energia, quizas como un evento lateral a una via metabdlica, por ejemplo, la regulacion de
los equivalentes reductores. A medida que en la acumulaciéon de PHA y la manera de
movilizarlo fue eficiente cuando las bacterias lo requerian, gener6 una ventaja evolutiva al
proporcionar fuente de carbono y energia cuando las condiciones del medio ambiente eran
escasas. En el curso de la evolucion el gen phaC algunas veces fue combinado con los genes
phaAB o pha], o con otros genes involucrados en otros aspectos del metabolismo de PHA
tales como phaZ (depolimerasa de PHA). La seleccion natural actud en el tiempo para
agrupar a los genes pha en operones en algunos organismos (tales como P. acidophila, R.
eutropha, Acinetobacter, A. latus y A. cavia) o como unidades de transcripcion separadas
(tales como Z. raminigera, P. denitrificans, R. meliloti, C. vinosum, T. violaceae, P. oleovorans, P.
putida y posiblemente otras bacterias en las cuales no se han encontrado genes codificantes
para las enzimas B-tiolasa y Acetocetil-CoA reductasa (phaA y phaB, respectivamente). En
cuanto a la evolucion de las PHA polimerasas, no se sabe cudles son las mds ancestrales, si
aquellas que estan codificadas por un solo gen (phaC) o las que estan codificadas por dos
genes (phaEC) (Madison y Huisman., 1999).
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Pseudomonas oleovorans

IIL. 7.- Regulacion de la sintesis de PHAs.

La regulacion de la produccion de PHAs es compleja, esto y se puede presentar a
cuatro niveles. El primero es a nivel enzimatico, a través de la inhibicion o activacién por
cofactores de diversas etapas enzimaticas en la via de sintesis o en vias generales del
metabolismo para dirigir el flujo de carbono, lo cual se refleja en la disponibilidad de



precursores de PHAs. El segundo a nivel genético, esto mediado por factores sigma (o),
sistemas de dos componentes y moléculas inductoras. Un tercer factor de regulaciéon se da
a nivel del tamafio del granulo y el peso molecular del PHAsS, el cual esta controlado por el
nivel de PHAs polimerasa y fasinas (Madison y Huisman, 1999). Un cuarto nivel de
regulacion seria la degradacion de los PHAs.

II1.7.1.- Regulacion enzimatica de la via de sintesis de PHAs.

Se ha encontrado la mayoria de las bacterias estudiadas acumulan PHAs en
condiciones limitacion de nutrientes para el crecimiento (nitrégeno, fésforo, magnesio y
oxigeno), pero ademas se requiere un exceso de carbono y energia. (Anderson y Dawes.,
1990). En Alcaligenes eutropus, la bacteria mejor estudiada, se ha encontrado que las tres
enzimas de la via se sintetizan constitutivamente y la regulacion esta dada a nivel de las
actividades enzimaticas. La regulacion principalmente se da por CoA libre la cual se genera
en el primer paso del ciclo de Krebs. La CoA inhibe la condensaciéon de Acetil-CoA
realizada por la B-cetotiolasa (la primera etapa en la sintesis de PHB). Cuando los niveles
de CoA disminuyen y los de acetil-CoA incrementan la actividad de la B-cetotiolasa es
incrementada. De este modo, se decide dirigir principalmente la acetil-CoA al ciclo de
Krebs en condiciones de limitacion de carbono y cuando hay un exceso de carbono se
acumula en forma de PHB (Oeding y Schlegel, 1973).

En la cianobacteria Synechoccus, el control se da por regulacion aldsterica de acetil-
fosfato a la PHB sintasa, como un reflejo del estado nutricional de un exceso de nitrégeno y
limitacion de carbono (Miyake, et al., 1997).

Otra estrategia para regular a nivel enzimatico se presenta en Sinechocystis sp, en
donde existe una subunidad regulatoria que es necesaria para que el PhaC (PBH sintasa)
tenga actividad (Hein y Steinbtichel, 1998). Un mecanismo similar ocurre en B. megaterium
donde PhaR parece tener una funcion regulatoria (que no es homologo de PhaE) es
necesaria para que tenga actividad tanto in vitro como in vivo; sin embargo no se sabe si
PhaR la regule de manera directa o indirecta (McCool y Cannon, et al., 2001).

II1.7.2.- Regulacion de la transcripcion de los genes que participan en la sintesis de
PHAs.

A pesar de que existen muchos trabajos sobre los PHAs en diversos organismos poco
se conoce acerca de la regulacién transcripcional. Por ejemplo en Ralstonia eutropha no se
sabe si ocurre regulacion a nivel transcripcional o traduccional de los genes que participan
en la biosintesis de PHB (Oeding y Schlegel., 1973; Steinbiichel y Schlegel., 1991). Uno de
los mejores modelos estudiados es el de Vivrio harveyi, en el cual se encontrd que la sintesis
de PHB depende de la densidad celular de manera similar a la regulacion de la
luminiscencia. En este caso la sintesis de PHB es controlada por la concentracion de N-
3(hidroxibutanoil) homoserin lactona que al unirse al activador transcripcional LuzR
incrementa la tasa de transcripcion de los genes biosintéticos de PHB (Miyamoto, et al.,
1998). En P. putida se ha identificado un gen que codifica para un posible regulador
llamado phaS, la cual presenta identidad con proteinas sensoras de sistemas de dos
componentes. El fenotipo de la mutacidn en phaS es una disminucion en la sintesis de PHB



(Madison y Huisman., 1999). En Acinetobacter, aunque existe un nivel constitutivo de
transcripcion de los genes biosintéticos de PHB, esto se ve incrementado cuando la
concentracién de fosfato es limitante. Esta induccion se da a través de promotores
alternativos dependientes del activador PhoB que forma parte del reguléon de fosfatos
(Schembri, et al., 1995). En Pseudomonas sp 61-3 se ha demostrado que existen otros factores
involucrados en la regulacion transcripcional de los genes phas; uno de estos es el regulador
transcripcional phbR, el cual exhibe un significativa similitud con los activadores
transcripcionales de la familia de AraC/XylS. Mutantes en phbR disminuyen la
transcripcion de los genes biosintéticos y reducen hasta en un 50% la acumulacion de PHB
(Matsusak,i et al., 1988)

Auque no se ha estudiado exhaustivamente, en muchas bacterias la regulacion por
nitrogeno se sabe que el exceso de nitrogeno regula negativamente la acumulacion de PHB.
En Azospirillum brasilense, se ha demostrado que en condiciones de alto nitrogeno hay una
disminucion en la acumulacion de PHB, mutantes en los genes ntrB y ntrC que participan
en la regulacion global del nitrégeno, acumulan PHB en condiciones de alto nitrégeno, lo
que indica que los productos de estos genes (NRu y NRi respectivamente) participan en la
regulacion de la sintesis de PHB en esta bacteria (Sun, et al., 2000). En P. aeuroginosa PAO1
se ha mostrado que una mutaciéon en ntrA (RpoN) disminuye drasticamente la
acumulaciéon de PHA cuando se usa gluconato 6 acidos grasos como fuente de carbono
(Timm y Steinbiichel., 1992).

Por otra parte, en Pseudomonas y en otras bacterias se ha encontrado que las fasinas
tienen un papel dual en la acumulacion de PHAs. Se ha demostrado que PhaF es capaz de
unirse al ADN en regiones especificas de los genes phaCl y phal reprimiendo su
transcripcion y que ademas de esta funciéon regulatoria participa en la estructuracion del
granulo. Se ha propuesto un modelo de como podria funcionar PhaF en virtud de que
mutantes en phbC son incapaces desreprimir los genes involucrados en la sintesis de PHAs.
En condiciones de acumulacion de PHAs, PhaF podria despegarse del ADN y permitir la
transcripcion de los genes biosintéticos y formar parte del granulo (figura 13) (Prieto et al.,
1999; Kesler y Witholt., 2001).
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II1.7.3.- Regulacion de la degradacion de PHAs.

A nivel molecular no se conoce mucho a cerca de la regulacion de la degradaciéon de
PHAs. En general se supone que la sintesis de PHAs y de las depolimerasas estan
altamente reguladas en las diversas bacterias. La mayoria de las bacterias reprimen las
depolimerasas en presencia de una fuente de carbono soluble que permita una alta tasa de
crecimiento (Kessler, y Witholt, 2001). Se ha encontrado que después de que la fuente de



carbono se disminuye, las depolimerasas se desreprimen. (Foster, et al., 1995; Jendrossek, et
al., 1993; Scheirmer, et al., 1993). Sin embargo existen datos contradictorios; por ejemplo, la
inhibicion de la sintesis de proteinas no afecta la degradacién en P. oleovorans, y se ha
sugerido que la PHA depolimerasas siempre estan presentes y en una forma activa, de tal
manera que la sintesis y degradacion ocurren simultdneamente (Zinn, 1998). Conclusiones
similares se ha llegado en R. eutropha (Doit, et al., 1992). En R. autropha también se ha
encontrado que mutantes en los genes phbl y phbB presentan una disminuciéon en la
acumulacion de PHB. Estos genes presentan identidad con la enzima I y HPr del sistema de
transporte y fosforilacién dependientes de fosfoenol piruvato (PEP-PTS). El efecto en la
disminucion de la acumulacion de PHA es por una mayor velocidad de degradacion de
PHB en fase estacionaria, lo que ha llevado a proponer que la PHB depolimerasa es
regulada por fosforilacion por el sistema PTS; sin embargo, esto no ha sido probado (figura
14) (Pries, et al., 1991).
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Figura 14.- Modelos hipotético de la participacion de las enzimas EI y HPr de R. eutropha (A. eutrophus) (Pires, et al., 1991).

II1.8.- El sistema de transporte y fosforilacion de azucares dependientes de fosfoenol-
piruvato (PEP-PTS) de E. coli.

El sistema de transporte y fosforilacion de azucares (PTS), fue descubierto
primeramente en E. coli hace mas de 40 afios (Kundig, et al., 1964). En la actualidad se sabe
que el PTS es el principal sistema de transporte y fosforilaciéon de un gran numero de
carbohidratos en eubacterias (bacterias Gram-negativas y Gram-positivas) y esta ausente en



arqueobacterias y eucariontes (Siebold, et al., 2001). Ademas del transporte y fosforilacion,
el PTS participa en la quimiotaxis, competencia y en la regulacion de diversas vias
metabdlicas del carbono, nitrédgeno y en la competencia para la transformacion con ADN.

Generalmente el PTS esta formado por 4 dominios funcionales, llamados Enzima I,
HPr, Enzimas IIA, Enzimas IIB y Enzima IIC, las cuales juntas forman una cascada de
fosfoproteinas que transfieren el grupo fosfato desde el fosfo-enol-piruvato (PEP), a el
azucar entrante (figura 15). Las dos primeras proteinas de la cascada EI y HPr, son
citoplasmicas, y en E. coli participan en la fosforilacion de todas los carbohidratos PTS.
Mientras que las proteinas IIA, IIB y IIC forman complejos de transporte especifico de
azucar. Estas pueden formar un sola proteina unida a membrana con tres dominios (A, By
C), tal como ocurre con el transportador especifico de manitol (EIIM!), o pueden
consisttuidas de mas de dos proteinas, una unidas a membrana (IIBC) con dos dominios
estructurales y una proteina soluble (IIA), tal como en el transportador para glucosa
(IIBCC y IIASM). En algunos casos el complejo II de transporte puede tener una proteina
membranal adicional IID, la cual forma un canal junto con IIC, como en el transportador de
manosa (IICMar y [IDMan) (figura 15) (Postma et al., 1996).
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Figura 15.- Modelo de los sistemas de transporte y fosforilacion de azucares dependientes de fosfoenolpiruvato de E. coli (PTSs). Las
enzimas I y HPr son proteinas generales para todos los PTSs. De las muchas enzimas II solo tres son mostradas, la especifica para
manitol (Mtl), glucosa (Glc) y manosa (Man). Cada una contiene dos dominios hidrofébicos: IIA contiene el primer sitio de
fosforilacién (P-His), y IIB tienen el segundo sitio de fosforilacion (que puede ser un residuo de Cys o de His). Los dominios
hidrofébicos de uniéon a membrana son IIC, sin embargo en algunos casos estos son dos proteinas separadas (IIC y IID) (Postma et
al., 1996).



II1.8.1 Los sistemas PEP-PTS de E. coli.

Mediante analisis computacional del genoma de E. coli, se han encontrado 5 EI's, y 6
Hpr’s, las secuencias de aminodcidos deducida de la secuencia de nucleétidos indican que
estas proteinas estan relacionadas evolutivamente (Tchieu, et al., 2001). Asi mismo, que se
encontraron 22 transportadores (complejos IIA; IIB y IIC), los cuales pueden ser agrupados
en 5 familias con plegamientos y estructura oligomérica diferentes (figura 16) (Tchieu, et al.,
2001; Siebold, et al., 2001). La enzima IIACtc es miembro representativo de una de estas
familias, esta proteina forma un “sandwich” de 2 laminas P, las cuales consisten de 6
estructuras tipo B-antiparalelas y 2 a-hélices muy cortas. La estructura de la familia de las
IIAMY, esta formada por una mezcla de 5 plegaminetos tipo B, que forman una lamina, con
una o-hélice en ambas caras. La enzima IIAM™ es un homodimero que forma un giro
abierto con una mezcla de estructuras o/f, en la cual el dimero es estabilizado por
intercambio de cadenas § entre ambas subunidades. La enzima ITA® forma un giro abierto
semejante al IIAM™, pero tiene 4 a-hélices y 7 estructuras tipo B (figura 16) (Siebold, et al.,

2001).
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Figura 16.- Diversidad de los plegamientos de los dominios IIA y IIB. Representacion de los dominios/subunidades de diferentes
sistemas de transporte PTS. Los residuos que pueden ser fosforilados se presentan en barras y esferas en verde,. La ITAlx es un
trimero, la IIAMa" es un dimero y los otros dominios son monoméricos (Sielbold et al., 2001).

De las 5 EI encontradas en E. coli, las proteinas EI y HPr (las cuales estan codificadas
por el operdon (ptsH, I, crr junto con IIASM respectivamente), forman parte del sistema
general que participa en el transporte de aztuicares PTS. La EI" y Apr (homodlogo a HPr)
participan en una via especifica para fructuosa junto con FrwB, FrwC y FrwD (el
transportador especifico IIBf™-IICFvw-IIDF). Una via de PTS propuesta incluye a FryA



(EI'v) y TPr (HPr™), estas forman un operon con la proteina IIA™ (homdlogas de PTS'v), y
en virtud de que se ha encontrado que estan agrupadas junto a varios genes que presentan
homologia a endoglucosidasas y peptidasas, se ha propuesto que pueden participar en la
degradacion de pared celular y el transporte de sus productos (Sielbold, et al., 2001). Otros
dominios estructurales homdlogos a EI y HPr se han encontrado fusionados a una proteina
con un dominio N-terminal regulatorio (R), el cual parece estar involucrado en el
metabolismo de dihidroxiacetona (Tchieu, et al., 2001. Por ultimo, también se han
encontrado genes homologos a ptsH (ptsP) que presentan dominios extras en el N-terminal
semejantes a NifA, el cual codifica para EIN", y se ha demostrado que junto con las
proteinas NPr y IIAN* forman una cascada de fosforilacion especifica que parece no
funcionar en el transporte de azucares, sino mas bien en la sefializacion y regulacion del
estatus de carbono/nitrogeno en la célula. Como veremos mas adelante, el PEP-PTSN* no
sOlo funciona en E. coli sino en muchas bacterias Gram-negativas (Rabus, et al., 1999;
Tchieu, et al., 2001).

II1.8.2.- Regulacion del transporte y metabolismo de carbono por PTS de Glucosa en
E.coli.

En E. coli, el PTS de glucosa (PTSC) tiene el papel principal de la regulacion del
transporte y fosforilacion de carbohidratos, asi como en regular su metabolismo a través de
inducir genes responsables para el transporte y utilizacion de glucosa como fuente de
carbono, reprimir los genes que participan en la utilizacidon de otras fuentes alternativas de
carbono que se encuentren en el medio de cultivo, y activar o inactivar enzimas a través de
la fosforilacion o la interaccion proteina-proteina. Por razones energéticas el PTSClc se
encuentra en bacterias que fermentan glucosa utilizando la via Embder-Meyerhof-Parnas y
estd ausente en bacterias aerdbicas estrictas como son Pseudomonas, Alcaligenes y
Azotobacter, excepto en Bacillus subtilis (Romano y Saier., 1992). En E. coli existen tres
mecanismos principales de regulacion genética en los cuales interviene el PTSSue: la
represion por catabolito, la exclusion del inductor y la inducciéon por glucosa. A
continuacion se describiran los tres modelos de regulacion para los mecanismos
mencionados (Postma, et al., 1996; Plumbridge., 2002).

II1.8.3.- Represion por catabolito y exclusion del inductor.

En E. coli y bacterias relacionadas la represion por catabolito se observa cuando la
glucosa esta presente. La cascada de fosfoproteinas procede de la siguiente manera. EI se
autofosforila a expensas de PEP, la enzima EI-P transfiere su grupo fosfato a HPr, y HPr-P
a la ITACk, La IIACk-P transfiere el grupo fosfato al dominio IIB y ésta a la glucosa entrante.
En presencia de glucosa, cae la concentracion de la IIAC-P. Esto genera que IIAStc no
pueda interaccionar con adenilato-ciclasa (al no estar fosforilada) por lo que disminuye su
actividad, de esta manera el nivel de AMPc baja. Esto provoca que los niveles de
transcripcion de los promotores dependientes de AMPc—CRP disminuyan. Muchos genes
son regulados de esta manera, dentro de los cuales se encuentran genes que participan en



el transporte y metabolismo de otras fuentes de carbono diferentes de la glucosa. La
concentracion de IIAS<-P se incrementa solo cuando la glucosa ha sido consumida y
entonces se pueden utilizar otras fuentes de carbono diferentes a la glucosa (figura 17)
(Postma, et al., 1997).
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Figura 17.- Modelo para la regulacion por PTS. Ademas de las proteinas del sistema general de PTS, las enzimas II mostradas son
especificas para manitol (IIM) y para glucosa (IIAGk). La activacion de adenilato ciclasa es por la forma fosforilada de IIAG! (P-ITAGl)
y la inhibicién de dos diferentes sistemas de transporte, Sly S2, (p.e: lactosa, melibiosa, maltosa o glicerol), por la forma no
fosforilada IIAGl que también inhibe a la glicerol cinasa. Por otro lado también se han encontrado que HPr tiene un papel en la
regulacion positiva al fosforilar a la glicogeno fosforilasa y algunos antiterminadores de la transcripciéon como por ejemplo SacT.
Ademas, EI regula negativamente a CheY/CheA lo que genera un cambio en la rotacién del flagelo y con esto un cambio en la
direccion del movimiento de la bacteria a su sustrato (quimiotaxis) (Postma et al., 1997; Titgemeyer y Hillen., 2002).

