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I. RESUMEN 

AzotobaCler vinelandii es una bacteria gram-negativa del suelo, que fija nitrógeno 
abnosférico y tiene un proceso de diferenciación celular en el cual forma quistes resistentes a la 
desecació~ para esto produce dos polímeros: el alginato y el poli-fi-hidroxibutirato (PHB), donde 
el alginato es uno de los componentes más abundantes de la cápsula que rodea al quiste, mientras 
que el PHB se encuentra en forma de granulos en el cuerpo central de dicho quiste. El interés del 

--estudio genético de la biosíntesis de alginato en A. vinelandii es debido a su importancia biológica 
en la formación de quistes [Campos. el al., 1996], y económica porque tiene una amplia aplicación 
como agente gelificante y viscosificante. 

En estudios previos, se identificó y secuenció un operón, involucrado en la biosíntesis de 
alginato, que consta de cinco genes reguladores denominados algUmucABCD. El primer gen, 

codifica para el factor crE, que se requiere para transcribir al gen estructural olgD de la síntesis de 

a1ginato, mucABD regulan negativamente a crE [Martínez-Salazar, elol., 1996]. En Pseudomonas 
aeroginosa, se ha reportado que MucA es un factor antisigma, y MucB regula la actividad de 
MucA. MucD es una proteasa periplásmica. Sin embargo, se desconoce el papel de mucC en la 
síntesis de alginato. 

En el presente trabajo se continuó estudiando este operón. i) En primer lugar, mediante 
ensayos de complementación, se observó que AlgU de A. vine/andii fue capaz de iniciar la 

transcripción de genes dependientes del factor (1E en E. coli, aunque con niveles más bajos. ii) Se 
detenninó el inicio de la transcripción del operón algUmucABCD de A. vine/andii, con ensayos de 
extensión del iniciador, y se observó que hay tres inicios de transcripción en este operón. uno de 

ellos (PI) depende de la actividad del factor crE, lo que sugiere que este operón es capaz de iniciar 
su ·propia transcripción. Los demás inicios de transcripción no presentan secuencias consenso de 
promotores ya reportados. iii) Finalmente, se interrumpió los genes, mucA y mucC con genes que 
codifican para la resistencia a antibióticos. y se estudió el efecto de éstas mutaciones en la 
producción de alginato. Se observó que las mutantes aumentaron su produccón del 
exopolisacárido, pero la mutante JRA4 (mucA::Gm polar) fué la que presentó un mayor aumento 
en la producción del polímero. Con respecto al proceso de diferenciación celular encontramos que, 
no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de enquistamiento de las mutantes con 
respecto a la población. 



2.1 GENERALIDADES DE Azotobacter vinelandií. 

2.1.1 Posición taxonómica: 
Familia Azotobacteraceae 
Género Azotobacter 
Especie Azolobacler vinelandii 
Tomado de Krieg y Holl. 1984. 

La familia Azotobacteraceae, comprende 4 géneros de bacterias 
gram·negativas: 

mao 
Azolobacler 

CARACTERISTICAS 
Bacilo grande; forma quistes; hábitat 
principalmente suelos neutrales o 

ADN(mol%G+C) 
63·66 

Azomonas 
salinos. 
Bacilo grande; no forma quistes; hábitad 
acuático. 

Beijerinckia Bacilo con forma de pera, en los extremos 
tiene grandes zonas de lípidos; produce 
grandes limos; habita suelos ácidos 

Derxia Bacilo; comúnmente forma colonias 
arrugadas. 

Tomado de Bruck, 1984. 

2.1.2 Características de A. vinelandíi. 

53·59 

54·60 

70. 

A. vinelandii al igual que todas las especies del género Azolobacler, 
tienen la capacidad de formar quistes resistentes a la desecación, esta 
característica los distingue de los otros géneros de la familia 
Azotobacteraceae. Todos los miembros de esta familia, puedel'l fijar 
nitrógeno atmosférico bajo condiciones aeróbicas [Kennedy y Toukdurian, 
1987]. En A. vinelandii se han identificado tres nitrogenasas que funcionan 
eri diferentes condiciones de oxigenaciÓn [Kennedy y Toukdurian, 1987]. A. 
vinelandií tiene una actividad respiratoria alta, generada por el alto 
contenido de proteínas óxido-reductoras y citocromos. 

A. vinelandii posee múltiples copias de su genoma, al crecerla en 
medio rico, durante la fase estacionaria llega a tener 80 o más copias 
[Nagpal, el al., 1989; Manna y Das, 1993; Maldonado, el al., 19~4]. El 
tamaño del genoma de esta bacteria es típico de procariontes (4.5 
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megabases) [Manna y Das, 1993J. Este organismo es un buen rece'ptor de 
ADN foráneo, se le puede introducir de forma lineal o circular (plásmido); 
por transformación o por conjugación, además tiene la capacidad de 
incorporar el ADN homólogo, a su genoma por recombinación [Kennedy y 
Toukdarian, 1987J. 

A. vinelandii, sintetiza una gran variedad de productos como: 
sideróforos; hormonas vegetales reguladoras del crecimiento (p. e. 
auxinas, giberelinas y citocininas) [González-López, el al., 1985J; además, 
polímeros de gran importancia económica, como el ácido poli­
p-hidroxibutirico (PHB), que puede ser utilizado para la fabricación de 
plásticos biodegradables, y el alginato que es utilizado como gelificante y 
viscocificante [Sadoff, 1975J. 

2.1.3 CICLO DE VIDA DE A. vinelandii_ 
El ciclo de vida de este organismo presenta una fase vegetativa.y una 

fase latente en forma de quiste (Fig. 1). En la fase vegetativa las células 
son bacilos de 2 x 5 11m (tienen al menos 10 veces el volumen de E. eo/l); 
presentan locomoción por medio de flagelos peritrícos. Cuando se crecen 
en medio Burk con glucosa del 0.2 al 1 %, libre de nitrógeno, las células 
tienen un tiempo de generación de 2.5 a 3 horas [Wilson y Knight, 1952J. 
Cuando se dividen tienen forma de ·cacahuate". 

En la fase latente (quiste) las células, son esféricas, y tienen 
aproximadamente la mitad del volumen de las células vegetativas (1.5 x 
2.0 11m). El quiste está conformado por un cuerpo central con granulos de 
PHB, que es encapsulado por una cubierta interna llamada intina y otra 
externa, la exina. En su medio natural la formación de quistes se da cuando 
las condiciones son adversas, y en el laboratorio, el proceso se da después 
del crecimiento exponencial, por inducción con butanol o p-hidroxibutirato. 
Puede permanecer así, en estado de latencia por largos períodOS de tiempo 
en el suelo, hasta que se vuelven a dar las condiciones favorables para su 
propagación [Lin y Sadoff, 1968J, en el laboratorio se ha observado que, los 
quistes son viables por más de diez años, cuando se tienen en suelo seco 
[Vela, 1974J. En ésta bacteria, la producción de quistes es generalmente 
menor al 0.1 % de la población de células, cuando se crece en medios de 
cultivo teniendo como fuente de carbono manitol, ram nasa y otros 
carbohidratos, así como una gran variedad de ácidos orgánicos y ciertos 
alcoholes, [Lin y Sadoff, 1968J. 
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Crecimiento 

I 8 

\ t: e, 
Emergencia ~ 

Quiste 

6 
5 / 

'* ----- Germinación 

Hinchamiento y división 

Figura 1. Ciclo de vida de A. vinilandíi. 1 Crecimiento Vegetativo. 2 Ultima división vegetativa, 
engrosamiento de sus paredes y acumulación de PHB. 3 Formación de la exina e ¡ntina. 4 Quiste 
maduro. 5 Germinación. 6 División celular. 7 Emergen dos células por quiste. 8 Primera 
división celular después de la germinación (recuperan la locomoción) [Sadoff, 1975]. 