La exclusiéon del inductor se presenta debido a que la proteina IIAS< (no fosforilada)
puede interaccionar directamente con transportadores y con enzimas de diversos azticares
que participan en su metabolismo las cuales son inhibidas. Aunque se ha supuesto que la
activacion dependiente de CRP-AMPc es el mecanismo mas importante para la represion
por catabolito, no obstante la exclusion del inductor puede contribuir de una manera
igualmente importante a la regulacion del metabolismo de fuentes alternativas de carbono
(figura 17) (Stulke y Hillen, 1999).

IIL.8. 4.-Induccion por glucosa via Mlc.

La induccion por glucosa ocurre a través del secuestro de un represor conocido como
Mlc. Este regulador transcripcional fue identificado debido a que su sobre expresion
permite crecer utilizando un medio complejo de fuentes de carbono que incluyen glucosa.
Un posible mecanismo de regulaciéon ha sido propuesto en virtud de que datos
experimentales apuntan a que la forma no fosforilada de PtsG (IIBS*) se une a Mlc. La
actividad normal de PTS estimula el transporte y fosforilacion de glucosa, esto lleva a una
forma no fosforilada de PtsG, la cual secuestra a Mlc, evitando que esta tltima reprima la
transcripcion (figura 18). Dentro de los genes que son activados por la desrepresion de Mlc,



se encuentran el operdn ptsHlcrr (que codifica para EIC<, HPr y IIASF), manXYZ (que
participan en el metabolismo de manosa), asi como el activador de maltosa malT , que
regula al regulon de maltosa (Lee et al., 2000; Plumbridge, 1988; Plumbridge, et al., 2002).

A) En ausencia de glucosa B) En presencia de glucosa

Figura 18.- Modelo para la expresion de ptsG durante el crecimiento en glucosa. A) En ausencia de glucosa, EIICBCIc (PtsG) esta
presente en la membrana en una forma fosforilada y la transcripcion de ptsG es reprimida por la unién de Mlc arriba del promotor.
B) Cuando la glucosa esta presente, es fosforilada por IICBS!, Mlc se une a la forma no fosforilada de IICBC! y libera al promotor de
la represion (Lee, et al., 2000; Plumbridge et al., 2002).

II1.8.5.- Reguladores transcripcionales que tienen dominios PTS y (PRDs).

Se han encontrado tanto en bacterias Gram-negativas como en bacterias Gram-
positivas dos clases de proteinas que responden a sefiales mediadas por PTS: activadores
transcripcionales multidominio operdn especifico y antiterminadores que contienen los
llamados dominios regulados por PTS o PRDs, del ingles: PTS Regulatory Domains. Estos
dominios pueden ser fosforilados a expensas de las proteinas PTS. Todos los reguladores
transcripcionales presentan en su N-terminal uno o dos sitios de union a 4cidos nucleicos
llamados NBDs (del ingles, Nucleic acid Binding Domains), y dos regiones PRDs.
Adicionalmente, en su C-terminal presentan dos dominios con similitud a IIA y IIB de PTS.
En los antiterminadores se presentan tanto los dominios NBDs, asi como los dominios
PRDs, sin embargo, carecen de los dominios IIA y IIB (figura 19) (Greenberg, et al.,2002).

A) activadores transcripcionales.
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Figura 19.- Reguladores transcripcionales que tienen dominios PTS y (PRDs). Los activadores transcripcionales multidominio operén
especifico y antiterminadores que contienen los llamados dominios PRDs, del ingles: PTS Regulated Domains, estos dominios
pueden ser fosforilados a expensas de las proteinas PTS. A) Todos los reguladores transcipcionales presentan en su N-terminal uno o
mas sitios de unién a acidos nucleicos llamados NBDs del ingles, Nucleic acid Binding Domains, y dos regiones PRDs.
Adicionalmente, en su C-terminal presentan dos dominios con similitud a IIB y IIA de PTS. B) En los antiterminadores se presentan
tanto los dominios NBDs, asi como los dominios PRDs, sin embargo carecen de los dominios IIA y IIB (Greenberg, et al., 2002).

Analisis computacionales indican que los dominios NBDs de los activadores
transcripcionales y de los antiterminadores no presentan similitud entre ellos por lo que
pueden tener diferente origen evolutivo. Mientras los dominios PRDs se pueden dividir en
cuatro subfamilias, PRD I y PRD II de los antiterminadores, y PRD I y PRD II de los
activadores transcripcionales. Cada una de estas subfamilias presenta diferentes motivos,
supuestamente con un significado funcional. Por ejemplo PRD I estd sujeto a la



fosforilacion por BglG (IIAB!), resultando en la inactivacion del antiterminador en ausencia
del inductor. Los dominios PRD II son fosforilados directamente por HPr en ausencia de la
fuente de carbono represora (figura 20) (Gorke, 2003). Los activadores transcripcionales son
fosforilados por PTS en los dominios IIA y IIB. Por ejemplo la fosforilacion del dominio IIA
del regulador LevR por HPr resulta en su activacion. Contrariamente, la fosforilacion del
dominio IIA de LicR es controlado negativamente y especificamente por PTSUc. En la
actualidad los detalles de los mecanismos moleculares de regulacién estdn siendo
estudiados en los diferentes complejos de activadores y antiterminadores transcripcionales
(Greenberg, et al., 2002).
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Figura 20.-Modelo para la regulacion del antiterminador BglG mediada por PTS. A) en ausencia de pB-glucosidos y azucares PTS, las
proteinas PTS son fosforiladas y el antiterminador BglG es fosforilado por EIIACBBg! en uno de los dominios PRD (PTS regulatory
Domains). El Segundo dominio puede ser fosforilado por HPr. De este modo, BglG es ta inactivo para la ante-terminacion. B) En
presencia de B-glucosidos BgIF (IIB) transfiere su grupo fosfato del dominio EIIB del f-glucosido durante el transporte a la célula. La
forma defosforilada de BgIF defosforila a BglG. Sin embargo, el segundo sitio de fosforilaciéon (mediado por HPr) es necesario para
que BglG sea un antiterminador completamente activo (Greenberg, et al., 2002).

II1.9.- Represion por catabolito en bacterias Gram-positivas.

Un mecanismo diferente para la regulacion global del carbono estd presente en
bacterias Gram-positivas de bajo contenido de GC, en el cual HPr y HPr cinasa/fosfatasa
(HPrK/P) y la proteina CcpA (catabolic control protein) estdn involucradas en monitorear el
estado fisioldgico de la célula y la regulacion del consumo de la fuente de carbono (Stulke y
Hillen., 1999; Titgemeyer F. y Hillen., 2002).

La proteina HPr del sistema PTS refleja en su estado de fosforilacion la situacion
nutricional y puede ser considerado como el equivalente funcional de IIAS< de bacterias
entéricas. Una caracteristica de este sistema es que HPr es fosforilado en un segundo sitio
regulatorio, serina 46, por la HPrk/p la cual no estd presente en enterobacterias. La
fosforilacion de HPr dependiente de PEP por la EI en Hisl5 y la fosforilacién de HPr en
Ser46 por la HPrk/p, proporciona el balance entre HPr-his-P/HPr-ser-P, reflejando el
estatus de carbono extra e intracelular (figura 21). Cuando los sustratos PTS son
metabolizados, el nivel de intermediarios metabodlicos se incrementan (tales como fructosa
1, 6-bifosfato). Estos metabolitos estimulan a la HPrk/p para generar HPrser-P, utilizando
como sustrato ATP o PPi. Al mismo tiempo la velocidad de consumo de aztcar por PTS se
reduce, debido a que HPr-ser-P no puede ser fosforilada en His- por la EI, lo cual inhabilita
a HPr-P para participar en la obtencion de la fuente de carbono (Deustscher, et al., 1994;
1995). A medida que el nivel de intermediarios metabodlicos cae y el nivel de fosfato
inorganico incrementa, la Hprk/p realiza la reaccion de fosfatasa en HPr-ser-P, generando



HPr y Pi, lo que lleva a un incremento en el transporte dependiente de PTS (figura 21)
(Kravanja et al., 1999).

Ademads de participar en el transporte, HPr-his-P dispara la actividad de glicerol
cinasa por fosforilacién y coordina la utilizacion de glicerol con otras fuentes de carbono.
La proteina HPr-his-P controla también varios activadores especificos de fuente de carbono
y antiterminadores a través de fosforilar los dominios PRDs de una manera similar para lo
descrito anteriormente en el antiterminador transcripcional Bgl de E. coli (Stulke y Hillen.,
1999).

Otra funcion de HPr-his-P es formar un corregulador junto a CcpA (HPr-his-P:CcpA),
el cual parece tener un papel dual de represor/activador al unirse a una secuencia de ADN
conocida como elemento cre (catabolite responsive element) (figura 21). La posicion del
elemento cre varia con respecto al promotor sugiriendo que existen diferentes modos de
control transcripcional mediados por CcpA. Por ejemplo, para el caso del gen amyE, el
elemento cre se encuentra dentro del promotor y entonces la unién de CcpA puede
prevenir el inicio de la transcripcién (Miwa, et al., 2000). En el caso del locus hut (utilizacion
de histidina), el elemento cre se encuentra dentro de la region codificante, donde puede
causar un bloqueo durante la elongacién del transcrito naciente (Wray, et al., 1994). Otros
genes como los del operén de gluconato (gnt) de B. subtilis, contienen multiples cajas cre, las
cuales pueden contribuir sinérgicamente a la represiéon por catabolito dependiendo de las
condiciones ambientales (Miwa, et al., 1997). Como se ha mencionado, CcpA también
puede activar la transcripcion de otros genes tales como fosfofructosa cinasa (glucolisis),
genes involucrados en la asimilacion del amonio tales como tales como el que codifica para
glutamato sintasa, genes que contribuyen a flujo metabdlico tales como ackA (acetato
cinasa) (Henkin, et al., 1996; Faires et al., 1999; Tobisch et al., 1999). El mecanismo de cémo
CcpA activa la transcripcion es poco entendido, debido a que en algunos casos la caja cre
esta ausente, sin embargo, en otros como el de los genes ackA y pta (que participan en la
produccién de acetato), las cajas cre se encuentran rio arriba del promotor donde el
complejo (CcpA/HPr-ser-P/fructosa 1, 6, bifosfato) se une para estabilizar la unién de la
ARN polimerasa (Turinsky, ef al., 1988, Presecan-Siedel, et al., 1999).
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Figura 21.- Modelo de regulacion del carbono por catabolito en bacterias Gram-positivas de bajo contenido de GC. La regulacién se
indicada como activacion (+) y represion (T), los eventos de fosforilacién son representados por flechas con linea continua y otras
interacciones por lineas discontinuas. El estado de fosforilacion de HPr es clave. Durante las condicione de represiéon, HPr es
foforilada en Ser46 (HPr-ser-P) por la HPr cinasa. La enzima HPr-P media la exclusién de inductor y la represion/activacion es
mediada por CcpA.



Durante la secuenciacion del genoma de B. subtilis se ha descubierto un gen paralogo
de hpr llamado crh (catabolite represion HPr-like protein) (Kunding et al., 1997). La proteina
Crh tiene el sitio para fosforilacion His46, por la HPr cinasa y carece del sitio de
fosforilacion His15 por la EI (Galinier, et al., 1997). De acuerdo con lo anterior, se ha
demostrado que Crh no participa en el transporte de azucares mediados por PTS, sin
embargo, es funcional en la represion por catabolito; Crh puede ser fosforilada por la HPr
cinasa y actuar como un correpresor junto con CcpA. En B. subtilis la enzima HPr parece
actuar en paralelo con Chr ya que cuando la bacteria crece en un medio con succinato y
glutamato, la regulacion de la expresion del transportador de citrato-Mg* es reprimida
especificamente por Chr y no por HPr. Esto también sugiere que Crh pueda estar
participando especificamente en la regulaciéon del metabolismo de otros compuestos
diferentes a los azucares (Warner, et al., 2003).

II1.10.- El sistema PTS relacionado al nitrégeno (PTSN*).

En E. coli, y en diversas bacterias se han encontrado ademas del gen ptsP que codifica
para la enzima IN*, los genes homdlogos a ptsH y ccr (npr y ptsN respectivamente), estos
dos ultimos estan formando un operdn junto con el gen rpoN y codifican para las proteinas
NPr, PtsN (IIANY) respectivamente (Reitzer et al., 1996). Se ha demostrado que existe una
cascada de fosforilacion especifica en donde la EI"" fosforila a NPr y ésta a su vez a la
enzima IIAN* (Rabos, et al., 1999). Sin embargo los mecanismos moleculares de la
regulacion por el sistema PTS no se conocen; cepas con deleciones en ptsN (IIAN*) de E. coli
presentan inhibicion en el crecimiento cuando se les adiciona uno de varios carbohidratos o
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, cuando se les crece con una base
nitrogenada o un aminoacido como fuente de nitrégeno. Esta inhibicion en el crecimiento
es liberada cuando se le complementa con el gen ptsN o se le agrega sales de amonio al
medio de cultivo, sin embargo no cuando se le agrega exdgenamente AMPc. Estos
resultados sugieren un nuevo mecanismo de regulacion diferente al sistema general PTS
(Powell, et al., 1994).

En Klebsiella pneumoniae y en E. coli se ha clonado y caracterizado el gen rpoN. Este
forma parte del operdn rpoN, (rpoN, ORF95, ptsN, ORF284 y ptsO). Mutacion en el gen ptsN
K. pneumoniae causa una elevada expresion de fusiones pnifL:lacZ, pnifH:lacZ y
gInAp2:lacZ (los productos de estos genes participan en la asimilacion y fijacion del
nitrégeno), lo cual se ve reflejado en el incremento en la capacidad para fijar nitrogeno.
Mientras que mutantes en ptsO tienen efectos contrarios en los mismos blancos de
transcripcion y en la fijacion de nitrégeno. Estos resultados sugieren que el estado de
fosforilacion de PtsN (IIANt) participa en la modulacion del metabolismo del nitrogeno
(Merrick et al., 1995).

En P. putida se ha clonado la regién ri6 debajo de rpoN y se encontraron cuatro ORFs,
dos de los cuales codifican para las proteinas NPr y IIAN* del sistema PTSNt. Se obtuvieron
mutantes en los cuatro ORFs. Mutantes no polares en los ORFs 102 y 284 no presenta
fenotipo en la inhibicién de la degradacion de tolueno causada por glucosa, mientras que
mutantes en ptsN (IIAN*) no responden a la represion por glucosa. Se midid el transporte de



glucosa en la mutante ptsN y se encontré que no estaba afectada. Estudios a nivel de
transcripcion en mutantes ptsN de P. putida muestran una incapacidad para reprimir el
promotor Pu (de los genes que participan en la degradacion de tolueno). Mediante una
mutacion que cambia el sitio de fosforilacion de la proteina IIANt HIS68/ASP (que
mimetiza un estado fosforilado), encuentran que la proteina mutante reprime
constitutivamente al promotor Pu. Lo que sugiere que la proteina IIAN"-P es un regulador
negativo de la transcripcion del promotor Pu en respuesta a glucosa (Cases, et al., 1999). En
E. coli se encontré que la proteina IIAN" en su estado no fosforilado activa la desrepresion
del operdn ilvBN, el cual codifica para la enzima acetohidroxi-acido sintasa I (AHAS I), la
enzima que cataliza la primera reaccion en la sintesis de amino acidos ramificados (Lee et
al., 2005). Debido a que la proteina IIAN" no tiene dominios de uniéon a DNA, debe haber
algun factor intermediario que regule tanto la transcripcion del promotor Pu como del
operon ilvBN. Recientemente también en E. coli, se ha demostrado que la proteina IIAN" en
su estado no foforilada interacciona con la proteina Trk, la cual regula la entrada de potasio
a la célula (Lee et al., 2007).

La caracterizacion de mutantes en los genes que codifican para las enzimas del
sistema PTSN* (EIN", Npr y IIAN%). Sugiere que estas proteinas participan en la modulacion
del metabolismo del nitrégeno y carbono en diferentes bacterias a través de su estatus de
fosforilacion, sin embargo, el mecanismo es poco conocido. Se ha pensado que en estos
casos la proteina IIAN" en su estado fosforilado o no fosforilado activa o inhibe la funcion
de otras proteinas a través de la interaccion mas que al transferir el grupo fosfato (Powell et
al., 1995; Michiels et al., 1998; Segura y Espin 1998; Cases, et al., 1999; Cases y DeLorenzo.,
2000).

IIL.11.- Nuestro modelo de estudio: Azotobacter vinelandii.

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa del suelo, pleomorfica que puede
medir de 2 a 10 uM de didmetro, fija nitrégeno y es una de las bacterias mds atractivas para
ser utilizadas para la producciéon industrial de PHB, debido a sus altos rendimientos y su
capacidad de utilizar desechos orgdnicos de agroindustrias y de industrias procesadoras de
alimentos, lo que permitiria disminuir los costos de produccion (Page, 1989; Dewes, 1990;
Page et al 1993, Lee, 1996; Cho et al, 1997). Como una caracteristica muy particular, A.
vinelandii presenta un ciclo de vida unico (figura 22). El ciclo incluye una fase de vida
vegetativa y una fase de vida latente en forma de quiste, ésta ultima es una forma de
resistencia a la desecasion. No obstante, se sabe que los quistes son capaces de sobrevivir
por mas de 10 anos (Sadoff, H., 1975). Las células vegetativas son moviles por la presencia
de flagelos peritricos. Los cambios morfoldgicos iniciales en la formacion del quiste, son la
pérdida de movilidad y una division binaria que da origen a dos células esféricas
encapsuladas de aproximadamente 1.5 a 2 uM de didmetro (Sadoff, 1975). El cuerpo central
del quiste estd cubierto por dos capas: una capa interna llamada intina y una capa externa
llamada exina. El principal componente de estas capas es el alginato, el cuerpo central
presenta una acumulacién de granulos de poli-B-hidroxibutirato, a partir del cual se



pensaba que se formaban los alquilresorcinoles, lipidos caracteistico de los quistes (figura
22B) (Sadoff., 1975). Se conocen los cambios que ocurren a nivel bioquimico y morfolégico
durante la formacién del quiste, pero poco se sabe a nivel molecular. Ademas las
condiciones que disparan la diferenciacion celular en vida libre son desconocidas. Sin
embargo, en el laboratorio el enquistamiento se puede inducir con n-butanol o B-
hidroxibutirato. Se sabe que el proceso de diferenciacion esta directamente relacionado con
la sintesis de tres polimeros de importancia industrial el alginato, los alquilresorcinoles y el
polihidroxibutirato (PHB), por lo cual en el laboratorio de la Doctora Espin, se estudia la
regulacion del enquistamiento y la sintesis de estos polimeros (Seguray Espin., 2000).
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Figura 22- Diferentes estados alternativos en el ciclo de vida de A. vinelandii. A) Microscopia electronica de barrido de células
vegetativas en division. B) Quiste maduro resistente a desecacion (Segura y Espin, 2000). C) Ciclo de vida de A. vinelandii (Sadoff et
al., 1975).



IV.- ANTECEDENTES

IV.1.- Via de sintesis de PHB y su regulacion a nivel enzimatico en Azotobacter
vinelandii.

En A. vinelandii la sintesis de PHB se lleva a cabo en tres etapas enzimaticas. La
primera reaccion se da por la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA, la cual es
catalizada por la enzima B-cetotiolasa, obteniéndose como producto acetoacetil-CoA
(Ritchie y Dawes, 1969). En el segundo paso enzimatico, la acetoacetil-CoA es reducida
por la acetoaceti-CoA reductasa, utilizando NADPH y produciéndose D-B-hidroxibutiril-
CoA, que es polimerizada por la PHB sintasa (Senior y Dawes., 1973). Se ha encontrado
un mecanismo regulador de la sintesis de PHB en el primer y segundo paso de la ruta.
Condiciones fisiologicas que generan una relacion alta de acetil-CoA/CoA 'y
NADPH/NADP inhiben alostericamente el primer paso en el ciclo de Krebs y favorecen
la sintesis de PHB al activar alostéricamente a la PB-cetotiolasa y la acetoacetil-CoA
reductasa. Las condiciones contrarias inhiben alostéricamente la sintesis de PHB en
ambas etapas (Senior y Dawes., 1973; Manchak y Page., 1994).

IV.2.- Organizacion de los genes que codifican para las enzimas de la sintesis de PHB y
su regulacion en A. vinelandii.

Con el proposito de conocer los genes que participan en la sintesis y regulacion del
PHB, en nuestro grupo de investigacion se hicieron dos mutagénesis con los transposones
Tn5 y miniTn5::lacZ en la cepa UW136 de A. vinelandii, con el obejetivo de aislar varias
mutantes afectadas en la sintesis de PHB. La caracterizacion de uno de los locus afectados
indic6 la presencia del gen phbB que codifican para la acetoacetil-CoA reductasa la
segunda enzima de la via de biosintesis (Arellano., 2000; Segura y Espin, 1998). Otra
insercion del miniTn5 se pudo localizar en el gen phbR (que codifican para un posible
regulador transcripcional de la familia de AraC/XyIR) mutaciones en este gen
disminuyen la acumulacion de PHB hasta un 50 % (Peralta-Gil, 2004). La secuenciacion
de las regiones afectadas por estas inserciones demostro la presencia de los genes phbA y
phbC adyacentes a phbB, posiblemente formando un operén phbBAC y phbR que se
encuentra hacia arriba y en sentido divergente (Figura 23). Los otros dos genes, phbP y
phbF, probablemente que codifiquen para proteinas asociada a los granulos de PHB y su
regulador transcripcional, respectivamente (Segura y Espin., 2000).
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Figura 23.- Organizacién genética de los genes involucradoes en la sintesis y regulacién de PHB en A. vinelandii (Segura y Espin,
2000)



IV.3.- El sistema de dos componentes GacS/GacA, RpoS, PhbR y su papel en la
acumulacion de PHB.

Por otro lado, al estudiar los genes que participan en la sintesis de alginato en la
cepa ATCC9046 de A vinelandii, se identificaron los genes gacS y gacA. La inactivacion de
estos genes reduce la produccion de aliginato y de manera sorprendente también se
encontro que no acumulan PHB (Castaneda, et al., 2000). Por otra parte una mutacion en
el gen rpoS, también presenta una disminucién en la acumulacién de PHB (Peralta-Gil,,
2004).

En un trabajo previo se estudio la regulacion del operdn phbBAC y del gen regulador
phbR de A. vinelandii mediante andlisis de exonucleasa S1 y fusiones transcripcionales
(Peralta-Gil et al., 2002; Peralta-Gil M., 2004). Se encontré que phbR regula al operon
biosintético phbBAC en dos promotores que se encuentran hacia arriba de phbB. Mientras
que el promotor pBl es activado por PhbR, el promotor pB2 es reprimido. Esto
probablemente se debe a que los promotores estan juntos y parcialmente sobrelapados.
Por otro lado, mutantes en gacA abaten la transcripcion de phbB en ambos promotores lo
que indica que esta proteina regula la transcripcion de los genes biosintéticos al menos a
través de dos vias diferentes, una a través de regular rpoS, y otra a través de regular phbR.
LLos mismos resultados indican que pueda existir otra via adicional que también puede
estar regulada por gacA. En este mismo trabajo se encontro que existen dos inicios de
transcripcion para el gen phbR y que un inicio de la transcripcion del gen regulador phbR
es afectada por una mutante gacA y esto es a través de regular a rpoS (figura 24) (Peralta-
G., et al., 2002). Adicionalmente, mediante analisis de computadora se pudieron encontrar
en la region intergenética de phbR y phbBAC, seis sitios posibles de unién para phbR, esto
sugiere que pueda existir un mecanismo de regulacion de la transcripcion muy parecido
al sistema AraC, en el operon phbBAC mediado por PhbR (Peralta-Gil., 2004).
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Figura 24.- Modelo de regulacion del gen phbR y el operon phbBAC de A. vinelandii mediado por el sistema GacS/GacA, el factor
RpoS y el regulador transcripcional PhbR (Peralta-Gil, et al., 20004 Peralta-Gil, 2004).
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IV.4.- Aislamiento y caracterizacion de la mutante ptsP de A. vinelandii.

En una ronda de mutagénesis de la cepa UW136 A. vinelandii con el transposon Tn5,
se encontrO que una insercion en el gen ptsP, tiene una menor acumulacion de PHB en
cuando la cepa crece en Py con sacarosa al 2 %, ademas es incapaz de crecer en glucosa
bajo condiciones de fijacion de nitrégeno y presenta una disminucion en la formacion de
quistes maduros. Adicionalmente, el crecimiento en gluconato como fuente de carbono es
menor respecto de la cepa silvestre. También, ni el transporte de glucosa ni las
actividades de glucosa-cinasa y gucosa-6-fosfato deshidrogenasa se afectaron por la
mutacion en ptsP pero se vi6 disminuida la actividad de B-cetotiolasa (primera enzima en
la via de sintesis de PHB) (Segura y Espin., 1998). El gen ptsP ha sido caracterizado
previamente en E. coli y presenta identidad al gen ptsl, que codifica para la enzima I (EI)
del sistema de transporte y fosforilacion de azucares (PTS) (Postman, et al, 1996).
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V.- HIPOTESIS

La organizacion genética del operdn rpoN debe de estar conservada en A. vinelandii y la
cascada de fosforilacion del sistema PTSN" debe ser funcional y estar participando de
alguna manera en la sintesis de PHB. Esto seria a través de regular la actividad de las
enzimas que participan en la biosintesis de PHB, o a través de regular la transcripcion o
de la actividad del regulador transcripcional phbR, u otro factor de transcripcion (figura

25).
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Figura 25.- Hipotesis de trabajo. A) Como en otras bacterias, es posible que la organizacion genética del operén rpoN este
conservada en A. vinalandii. B) Las proteinas Npr y IIAN" pueden estar formando una cascada que podria estar involucrada en la
sintesis de PHB, el enquistamiento y la proteccion respiratoria de la nitrogenasa.



VL.- %BETIV+S

Jebjetivo general.- o eterminar el papel de las proteinas Npr y e " y la relacion con la
enzima &' en la via de seealizacion que regula la sintesis de PHB y el enquistamiento en
A. vinelandii.

Jebjetivo especificos+¥

9 olonar y caracterizar los genes pwN y pw que codifican para las otras dos proteinas
del sistema PTSNtoeso Nt* v Npr.

2) Estudiar el papel de las proteinas es N y NPr en la regulacion de la acumulacion de
PHB y el enquistamiento, a través de generacion de mutantes en los genes pw, pwsy
midiendo la acumulacién de PHB y el porcentae de enquistamiento.

99 Estudiar el papel de las proteinas es N* y NPr en la regulacion de los genes phbR (el
regulador) y phb+ (del operdn biosintético). Esto a través de estudiar el efecto de las
mutaciones en los genes pwN, pves.

9 o onocer si las proteinas e " y Npr esten formado una cascada de regulacion amnto
con la enzima &%, o a través del anelisis genético de mutantes dobles pwowwN y
pyyyry pyspwlN de A. vinelandii, midiendo su efecto sobre la transcripcion de los
genes phbR y phb~; asi como la acumulacion de PHB y el porcenta@ de enquistamiento y
la proteccion respiratoria de la nitrogenasa.



VIL- RESULTADOS Y DISCUSION PARTE I.

En ésta seccion se presentan los resultados y la discusion en dos partes: la primera parte
corresponde al articulo que ha sido aceptado para publicacidon en la revista Journal
Molecular Microbiology and Biothecnology y la segunda parte resultados adicionales y
complemtarios.
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Abstract
The ptsP, ptsO, and ptsN genes encode Enzyme I, Npr, and IIAN" proteins of the nitrogen-

related phosphotransferase system (PTS"

). These proteins participate in a phosphoryl transfer
chain in several bacteria, where ITAN" appears to be the terminal phosphoryl acceptor.
Inactivation of the ptsP gene in Azotobacter vinelandii was previously shown to reduce poly-83-
hydroxybutyrate (PHB) production. Therefore, the question of a role of the pzsO and ptsN gene
products in PHB synthesis was raised. In this work we constructed strains carrying mutations in
the ptsO and ptsN genes and tested their effect on PHB accumulation. In the pzsO mutant, PHB
accumulation diminished as in the p#sP mutant, while the p#zsN mutant, accumulated more PHB
than the wild type strain. The negative effect of the ptsP and ptsO mutations on PHB
accumulation was suppressed by the p#sN mutation, and a H68A mutation in the
phosphorylatable site of IIAN", impaired PHB accumulation similar to the pfsP mutation. The
ptsP and ptsO mutations negatively affected transcription of the p2bBAC biosynthetic operon and
of the phbR gene coding for a transcriptional activator of phbBAC, whereas the ptsN mutation
increased expression of this operon. Taken together our data provide genetic evidence suggesting
that the non-phosphorylated form of IIAN" is involved in negative regulation of phbR and
phbBAC expression in 4. vinelandii.

Key words: Nitrogen-related phosphotransferase system ptsP, phbB, PhbR, Enzyme I'", Npr,

IIANU’



Introduction

Azotobacter vinelandii is a nitrogen-fixing soil bacterium that accumulates poly-p3-
hydroxybutyrate (PHB) as carbon and energy reserve. PHB is a polymer of biotechnological
interest because it is used as biodegradable thermoplastic. Regulation of PHB synthesis in A.
vinelandii is complex. The activity of the B-ketothiolase activity catalyzing the first step of the
PHB biosynthetic pathway is inhibited by Coenzyme A (CoA) [Senior and Dawes, 1973]. Under
conditions of oxygen limitation and carbon excess, reducing power accumulates and inhibits the
citrate synthase activity, lowering the entrance of acetyl-CoA to the TCA cycle. The high ratio of
acetyl-CoA/CoA relieves the inhibition of the ketothiolase by CoA, allowing the entrance of
acetyl-CoA to PHB synthesis [Senior and Dawes, 1973; Segura and Espin, 2004]. Synthesis of
PHB is also controlled at the transcriptional level. The genes encoding the enzymes of the PHB
biosynthetic pathway are clustered in the phbBAC operon [Segura et al., 2003], and are
transcribed from two overlapping promoters, one of which is activated by PhbR, a transcriptional
activator of the AraC family [Peralta-Gil et al., 2002].

The nitrogen-related phosphotransferase system (PTS™"

) is present in several bacteria. It consists
of the Enzyme I"", NPr and IIAN". These proteins are homologues of Enzyme I, HPr and Enzyme
IIA" of the phosphoenol pyruvate-sugar phosphotransferase system (PTS), which mediates the
uptake and concomitant phosphorylation of glucose in a number of bacterial genera [Postma et
al., 1993]. In Escherichia coli, Enzyme I"", NPr and IIAN" form the following phosphoryl
transfer chain: phosphoenolpyruvate (PEP) — Enzyme I"" —Npr —IIAN", where IIAN" appears
to be the terminal phosphoryl acceptor in the pathway [Rabus et al., 1999]. Enzyme I"" is
encoded by ptsP [Reitzer et al., 1996; Segura and Espin, 1998; Tan et al., 1999]. The ptsO and

ptsN genes, encoding NPr and ITA N respectively, form part of the rpoN-o0rf95-ptsN-orf284-ptsO

gene cluster in several bacteria, where rpoN codes for the sigma factor 6°* of RNA polymerase



[Merrick and Coppard, 1989; Jones et al., 1994; Powell et al., 1995; Reitzer et al., 1995, Cases et
al., 1999], and orf95 and orf284 code for proteins of unknown function.

Little is known concerning the function of the PTSN"

proteins. They seem to play multiple
regulatory roles in several bacteria. In E. coli, a ptsN null mutant exhibited poor utilization of
various amino acids as nitrogen source [Powell et al., 1995], and the dephosphorylated form of
enzyme ITAN" is required for derepression of the ilvBN operon [Lee et al., 2005]. In Rhizobium
etli, inactivation of pzsN affected melanin production [Michiels et al., 1998]. A mutation in ptsN
(ORF162) increases transcription from sigma 54 promoters in Klebsiella pneumoniae [Merrick
and Coppard, 1989]. In Pseudomonas putida, IIAN" controls sensitivity of the toluene-responsive
Pu promoter to glucose repression [Cases et al., 1999], whereas in Legionella pneumophila and

. Nt
Pseudomonas aeruginosa, Enzyme 1 r

is involved in virulence control [Higa et al., 2001; Tan et
al., 1999].

In A. vinelandii, a ptsP mutation was shown to impair nitrogen fixation under low carbon and
excess oxygen conditions and to reduce poly-B-hydroxybutyrate (PHB) accumulation [Segura
and Espin, 1998]. The control point at which PHB accumulation was affected by the ptsP
mutation in A. vinelandii is not known. In this study we constructed and characterized strains
carrying mutations in the pzsN and pzsO genes and investigated their effect on PHB accumulation

and on transcription of phbR and phbBAC genes. Our results indicate that the non-phosphorylated

form of IIA mediates repression of phbR and phbBAC transcription.

Results

The A. vinelandii rpoN-orf107- ptsN-orf284- ptsO gene cluster

In E. coli, Enzymel ™", Npr and ITAN" proteins comprise a phosphoryl transfer chain [Rabus et

al., 1999]. Inactivation of A. vinelandii ptsP, encoding Enzyme I"", reduced PHB accumulation



[Segura and Espin, 1998]. Therefore, the question of a role of NPr and AN" proteins in the
control of PHB synthesis was raised. In K. pneumoniae, E. coli, and P. putida, the ptsO and ptsN
genes, coding for Npr and ITAN", form part of a four gene cluster located downstream of the rpoN
gene, encoding sigma 54 factor [Merrick and Coppard, 1989; Jones et al., 1994]. To clone and
sequence the A. vinelandii ptsO and ptsN genes, we isolated a 5.4 kb Kpnl fragment (Fig. 1),
from cosmid clone pLV72; carrying part of the 7poN gene and its downstream region from strain
UW136 [Toukdarian and Kennedy, 1986]. Nucleotide sequence of this fragment (Accession
number AF077237) revealed four genes: 120 nt downstream rpoN and separated by 12 nt we
found two orfs, one named orf107 and a ptsN homolog; 95 nt downstream pzsN, and separated by
21 nt we found orf284 and the ptsO homolog. Downstream ptsO and in opposite direction is
pmbA (Fig. 1) a gene encoding a putative modulator of DNA gyrase, (www.azotobacter.org/wat).
The ptsN and ptsO genes encode proteins of 154 and 90 amino acids sharing 83.41 and 82.12 %
identity with the P. aeruginosa IIAN" and Npr proteins respectively. Furthermore, A. vinelandii
IIAN" contains the conserved phosphorylatable histidine residue (position 68) [Bordo et al.,
1998], and Npr contains the conserved phosphorylatable residues histidine 15 and serine 47. The
A. vinelandii orf107 and orf284 encode polypeptides sharing 87.95 and 85.95% identity to their
homologs in P. aeruginosa. We concluded that these four genes are homologues of the genes of
the rpoN gene cluster described in E. coli and P. putida.