En el proceso de diferenciación celular, el cual dura cinco días 
[Winogradsky, 1938; Wyss, et al., 1961; Tchan, 1962]. las células pierden 
la· locomoción y tienen una última división, adquieren una forma esférica, 
las paredes sufren un engrosamiento en un periódo de 4 horas. Los 
procesos morfogenéticos someten a una disminución del metabolismo de la 
célula, hay una acumulación de PHB, que se usa durante el proceso de 
diferenciación celular y en la germinación como fuente de carbono y 
energía [Lemoigne y Girard, 1943]. Posteriormente, el cuerpo central, se 
encapsula por la formación de la capa externa (exina) y la capa interna 
(intina, ambas cubiertas estan conformadas principalmente de alginato y 
proteínas), de esta manera se genera un quiste maduro [Winogradski, 
1938]. La germinación de los quistes, en medio con glucosa, tiene una 
duración de 4 a 6 horas. Pierden gradualmente la cápsula por el 
hinchamiento del cuerpo central, ocupando el volumen de la intina 

5 



[Loperfido y Sadoll, 1973], después sufren una división y, empiezan a 
crecer dentro de la exina, hasta que le causa una fractura a esta capa 
externa de la cápsula. Finalmente emergen dos células sin locomoción por 
cada quiste. En la primera división después de la germinación recobran su 
locomoción. 

2.2 COMPOSICION V PROPIEDADES DEL ALGINATO. 
El alginato es un copolímero lineal formado de p·D ácido manurónico 

(M) y su C-S epímero el a-L ácido gulurónico (G), unidos por enlaces 1,4. 
Estos monómeros se encuentran a lo largo del polímero formando bioques 
homopoliméricos de ambos tipos (bloques MM y bloques GG; Fig. 2A Y 29) Y 
bloques heteropoliméricos en donde ambos residuos se encuentran en un 
arreglo alterno (bloques GM o MG; Fig. 2C Y 2D) [Grasdalen, et al., 1981; 
Sima, 1990; May, et al., 1991]. 

A) B) 

GG .. .. 
c) 2i O) 

o 

o 

~ MO 

o 
o M 

Figura 2. Composición del al9lnalo. A) Bloques G; B) Bloques M; C) y O) Bloques alIemos de 
estos dos monomeros [Grasdalen, et al., 1981]. 
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Los bloques comprendidos de M y MG, forman cadenas relativamente 
flexibles, mientras que las formadas por bloques G son, rígidas [Atkins, el 
al., 1971]. Los bloques G muestran una conformación de bucle originado por 
el enlace diaxial (1-4) entre sus residuos, generando un espacio con la 
dimensión adecuada para atrapar cationes divalentes (p. e. Ca2+. 8a2+, 

... S r2+). Al unirse los cationes a los bloques G le confieren· rigidez, 
generando así, geles termorresistentes [Stokke, el al., 1991]. Esta forma 
de gelificación de los bloques G, se conoce como el modelo de la "caja de 
huevos' (Fig. 3) [Grant, el al., 1973]. Por su parte los bloques M no pueden 
unir cationes porque adoptan una conformación de listón extendido. El 
alginato producido por especies de el género Pseudomonas no contiene 
bloques continuos de ácido gulurónico (Tabla 1), y por esta razón son 
incapaces de formar geles. 

~ Ca 2+ 

~----I~~ 

Figura 3. Modelo de la "caja de huevos' de la gelificaci6n del alginato [Grant, et al., 1973]. 

El alginato producido por bacterias, posee residuos de ácido manurónico 
con grupos O-acetilos, mientras que, en el alginato algal no existe 
acetilación (Tabla 1) [Annison y Couperwhite, 1986]. El arreglo de la 
estructura del bloque y el tamaño molecular del alginato afecta la 
gelificación y viscosidad del polisacárido. 
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Tabla l. Distribución de los bloques G y M, Y acetilación del alginato. 

Especie Bloques del alginato Relación 
M:G 

Grupos Grupos 2,3 Bloques 
Acetil % Acetil % Gulur6nicos 

Algal M - M - M - M - G - G - G - M - G - M - G Variable o 

~-k.-vinelandii -M - M - M-· M - G - G - G - M - G-· M _ G Variable' 21-50 

~ok~c ~c 

P. aeruginosa M - M - M - M - M - M - M - M - M - M - G 1:0 

" " " "" 
P.putida 

P. fluorescens 

CAe OAe CAe OAe OAe 

0.6:0.4 
M-M-M-M-M-M-G-M-G-M-G 

"-ClAc 0.6:0.4 

P. phaseo/icola NO 0.94:0.06 

37-57 

3-4 

3-4 

P.pisi NO 0.83:0.17 4.5 

[Annison y Couperwhi!e, 1986; Clemen!i, 1997J. 

2.3 APLICACIONES DEL ALGINATO. 

o 

3-11 

5-19 

NO 

NO 

NO 

NO 

+ 

+ 

NO 

NO 

Las aplicaciones industriales del alginato están determinadas por su 
peso molecular y composición química; soluciones acuosas de este 
polímero pueden ser usadas como agentes espesantes, estabilizantes de 
espumas y emulsiones, así como en suspensiones de partículas sólidas 
(Tabla 11) [Si me, 1990; Moe, el al., 1995]. Estas propiedades se aprovechan 
en diversas industrias como las siguientes: 

Industria de alimentos. Probablemente, la más importante 
aplicación, es en la producción de helados, donde este polímero es .usado 
para evitar la cristalización y encogimiento del producto [Clementi, 1997]. 
El alginato adicionado a otros tipos de alimentos congelados, mejora la 
retención de agua y le proporciona estabilidad en el proceso de 
congelación-descongelación. El pOlímero también se adiciona en la 
elaboración de salsa de mostaza; productos para adornar ensaladas, donde 
el alginato de sodio o el alginato propilen glicol (PGA) es usado para 
estabilizar el producto de la separación. Los alginatos también se usan 
para estabilizar y espezar la fase acuosa en emulsiones de aceite, tales 
como mayonesa [Clementi, 1997], de hecho se ha sugerido que el" éster 
lormado entre el alginato con el propilenglicol funciona como un 
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emulsificante auténtico, siendo éste uno de los pocos polisacáridos que 
tiene esta propiedad [Morris, 1987]. El alginato puede ser utilizado para 
elaborar alimentos dietéticos, debido a su bajo contenido calórico (1.4 
Kcal/g) este polímero puede funcionar como agente de relleno en la 
formulación de productos hipocalóricos, como mayonesas y otros 
productos untables que sean bajos en grasas [Clementi, 1997J. 'En la 
elaboración de cerveza, la adición de PGA, sirve para incrementar la 
estabilidad de la espuma. 