Effect of ptsO and ptsN mutations on PHB synthesis

In order to investigate the role of Npr and ITAN" proteins on PHB accumulation, strains RN4,
carrying a ptsN::Km', and strain RN6, with a ptsO::Sp" mutation, were constructed as described
in Materials and methods. Cells of wild type strain UW136 were shown to have an opaque
appearance after 5 days growth on PY sucrose plates due to PHB accumulation [Segura and
Espin, 1998]. The ptsO mutant RN6 showed a less opaque phenotype, similar to that of the pzsP

mutant DS988 (Fig. 2A), and accumulated less PHB than the wild type UW136 when grown in



PY plates supplemented with 2% sucrose (Fig. 2B). In contrast, strain RN4, carrying the ptsN
mutation, had a more opaque phenotype and accumulated almost twice as much PHB as the wild
type (Fig. 2). To confirm that the PHB phenotypes were caused by the absence of the ptsN and
ptsO gene products and not to polar effects, we carried out complementation of the pzsN and ptsO
mutants. Plasmid pDSptsN, unable to replicate in A. vinelandii and carrying a promoter-less wild
type ptsN copy, was transformed into RN4 for co-integration into the chromosome by means of a
single recombination event with the chromosomal pzsN::Km' copy. Similarly, pDSptsO, carrying
a promoter-less wild type pzsO, was transformed into RN6 strain. Two types of transformants
were selected for each strain: those that showed the wild type PHB phenotype, named DS4 and
DS6 (Fig. 3A), in which integration of the plasmids occurred upstream the site of the Km" or Sp"
insertions respectively, allowing the wild-type ptsN and ptsO genes to be transcribed from their
own promoters (Fig 3B), and those with the RN4 and the RN6 phenotype (not shown).
Integration of plasmids in the DS4 and DS6 strains was confirmed by Southern analysis (data not
shown). These data confirmed that the PHB phenotype in strains RN4 and RN6 is due to the
absence of ptsN or ptsO gene products. These results indicated that Npr and ITAN" proteins are
also involved in regulation of PHB accumulation, since in the absence of Npr, PHB accumulation

is reduced, whereas the lack of ITAN" has a positive effect on the accumulation of this polymer.

The ptsN mutation is epistatic on ptsP

Mutations in the pzsP [Segura and Espin, 1998] and pzsO on one hand, and mutations in pzsN on
the other, have opposite effects on PHB accumulation, suggesting that in A. vinelandii, as in E.
coli, a phosphorelay occurs between the PTS™" proteins, and the non-phosphorylated ITAN
protein, present in the p#sP and ptsO mutants, is responsible for the negative effect on PHB
accumulation. Therefore, we investigated the effect of pzsP-ptsN and ptsO-ptsN double mutations

on the accumulation of this polymer. We constructed strain RN7 carrying both pzsP and ptsN



mutations, and strain RNS, a ptsO-ptsN double mutant. As shown in Figure 2, PHB accumulation
in strain RN7 was similar to that of the p#s/N single mutant RN4. In mutant RN8, accumulation of
PHB was higher than in ptsO mutant RN6 but lower than that observed in the wild type (Fig. 2).
As expected, the ptsN mutation suppressed the negative effect of the pzsP and the pzsO mutations,
although suppression in the pzsO was partial. In the ptsP-ptsO double mutant accumulation of
PHB was similar to that of the ptsO mutant (Fig. 2). Taken together these results support that in
A. vinelandii the TIAN" protein in its non-phosphorylated state has a negative effect on PHB

accumulation.

A H68A4 mutation in the phosphorylation site of IIA"" impairs PHB accumulation

IIAN" contains the highly conserved phosphorylatable histidine residue H68. In order to test the
effect of the phosphorylation state of ITAN" on PHB accumulation, plasmid pALAS, carrying a
promotor-less ptsN with a H68A mutation, was constructed. This plasmid was transformed into
the wild type strain for co-integration into the chromosome by a single recombination event with
the ptsN wild type chromosomal copy. Two types of kanamycin resistant transformants were
isolated, those with a PHB phenotype similar to that of the ptsP or ptsO mutants, like strain
UWI136::pALAS8a (Fig. 4A), in which recombination occurred upstream the histidine 68 codon
leaving the ptsN H68A copy under the control of its own promoter and a promoter-less ptsN wild
type copy (Fig. 4B); and those that retained the wild type PHB phenotype (strain
UW136::pALA8b; not shown), in which recombination of the pzsN H68A occurred downstream
the histidine 68 codon. Co-integration of the plasmid was confirmed by PCR in strains
UW136::.pALA8a and UWI136::.pALA8b (Data not shown). As expected, co-integration of
plasmid pALA7, carrying a promoter-less ptsN wild type gene (phosphorylatable ITAN") in the
UW136 chromosome resulted in a single type of transformants (UW136::pALA7) with wild type

PHB phenotype (Fig. 4A). These results are in agreement with the proposal that, similar to the



ptsP or ptsO mutations, the H68A mutation should produce a non-phosphorylated IIA™" protein

that has a negative effect on PHB accumulation.

The pts mutations affect transcription of phbBAC and phbR genes

To investigate whether of the p#s mutations affected transcription of the phbBAC operon, the
level of phbB mRNAs was determined by real time RT-PCR of the wild type and the ptsP, ptsO
and ptsN mutants, as described in Materials and methods. The level of the transcripts of the gyr4
gene (encoding gyrase subunit A) was used to normalize the level of the p2bB mRNA among the
tested strains. To confirm that gyrA was constitutively expressed, the amount of phbB mRNA
was also normalized using the transcription termination factor rho as internal control, and the
expression profiles obtained with gyrA or rho as internal standards were almost identical (Data no
shown).

Analysis of the data obtained from the real-time RT-PCR experiments (Fig. SA) showed that the
relative level of phbB mRNA was reduced to about 30% in the pzsP mutant, and to 40% in the
ptsO mutant. In contrast, the phbB mRNA increased almost 2-fold in the pzsN mutant with
respect to the wild type. Transcription of the phbBAC biosynthetic operon initiates from two
overlapping promoters, pB1 and pB2. PhbR, a transcriptional regulator of the AraC family is
required for pB1 activation [Peralta-Gil et al., 2002]. We investigated whether the effect of ptsP,
ptsN and ptsO mutations also affected expression of phbR. As shown in Figure 5B, the pts
mutations have similar effects on p2bR mRNA levels than those observed for p2bB mRNA. The
activity of the pB1 and pB2 promoters in the p#s mutants was analyzed by Nuclease SI-mapping,
As shown in Figure 6, transcription from the pB1 and pB2 promoters was significantly reduced in
the ptsP and p#sO mutants. In contrast, transcription from pB1 and pB2 seems to be higher in the
ptsN mutant than in the wild type. These results indicated that the pzs mutations affected PHB

synthesis by controlling expression of the p2#bR and phbBAC genes.



Discussion

This study shows that in A. vinelandii, the genes encoding Npr and ITAN" proteins are present
downstream the 7poN gene. They are organized in the orf107-ptsO-orf284-ptsN gene cluster that
is conserved in 4. vinelandii, P. aeruginosa and E. coli. In E. coli these genes are transcribed as a
single operon together with 7poN [Powell et al., 1995]. The complementation analysis of the ptsN
and ptsO mutants carried out in this study, as well as the length of the intergenic sequences in the
rpoN-orfl107-ptsN-orf284-ptsO gene cluster, suggest that ptsN and ptsO are transcribed from
different promoters in 4. vinelandii, similar to the transcriptional organization observed in P.
putida [Kohler et al., 1994] a close relative of 4. vinelandii [Rediers et al., 2004].

The negative effect of the pzsO mutation on PHB accumulation is similar to the effect of the
previously characterized pzsP mutation [Segura and Espin, 1998], whereas a positive effect of the
ptsN mutation was observed. These results are compatible with a model on which a phosphorelay
Enzyme I —Npr —IIAN", similar to that observed in E. coli [Rabus et al., 1999], is present in
A. vinelandii. According to this model, a non-phosphorylated form of IIAN" is present in the ptsP
and p#sO mutants, and is responsible for the negative effect on PHB accumulation. This proposal
is supported by the fact that the removal of the ITAN" protein in these mutants by inactivation of
ptsN restored PHB synthesis, and by the negative effect of the ptsN-H68A mutation on PHB
accumulation. The partial suppression of the PHB defective phenotype in the pzsO mutant by
ptsN, suggests that Npr could play an additional positive role on PHB synthesis. Regulatory roles
of Hpr proteins in transcription have been reported: a Hpr protein phosphorylated in a serine
residue interacts with CcpA, a transcriptional regulator involved in carbon catabolic repression in

Gram-positive bacteria [Warner and Lolkema, 2003].
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The effect of the PTSN" system on PHB accumulation was determined to be at the phbB and
phbR transcriptional level. The mechanism by which the ITAN" protein affects transcription of the
phbR and phbB genes remains to be investigated. The effect of the pts mutations on the phbB
pBlpromoter can be explained by its effect on phbR transcription, since this promoter was shown
to be inactive in a phbR mutant [Peralta-Gil et al., 2002]. Although the mechanism by which the
pB2 promoter activity is controlled is not known, this study suggests that pB2 is under PTS™"
control. Given that no DNA binding motifs are present in the IIAN" protein, we propose that other
regulatory elements must mediate signal transduction between the ITAN" protein and the phb
promoters.

A model for the control of transcription of phbBAC by PTS™" is proposed in Figure 7, where

Enzyme I"" autophosphorylates using phosphoenolpyruvate, Enzyme I""

in turn phosphorylates
Npr, which transfers the phosphate to the terminal phosphoryl acceptor IIAN". The non-
phosphorylated TIAN" protein exerts, in an indirect manner, a negative effect on expression of
phbR and, as a consequence, on phbBAC genes. The phosphorylation state of IIAN" could work as
a metabolic signal of carbon/energy availability.

The involvement of PTS proteins in the regulation of PHB metabolism has also been reported in
Cupriavidus necator (formerly Alcaligenes eutrophus). Mutations in either ptsl (phbl) or ptsH
(phbH) genes (encoding Enzyme I and Hpr homologs) resulted in a lower PHB accumulation.
However, this phenotype seems to be related with a higher rate of PHB degradation in the
stationary growth phase [Pries et al., 1991], and not to an effect on the transcriptional control of
PHB synthesis. In addition it is not clear whether the PtsI and PtsH are homologs of the PTS™"
proteins.

Similar to this study, the involvement of PTSN" proteins in regulating gene transcription was

reported recently in E. coli, where the IIAN" protein in its de-phosphorylated form is required for

activation of the ilvBN operon [Lee et al., 2005]. Also, in P. putida the phosphorylated IIAN"
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form mediates carbon source inhibition of the Pu promoter of the TOL plasmid [Cases et al.,
1999]. Therefore, both the phosphorylated and non-phosphorylated forms of IIAN" can mediate
activation or repression of gene expression. In fact, multiple regulatory functions for the IIAN"
protein were revealed in a proteomic analysis carried out with a P. putida ptsN mutant, where the
expression of 108 proteins was influenced positively or negatively by the loss of IIAN" [Cases et
al., 2001]. The mechanism by which the IIAN" protein exerts its effect on gene expression

S Ntr

remains to be determined. Identifying the intermediaries acting on the PTS™ regulated promoters

would help to unveil this mechanism.

Materials and methods

Bacterial strains, media, enzyme and microbiological methods

A. vinelandii strains used and constructed in this study are listed in Table 1. E. coli DH5a was
used for the isolation and maintenance of plasmids. 4. vinelandii cells were grown on PY rich
medium supplemented with 2% sucrose. The antibiotics and concentrations used in pg/ml were:
spectinomycin, 50; kanamycin, 3; tetracycline, 10. PHB content of bacteria was determined by
the spectrophotometric method of [Law & Slepecky, 1961] as previously reported [Segura &

Espin, 1998].

Nucleic acid procedures

DNA isolation, cloning, sequencing and Southern blotting procedures were carried out as
described by Sambrook et al. [1989]. Transformation of A. vinelandii was carried out as
described by Bali et al. [1992]. SI-mapping experiments were carried out using primers phbBS1F

and phbBSI1R (Table 2), as previously described [Peralta-Gil et al., 2002].
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Real-Time PCR

Total RNA extraction was performed as reported by Barry et al. [1992]. To eliminate
genomic DNA, RNA was treated with DNase (DNA-free™, Ambion) and its concentration
measured by 260/280 nm ratio absorbance. cDNA was synthesized using Revert Aid™ H First
Strand ¢cDNA Synthesis kit (Fermentas Inc.) and a mixture of the specific DNA primers. The
sequences of the primers used for cDNA synthesis and for the Real-Time PCR assays, are listed
in Table 2. The cDNA obtained was used as template for Real-Time PCR assays.
Real-Time PCR was performed with the ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Perkin-
Elmer/Applied Bio-systems) using SYBR Green PCR Master Mix (Perkin-Elmer/Applied Bio-
systems). Amplification conditions were 10 min at 95°C, and a two steps cycle at 95 °C for 15 s
and 60°C for 60 s for a total of 40 cycles. The size of all amplimers was 100-101 bp. The final
primer concentration was 250 nM. All Real-Time PCR reactions were performed in triplicate for
each gene of each strain, obtaining very similar values (differences of <0.3 SD). The level of the
gvrA and rho mRNAs, were used as internal controls to normalize the results obtained for the
phbB and phbR mRNAs among the tested strains. A non-template control of each reaction was

2 MACT method

included for each gene. The quantification technique used to analyze data was the
reported by Livak and Shmittgen [2001]. Reproducibility of the whole procedure was determined
by performing cDNA synthesis and Real-Time PCR experiments from two separate RNAs

extracted for each strain. Similar results were obtained for the transcription of all measured genes

in the repetitions.

Construction of mutant strains used in this study
A 5.4 kb Kpnl DNA fragment containing the four genes downstream rpoN was isolated from
cosmid pVL72 [Toukdarian and Kennedy, 1986] and cloned into plasmid pBluescript KS. The

resultant plasmid pRN1 (Fig. 1) was digested with EcoRI and HindIll, blunt ended, and religated
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eliminating a 1636 bp fragment to produce plasmid pRN2 (Fig. 1). The Q-Km cassette from
plasmid pBSL99 [Alexeyev et al., 1995] was cloned into the Clal site of pRN2 to produce
plasmid pRN4, with the Q-Km cassette inserted into pzsN (Fig. 1). The ptsO gene was cloned by
PCR using oligonucleotides ptsOFwd and ptsORev (Table 2), and plasmid pRN2 as template.
The PCR fragment of 273 bp was cloned into plasmid pMOSBlue (Amersham) to give plasmid
pRNO. A Q-Sp cassette from plasmid pHP45Q-Sp [Fellay et al., 1987] was introduced into the
Smal site of plasmid pRNO within pzsO to produce plasmid pRN6 (Fig. 1). Plasmids pRN4 and
PRNG6, that are unable to replicate in A. vinelandii, were introduced by transformation into strain
UWI136. Transformants resistant to kanamycim (strains RN4) or spectinomycin (strain RN6)
respectively, were isolated. For the construction of ptsN-ptsP double mutant (RN7), plasmid
pDS20A, carrying a ptsP::Tc" mutation [Segura and Espin, 1998], was transformed into strain
RN4 and the transformants were selected on tetracycline. For ptsO-ptsN mutant (RNS), plasmid
pRN4 was transformed into strain RN6, selecting for transformants on Km. For strain ptsP-ptsO
(RN9), strain DS988 carrying a ptsP::Tn5 mutation [Segura and Espin, 1998] was transformed
with plasmid pRN®6, and the transformants were selected on spectinomycin. Gene replacements
by double crossover events in all strains constructed in this study were confirmed by Southern

blot analysis (data not shown).

Complementation of ptsO and pstN mutants

For the complementation experiments, suicide plasmids pDSptsO and pDSptsN, containing the
complete coding sequences of pzsO and ptsN respectively, were used. pDSptsO was constructed
by inserting theQ2Kanamycin cassette from pBSL97 [Alexeyev et al., 1995] into the PstI site of
plasmid pRNO to allow for selection of A. vinelandii isolates with co-integrates. This plasmid
was transformed into strain RN6 and Sp-Km resistant transformants were selected. One

transformant, confirmed by Southern blot (data not shown) to have co-integrated pDSptsO
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upstream the spectinomycin resistance cassette as expected (Fig. 3B), was selected and named
DS6. For plasmid pDSptsN, oligonucleotides ptsNFw and ptsNRev (Table 2) and plasmid pRN1,
were used to amplify the pzsN gene by PCR. The resultant 488 bp fragment was cloned into the
unique Smal site of pBlueScriptKS plasmid producing plasmid pRN3 (Fig. 1). The Q-
spectinomycin cassette from pHP45Q-Sp [Fellay et al., 1987] was introduced into the HindlIll
site of pRN3 producing plasmid pDSptsN. This plasmid was transformed into strain RN4 and Sp-
Km resistant transformants were selected. One transformant was selected and confirmed by
Southern blot (data not shown) to have co-integrated pDSptsN upstream the kanamycin

resistance cassette as expected (Fig. 3B). This strain was named DS4.

Construction of a H68A4 mutation in the phosphorylation site of ITA™"

To test the role of the phosphorylation state of ITA™ on PHB accumulation, residue histidine 68
of this protein was changed to an alanine by PCR mediated megaprimer mutagenesis of the ptsN
gene. Two amplification rounds were used: the first one with primer ptsNup1, which introduces a
Ndel restriction site, and the mutagenic primer ptsN-H/A (Table 2), that contained a substitution
of codon 68 (CAT) for GCG; the second with the purified PCR product (200bp) obtained from
the first round as megaprimer, together with primer ptsNlow?2 (Table 2), which introduces a Xhol
restriction site. The 486 bp DNA fragment obtained was digested with Ndel and X#%ol and cloned
into Ndel-Xhol digested plasmid pET24a (Novagen), yielding plasmid pALAS. This plasmid was
confirmed to encode the ptsN-H68A mutation by sequencing the complete cloned fragment. As a
control, the IIA™ phosphorylatable version was constructed using the primers ptsNupl and
ptsNIw2 to amplify a 486 bp PCR product from A. vinelandii wild type DNA. The digested
fragment was cloned into Ndel-Xhol digested pET24a producing plasmid pALA7. A. vinelandii
wild type strain was transformed with plasmids pALA7 and pALAS, unable to replicate in 4.

vinelandii, and kanamycin resistant recombinants were selected and confirmed by PCR to have
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co-integrated these plasmids into the chromosome. The recombination site (before or after codon
68) was confirmed by PCR amplification and sequencing of both the upstream and downstream
ptsN gene copies resulting from the co-integration, using oligonucleotides complementary to ptsN

and to pET24a (data not shown).
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Table 1. Strains and plasmids used in this work.

n or plasmid Relevant characteristics Source or reference
A.vinelandii
UW136 ral algU mutant strain, Nal" Rif' irtinez-Salazar et al., 199
DS988 36 with a ptsP::Tn5 mutation Segura and Espin, 1998
RN4 36 with a ptsN::Km' mutation This work
RN6 36 with a ptsO::Sp" mutation This work
RN7 with a ptsP::Tc' mutation This work
RNS8 with a ptsN::Km" mutation This work
RN9 38 with a ptsO::Sp" This work
DS4 with pDSptsN co-integrated This work
DS6 with pDSptsO co-integrated This work
UW136::pALA8a 36 with pALAS co-integrated expressing a non- This work
shorylatable ITAN"
UW136::pALA8b 36 with pALAS co-integrated expressing a This work
shorylatable ITAN"
UW136::pALA7 36 with pALA7 co-integrated expressing a This work
shorylatable ITAN"
li
DH5a. 44 AlacU169 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 Hanahan, 1983
L
nids
pVL72 1id clone with the A. vinelandii rpoN-ptsN-ptsO kdarian and Kennedy, 19
n
pRNI1 escriptK S+, carrying an A. vinelandii 5.4 kb Kpnl This work
a1ent containing rpoN orf107-ptsN-orf284-ptsO
pRN2 | derivative, carrying a 3.8 kb fragment containin This work
-orf284-ptsO
pRN3 escriptKS+ carrying a 488 bp fragment containing This work
pRN4 2 derivative carrying a ptsN::Km" This work
pRN6 O derivative carrying a ptsO::Sp' mutation This work
pRNO 'SBlue carrying a 273 bp fragment containing pts( This work
pBSL99 >e of the kanamycin resistance cassette Alexeyev et al., 1995
pHP45Q-Sp >e of the spectinomycin resistance cassette Fellay et al., 1987
pDS20A 19 carrying a ptsP::T¢" mutation Segura and Espin, 1998
pBlueScriptKS  nid used for subcloning DNA; unable to replicate Stratagene
elandii
pMOSBIlue nid for cloning PCR products Amersham
pET24a ing and expression vector; Km' Novagen
pALA7 '4a containing ptsN This work
pALAS '4a containing ptsN with a H68 A mutation This work
pDSptsO O containing a kanamycin cassette This work
pDSptsN 3 containing a spectinomycin cassette This work
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Table 2. Primers used in this study

Name Use Sequence (5’ to 3°)

w -time PCR of rho AATGGCCGAACAGATGG

ev A synthesis, real-time PCR of rho TTCCTCGCCGCTTTTCG

Fw -time PCR of gyrA GCAAGGGCAAGGTCTA

Rev A synthesis, real-time PCR of gyrA TCCAGCGGCAACAGGT

3Fw -time PCR of phbB GCAATCCAAACGCAAAG

3Rev A synthesis, real-time PCR of phbB CTCTCCCAATCGGTTAC

Fw -time PCR of phbR CATGCGTTTGGTTTCTTG

Rev A synthesis, real-time PCR of phbR GCCCTAAGCGTCTCCTC

Fwd gene amplification for pRNO plasmid GATCCATGCCCGCCTGCGAAGT
truction

Rev gene amplification for pRNO plasmid GATCCAGCGTCATTCGTCTTCGTCG
truction

Fw gene amplification for pRN3 plasmid ATTCATGATCAGACTCGAAGACATTC
truction

Rev gene amplification for pRN3 plasmid TCCGGTGGAAACTTTACAGGCTCT
truction

upl aprimer mutagenesis; construction of pALA7TTTCATATGATCAGACTCGAAGACAT
YALAS plasmids

low2 aprimer mutagenesis; construction of pALA7TAACTCGAGCAGGCTCTTCTGTGC
>ALAS plasmids

-H/A :agenic primer for megaprimer mutagenesis; CAGGCGGCACGCAGGAATGGCCATG
truction of pALAS plasmid

3S1F 3 S1 mapping GCCCATAGGCCTTGAGC

3SIR 3 S1 mapping TGCTGTCCCGATTCCGC

a
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The codon changed (complementary strand) is underlined.
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Figure 1. Physical map of the 4. vinelandii rpoN chromosomal region and plasmids constructed
in this study. The arrows represent genes. Relevant restriction sites are shown.

Triangles represent insertion of antibiotic resistant cassettes.
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Figure 2. Opacity phenotype (A), and PHB accumulation quantification (B), of UW136; DS988
(ptsP); RNG6 (ptsO); RN4 (ptsN); RN7 (ptsP-ptsN); RN8 (ptsO-ptsN); RN9 (ptsO-ptsP) strains, at

120 h of growth on PYS medium.
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Figure 3. Complementation of RN4 and RN6 mutant strains by co-integration of plasmids
pDSptsN and pDSptsO, carrying ptsN and ptsO genes respectively. (A), Opacity phenotype (PHB
accumulation) of UW136, RN4 and RN6 and the corresponding complemented strains DS4 and
DS6. (B), Schematic representation of the integration of plasmids pDSptsN and pDSptsO into the

chromosome for complementation of strains RN4 and RN6 respectively.
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Figure 4. Effect of a H68A mutation in the phosphorylation site of ITA™ on PHB accumulation.
(A), Opacity phenotype (PHB accumulation) of UW136 wild type strain and its derivatives
encoding a non-phosphorylatable (UW136::pALAS8a) and a phosphorylatable (UW136::pALA7)
IIAN" proteins, obtained by co-integration of plasmids pALA8 and pALA7 respectively. RN6
(ptsO) and DS988 (ptsP) mutant strains are included for comparison. (B), Schematic

representation of the integration of plasmid pALAS into the chromosome of strain UW136 and
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the resulting genotype.

A

0.5

phbB relative gene expression

Strain

phbR relative gene expression

Strain

Figure 5. Real-time RT-PCR analysis of phbB (A), and phbR (B) gene expression by PTS™"
mutants. The level of the phbB and phbR transcripts was normalized according to the level of the
gyrdA mRNA, and the data are presented as fold changes of mRNA levels of DS988 (ptsP, );
RN6 (ptsO, ); and RN4 (ptsN, ) mutant strains relative to those of the wild type (). These data

represamt the mean of triplicates, and the error bars represent the standard deviations.
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Figure 6. S1-mapping of the phbB promoters pB1 and pB2 in UW136 (lane 1) and derivatives
carrying the pts mutations: ptsP (lane 2), ptsO (lane 3), and ptsN (lane 4). 50 pg of RNA isolated
from cells after 48 h growth on PY sucrose plates were hybridized to the phbB probe as

previously reported [Peralta-Gil et al., 2002].
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Metabolic
signal

phbAY phbC

Figure 7. Proposed model for the control of the phbBAC biosynthetic genes by the PTSN"
proteins, in which Enzyme I"", NPr and IIAN" form a phosphoryl transfer chain, where IIAN" is
the terminal phosphoryl acceptor and the non-phosphorylated ITAN" protein has a negative effect

on the activity of the phbR and phbBAC promoters.
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VIL- RESULTADOS Y DISCUSION PARTE II (rffultdtosk ddeiedotslldde o

co¥ el tlro.

VILse-losteletelefintlo cuserp o Nt el sHebolinle sl Melcusishetefieleu cl el -Heoke

o ebido a que se habia reportado en diversas bacterias que los genes que codieican
para las proteinas ew °* y @ or eptsN y ptsO respectivamenteesse encuentran eormando
un operdn ainto con rpoN decidimos buscar las secuencia en la region rio aba® de este
gen en A. vienelandii. o tili;ando como sonda un eragmento de Ecoo o eClaode o.0 o b edel
plesmido peMee reportado anteriormentea En la eigura oo o ose puede ver la region oo
correspondiente al gen rpo. En eoperimentos tipo eeouthernee identicicamos un
eragmento de @ © © Ecooo de oo ob y un eragmento Kpnede o.0 ob del césmido poo eee
el cual incluye el eragmento EcooeeClago de o.0 ewouedarian y o ennedy.o ooooe El
eagmento de o.0 ob eue clonado en el plosmido pBeoe epoo ve y posteriormente
secuenciado ewigura oo

A) &y
N
O 0O 00O 00O pO
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— - < 000
] Gel Cellcula oo
Ecolll] Kpn( Ecollll Clall
OO0 (0 e— rpoN .
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Setturtotbtz- [t de oMol oete et oMot rpONAA )V E Lttt oL Vetetrbbortskortosk EcoRHE)# Kpnlobte)#irkorrto
Sk troTorHHHAHAL St HoATIrO e #ele Huskto Ml # ArciborHeiietiorth olfeulirstt P MlArtobrirtr HoitioD)."E1HA DNHatohrHi-tsHr-Ho
HfctroorHH-HA DNHHH] oo Ho-He AT el A drcbborfiiieblort oleulirbA DN

Hetostel deforttoskot Hind T4 Hzrero’« MO Lot HrsHorHHrHoHeHe - Lo MM ke Mok

oa secuencia completa del eragmento Kpnl de A. vinelandii es de oooo pb. oe

encontrd que en el estremo oodel gen rpoN hay una eragmento de lectura abierta de eoo
aminoecidos e @ eeeee que previamente se habia reportado eMerricooet al.0o000@ © acia
el oodel © @000 se encuentra el ® ®@ooo el cual presenta identidad a la proteina e °*.
oa proteina deducida tiene un peso molecular de @9.0 @0 a y un punto isoeléctrico epe»
de 0.0. ©i0 aba® de pfsN se encuentra el © @ @ooooel cual esta separado por una region
intergenética de @@ pb. @or oltimo se encontrd el @ oo que presenta identidad con la
proteina Npr de otros organismosela secuencia de aminoecidos deducida sugiere que
esta proteina tiene un peso molecular aproeimado de ©.0 e@a y un pe de o.0. ©abe
destacar que en la region rio aba® del o© 9 9o00se encuentra un @ @@ que se orienta en
sentido convergente y presenta un oo @ de similitud y un eo © de identidad al gen
pmbA. El gen pmbA ha sido involucrado en la maduracion y eocrecion del antibidtico



micromicina Beeeasi como un regulador de la segregacion del cromosoma y la division
celular en E. coli evigura eey eooe odrigueowaineeet aloeeeooMurayamaoet aloooooe

GAATTCGACTATGAAACGCTCCACAGAATGGGATAGACCAGTCAAATTCCGTTATAATCAGGCATAGAATTTGCTTTAAGAGGGCGCATC 90

GTCGCCTCGTAGTGATTGACGCGAATGCTTCGGCAAATATGGTGCTTCCTACAATATGARACCATCGCTAGTCCTTARGATGGGGCAGCA 180
M K P S L V L K M G Q @
GCTGACGATGACCCCGCAGCTGCAACAAGCCATCCGTCTGCTTCAACTGTCGACCCTGGATCTGCAGCAGGAAATCCAGGAGGCCCTCGA 270
L T M T P Q L Q Q A I R L L Q L S8 T L DL Q Q E I Q E A L D
CTCCAATCCCATGCTGGAACGTCAGGAGGACGCCGAGGACTACGACAGCCCGGATATGCTGGGCGAGCATGGAGACCAGTCGACGCTCGA 360
S N P M L E R Q E DA AZETD YD S P DMTLGTETHTGTDOQ S T L D
CACCACGCCCGGCTCTTACCAGGAAGGCTACGAGAGCGGGGCGGCCAGCGAGGATGGCGGTACCCTCGAAGAGGGCGACTGGCACGAGCG 450
T T P G S Y Q E G Y E S G AASETDGGTULETETGDW HE R
GATTCCCAGCGAGCTGCCGGTGGATACCGCCTGGGAAGACATCTACCAGACCAGTGCCAGCAACCTGCCGAGCACCGATGAAGACGAGTG 540
I P S E L P VDT ATWTETDTITYQTSATSNTLTPSTTDTEDE W
GGACTTCACCACCCGCACCTCCACGGGCGAGAGCCTGCAGAGCCATCTGCTCTGGCAGTTGAACCTGACCCCGATGTCGGATACCGATCG 630
D F T TRTSTGE S L Q S HLLWOGQQJILNTILTPMSD T D R
CCTGATCGCCGTCACTCTGATCGACAGCATCAACAGCGACGGCTATCTGGAGGCCGCCCTGGAGGAAATCCTCGCCTCTCTGGACCCGGA 720
L I AV T L I D S I N S D G Y L E A A L EE I L A S L D P E
ACTGGGAGTCGAACTCGACGAAGTGGAAATGGTGCTGCGCCGCATCCAGCAATTCGAACCGGCCGGGATCGCTGCCCGCGACCTCAGCGA 810
L 6 V E L D EV EMUV L R/ R I QQ F/E P A G I A A RDL S E
ATCGCTGCTGCTGCAACTGCGCCAGCTACCGCCCGATACCCCCTGGCTGGAAGAGGCGAAACGACTGGCCAAGGACTATCTCGACCTGCT 900
S L L L Q L R Q L P P D T P'W L EE A KR L A KD Y L DL L
GGGTAACCGCGACTTCACCCAGTTGATGCGACGCATGAAACTCAAGGAAGAAGAATTGCGTCCGGTGATCGAGCTGATCCAGAGCCTCAA 990
G N R D F T Q L M R R MIKTLKTETETETLT RTEPVTIZETLTITG QS STL N
CCCTCGTCCCGGGGCCCAGATCGAGAGCAGCGAGCCCGAATATGTCGTGCCTGACGTCATCGTGCGCAAGCACAACGACCGCTGGCTGGT 1080
P R P G A Q I E S S E P E Y V V P DV I VRIE KT HNTUDTRTUWILV
GGAGCTCAATCAGGAGGCGGTGCCGCGCCTGCGCATCAACCCGCATTACGCTGGCT TCATCAGACGCGCCGACGCCAGCGCCGACAACAC 1170
E L N Q E A V P R L R I NP H Y A G F I R RADA A S ADN T
CTTCATGCGCAACCAACTGCAGGAGGCGCGCTGGTTCATCAAGAGCCTGCAAAGTCGCAACGAAACCCTGATGAAGGTTTCGACCCAAAT 1260
F M RN QUL Q E A RWT F I K S L QS RNETTLMTZ KTV VS TQI
CGTCGAGCACCAGCGCGGCTTTCTCGACTACGGCGAAGAGGCCATGAAACCGCTGGTGCTGCACGATATCGCCGAGGCTGTCGGCATGCA 1350
V EH Q R G F L D Y G E E A MUK P L V L HD I A EA AUV GMH
CGAATCGACCATCTCCAGGGTCACCACCCAGAAATACATGCACACTCCACGCGGTATTTACGAGCTGAAGTACTTCTTTTCCAGTCACGT 1440
E S T I S R V T T Q K ¥ M H T P R G I Y E L K ¥ F F S S H V
CAGTACCGCCGAAGGCGGTGAGTGCTCGTCCACGGCCATCCGCGCCATCATCAAGAAATTGATTGCGGCGGARAATCCGARAAAGCCATT 1530
s T A E G G E C S S T A I R A I I K K L I A A EN P K K P L
GAGCGACAGCAAGATCGCTGGTTTACTGGAAGAACAAGGCATACAGGTGGCTCGCCGTACAGTTGCCAAATACCGGGAATCGCTCAGTAT 1620
s DS K I A G L L EE Q G I Q VA RIRTV A KTZYURTE S L S I
TGCGCCTTCCAGCGAACGCAAGCGGCTTATGIAA CGGGATCGGGTGTGCCCATTGCGCTGGCAGCAACCGCCCCGGCGCCTCACTCGAAG 1710
A P S S E R KR L M
CAGCGTATACCGGTAGCAGGCCCGTCAGCCTGCATCAAATAGAAACAAGGAGAAGCGGTATGCAAGTCAACATCAGTGGACATCAACTGG 1800
M Q V N I S G H Q L D
ATGTGACCGACGCCCTGCGCGACTATGTCGAGGAGAAGATCAGCCGGCTCGAACGCCATTTCGACCGCATCACCAGTGTCCAGGTGATCA 1890
vV T D AL RD Y V EETZ K I S RULET RMHETE DT RITS UV Q V I M
TGACGGTCGAGAAGCTCAAGCAAAAGATCGAAGCGACCCTGCATGTCTCCEGCGCCGAAGTGGTCGCCAATGCCGAGCACGAAGACATGT 1980
T V E K L K Q K I E A T L/ H V S G A/E V'V A N A E H E D M Y
ATGCGGCCATCGATCTGCTGGCCGACAAGCTTGATCGCCAACTGATCAAGCACAAGGAAAAGCAGATCGAACGCCAGCAGGGCGCAACGG 2070
A A I DL L ADIKTULU DT R G QTLTIKHTZ KTET KO QTITET RTUGQT G QG GA AT A
CCCGCTGACTCTCCTGTCCCATGATCAGACTCGAAGACATTCTGACCCCCGGCCGTTCCCTGGTGAACGTGCCGGGAGGARGCAAGARAC 2160
R
M I R L E D I L T P G R S L V NV P G G S K K R
GCGCTCTCGAATACATAGCCAATCTGGTCGCCCGCGAAATGCCCGATCTGAATCAGCAGACGATTTTCGAGAACCTGATTGCCCGTGAAR 2250
A L E Y I A NTL V A REMT PUDTLN GQ G QTTI F ENTLTI AR E K
AACTGGGCTCGACCGGTTTCGGTAACGGCATCGCCATTCCTCATTGCCGCCTGCCCGGCTGTCCTGCCCCGATCAGTGTCCTGCTGCGGC 2340
L G S T G F G N 6 I A I P H CR L P G /C P A P I S V L L R L
TGGATGCGCCGATCGACTTCGATGCCATCGATGGCGCTCCGETAGACCTTCTGTTCGTTCTGCTGGTGCCGGAAGCCGCCACCGACGAGE 2430
D AP I DF DA ATITUDGA AT PV D L L FV L L V PEA ATABATDE H
ATTTGCAATTGCTTCGCCAGATTGCCAGCATGCTCGATCGTAGCGAGGTGCGCGAGCGCCTGCGCCAGGTCGAGAGCAGCGAGGCCCTTT 2520
L 9 L L R Q I A S M L D R S E V REU RTILTU RTUG QU VE S S E A L Y
ACCAGGTGGTCGCGGACGCACAGAAGAGCCTGTAAAGTTTCCACCGGAATGCGGAGGTTCGTCGGCCGTGARCGAGCAAATTGGCAACCC 2610
Q V V A D A Q K § L
AGCTTTCGGCATTCATGCCTGACGACGGAAAGCTCTCATCATGCTCGTGATCATCGTCAGTGGCCGCTCTGGCTCCGGTAAAAGCACCGC 2700
vV I I V S G R S G S G K S T A
CCTCAACGTGCTGGAAGACAACGGCTTCTTCTGCATCGACAACCTGCCGGCGGTCCTGCTTCCCGAGCTGGCCGAGCGGGCGCTGTTGCA 2790
L NV L EDNGF F ¢ I DNILPAVLTULTZPTETLA ATETRA ATLTL H
TACCGAACTGCTCGAGCCACAGGTCGCCGTATCCATCGACGCACGCAACCTGCCCAGCCAGTTGAAACGCTTCCCCGAACTGCTCGCCGA 2880
T E L L E P Q VA V S I DA RUNTULU P S Q L KR F P E L L A E
AGTGCGCACCCGTTATATTCTCTGCGACCTGCTCTACCTGGATGCCGACGACARAACCCTGCTCAAGCGCTTCTCGGAAACCCGCCGGCG 2970
vV R T R ¥ I L ¢ D L LY L DA D D K T L L KR F 8 E T R R R
CCACCCGCTGACCAATGAGAATCGCTCGCTGGCCGAAGCGATCCGCGACGAAGGCCGTTTGCTCACACCGATCAAGGATCTGGCCGATCT 3060
H P L T NENUZ R S L A E A I RDE G R L L T P I K D L A D L
GAAGATCGACACGACCCATCTCAATCTTTACCAGTTGCGCGACACGCTCAAGCTGCGTCTGCTGAACAAGCCGGAACCGGGAACGGCCTT 3150
K I D T T H L N L ¥ Q@ L R D T UL K L R L L NXK P E P G T A F
TCTGATCGAATCCTTCGGTTTCAAGAAGGGAATGCCGGTGGATGCGGATCTGGTATTCGATGTGCGCTGTCTGCCCAACCCCTACTGGAAR 3240
L I E §S F 6 F K K G M P V DADTLUV F DV R CUL P NUP Y W K
ACCGGATCTGCGCGACTTTTCCGGCCTGGACCAACCGGTCGCCGACTACCTCGCCGTCCAGCCGGACGTCGAAGAGATGTATCAGGACAT 3330
P DL RDTF S G LD QP V ADTZYLAVQZPODUVETEHMTY QD I
CCTGACCTATTTGCAGARATGGCTGCCCCGCTTCGCCGCCAGCAACCGCGCTTATGTCACCATCGCGATCGGATGCACCGGCGGCCACCA 3420
L T Y L Q K W L P R F A A S N R A Y V T I A I G €C T G G H H
CCGTTCGGTCTACCTGGCCGATCGGCTCGGCCAAGCCTTGAAGCAGTCACTCARGAACGTTCAGGTTCGCCACCGCGACCTTTGCIGACG 3510
R S V Y L A DRUL G Q A L K Q S L K NV Q V R HR D L C
CTGAAGGATGGATAACGCGATGCCCGCCTGCGAAGTCACCATCATCAACAAGCTCEGGCTGCATGCCCGGGCAGCCGCCAAGTTCGTCGE 3600
M P A CE V T I.-I N KvL 6 L H A R A A A K F V G
CATCGCCGGACGCTATGCCTGCGCGGTACGCATCGGCCGCGCTCCGGAGAATCTGGTCCGATGGCAAGAGCATCATGGCGGTCATGATGCT 3690
I A G R Y A CA UV R I GRA A/PIEINL VDG K S I M AV M ML
GGCTGCCGGCAAAGGAACGGTCATTCACCTGCATACGGAAGGCGAGCAAGACAGGGAGGCGCTGGAGGCCTTGGTCCAACTGATCAACAA 3780
A A G K G TV I HE L HTTETGTEI QDT RTEUA ATLTET ATLTVYVQTZLTINN
TCGCTTCGACGAAGACGAATGACGCTGCCCCACTACCGCCGGGAGCCCCGACGGTAGCCATTCGGCTCGGCGCCACCCCGCTCAGCTTCC 3870
R F D E D E
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oa organioacion del locus rpoN de A. vinelandii reveld que eoiste una conservacion
en la organieacion estructural respecto a las bacterias del grupo de las yeproteobacterias
tales como E. colioP. putidaey P aeruginosaoentre otras esigura ooo e eioeroet al.0 ooooo
o asesoet al.oevvve Jinoet al.oeeeea Esta organieacion genética no siempre es igual en
algunas bacterias del mismo grupo de las yeproteobacterias como: Xanthomonas
campestriso Xantomonas eaxonopodise Xylella fastidiosa y del grupo la & proteobacterias
como lo es Geobacter metallireducensotienen duplicado a ptsN y ademes de los @ @eo ya
mencionadosese encuentran otros dos @ @ @seuno con identidad a o er dlamado e@er por
anolisis de secuenciaey otro @ @e con identidad a ptsI eque codieica para Eea En las a
proteobacterias tales como Mesorhizobium lotie Sinorhizobium melilotio y Agrobacterium
tumefaciens entre otrasela ptsN no este eormando parte del mismo operén con rpoNe
ademos de tener un @ ®o que presenta identidad a ptsPoptsN se encuentra agrupado
anto con un @ @e parecido a hprK eposiblemente codieica para una e or cinasaey con
otro @ @® que tiene identidad a © or pero eorma un nuevo grupoepor eso se le llamo oor
@igura eeoe arneroet ql.eoo00Q
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o ebido al papel regulatorio que desempeoa la o or cinasa y en virtud de la
organieacion genéticaose ha sugerido que en las proteobacterias podria tener un papel