Tabla 11. Algunas aplicaciones de los alginatos. 

INDUSTRIA DE AUMENTOS 
Agentes gelificantes 

Rellenos de pastelería 
Postres de leche 
Postres de gelatina 
Alimento para animales 

Agentes espesantes y estabilizantes 
Estabilización de emulsiones en salsas, cremas y aderezos 
Estabilización de espumas en cervezas 
Espesantes de salsas y rellenos 
Suspensión de partículas en jugos y bebidas 

Agentes de retención de agua 
Elaboración de helados 

MEDICINA 

Estabilidad de alimentos congelados 
Mejoramiento de la solubilidad de mezclas secas 

Recubrimiento de órganos transplantados 
Impresiones usadas por los dentistas 

OTRAS INDUSTRIAS 
Agentes gelificantes 

Geles refrescantes de aire 
Preparaciones farmacéuticas 

Agentes espesantes y estabilizantes 
Estabilidad de emulsiones en pinturas y esmaltes 
Espesantes de lociones y detergentes lIquidos 
Estabilización de espuma en detergentes 

[Yalpani, 1987; Clementi, 1997]. 

Industria farmacéutica. Se utiliza en la elaboración de jarabes, y 
actualmente se está estudiando su aplicación en el recubrimiento de 
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tabletas, para que la liberación de los fármacos pueda ser regulada en un 
amplio rango [Sirkiae, et al., 19941. Fibras de calcio y alginato de 
sodio/calcio son usados en la elaboración de cuerdas quirúrgicas y vendas 
para heridas [Picquadio y Nelson, 1992]. Se sabe que cuando se utilizan 
vendajes cubiertos con alginato en heridas, el exudado de la herida se 
absorbe y forma una capa protectora sob·re la superficie de la lesión 
manteniendo la humedad óptima para la curación [Clementi, 19971. 

El alginato ha comenzado a utilizarse con fines médicos. Por las 
propiedades fisicoquímicas. Se ha observado que el ácido algínico y sales 
solubles de alginato disminuyen la frecuencia de reflujo esofageal, sin 
interferir con el ácido normal y estatus de las enzimas del estómago. Por 
lo tanto, es usado como componente activo en un producto farmacéutico 
contra el desorden esofageal [Hagstam, 1985]. También se ha usado en el 
transplante de islotes de Langerhans, en pacientes con diabetes, los 
islotes se encapsulan con alginato rico en ácido gulurónico. Estas 
cubiertas protegen las células transplantadas del sistema inmune y 
permiten la difusión de la insulina producida por éstas [Soom-Shiong, e t 
al., 1994]. La encapsulación de otros tipos celulares como: hepatocitos, 
hibridomas, células transfectadas con genes de citoquinas y fibroblastos 
recombinantes secretando el factor IX de humano (hormona de 
crecimiento) se están estudiando en animales [Dixit, et al., 1993; Liu, e t 
al., 1993; Tai y Sun, 1993; Savelkoul, et al., 1994]. Se ha observado que el 
alginato rico en bloques M puede estimular la respuesta del sistema 
inmune [Otlerlei, et al., 1991]. Tiene actividad de agente antitumoral en 
tumores de "merine" [Fujihara y Nagumo, 1992]. 

El alginato es un polímero que empieza a tener gran demanda en la 
industria de hidrocoloides. Actualmente se considera el tercer 
pOlisácarido de mayor solicitud. El consumo anual de alginato, a nivel 
mundial por diversas industrias, es de aproximadamente 33,000 toneladas, 
el cual es obtenido de algas marinas (Tabla 111) [Rehm y Valla, 1997] con 
un precio que oscila entre los 5-20 dólares por Kg. Sin embargo, los 
alginatos usados en la industria farmacéutica que llegan a alcanzar 
precios de hasta 40,000 dólares por kilogramo, es en esta área que pueden 
competir comercialmente los alginatos generados por fermeniación 
bacteriana [Rehm y Valla, 1997]. 

La producción mundial de alginato se centra en un número pequeño de 
compamas, entre las que destacan Donisco en Dinamarca, Kimitsu y Kibun 
Cemifa en Japón, Pronova Biopolymers Inc en Noruega, System Bio-
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Industrias en Francia y The Nutra Sweet Kelco Co. en Estados Unidos, esta 
última genera el 80% de la producción mundial. En México Macrocystis 
pyrifera, se colecta ("cosecha") y, sin ningún proceso se exporta en 'fresco 
a los Estados Unidos a la compañia Kelco para su proceso [Zertuche­
González, 1994], en consecuencia, México es un importador de los 
hidrocoloides que consume, importa un total de 187 toneladas de alginatos 
con un costo de $7,084,000, esto representa el 7% del valor total de las 
importaciones de hidrocoloides. 

2.4 FUENTES DE OBTENCION DE ALGINATO. 
Se han reportado varios organismos como productores de alginato 

(Tabla 111). Pero actualmente la única fuente de obtención para uso 
comercial, lo constituyen las algas marinas cafés, principalmente los 
géneros Fucus, Laminaria, Macrocystis y Ascophillum. En México, se 
colecta la especie Macrocystis pyrifera, esta especie se distribuye en 
mantos desde las Islas Coronado frente a Tijuana hasta punta San Hipólito, 
un poco al norte de Bahía Magdalena, frente a las costas de Baja California. 

Tabla 111. Organismos reportados que producen alginato. 

ALGAS MARINAS C'AFES 
MAS EXPLorADAS Ascophyllum nodosum 

Laminada digitata 
Lamina,is hYP6rborea 
Macrocystis pyrífera 

MENOS EXPLOfADAS Laminaria japonica 
Ec/anía maxima 
Lesonia nigrBscBns 
Sargassum sp. 
Dictyosiphon (aenicu/ares 
Durvillaea sp. 
Eisenia bicylis 

Azotobacter vinelandi¡ 
Azotobacter chroocorum 
Azotobacter beijerinckii 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas cepacia 
Pseudomonas fluorecens 
Pseudomonas mendocina 

[Sime, 1990; Clemen!i, 1997; Gasesa, 1998] 
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2.5 FISIOLOGIA DEL ALGINATO. 
El alginato es el polisacárido" más abundante en las algas marinas 

cafés, el cual forma un gel en la matriz celular conteniendo iones de Na+, 
Mg2+, Ca2+, Sr2+ y Ba2+" Esta matriz probablemente funcione como un 
esqueleto, proporcionando fuerza y elasticidad al tejido algal [Haug, .el al., 
1974J. 

En P. aeruginosa la'" producción de alginato tiene un papel muy 
importante, en la infección de pacientes con fibrosis quistica [Boyd y 
Chakrabarty, 1995J. Cuando esta bacteria invade a pacientes de fibrosis 
quistica, forma biocapas ("biofilms") que son importantes en la 
colonización del pulmón, vías respiratorias y otros órganos de los 
pacientes. Además, se ha observado que les confiere resistencia contra los 
antibióticos y le ayuda a evadir la respuesta inmunológica [Chakrabarty, 
1991; Olterlei, el al., 1991J. Se ha propuesto que, cuando P. aeru"ginosa 
vive en el medio ambiente, la biosíntesis de alginato y las enzimas 
degradativas de este polímero, son importantes para el desarrollo, 
mantenimiento y propagación de biocapas, aunque todas las cepas que se 
han obtenido del ambiente, producen niveles muy bajos del polímero. Otras 
propiedades de estas biocapas se muestran en la tabla IV. 

Tabla IV. Ventajas de la formación de biocapas en P. aeruginosa. 
Aumento de la resistencia a antibióticos y otros biocidas 
Protección a 18 desecación 
Disminución de la subceptibilidad a la muerte por el sistema inmune del hospedero 
Retención y concentración de nutrimentos 
Retención y unión de cationes 
Concentración de factores virulentos extracelulares 
Utilización de productos metabólicos de otras bacterias 
Incremento de la estabilidad de plásmidos e Intercambio genético 
Aumenta la comunicación de célula-célula 
Establecimiento de mlcroambiente 

[Boyd-yC:hak~;b~rtY~1995~----------------------------------------~--

En células vegetativas de A. vinelandii, el alginato tiene diferentes 
"funciones dependiendo de las condiciones ambientales. Por ejemplo, el 
polímero es necesario para la adhesión de las células a superficies 
[Costerton, el al., 1987] y actúa como una barrera de difusión contra el 
oxígeno o metales pesados, también funciona Como un sistema de 
intercambio ionico con alta selectividad para Ca++ [Fyfe y Govan, 1983]. 
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Como ya se mencionó, el alginato es esencial para la formación de quistes 
[Campos, el al., 1996J, donde funciona como protector al preservar las 
células del estrés mecánico y desecasión. Se ha observado que el alginato 
acetilado aumenta la resistencia a la desecación de los quistes, en 
comparación con el alginato no acetilado [Vázquez, el al., 1999J. 

2.6 BIOaUIMICA DE LA BIOSINTESIS DEL ALGINATO 
La vía de biosíntesis del alginato, se describió por primera vez en el 

alga café Fucus gardneri [Lynn y Hassid, 1966J; después en A. vinelandii 
[Pindar y Bucke, 1975J; y posteriormente en P. aeruginosa. La biosíntesis 
en bacterias y algas es muy similar, excepto en el sustrato inicial ya que 
las algas inician con D-manosa, mientras que en bacterias inician con D­
fructosa [Pindar y Bucke, 1975J. Otra diferencia, es que el alginato de las 
bacterias posee residuos de ácido manurónico con grupos o-acetilos 
mientras que en algas no existe acetilación (Tabla 1). 

La ruta de biosíntesis de alginato en A. vinelandii y P. aeruginosa 
inicia con la fructosa-6-fosfato (F6P) pero, cuando estas bacterias se 
crecen en hexosas, estas son oxidadas por la vía Entner-Doudoroff (Fig. 4), 
esta vía es usada por bacterias del género Azolobacler y Pseudomonas 
porque carecen de la glucolisis [Con n y Stumpf, 1992J. 

La vía Entner-Doudoroff (Fig. 4) tiene la siguiente secuencia de 
reacciones: 
A) La enzima hexoquinasa, fosforilada la glucosa, y forma la glucosa-6-
fosfato (G6F). 
B) Después a partir de la G6F se genera 6-fosfoglucano-IHactona' (6FL) 
mediante la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 
C} Posteriormente del 6FL a través de la enzima 6-fosfogluconolactonasa 
produce el ácido-6-fosfoglucónico (A6F). 
D) A continuación el A6F, por medio de una deshidrogenasa se deshidrata y 
se redistribuye para generar 2-ceto-desoxigluconato-6-fosfato, E) al cual, 
a su vez, lo ataca una enzima del tipo aldolasa, generando piruvato y 
gliceraldehído-3-fosfato (con algunas modificaciones a esta vía permiten 
el metabolismo de otras hexosas). El piruvato derivado de la oxidación de 
hexosas entra al ciclo de ácidos tricarboxilicos (también conocido como 
ciC;lo de Krebs) para generar fructosa-6-fosfato por la vía oxaloacetato y 
subsecuente gluconeogenesis [Narbad, el al., 1988J. El ciclo de Krebs tiene 
un papel obligatorio en la conversión de glucosa a alginato [Narbad, el al., 
1988J. 
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Figura 4. vra Entner-Doudoroff. Las bacterias de los géneros Azotobacter y Pseudomonas 
utilizan esta vfa para oxidar azucares de 6 carbonos diferentes a la fructosa, posteriormente a 
través de gluconeogénesls se genera fructosa, la cual se emplea en la sfntesis de alginato. 
[Narbad, el al., 1988; Conn y Sluml, 1992J. 

Apartir de la F6P, a través de cuatro reacciones enzimáticas, es 
convertido a GDP ácido manurónico (Fig. 5), precursor directo del alginato: 
1., La fructosa-6-fosfato se convierte en manosa 6 fosfato (M6P), por la 
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enzima fosfomanosa isomerasa (PMI-GMP: AlgA) [Darzins, el al., 1986: 
Gil!, el al., 1986J. 
2.- A partir de la M6P se genera la manosa 1 fosfato (M1 P), a través de la 
transferencia del grupo fosfato del carbono 6 al carbono 1, reacción que 
cataliza la enzima fosfomanomutasa (PMM: AlgC) [Zielinski, el al., 1991J. 
3.- La M1 P en presencia de GTP se convierte a GOP-manosa, por la enzima 
GOP-Manosa pirofosforilasa (PMI-GMP: AlgA) [Oarzins, el al., 1986: Gil!, el 
al., 1986J. 
4.- La GDP-manosa se oxida por la GDP-manosa deshidrogenasa (GMO: AlgO) 
dependiente de NAO+, para formar GOP-ácido manurónico (precursor 
directo del alginato) + 2 (NAOH+) [Oeretic, et. al. 1987J. La GOP-manosa 
deshidrogenasa, es la enzima determinante en la vía al catalizar una 
reaccíón irreversible (Fig. 5), comprometiendo así al GOP:ácidO 
manuróníco a la vía de síntesis de alginato, mientras que los productos de 
las primeras reacciones pueden intervenír en otras vías metabólicas. Tal 
es el caso de la GOP manosa, la cual es común en la bíosíntesis de 
lipopolisacáridos y alginato. El producto generado por AlgC, además de 
participar en la biosíntesis de estos factores, también interviene en la 
biosíntesis de ramnolípidos en P. aeruginosa [Goldberg, el al., 1993; Ye, el 
al., 1994J. 
5.- Una vez generado el ácido GOP-manurónico, en un proceso simultáneo 
cruza la membrana interna y se polimeriza, postulándose para ello la 
partícipacíón de las proteínas AIg8 y AIg44 (probables proteínas de 
membrana) [Maharaj, el al., 1993], AlgK se considera como un translocador 
de alginato [Aarons, el al., 1997J 
6.- El alginato polimerizado, puede ser acetilado, epimerizado y cortado 
por proteínas que se localizan en el espacío periplásmico [Franklin, el al., 
1994; Boyd y Chakrabarty, 1995]: a) Para la acetilaclón de los resíduos 
de ácido manurónico, se propone la participación de las proteínas AlgF, 
Algl Y ALgV (AlgJ en P. aeruginosa). Las mutaciones en cada uno de los 
genes que codífican para estas proteínas causan la producción de alginato 
no acetilado. Algl probablemente está unída a la membrana, y permite el 
paso de los grupos O-acetil del citoplasma al periplasma, donde se 
transfieren a los residuos de manurónico por la O-acetiltransferasa AlgF 
[Shínaberger, el al., 1993; Franklin y Ohman, 1993]; b) La epimerlzaclón, 
es el paso de ácido manurónico (no acetilado) a ácido gulurónico, esto lo 
realiza la epimerasa AlgG [Chitnis y Ohman, 1990]. En A. vinelandii, 
además tiene actividad de epimerasa en el medio extracelular [Haug, el al., 
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Figura 5. Biosíntesis de alginato en bacterias. Modificado de Gaeasa, 1998. 