en la regulacion de la enoima e ° " eigura eoow arneroet al.o0000e © abe mencionar que
en base a la organieacion genética y a que no se ha encontrado en A. vinelandii una
secuencia con identidad a @ or cinasaopensamos que este mecanismo de regulacion no
eoiste en A vinelandii ni tampoco en otras bacterias etales como Pseudomonas y E. coli)
donde no se ha encontrado dicha secuencia e arner et al.o00000

oe ha encontrado que la eructosa es el a®ocar mes ampliamente utilieada en
diversos géneros bacterianos y el sistema ooe°™ es el que presenta una mayor
distribuciénepor lo que se piensa que el @00 es el mes antiguo desde el punto de vista
evolutivo. El sistema e@ee° ocuparia un segundo lugar en cuanto a su distribucién en
dieerentes géneros bacterianos respecto a otros sistemas eee. oor su identidad en las
secuencias de aminoocidose por el plegamiento de la estructura secundaria y
tridimensional de las proteina e ° "eésta eorma parte de la eamilia es» Man=ru, Mientras la
e Maneru participan en el transporte especicico de aeocareso las proteina e °' se
especialiod en la seoalivacion del estatus carbonoenitrégeno en la célula. El hecho de que
Aviesse °' se pareoca mos a la es» M=t de Pseudomonaseque a las e °r de otras bacterias
sugiere que durante la evolucion aisto antes de la separacion de estos génerosehubo una
duplicacion y especialioacion de las secuencias correspondientes a e . @ara el caso de
A. vinelandii, donde no se ha encontrado una ew °ela secuencia pudo ser perdida
después de haberse se separado evolutivamente del género Pseudomonas.
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En general los dendrogramas de los alineamientos de las secuencias de
aminoecidos de las proteinas de los © © 0eeeee © ©e0E B ° 'ewe © Ve Y © © o @ orode
A. vinelandiie indican una relacion mes estrecha a las proteinas correspondientes al
género Pseudomonas respecto a las demes secuencias reportadas esigura ooooooy ooe



VILsede AdellMobe ok 1 ddcudohete defe doke sHosdctode selducHele defe 1 ddcusddede ok
Jeucldt-Hotdk IIAN JA vinelandii.

@as secuencias correspondientes a las proteinas e °* reportadas en el oo enBaneooo
presentan una identidad arriba del eee @ Itschul et al.oee00@ En particular la secuencia
de e ° de A. vinelandii es mos parecida a la secuencia de e °* P. auroginosa con oo
identidad y @@ © de similituderespecto a e ° de P. putida que presenta un ¢e @ de
identidad y un oo © de similitud ev eiver et al.0000000 ases et al.000000]in et al.00000a © 0
obstante que esta proteina presenta una moderada identidad y similitud con las
secuencias de E. coli y K pneumonia eo o @ 000 y ooo © @@ © respectivamentes se
encuentra conservado el residuo o isee el cual se ha sugerido que es el sitio probable de
epseorilacion eBordo et al.ooooee con eocepcion en Hemophilus influenzae en el cual este

residuo se encuentra sustituido por una eis esigura eeeeleischman et al.oo000@
A) -

Peu -IIa Nt* MIRE EQ L TIFENLV 53
Ppu -IIa Ntr MIRL ET TVI, DVFEKLV. 53
Avi -1IA Ntr MI ED L TI NLI 53
Kpn -1Ia Ntr MINNDSALQL S IISE IV 58
Eco -1Ia Ntr MTNNDTTLQL| SS E ILT 58
Hin -IIA Ntr MKI TE AC LFE! 53
Consenso MI L.

Eco-IIA F=
Eco-IIA M1

. I
Peu -IIA Ntr -GCQSPIS 111
Ppu -I1a Ntr -GCSAPVS, 111
Avi -11a Ntr -GCPAPIS 111
Kpn -11a Ntr EDTLRAVG 117
Eco -IIA Ntr EDTLRAVG! 117
Hin -IIA Ntr 1, TVSDKAIA! 113
Consenso LGSTG.GNG IAIPH..L.- ........VM. .. 120
Eco-IIA Fmu QQTSTFL-GNG IAIPHG
Eco-IIA Ml KLTPTYL-GES IAVPHG
avi -1IA Ntr DEHLQLERQI ASMLDRSEVR E VVADAQ - 154
Peu -IIa Ntr EEHLELLRQI VR D IVVDVQ - 154
Ppu -IIA Ntr DAHLELLRQI AS! VR D VVLDVQ - 154
Kpn -11a Ntr KTHLHTLSLV AKR Ic ELYEIITEA- - 162
Eco -IIA Ntr KTHLHTLSLV AKR; Ic ELYQIITDTE GTP---DEA- - 163
Hin -1Ia Ntr ETYIPVLASL IEKLTDKNVL K EIWQVFEITD QSETTFEEVK E 164
Consenso ..HL..L. .. A.. v R » L 171
*

Eco-IIA Fru ooo ———— Ppu-l1A Ntr
Eco-IIA Ml 001

PeuriiA Ntr

Avi dlia Ntr

o KpnOlIA Ntr
EcorllA Nt
Hinclia Nt
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e ottt el 1 Jeftructurde Selcudtelelrte de trofete Sttt el 19 Srotdidtele IINT ol A.
vinelandii.

@a enoima e ° de A. vinelandii presenté una buena correlacion en la estructura
secundaria y tridimensional a la eneima e °* de E. coli. osta se caracteriea por una
meocla de cinco estructuras tipo Beparalelaseantiparalelas que eorman una leminaelas
cuales esten edanqueadas por oachélices a ambos lados eigura eee ea lamina B esto
eormada por dos pares de cadenas B que corren en direcciones opuestas oo y ob
respectivamenteeoy por una cadenae corta ¢Eela cual corre en direccion antiparalela a
la cadena % @ os achélices €CoDeose empaquetan en un lado de la lominaelemientras que
las otras cuatro ochélices eston localieadas al otro lado eAeledesa El empaquetamiento
de las estructuras secundarias da como resultado una eorma eseérica irregular eBordoeet
al.o000000 an Monteort y o i@stra.eoooee

o1 igual que la eneima e °* de E. colioel residuo o isoo @ is oo en e ° "eAvievse
encuentra en la parte central de la cadenaep #¥y es el sitio propuesto que recibe el grupo
wseato de la @ oroeste residuo este ubicado en una depresion poco proeundae con
caracteristicas hidroedbicas y edanqueada por las achélices D y I. oa pared de esta
depresién este eormada por las cadenas laterales de o rgoeocilesoodeovvo euvvoos etooo
y por los grupos metilo ehree y ehreee. © eocepcion de deoootodos estos residuos esten
conservados en las secuencias de las e ° "oincluyendo en la e °'* de A. vinelandii. ©0s
residuos o rgee y o lyeeegeneran una region con un potencial electroestetico positivoey
se ha sugerido que éste puede estar involucrado en la estabilieacion de un estado de
transicion pentaecoordinado en la reaccion de transeerencia del grupo eoseatoe o del
grupo eoseoril cuando este covalentemente unido al residuo o isee eBordooet al.e0 ovoee
© an Monteort y o i@straeoooee

o e la misma manera a la ew " de E. coliola e °** de A. vinelandii presenta otro
grupo local que esto eormado por los residuos equivalentes a @yseooo oysooo oeuooo
oheoooo luvevoysoveo luoe y o spee. Estos residuos se encuentran en la supereicie del
lado opuesto del sitio activo. eu conservacion sugiere que pueda tener una eunciéon
importante en la interaccion con otras proteinas como podrian ser aquellos eactores
desconocidos que aeectan la eepresion de los promotores dependientes de cewo eBordoe
et al.eeeeeee an Monteort y © i@straceoooe

o na caracteristica muy importante es que el residuo o iseeo de e °** de E. coli
@ iseeo de Aviesw °%e esto localivado en la supercicie de la moléculae mientras que el
residuo equivalente e iseooo de las enoimas e Mloem °Ic y e **“@eprma parte del sitio
activo. En base a estudios de mutacion en las eneimas e °!c de B. subtilis y E. coli se ha
propuesto que esta segunda histidina es esencial para la reacciéon de transeerencia del
grupo eoseato a la eB°!c eresper et al.o ooove o eiver et al.o veoobe @or analogia a las
eneimas e °c y @M se ha propuesto que o isooe de la eneima e °* puede aigar un
papel en la transeerencia del grupo eoseato a proteinas no identieicadas. En las
estructuras de las e ° la histidina eeoovesto localivada en la vecindad del sitio activo de
la achélice @ oin embargo o iseee se encuentra en la parte de atros de la aehélice y
apuntando hacia aeuera del sitio activoepor lo cual una rotacion de oo° de la achélice ewo
un desenrollamiento local de una parte del o eterminal tendria que ser necesario para a
cercar el residuo o iseee al sitio de epseprilaciéne aunque los residuos del ooo al eoo



presentan cierta eleoibilidade esto tendre que ser probado e iseee e» an Monteort y
o j@strao eeeoa o tra posibilidad es que la o isee® aiegue un papel dieerente a la
eseorilacion de otras proteinasesin embargo el hecho de este residuo este conservado en
las eneimas ew °'* eeocepto en Hemophilusew sugiere que puede tener un papel en la
regulacion de la actividad de e °** 0 en el reconocimiento con otras proteinas blanco
eBordoeet al.o0000e

Tle6
Argl7
1le124

Thr(8 [he6l)

-
|leull8

Lleulll]

Ceull7

Thri11

Ois1201

Seursetich-He ol oot et ru ctursebrtets dotetso i Mttt srot i I ANttt A, vinelandiifted Helshodobrloltotstiet ush Mottt Helto
el Pl ANt E. colisiololel. Seieimiimibioloile. sl i et oottt st Sofeeltsled Hetitstole stebtutos st-Heleho
o','ﬁ':lw!n?ﬂe%‘)*" ISS-"‘ ODEL%"ﬂor"nm'zt ul HololSAPSotestoite . ftolelel) . Sk ettt el ir o etelielrloiielsko st Hrosrlel JoR ASse OLHeote
E%‘HGA)M uetrtotd S Hedolole MoltotettructurdSeetetrot- i ANCH=R E. coliH- ANt A, vinelandii.SE-m¥) Meletrustoirotioir-s
o o oteleeaters lolmttyelate Y [falabto [ ANt EcofetetotetmtC) o I ANtr-A 1 SE D ) fatolofale tsleltrofetmtlstotalmbit rebioy cototmiatalolets
Seftructurselro-siod sttt B-std Selcieielolt=t L ANI-Eco SoMeloE) o ANtr-A v SE i Molotbe usteltrfottoleficirtoiotots mn‘v‘mo%"m‘fk sHosteHosiute
ot defrteielr tillsieiod Sefefetrtolnioiod fefeto rtc tiskostririeieimicieul A St sHolefeleirote SHaltelirfoatelto o oiefo tebd el stk o elreieirio o r-tc Heteicle

TR AR TR

% u*'*'&r'% elelele %%*!‘{M“’b’ﬁd foled n!i"‘ IIANt-Eco, "Tn‘*m, felefole frclelelefeelel Yul , *%‘%“%"m“"%% felele “&*&'H{ oueltstelleftlefelarsielartoleHelele
FefeusitielrfofirieHetu i oo fot-Hoel I) Sl ustitreb e ITANI- Avi o drcselrhotosill sHotetosilutiod ot dolE il uoltricicl
el SefoiettrHou cHelrlololclalelote St ANt-Ecostieleioteliole) Mo IANT-A i, %M)MHMM%W Helto
deftructur-d-eitetteldsdrot-i-t A IAN-Ecot '%IJ*HIA* tefelele E.coli-Belcieihoit-tictlotidoklirbit-Hele Hobkd foleleke “Holtothidfelbde Motk Mol fe it
Frfrfecsio il Mol irotoeirisltu ol SHelolelshiche sHolelolofiioirlolabbotiro t-ld rilek-lelric t-dolle Sl




VILoeske- Loesdrot¥ist*NPr JtA. vinelandii.

oa proteina o pr presenta en lo general una conservacion de mes del @ o en
secuencia de amino ecidos con las secuencias relacionadas. Especialmente signieicativas
son las homologias con las proteinas ® or de P. aeruginosa e o de identidadeee de
similitud y de P. putida con un oo de identidad y @@ @ de similitude @ abe seoalar que el
sitio propuesto de epseorilacion o oo esta conservado en la proteina de A. vinelandii y en
todas las proteinas analivadas esigura eeo e aseso et al.o eoooa o dicionalmente se
encontrd que la serina oo se encuentra conservada en todas las secuencias analieadas.
Basados en la organieacion genética del operdn rpoN ea presencia del gen hprK que
codieica o or cinasaevde la identidad de las proteinasoy del plegamiento de las proteinas
homologas a © or e@er y o erevse ha propuesto que la eereo puede ser un blanco posible
de epseprilacion por la e or cinasa y por lo tanto puede tener un papel regulatorio en
eneimas o or de algunas bacterias del subgrupo de las yly o proteobacterias esiguras oo y
000 arneroet al.000000

[X) Ppu-NPr = = = ————o MPAREw—ETI INKLGEy HARAAAKFVG VAGREPC@QVP VGRAPDKIVD
Pae-NPr = —-—-—-—-— MPALE -ITIINKLGL HARAAAKEFVG VAGRYPCQVR VGRNPESCVD
Avi-NPr -MDNAMPACE -VTIINKLGL HARAAAKFVG IAGRYACAVR IGRAPENLVD
Kpn-NPr -————— MTVKQ TVEISNKLGM HARPAMKLFE LMQONYDAEVI. LRNDEGTVAE
Eco-NPr RIGINMTVKQ TVWEITNKLGM HARPAMKLFE LMQGEDAEVI. LRNDEGTEAE
Hin-NPr = = --—-—-— MYSKD -VEIIASNGL HTRPAAQFVK EAKAESSEIT VTSG-GKSAS
Consenso = —-———- M. . |-V.IINKLGL HAR.AAKFV. .A...... V. coiienian

*
Ppu-NPr GKS IMAVMMENAAGKGTQVHL HEXGEQ@DSPDANMDALVELINNgEFEFDEGE
Pae-NPr GKSIMAVMML AAGKGTNLHL HTEGEQEDEA LNALVELINN RFDEGE
Avi-NPr GKSIMAVMML AAGKGTVIHL HTEGEQDREA LEALVQLINN RFDEDE
Kpn-NPr ANSVIALLML DSAKGRQIEI EANGPOEVEA LAAVIALFNA GEFDED-
Eco-NPr ANSVIALLML DSAKGRQIEV EATGPOEEEA LAAVIALFNS GEDED-
Hin-NPr AKSLFKLQTL ALTOGTILTI SADGEDEQQOA VEHLVALIPT -LE--—-
Consenso .KS..A..ML A..KGT.... ...GEQE.FEA L.ALV.LIN. .FDE..
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VLdede- El ORYededeteAzotobacter vinelandii.

oa secuencia de aminoecidos deducida de la secuencia de nucleétidos del @ @ © del
o ooooo de A. vinelandii presentd una mayor identidad al género Pseudomonas. En
particular el © @ @000 de A vinelandii presentd una identidad de o © y 0o © de similitud
con el © @@ooe de P. aeruginosaoee o de identidad y oo @ de similitud al @ @ 0eee de P.
putidao eeo de identidad y ee o de similitud al @ eeoe de K. neumonise y oo o de
identidad y @@ @ de similitud con el ® @00 de E. coli.

o ado que se ha encontrado que en muchas bacterias las secuencias homodlogas al
© ® 00 se encuentran conservadas en la organieacion dentro del operénese ha sugerido
que pueden tener un papel en la modulacion del eactor 6*. © unque se ha encontrado
que el @ ©oo00 presenta alrededor de oo © de identidad al @ eterminal de una proteina
hipotética de 00.0 00 a @ 0ooooo de B. subtilisela cual eorma parte de a una eamilia de
proteinas que se han encontrado asociadas a la subunidad eee del ribosoma y que
modulan la traduccién al unirse al sitio aminoacil e» e no se ha encontrado que
mutantes en estos genes tengan algun eenotipo en los procesos tales como en la
degradacion de tolueno en P. putida o en el metabolismo del nitrégeno y carbono en E.
coli.

A) Ppu-ORF103 MQOVNI [SGHQOLDVTDA |[LRDYVGEKLS RLERHFDKIT NVOVIMEVEK ILKQKIIEATL m
Pae-ORF103 MOVNI | SGHOLDVTDA ILRDYVGEKLS RLERHFDKIT NVOVIMEVEK LKQKIIEATL mn]
Avi-ORF102 MOVNI SGHQLDVTDA LRDYVEEKIS RLERHFDRIT SVOVIMTVEK LKQ-KIEATL 4
Eco-ORF95 MOLNI TGNNVEITEA LREFVTAKFA KLEQYFDRIN QVYVVLKVEK VTH-TSDATL 4
Kpn-ORF95 MOLNTI | TGHNVEITPA MRDEVTAKFS KLEQFFDRIN QVYIVLKVEK VTQ-IADANL 4
Consenso MQVNI | SGHOLDVTDA LRDYV.EK.S RLERHFDRIT .VOVIM.VEK LKQ-IIEATL m
Ppu-ORF103 RIAGGEIVAN AEHEDMYAAI DLLIDKLDRQ LIKHKEKYLE RQQOGVGAR 103
Pae-ORF103 RIAGGEIVAN AEHEDMYAAI DLLIDKLDRQ LIKHKEKYLE RQQOGVGAR 103
Avi-ORF102 HVSGAEVVAN AEHEDMYAAI DLLADKLDRQ LIKHKEKQIE RQQOGATAR 12
Eco-ORF95 HVNGGEIHAS AEGQDMYAAT DGLIDKLARQ LTKHKDKLKQ H------- 90
Kpn-ORF95 HVNGGEIHAS AEGQODMYAAT DGLIDKLARQ LTKHKDKLKQ H------- 90
Consenso HV.GGEIVAN AEHEDMYAAT DLLIDKLDRQ LIKHKEK..E RQQG..AR 103
otn) Peu_ORF103
bl
Ppu ORF103
Avi_ORF102
Kpn_ORF95

Eco_ORF95

dotturdesdole- A) Alfellok sHokto st stk dotcustolctoletele st o stesthosketeld ORoldedeste A. vinelandii Je Jocustchetoesrodk ol Loecustbrod
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VILkda E1 ORIl

El alineamiento de la secuencia de aminoecidos del © ® 0e0o de A. vinelandii eAvie
© @ ®oooecon las secuencias del ®o enBanoe arro@ un saldo de oo secuencias homologas.
Estas presentan arriba del oo @ de identidad y de la misma manera como en los casos
anterioresela secuencia Aviev © @ee® presenta una mayor conservacion con las bacterias
del género Pseudomonas: especialmente signieicativas son P. aeruginosa que tiene oo o de



identidad y @0 © de similitudeP. putida con e® © de identidad y @ © de similitud. o na
moderada conservacion presenta la secuencia Aview © oeoe respecto a las secuencias de
E. coliy K. pneumoniaeooo o de identidad y oo @ de similitud en ambos casos esigura eoe
@ abe destacar que la euncion del los genes homdlogos al © @ @eee no se ha identieicado
en ninguna bacteriaosin embargo debido a la conservacion en la organieacion dentro del
operdn de rpoN en dieerentes grupos de bacterias © ramenegativasese ha sugerido que
tiene un papel en la modulacién de la actividad del eactor 6*. Es importante también
mencionar que las secuencias homdloga a Aviev © 9eeeopresentan una buena correlacién
de estructura primaria y secundaria que eorman parte del dominio de unién a @ @e de
proteinas cinasas dependientes de o e®® aunque no se ha demostrado su euncién
eéMarcheleroet al.00000@

A) Avi-ORF284 MIL~VI---IVISGRSGSGKST AINVLEDNGFFCIDNLPAVILy LPELAERALL, HIELLEPQVA'VSIDARNEPS OLKRF 71
Pae—ORF284 MR-LI---IV SGRSGSGKST ALDVLEDSGF YCIDNLPAGV LPOLAENALI NTELIQPKVA VSIDARNLPS HIMRF 71
Ken-ORF284 MV-IM---IV SGRSGSGKSV ALRALEDMGF YCVDNLPVVL LPELAR-SLA DRNI---SAA VSIDVRNMPE S-—-- 63
Eco-ORF284 MV-IM---IV SGRSGSGKSV ALRALEDMGF YCVDNLPVVL LPDLAR-TLA DREI---SAA VSIDVRNMPE S---- 63
Consenso M.-IM-—-IV SGRSGSGKSV ALRALED.GF YCVDNLP.VL LP.IA.-.L. ..E.---SVA VSID.RN.P. S——-—- 75

Avi-ORF284 PELLAEVR-- -TRYILCDLLJYIDADDKTLL KRFSETRRRHI/PLTNENRSLA EATRDEGRLL TPIKDLADLKJIDTTH 143
Pae-ORF284 PELLEEAR-- —-ARHIQCDVL YLDADEEVLL KRFSETRRRH PLTNANRSLA EATIRVESDLL GPIADLADLK IDTTN 143
Kpn-ORF284 PEIFEQAMKN LPAEFSPQLL FLDADRNTLI RRYSDTRRIH PLSSKNLSLE SAIDEESDLL EPLRSRADLI VDISE 138
Eco-ORF284 PEIFEQAMSN LPDAFSPQLL FLDADRNTLI RRYSDTRRIH PLSSKENLSLE SAIDKESDLL EPLRSRADLI VDISE 138

Consenso PE.IEQA... L....... LL FIDADR.TLI RRYSDTRRIH PLS.KNLSLE .AID.ESDLL EPL...ADLI .DTT. 150

Avi-ORF284 ENLYQLRDTERKIRLINKPEP GTAFLIESFGIFKKGMPVDAD| LVEDVRCLPN/PYWKPDLRDE [SGLDOPVADY)LAVOP 218
Psp-ORF284 LINLYQIRDST KLRLINQPEP GTAFLVESFG FKRGMPVDAD LVEDVRCLPN PYWKPELREH SGLDOPVIDY LAAQP 218
Kpn-ORF284 MSVHELAEML RTRLIGKRER ELTMVFESFG FKHGIPIDAD YVEDVRFLPN PHWDPKLRPM TGIDKPVAAF IDRHT 213
Eco-ORF284 MSVHELAEML RTRLIGKRER ELTMVFESFG FKHGIPIDAD YVEDVRFLPN PHWDPKLRPM TGIDKPVAAF IDRHT 213

Consenso LS.H.IAE.L R.RLIGK.E. EL....ESFG FK.GIP.DAD YVEDVRFLPN PHWDP.LRPM TGID.PVA.F L..HT 225
Avi-ORF284 DVEEMYQDIT, TYLOKWLPRF AASNRAYVTI)ATGCTGGHHR SVYLADRLGO ALKQSLKNVD VRHRDL---- - 284
Psp-ORF284 DVEDMYNDIS SYLLKWLPRF AASNRAYVTI ATIGCTGGHHR SVYITERLGR QLOOTLKNVD VRHRDL---- - 284
Kpn—-ORF284 EVHNFIYQTR SYLELWLPML ETNNRSYLTV AIGCTGGKHR SVYIAEQLAD YFRSRGKNVD SRHRTLEKRK S 284
Eco-ORF284 EVHNFIYQTR SYLELWLPML ETNNRSYLTV AIGCTGGKHR SVYIAEQLAD YFRSRGKNVD SRHRTLEKRK P 284
Consenso EV..FIY.TR SYL..WLPML E.NNRSYLTI AIGCTGGKHR SVYIAEQLG. YE...GKNVQ .RHR.LE..K . 296
PauOOID
AvimooTo
r Kpn- 000 TT
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VILsk- El ettt e PTSN refsfulsteloefostesteleso st troeleierdecHolke . oslolrolele sbostebetit-ko
phbBAC 9 A. vinelandii.

En un traba® previo de nuestro laboratorioo se habia detectado dos inicios de
transcripcion para los genes biosintéticos everalta® voooa El anolisis de las secuencias
indican la presencia de dos posibles promotorese eBe que es activado por ehbeeun
regulador transcripcional de la eamilia o rao @ilooy el promotor oBe que presenta



identidad a promotores que responden a ce eeraltaseoooe o on el ob@to de saber como
se aeectan estos promotores en las dieerentes mutantesese realiearon eeperimentos de
eoonucleasa @o. 9a cepa silvestre @ @ eeooy las mutantes sencillas ptN y ptsPeoasi como la
doble mutante ptsP/ptsN eueron crecidas durante ee horas en @e con sacarosa al oo .
oespués de este tiempo se les cosechd y eotram el oo o para realioar estos
eoperimentos. @os resultados eueron que la mutante ptsP presentd una disminuacion en
los dos inicios de transcripcion evigura eoe mientras que la cepa ptsN presentd ambos
inicios de transcripcidn. ea doble mutante ptsP recupera la capacidad de generar los dos
transcritos cuando se le hace una segunda mutacion en ptsN esigura eee @0 anterior
suguire que cuando la mutante ptsP eque carese de la eneima Ee "ono puede epseorilar a
o pr y esta a su veo a la e °"ede tal manera que la e» °* en un estado no eoseorilado
reprime el inicio de transcripcion en ambos promotores. ©0 anterior es apoyado por que
la mutante en ptsN que carese de la enoima e °olos inicios de transcripcion en ambos
promotores son observados e incluso la tasa de transcipcion es mayor a la cepa silvestre
over eigura o del articulo de este traba®e o dicionalmente la mutante ptsP que carese de
la proteina @toes rescatada en su capacidad para iniciar la transcripcion en los dos
inicios der transcipcionecuando se le hace una mutacién en el gen ptsN e ° e ©odos
estos resultado indican que el producto del gen ptsN esw °"*oen un estado no eopseorilado
genera represion en ambos promotores de los genes biosintéticos de oo B evigura ooe
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VILsk- El oMt e PTSN" reffulse loske dose sHeledode dele trdolefersteetele dell roltultor
trillertecdoed phbR J A. vinelandii.

© omo se menciono anteriormenteeen nuestro laboratorio se clond y caracteriod el
gen phbRe que codieica para un posible regulador transcripcional de la eamilia de
orao eile. El gen phbR se localiea hacia arriba del gen phbB y en sentido divergente.
oambién se demostrdé que mutaciones en este gen aeectan negativamente la
transcripcion del promotor @.e de phbBey se incrementa ligeramente la transcripcion del
promotor @.e en ciertas condiciones everaltao ooooa oon el obeto de saber cémo se
aeectaba la transcripcion del gen phbR se realioaron eoperimentos de esonucleasa oo. ©0s
resultados indican que la mutacion en ptsP aeecta la transcripcion de ambos promotores
del gen regulador phbR. Mientras la mutante ptsN presenta los dos inicios de la
transcripcion similar a la silvestre y la mutante ptsP recupera la capacidad de transcribir
los dos promotores cuando se le introduce una segunda mutacion en ptsN evigura ooe
oodos estos resultados indican que el producto del gen ptsN e °o en un estado no



ewserilado es un regulador negativo de los incios de la transcrpcion en ambos
promotores del gen phbR. o ebido que los genes biosintéticos son regulados en los dos
posibles promotores: @Be eregulado por phbRe y oBe edependiente del eactor cle pooe
propdénemos que eeiste dos vias por las cuales la proteina ew °* regula la transcripcion
de los genes biosintéticosouna a través de regular la transcripcion del gen regulador
phbR y la otra independiente del regulador y es dependiente del inicio de transcripcion

del promotor que tiene consenso con o poe.
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oara saber si el gen ptsOeparticipa en la acumulacion de @o B se hicieron mutantes
pts0::Sp’. @as mutaciones eueron introducidas por transeormacion en la cepa silvestre



©© o000 en la mutante o eeve etsP:Km'ewy oo ooo eptsP::Km'e para generar dobles
mutante ptsP/ptsO y ptsN/ptsO respectivamente. @as mutaciones eueron anelieadas en
eoperimentos tipo eeoutherne y seleccionadas por su incremento en el tamaeo del
eragmento que corresponde al tamaeo del interposon edatos no mostradose eara ver el
eeecto de dichas mutacioneselas cepas eueron crecidas en medio de cultivo sélido oo
suplementado con sacarosa al o edurante oo hrs. ©0s eenotipos de las cepas bacterianas
aueron observados en su propiedad de opacidad y se les midid la capacidad de
acumular eo B eigura eea oos resultados obtenidos eueron: la mutante ptsO::Sp’
presenta disminucion en la acumulacion de oo B y en los inicios de la transcripcion de
los dos promotores en el operdn biosintetico respecto a la cepa silvestreesiguras e sin
embargo el eenotipo de la mutante ptsO::Km" que acumula poco oo Be es revertido
parcialmente al silvestre respecto al eenotipo de acumulacion de @#o B cuando se le hace
una segunda mutacion en gen ptsN. oin embargo el comportamiento respecto a la
transcripcion en los dos inicios no es similar a la cepa silvestre 6 a la doble mutante
ptsPeptsN. Estos resultados sugieren que el producto del gen ptsO e prieen su estado
eseorilado es un regulador positivo de la sintesis de @o Beal participar no solamente
eseorilando a la proteina e ° ' si no también de algun otro manera.
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VILe- Eldslelelrid J-dSOR Il HOR Jolelelelelete 1sfefstlcu e ulseMeleleletefP e defelele Azotobacter
vinelandii.