1974], donde se han reportado varios genes que codifican para epimerasas 
extracelulares diferentes a AlgG [Ertesvag, el al., 1995]. Sin embargo, no 
se sabe si se expresan todos al mismo tiempo; e) El corte realizado al 
polímero es hecho por la alginato liasa AlgL [Boyd, el al., 1993; Shiller, el 
al:, 1993]. 
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7.- Finalmente la secreción del alginato ocurre a través de la proteína 
AlgJ (AlgE en P. aeruginosa). proteína de membrana que lunciona como 
canal iónico [Chu, el al., 1991; Rehm, el al., 1996]. 

2.7 GENETICA y REGULACION DE LA. BIOSINTESIS DE ALGINATO 
_ A pesar de que primero se describió la vía de biosíntesis de alginato, 

en A. vinelandii y después en P. aeruginosa, es en la última donde se ha 
estudiado más ampliamente la genética de la bíosíntesis del alginato, por 
considerarse al polímero como uno de los factores de virulencia en la 
patogenicidad de dicha bacteria [Chakrabarty, 1991; Deretic, el al., 1994; 
May y Chakrabarty, 1994]. 

2.7.1 Organización y localización física de los genes 
involucrados en la biosíntesis de alginato en P. aeruglnosa. 

La mayoría de los genes involucrados en la biosíntesis de alginato se 
encuentran agrupados principalmente en tres regiones del genoma de P. 
aeruginosa. Todos los genes, excepto algC, que codifican para las enzimas, 
involucradas en la biosíntesis de los monómeros de ácido manurónico, así 
como los genes que codifican para las proteínas involucradas en la 
polímerización, modificación (corte, acetilación y epimerización) y 
secreción del polímero (alginato), se encuentran agrupados en el minuto 34 
de su genoma en un sólo operón policistrónico (operón alg), el cual se 
transcribe a partir del promotor palgO [Chitnis y Ohman, 1993]. Este 
operón es encabezado por algO seguido de alg8, alg44, algK, algE, algG, 
algX, algL, algl, algJ, algFy algA (Fig 6,A) [May y Chakrabarty, 1994]. 

En otra región del genoma ubicada en el minuto 10, se encuentran los 
genes reguladores limS, algR, algR2 y algR3, entre estos se encuentran 
genes que no estan involucrados en la biosíntesis de alginato (Fig. 6,B) 
como: argH (involucrado en la biosíntesis de arginina); hemC y hemO 
(involucrados en la biosíntesis de precursores de grupos hemo) y el gen I k I 
(codifica para un homólogo de la proteína de unión a FK506 de la 
superfamilia inmunofilina) [Yu, el al., 1997]. Cerca de estos genes se 
encuentra el gen estructural algC (Fig 6,B); Y los genes algB-kinB [Ma, el 
al., 1997]. en forma separada, se encuentran los genes algZ [Baynham, el 
al., 1999]; cysB [Delic-Allree, el al., 1997]; caP; himA y himO genes que 
codifican para el factor de integración al hospedero [Delic-Allree, el al., 
1995]. 

En una tercera región del genoma (minuto 68). se encuentra un' grupo 
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de 5 genes regúladores denominados algU mueA mueB mueC mueD, estos 
forman un operón (Fig 6,e) [Boucher, et al., 1996 a y b), enseguida de este 
operón (min 69) se encuentra el gen algW [Boucher, et al., 1996 a). 

.... ~-.,"'._--.I':'f:-r.,~;; __ ~r:"I".~r:"I .. ~I':"f .... ~,;.,,~r:"I_-.,r:"I,..~r.. .. ~r:"Ii.oII~~ •• ~ 
~ . -

minuto 34 

==Da~¡g~8~!I;"'I1J;Cfk~III~~~lg~.!@II~;~he~m~D~I~h~e~m~H~=:=! ... ~@~8:t!l'mI·I«¡¡+iJ;I=~tt~a~rg~H~== 
minuto 10 

minuto 13 

minuto 68 minuto 69 

Figura 6. Organización y localización ffsica de los genes involucrados en la biosfntesis de . 
819inato sobre el genoma de P. aeruginosa. A) Genes estructurales, formando un operón, ubicados 
en'el min 34. B) Genes reguladores (excepto algC; gen estructural), localizados en los minutos 
10, 13 Y en otras regiones del genoma. e) Genes que regulan la mucoidia, organizados en un 
operón, localizados en el mino 68 [Modificado de May y Chakrabarty, 1994[. 
Designaciones alternativas para algunos genes son: algU=algT; mucA=algS; mucB=algN; 
mucC:slgM; mucD=algY; a/gR=slgRl; algR2=slgQ; slgR3=algp; fimS=slgZ; slgX=alg60; 

2.7.2 Regulación de la b[osíntels de alginato en P. aeruglnosa. 
En la regulación de la biosíntesis del alginato, a pesar de que ya se 

han descrito varios elementos (Fig. 7), aún falta mucho por conocer como 
funcionan estos elementos en los mecanismos de activación 
transcripcional de los genes involucrados en la biosíntesis de alginato. 
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Figura 7. Regulación de la biosfntesis de alginato en P. aeruginosa. AlgU (crE) es requerido para 
Iniciar la transcripción de los genes fim$-algR; algB·kinB; algC; el operón alg y su propia 
transcripción, también esta involucrado en la expresión de sistemas involucrados en la 
respuesta a estrés de calor y oxidativo. MucA y MucB regulan negativamente la actividad de AlgU 
controlando asf el fenotipo mucoide. MueD y AlgW también regulan negativamente a crEo AlgA, 
AlgB, AlgZ, HIF, CysB y CAP son reguladores positivos en la activación transcripcional del 
operón alg a través del promotor palgD, de los cuales AlgR, AlgZ junto con AlgU son esenciales 
para la expresión del operón alg. AlgA también activa la transcripción de algC. por su parte HIF 
se ha observado que también se une al promotor de algB. [Modificado de Martin, et al., Ü~94]. 

Tal es el caso del promotor palgD (de donde se inicia la transcripción del 
operón alg) y es el principal blanco de regulación en la biosíntesis del 
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polímero, su actívación transcripcional es un evento regulatorio 
importante, porque se refleja significativamente en la fisiología y 
morfología de la célula [Govan y Deretic, 1996], por lo tanto, está muy 
controlado. En las secuencias cis del promotor palgD se unen varias 
proteínas para su completa activación transcripcional (Fig. 8), dentro de 
los elementos que intervienen está un factor sigma, proteínas del sistema 
de regulación de dos componentes, etc., que se describen en forma breve a 
continuación. 

-468 -392 -368 

AlgR AlgR 

RBS1 RBS2 

-282 

AlgZ 

-74 -40 +81+90 +367 

ATG 

RBS3 

Figura 8. Mapa del promotor palgD de P. aeruginosa. En el mapa se encuentra la localización de 
las secuencias cis en las cuales se unen las protefnas que activan la transcripción de este operón. 
Los números estan posicionados a partir del inicio de la transcripción del operón alg. Las 
protefnas representadas son: AlgR; CAP, sitio de unión a CAP de E. coli; el activador AlgZ; IHF, 
Factor de integración al hospedero; ANAP, RNA pofimerasa; CysB, regulador de la biosfntesis de 
elotefna. [Baynham, et at., 1999]. 

2.7.3 Regulación por el operón algU mueA mueB muee mueD. 
La regulación de la biosíntesis de alginato involucra el producto de 

genes específicos y de otros que tienen un papel más general, como el 
producto de los genes algUmucABCD, estos se encuentran en la parte 
superior de la cascada de regulación (Fig. 7). Genes homólogos a este 
operón se han descrito en otras bacterias como A. vinelandii, Eseheriehia 
eoli, Salmone/la Iyphimurium, Hemophilus influenza e y Pholobaelerium sp. 
(Fig. 9) [Chi y Bartlett, 1995; Johnson, el al., 1991; Lipinska, el al., 1988; 
Martínez-Salazar, el al., 1996]. 

algU. El gen algU codifica para un factor sigma alternativo llamado 
O'E (también conocido como AlgU, AlgT y 0'22). AlgU inicia la transcripción 
de los genes involucrados en la biosíntesis de alginato, como el operdn alg, 
algR-fimS, algC, algB-kinB, incluso su propia transcripción (Fig. 7) 
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[Devries y Ohman, 1994; Martin, el al., 1994; Wozniak y Ohman, 1994]. 
Además de tener actividad en la transcripción de estos genes, también 
está involucrado en la expresión de sistemas para incrementar la 
resistencia a algunos tipos de estrés como el de salinidad, temperatura y 
el oxidativo [Martin, el al., 1994]. Esta función también se ha observado en 
el factor crE de A. vinelandii, E. coN y S. Iyphimurium [Johnson, el al., 1991; 
Lipinska, el al., 1988; Martínez-Salazar, el al., 1996], en el caso de 
Pholobaclerium se requiere para vivir a altas presiones y bajas 
temperaturas, condiciones que se dan en el fondo marino su hábitad 
natural [Chi y Bartlett, 1995]. El factor cr E es intercambiable de E. coN a P. 
aeruginosa y viceversa [Yu, el al., 1995T. 

A. vinelandii =-.' 
P. aeruginosa =-. " .. ~. --'_P, 

mueB 
,,~_"".L- ..... .'t

o 

E,' eOli, ..... ~" "-"(se¡f' ' ....,. ~ "'~---
Pholobaeteri~m sP .•• 

H. influenzae •• 

..... melA 
S. typhimurium ....,. 

--n:c:-:._ .• -r ...... _ 

t:.~.!!!l~ 
melB 

Figura 9. Genes que codifican para el factor de estrés citoplásmico (EFe) y sus homólogos en 
diferentes bacterias gram-negatlvas .. 

El producto codificado por algU y sus homólogos (Fig. 9), se les ha 
considerado como miembros pertenecientes a una subfamilia de factores 
de estrés extracitoplásmico (ECF) [Lonetto, el al., 1994; Missiakas y 
Raina, 1998] los cuales presentan las siguientes características: 1) De las 
cuatro regiones conservadas en cr70 relacionado a los factores cr, la región 3 
y gran parte de la región 1 están generalmente ausentes, generando así el 
tamaño pequeño típico de los factores sigma de EFC (usualmente de 20-30 
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KDa). 2) Los promotores regulados por los factores sigma del EFC son muy 
similares, especialmente en la región -35 con el motivo GAACTT 
conservado [Lonetto, el al., 1994J. 3) Su actividad se regula siempre por 
factores antisigma especificas codificados por genes que se encuentran 
hacia abajo del gen que codifica para el factor sigma [Missiakas y Raina, 
1998]. 

mueA, mueB y mueD. Los productos que codifican estos genes 
regulan negativamente a cr E• En Eseheriehia eoli, se encontraron las 
proteínas RseA y RseB que son homólogas a MucA y MucB. En ambos 
organismos, se ha demostrado que, MucB (y RseB) es 'una proteína 
periplasmica, mientras que MucA (y RseA) es una proteína de membrana 
interna con un dominio en el periplasma (interactuando con MucB; RseB) y 
otro dominio en el citoplasma que funciona como un factor antisigma 
secuestrando a crE (Fig. 10) [De las Peñas, el al., 1997a; Missiakas, el al., 
1997; Xie, et al., 1996; Zhi-Dong, et al., 1996J. El modelo que se propone 
para regular a erE por las proteínas antes mencionadas es el siguiente: 
Cuando no se requiere de la actividad del factor crE, este se encuentra unido 
a el antisigma MucA, formando un complejo protéico con MucB (Fig. 10), 
pero cuando existe una señal de estrés y se requiere de la actividád del 
factor cr E, la señal la detecta MucB en el periplasma, quien sufre un cambio 
conformacional ,que ocasiona su separación de MucA. Esta separación 
provoca un cambio conformacional a MucA, y genera así, la liberación del 
factor crE . Después, el factor sigma inicia la transcripción de los genes 
involucrados en la respuesta a la señal de estrés [Xie, el al., 1996; Zhi­
Dong, el al., 1996; De las Peñas, el al., 1997a; Mathee, el al., 1997; 
Missiakas, el al., 1997]. Se sugiere que la señal que se genera en el 
periplasma es la acumulación de proteínas anormales o proteínas 
inmaduras de membrana externa ocasionado, por ejemplo, por un estrés de 
ca,lor. En P. aeruginosa las proteínas anormales o inmaduras son retiradas 
por MueD y AlgW. La proteína AlgW es codificada por el gen algW, que se 
encuentra cerca del operón algUmueABCD [Boucher, et al., 1996]. Las 
proteínas MueD y AlgW tienen homologia con la serin proteasa HtrA de 
Eseherichia eoli, la cual esta encargada de retirar las proteínas mal 
plegadas del periplasma durante el estrés de calor en dicha bacteria 
[Erickson y Gross, 1989; Hiratsu, etal., 1995; Rouviére, el al., 1995] .. 