En este trabawoe interrumpimos al @ eoo00 y o @oeee con el interposon @ m'e con el
ob@to de conocer su posible participacion en la sintesis de oo B en A. vinelandii,
generando las cepas © © eoe y © © ove. ® uando estas cepas mutante son crecida en oo
con sacarosa al @o durante ee hrs.eno presenta un eeecto sobre la capacidad de
acumular ee B edatos no mostradose Estos resultados eueron corroborados midiéndole
la acumulacién de oo B e ernendeoo ooooe oor tanto no tenemos ninguna hipodtesis
sobre la euncion de los © ©eove yel © 00000 en A. vinelandii.
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® omo se menciono en los antecedentesela cepa © ©ooo de A. vinelandii que presenta
una mutacion en el gen ptsP el cual codicica para la eneima & "ees incapae de eormar
quistes resistentes a la desecacion. @a moreplogia de la mutanteedespués de la induccion
del enquistamientoelas células presentaron eorma esegrica sin las capas de intinaoeoina y
una menor cantidad de e B eeguraeeeoea o on los resultados anteriores inicialmente
se pensd que la incapacidad de eormar quistes resistentes a desecacién era una
consecuencia de la disminucion en la sintesis de @@ Boel cual deberia de ser utilieado
como material de reserva y de energia para la sintesis de las capas de intina y eoina que
cubren al quisteopero esto eue reeutado al caracteriear la mutantes en el gen phbC que
codieica para la @ B sintasa ya que esta mutante es capae de eormar quisteseresistentes
a desecacion evegura y Espineeeooe o0 cual indica que la eneima &' participa de otra
manera en la eormacion del quiste. ®on el obeto de conocer si la cascada de
esetranseerencia del sistema @o0°r estaba involucrada en la regulacion de la eormacion
del quisteose hicieron mutantes sencillas y dobles en ptsN y ptsPeptsN y se midio la
capacidad de eormar quistes resistentes a desecacion esigura eoe ®a mutante ptsN
@ oooootiene una capacidad de eormar quistes resistentes a desecacion oo veces menos a
la cepa silvestre © 9o © 00000a dieerencia de la mutante @ @eeo ptsP que es incapao de
eormar quistes. Mientras que una la mutante ® @eoo cuando se le introduce una segunda
mutacioén en el gen ptsN ela mutante ptsPeptsNorecupera la capacidad de eormar quistes
resistentes a desecacion en un oo © aproeimadamente respecto a la cepa @ ooooe.

Cela [J de enquistamiento
T T T T T T T T T T
ATCC36 Tilo silCestre
(wt) i ATCC9046 3.67
WAL : e Mutante ptsP
i AT20A/938 ATI88 0.00
ptsP::Tc'IptsN::Km")
v Mutante ptsN
AT993 0.20
(ptsN::KmF) 5 Mutante ptsP/ptsN
: 1.36

feuMtlol Helto.




Estos resultados sugieren que la cascada de epseprilacion este participando en la
eormacion de quistes y que el producto de ptsN e °to en un estado no eoseorilado
participa de alguna manera en la regulacion negativa de la eormacion de quistes
resistentes a desecacion. El hecho de que la mutante ptsN tenga una capacidad reducida
respecto de la cepa silvestre @ oo © @@o00 en la eormacion de quistes suguire la proteina
@ ° ' se require para el enquistamiento. ©a mutante ptsP e e@eooo que no edbrma quistes
resistentes a desecacionees rescada parcialmente en la capacidad de enquistamiento por
la mutante ptsN e» oooo oo lo que indica que la via eoe° participa en dieerentes
niveleso es decir éstos resultados suguieren que la eneima @ regula eventos del
enquistamiento independiente e °". o dicionalmente se requiere para el
enquistamiento la presencia la eneima e °* como ya se menciond ya que la mutante
ptsN e oooootiene una reducida capacidad de enquistamiento.

@_
e e £

Enquistamiento

Setursedsle- o oo dhcdol 0 M Sttt wPTS rodctulsed stletustitstole Hekto S A. vinelandii.

VILsk- El¥tlell el feitlole SeP T SNtele Y obrtote HeltoM-Helotriieo.

En un traba® previo se encontr6 que la mutante en el gen ptsP de A. vinelandii
@ oooooes incapao de crecer en condiciones diaeotrdeicas en concentraciones de e mM
de glucosa y que el crecimiento es reestablecido al incrementar la concentracion de
glucosa o disminuyendo la concentracion de oeigeno en el medio de cultivo. © demese
no se encontrd aeectada la transcripcion de nifH el gen que codieica para la proteina
o i que eorma parte del comple® nitrogenasaeocon lo anterior se concluyo que ptsP
participa en la proteccion respiratoria de la nitrogenasa evegura y Espineeeeoe e on el
obeto de saber si los otros dos componentes del sistema ooo°! estan participando en
este eventoe las mutantes sencillas ptsOe ptsN y las dobles mutantes pstNeptsP y
ptsOeptsN se probaron en su capacidad para crecer en condiciones de cacion de
nitrogeno. Mientras que las cepas con mutaciones sencillas en ptsO y ptsPeasi como la
mutante doble ptsPeptsO eueron incapaces de crecer en condiciones de cacion de
nitrogenoecon e mM de glucosa como euente de carbono evigura eee @ ®a mutante o Jo
que porta una mutacién en el gen phbB presenta disminuida la capacidad de
crecimientoo lo que indica que la acumulacién de oo B participa en la proteccion
respiratoria cuando la concentracion de la euente de carbono es bameya que todas las
mutantes crecen bien con e mM de glucosa eweaa



pisP-ptsO
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oe ha sugerido que otra de las eunciones del alginato eeeopolisacerido eotracelulare
es eormar una barrera para la dieusion de oeigeno y participa de esta manera en la
proteccion a la nitrogenasa. @ on el obeto de probar esta hipotesis se le introdu® el gen
algU para restaurar la capacidad de sintetiear alginato a la cepa © ®© oo we ooy a las
mutantes en genes del sistema @00°" y a la mutante en el gen phbB e Joe» oeigura eoBa
@as cepas eueron crecidas en condiciones diaeotrdeicas con e@ mM de glucosa ewigura
ooe ©odas las mutantes crecen bien en ®@ mM de glucosa en condiciones de ei@cion de
nitrogenoelo cual indica que tanto el sistema ©o@oocomo el alginato participan en la
proteccion de la nitrogenasa al oeigeno y la sintesis de alginato suprime el eeecto
negativo de las mutaciones ptsP y ptsOesobre la proteccion respiratoria. El hecho de que
la mutante ptsP revierta el eenotipo cuando se le hace una segunda mutacion en ptsNe
indica que la proteina e °* en un estado eoseorilado es un regulador negativo de la
proteccion respiratoria de la nitrogenasa. Estos resultados concuerdan con lo encontrado
en un traba® previo eweguray Espineeeooe

Proteccion respiratoria de
la nitrogenasa

detturdedele- s oo Stefeldetelrtsie Motk deld dstittel L PTSNitr stk strot-ivctek riddiiritortesdoleldedetrotlortddedel A, vinelandii.



VILe- Protsode dedestelel e utdekteptsP JeA. vinelandii.

oon el ob&to de conocer como aeecta la mutacion ptsP la eepresion global del
genoma y darnos una idea mas clara de eeectos de ésta mutacion en la sintesis de o@ By
la proteccion respiratoriaese crecieron la cepa silvestre @ © ooo y la mutante o oeo® eptsP-
oen en 9o suplementado con oo de sacarosa durante oo hrs. © espués de este tiempo se
cosecharon las células y se les eotra® la proteinaelas cuales se corrieron en geles de dos
dimensiones @we opara ver el patron evigura ooe oe analiso el patron de proteinas en oo
y se escogieron aquellas que presentaran cambios en la de eepresiéon comparando la
cepa silvestre ® @ @00 con la cepa mutante © eooo eviguras eee y eeB respectivamentee
oas proteinas que presentaron dieerencias en el patron de eopresidon eueron cortadas del
gel para identieicarlas por espectrometria de masas de tiempo de vuelo asistida por
matrie eMoe @e eo 0 @as proteinas identieicadas se muestran en el cuadro ea

00s resultados obtenidos son: en la mutante o @eeo desaparese la eneima
superoeido dismutasae esta eneima se ha identicicado en muchos organismo y es
importantes para resistencia al estrés oeidativo al reducir el perdeido de hidrégeno
® @ o. © tras proteinas que pueden ser importantes para el estrés oeidativo y que se
encuentra disminuidas en la mutante o @oee son o sp y @ @ @ © edavin oeido reductasa.
oa primera es una chaperona que puede estar participando en el plegamiento de
proteinas durante el crecimiento aerobico y la segunda es una proteina que puede
participar en la reduccién de oeigeno durante la respiracion. @odos estos datos sugieren
que el sistema @@e° * participa en la regulacion del estrés ooidatico a través de regular la
eopresion de proteinas importantes para contender con el estrés oeidativo. oor otro
lado a pesar que la mutante o @ooe parese eepresar una aleilperoeidasa a dieerencia de
la cepa silvestre © © oo donde no esta presenteeparese nos ser sueiciente para soportar
el estrés oeidativo en condiciones de dacion de nitrogeno o que ésta proteina no se
eopresa en baa concentracion de carbono.

o tros resultados del anelisis de proteoma que es importante mensionarees que
también eeiste una disminucion en la eopresion de proteinas en la mutante o oooe. ostas
proteinas participan en el metabolismo del carbono y del nitrogeno ever cuadro e= oa
easina es destacable por su nivel de importancia para la acumulacion y regulacion del
grenulo de oo Bela cual este disminuida en la mutante o @000 respecto a la cepa silvestre
©© ove. ©0s cambios en la eopresidon de muchas de las proteinas presentadas en el
cuadro e podrian ser mes que de un modo directo del sistema @oo°" un evento
dsiologico generado por el estrés oeidativo de ésta mutante.
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(ptsP-).

Spot/gene WT [DS988 | Producto PathwayFunction?
W19/s0dB + - Superoxide dismutase »
(cytoplasmic)
W37/oprD + - Quter membrane porin *
W41/hsp20 |+ - Heat shock protein *Chaperone
W51/phoA [+ - Phosphatase alkaline "
W7/pgm + - Phosphoglycerate mutase
W36/ - +/- NADH:Flavin oxidoreductase
W44/ + +/- Phasin
Wé/aglA + +/- Alpha-glucosidase /sucrose
synthase
w9/ + +/- Alpha-amylase/sucrose
isomerase
Wil/aglA [+  [+/- Alpha-glucosidase
W27/gpm + +/- Phosphoglycerate mutase
W1 1/pho-like | + +/-
W50/gabT + +/- 4-aminobutyrate
aminotransferase
W52/¢gitB + +/- Glutamate synthase GOGAT
W40/pholU |+ +/-7
W26/fecA |+ +/-? | TonB-dependent siderophore
receptor
W21 + +/-7 Hypothetical
DS44/ahpC |- + Alkyl peroxide reductase *catalase activity
DS27 +- |+ Metallo protein OMP
DS39/f1dB  [+/- [+ Flavodoxin long chain
DS19%pyrC 14/~ |+ Dilrydioorolase
DS22/pgl +- |+ 6-Phosphogluconolactonase
DS25/fabA  |+/- |+
DS36/aceB  |+/- |+ AcetylCoA biotin carbpxyl
protein
DS40/entB  |+/- |+ Isochorismatase
DS42/imiC  |+/- |+ Jumanji transcription factor
DS28 +- |+ Hypothetical
w47 +- |+ Methylase/ ubiquionone/menaquinone

biosynthesis




VIII.- Conclusiones:
1.- Clonamos y caracterizamos los genes que codifican para las proteinas IIAN" y Npr.

2.- Estos genes se encuentran conservados en secuencias y organizacion genética al de
muchas bacterias, principalmente con las y-proteobacterias bacterias.

3.- El andlisis genético indica que, las proteinas EINt*, Npr IIAN* participan en una
cascada de fosforilacién, como en la bacteria E. coli.

4.- La proteina IIAN" es un regulador negativo de la transcripcion del gen regulador
phbR y los genes biosintéticos phbBAC.

5.- En A. vinelandii la proteina IIAN* es un regulador negativo de la proteccion
respiratoria y del enquistamiento.

6.- La enzima IN" participa de en el proceso de enquistamiento de manera independiente
de la enzima ITANt,

7.- La mutante ptsP- presenta un efecto en el patron de expresion de proteinas que
participan en la proteccion respiratoria, el metabolismo del carbono y nitrégeno.
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XI.-Abreviaturas

AckA .- Enzima acetato cinasa.

AMP..- Adenil Monofosfato Ciclico.

ADN.- Acido desoxirribonucléico.

ARN - Acido ribonucleico.

ARNm .- Acido ribonucléico mensajero.

ARNTr - Acido ribonucléico ribosémico.

ATCC.-

BgIF .- B-glucésido F. Proteina que tiene tres dominios I del
sistema PTS (IIA,IIB y IIC).

BglG.- B-glucosido G. Proteina que funciona como un
antiterminador de la transcripcion que regula los genes que
participan en el metabolismo de B-glucésidos.

Cn).- Cadena de un numero determinado de carbones.
CcpA .- Del ingles: Catabolic Control Protein A.

cer.- Gen que codifica para la enzima 119,

CoA .- Coenzima A.

cre.- Del inglés: catabolite responsive element (elemento
de respuesta al catabolito).

Crh.- Del inglés: catabolite represion HPr-like protein
(proteina semejante a Hpr que participa en la represion
por catabolito)

CRP.- Catabolite Regulator Protein (Proteina reguladora por
catabolito)

C-ter.- Carboxilo terminal.

EL- Enzima L.

EIN" .- Primera enzima del sistema PTSN".

FrwB.- Proteina que forma parte del sistema PTS-IIBFr.
FrwC. .- Proteina que forma parte del sistema PTS-IICFrw.
FrwD .- Proteina que forma parte del sistema PTS-IIDFrw,
FryA - Proteina EI"Y que forma parte del sistema PTS-Fry,
cuya funcién no ha sido probada.

Hpr .- Del Ingles: Histidine protein. Segunda enzima del
sistema PTS*,

HprK/P .- Del ingles: Histidine phosphate regulatory
kinase/phosphatase.

IIAN" - Tercera enzima del sistema PTS™",

TIB.- Enzima IIB del sistema PTS.

IIC.- Enzima IIC del sistema PTS.

Kb.- Kilobases.

Kg.- kilogramo.

LDL.- Del ingles: Lower Density Lipoprotein (lipoproteina
de baja densidad).

LuzR .- Activador transcripcional del sistema del
“corum sensing”.

manXYZ.- Operon que participa en el metabolismo de
manosa.

miniTn5::lacZ.- TnS modificado, de menor tamafio y lleva
una fusion del gen reportero f3-galactosidasa.

Mle.- Represor transcripcional del sistema PTS",

mM.- Milimolar.

NAD.- Del ingles: Nicotin Adenin Dinucletido.

NADP .- Del ingles: Nicotin Adenin Dinucleotid Phosphate.
NBDs.- Del ingles: Nucleotid Bainding Domains (dominios
de unidn a secuencia de nucledtidos).

NifA.- Nitrogen Fixation A. Regulador transcripcional de
accidn positiva sobre los genes de fijacion de nitrogeno.
Npr.- Segunda enzima del sistema PTS™".

NR;.- Nitrogen Regulator I (regulador del nitrégeno I).
Factor de transcripcion que regula positivamente en un
estado fosforilado a los genes necesarios para la asimilacion
del nitrégeno.

NRy;.- Nitrogen Regulator IT (regulador del nitrégeno I).
Proteina cinasa/fosfatasa de NR.

N-terminal.- Amino-terminal.

OREF - Del ingles Open Reading Frame (fragmento de
lectura abierta) 6 region del ARNm que codifica para la
proteina.

P(3HB).- Poli-3hidroxibutirato.

P(HB-HYV).- Copolimero de Poli-hidroxibutirato-
hidroxivalerato

Pb.- Pares de bases de ADN.

PEP-PTS.- Sistema de transporte y fosforilacion de azicares
dependientes de fosfoenolpiruvato.

PhaE.- Subunidad de la PHAs sintasa.

PhaF.- Regulador transcripcional que participa en la sintesis
de PHAs.

PhalJ .- Enzima enoil-CoA hidratasa.

PhaP .- Fasina. Proteina que es regula la estructura,

tamano del granulo de los PHAs.

PhaR.- Subunidad regulatoria de la PHA sintasa tipo III de
B. megaterium.

PHAS (scc).- Polihidroxialcanotatos de cadena corta.
PHASs (smc).- Polihidroxialcanoatos de cadena media.
PHAS.- Poli-hidroxialcanoatos.

PhaZ.- Depolimerasa intracelular de PHAs.

PHB.- Poli-hidroxibutirato.

PphbA .- Gen que codifica para la enzima CoA reductasa.
PphbB.- Gen que codifica para enzima f-cetiolasa.

PphbC.- Gen que codifica para la enzima PHB sintasa.
PHYV .- Polihidroxivalerato

PRDs.- Del inglés: PTS Regulated Domains (dominios
regulados por PTS).

PtsG.- Proteina IIB®",

ptsl.- Gen que codifica para la enzima 1" del sistema PTS.
ptsN.- Gen que codifica para la enzima ITAN",

PTS"" - Sistema de de fosfotransferasa relacionado al
nitrégeno.

pts0.- Gen que codifica para la enzima Npr.

ptsP.- Gen que codifica para la enzima IN".

RpoN.- Factor sigma del nitrégeno.

rpoS.- Gen que codifica para el factor sigma (cS).

S1 yS2.- Del ingles: sugar transport (transportadores de
azucares en bacterias)

TnS.- Transposoén 5.

TPr.- Proteina HPr™ que forma parte del sistema PTS-Fry,

cuya funcién no ha sido probada.

Xpr.- Proteina paraloga de Hpr que se encuentra en algunas
bacterias Gram-negativas.

uM.- Micromolar.

3HYV .- 3-hidroxivalerato.
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