La mucoidia en P. aeruginosa, la determina el producto de los genes 
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Figura 10. Modelo de regulación de la actividad del factor (JE en E. eoli. Al El factor crE se 
encuentra ¡nactivado por el antisigma MucA, formando un complejo con MueS. B) Cuando se 
genera una señal en el periplasma (p. e. acumulación de protelnas mal plegadas), MueS se 
separa de MucA, para que oE sea liberado y se transcriban los genes cuyos productos estan 
involucrados en la generación de la respuesta a ese estrés [Xie el al., 1996: Zhi-Dong el al., 
1996; De las Peñas et al., 1997; Missiakas et al., 1997). 

algUmucABCD, En cepas mucoides, AlgU tiene una alta actividad, ya que 
inicia )a transcripción de los genes involucrados en la biosíntesis de 
alginato. La sobreproducción del polímero es el causante del fenotipo 
mucoide [Deretic, et al., 1994]. En cepas no mucoides, las proteínas MucA y 
MucB inactivan a AlgU (oE). En un análisis realizado a cepas mucoides de P. 
aeruginosa, aisladas de pacientes con fibrosis quística, se ha encontrado 
que la actividad de AlgU es muy alta, a causa de que los genes mucA y/o 
mucl;J se encuentran mutados. El gen que con mayor frecuencia sufre 
mutaciones, es mucA (840/'; de las 53 cepas obtenidas de diferentes 
pacientes), en varias cepas de laboratorio que adquieren espontáneamente 
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un fenotipo mucoide también es por alteraciones en mueA. Se ha observado 
que la mayoría de las alteraciones es por la generación de codones de 
terminación de la traducción y por introducir o quitar tripletes que 
modifican los marcos de lectura [Boucher, et al., 1997). 

mueCo Se conoce poco acerca de este gen, en P. aeruginosa cuando se 
mutó a mueC no se observó efecto alguno en la biosíntesis de alginato, 
solo cuando se muta mueC en una cepa mucA· o mueB' y se crece en 
condiciones de doble estrés (p. e. alta temperatura y alta osmolarida'd), se 
logra observar un aumento de la producción de alginato [Boucher et al., 
1997). En el caso de Photobacterium sp. que tiene un gen homólogo a muce 
(or(4), se ha observado que es necesario para vivir a altas presiones y 
bajas temperaturas, condiciones que se dan en el fondo marino [Chi y 
Bartlett, 1995). En Salmonella typhimurium se ha observado que al mutar 
el gen rseC, las células se vuelven auxotrofas a tiamina [Beck, et al., 
1997). 

2.7.4 Regulación por proteínas del sistema de regulación de dos 
componentes. 

Los genes fimS-algR; kinB-algB, codifican proteínas que pertenecen 
al sistema de regulación de dos componentes, AlgR y AlgB son los 
reguladores de respuesta, mientras que FimS y KinB son las proteínas 
histidín-cinasas encargadas de registrar los cambios de su ambiente. 

AlgR. En la transcripción del operón alg, además de requerirse de la 
actividad de AlgU, es necesaria la participación de los reguladores AlgR y 
AlgB (Fig. 8) [Deretic et al., 1989; Goldberg y Dahnke, 1992). AlgR se une al 
promotor palgD en tres sitios denominados RBS (AlgR Binding Site), que 
cdntienen las secuencias ACCGITCGTC, y se encuentran ubicados a -468 
(RBS1), -392 (RBS2) y -40 (RBS3) del inicio de la transcripción. El sitio 
RBS3 tiene modificado dos bases (GCCGTTTGTC) y se encuentra en sentido 
opuesto a los dos primeros. Como dos sitios de reconocimiento de AlgR 
(RBS1 y RBS2) se encuentran distantes del inicio de la transcripción, se 
postula que el ADN se dobla para acercar este activador al promotor palgD 
y así activar la transcripción [Deretic, et al., 1994). En el doblamiento de 
ADN, se propone la participación de las proteínas AlgR3, que tiene una 
similitud con la histona H1 [Deretic, et al., 1992; Kato, et al., 1990) e IHF 
(Factor de integración del hospedero), igualmente homóloga a histonas 
[Mohr y Deretic, 1992; Toussaint, et al., 1993a; Wozniak, 1994; Delic­
Attree, et al., 1996) IHF tiene dos sitios de unión en el promotor palgD 
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ubicados a -74 y +81, cuya secuencia es CAACCTGTTG [Mohr y Deretic, 
1992; Toussaint, el al., 1993; Wozniak, 1994], IHF también participa. en la 
activación transcripcional de algB [Wozniak y Ohman, 1993]. 

Cuando se muta el gen algR, se abate la expresión del operón alg. Por 
su' parte, mutantes en IHF, la transcripción del operón alg disminuye de 3 a 
4 veces, y la producción de alginato se reduce a la mitad en condiciones de 
alta osmolaridad y limitación de nitrógeno [Delic-Attree, el al., 1996]. Se 
sugiere que la proteína encargada de fosforilar a AlgR es FimS, la cual es 
una histidin-cinasa atípica. FimS en un principio fue llamada AlgZ pero 
ésta es diferente a la proteína AlgZ que se une a ADN en el promotor palgD 
(ver más adelante). FimS-AlgR y AlgU además de participaren la 
regulación de la biosíntesis de alginato también se encuentran regulando 
la' síntesis de la "fimbria" tipo IV que se requiere para un tipo de 
locomoción de superficie conocido como "twitching-motility", utilizado 
por P. aeruginosa para la invasión de células durante la infección 
[Witchurch, et al., 1997]. Este mismo tipo de movimiento se encuentra en 
varias bacterias patógenas [Strom y Lory 1993]. 

Se sugiere que, para regular la síntesis de alginato o la locomoción 
superficial por el regulador de respuesta AlgR, depende si se encuentra 
fosforilado o no fosforilado. En su forma no fosforilado, regularía 
pc>sitivamente la biosíntesis de alginato (se. encontraria no fosforilado por 
la abundancia de AlgR, a causa de la alta actividad de AlgU). Cuando esta 
fosforilado podría estar regulando positivamente la biosíntesis de fimbria 
[Ma, el al., 1998]. 

En el promotor del gen algC, existen sitios similares a los del 
promotor palgD y, hay evidencias de que AlgR también activa la 
transcripción de este gen [Fujiwara, el al., 1993]. . 

AlgB. AlgB muestra homología con los reguladores de respuesta de 
la subfamilia NtrC [Wozniak y Ohman, 1991]. El mecanismo por el cual AlgB 
estimula la transcripción del operón alg no se conoce, y se sugiere que su 
efecto es indirecto porque no hay evidencias de unión de esta proteína en 
las secuencias cercanas del promotor palgD. AlgB se requiere para 
aumentar la producción de alginato, pero no es esencial para la activación 
transcripcional del operón alg, esto se ha observado en mutantes algB, 
donde no desaparece aunque se reduce la producción de alginato [ó la 
transcripción del operón alg]. La proteína histidín-cinasa KlnB, se sugiere 
que es la proteína que fosforila a AlgB [Ma, el al., 1997]. 
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2.7.5 Otros elementos reguladores de la biosíntesis de alginato. 
AlgZ. AlgZ es una proteína de unión a ADN, que tiene un sitio de 

unión en el promotor palgO localizado hacia arriba (-282) del inicio de la 
transcripción (Fig 8) [Baynham, el al., 1999J. AlgZ al igual que AlgR y AlgU 
es una proteina esencial para activar la transcripción del operón alg, esto 
se confirmó al generar cepas mutantes en algZ y no detectar transcripción 
del operón alg [Baynham, el al., 1999], no se conoce el mecanismo de 
acción por el cual AlgZ activa la transcripción del operón alg. 

AlgR2. Otro elemento regulador positivo que aumenta el inicio de la 
transcripción del operón alg es el producto del gen algR2 (fig 8). AIgR2 se 
requiere para la síntesis de alginato a 3loC. Hasta el momento, tampoco se 
conoce la manera en como regula la transcripción del operón. Se ha 
reportado, que AlgR2, también participa en la regulación de las eQzimas 
nucleótido difosfato cinasa (Ndk) y succinil coenzima A sintasa (Ses), esta 
última, del ciclo de los ácidos tricarboxilicos, [Schilctman, et al., 1994]. 

CysB. CysB es un activador transcripcional de la familia LysR que 
participa en la síntesis de cisteína. Pero además, se une al promotor 
palgO, en la posición +90 con respecto al inicio de transcripción (fig. 8). La 
posible secuencia de uníón de esta proteína es S'TAAAGGCCnTA3' la cual 
contiene un par de secuencias invertidas repetidas. Mutantes en CysB 
disminuye en un 10% o menos la transcripción del operón alg en 
condiciones de alta osmolaridad [Delic-Attree, el al., 1997J 

Como se puede observar en la figura 8, el promotor palgO de donde se 
inicia la transcripción del operón alg, es un promotor de los cuales no se 
conocen muchos ejemplos en bacterias. Promotores que estan altamente 
regulados, más parecido a un promotor de eucarionte, que a un promotor de 
bacteria. 

2.7.6 Regulación de los genes Involucrados en la blosíntesls de 
alglnato en A. vlnelandii. 

Genes estructurales. En A. vinelandii al igual que P. aeruginosa, 
todos los genes estructurales, excepto algC, se encuentran agrupados en 
una sola región del genoma y guardan el mismo orden. La diferencia es a 
nivel transcripcional, mientras que en P. aeruginosa sólo es una unidad 
transcripcional, en A. vinelandii forman tres unidades transcripcionales 
(Fig. 11): 1) la primera conformada unicamente por el gen algO, que es 
transcrito' a partir de tres promotores; el promotor P1 dependiente del 
factor 0 70; el promotor P2 que depende del factor oE (AlgU) y el pr<?motor 
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P3 que no muestra secuencias consenso de promotores conocidos [Campos, 
e/' al., 1996; Núñez, el al., 1999] .. 11) El segundo operón está constituido 
por los genes algB,44,K,J [Rehm, el al., 1996; Mejía-Ruíz, el al., 1997a y 
1997 b]. El operón parece ser transcrito a partir de un promotor 
dependiente del factor 0"8 (homólogo al 0"8 (SpoH) de Bacillus subtilis y al 

--factor o"s de E. coll) [Mejía-Ruíz, el al., 1997a]. 111) El tercer operón 
contiene los genes algGXLlVFA [L1oret, el al., 1996; Rehm, el al., 1996; 
Mejía-Ruiz, el al., 1997a y 1997b; Vázquez, el al., 1999], su transcripción, 
inicia en un sitio que no presenta secuencias consenso de promotores 
conocidos, sin embargo, las secuencias CCGTG-(N)zo-CGCT de las regiones 
-10 y -35 de algG son similares a la -10 y -35 (CCGTG(N)Z3-CGCT) de la 
región promotora del regulador algR [Núñez, el al., 1999J, estos dos 
promotores podrian tener el mismo mecanismo de regulación incluyendo el 
factor sigma. El gen algA tiene su propio promotor, pero la transcripción 
de algA apartir de este, no es suficiente para la biosíntesis de alginato y 
presentar el fenotipo mucoide [Vázquez, el al., 1999J. Actualmente, en 
nuestro laboratorio, se está caracterizando por G. Gaona, la regulación del 
gen algC, que se encuentra separado del resto de los genes alg en el 
genoma de A. vinelandii. 

Genes reguladores. En otra región del genoma se encuentra el 
grupo de cinco genes reguladores homólogos a algUmucABCO de P. 
aeruginosa, los cuales, también se encuentran formando un operón (Fig. 11) 
[Martínez-Salazar, el al., 1996J. Por otra parte, se identificó el gen 
homólogo a algR, sin embargo, en A. vinelandii la participación de AlgR no 
es esencial para la producción de alginato, porque en cepas mutan tes en 
algR, la producción de alginato se disminuye a la mitad pero no se abate 
[Núñez, el al, 1999J. AlgR en A. vinelandii no está involucrado 
directamente en la transcripción de algO, como es el caso de P. aeruginosa, 
su regulación pOdría ser de una manera indirecta la cual se desconoce. El 
proceso que se afecta por la mutación de algR es el de diferenciación 
celular. Por su parte, el gen homólogo a fimS (la pareja de algR en P. 
aeruginosa) no se encuentra en el genoma de este organismo [Núñez, el al, 
1999]. Además, se han encontrado el par de genes gacA-gacS, los cuales 
codifican proteínas que pertenecen al sistema de regulación de dos 
componentes, donde GacA es el regulador de respuesta y GacS es la 
encargada de registrar los cambios en el ambiente, estos genes no se 
encuentran juntos como ocurre con otros genes homólogos que pertenecen 
a este grupo de proteínas reguladoras [Castañeda, el al., 2000J. GacS es un 
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regulador positivo de la biosíntesis de algínato, pero cuando la 
concentración de esta proteína aumenta tiene el efecto contrario, 
posiblemente porque GacS esté defosforilando a GacA [Castañeda, el al., 
2000]. La proteína GacS, participa en la regulación transcripcional del gen 
algO, el cual, como ya se menciono, codifica la enzima clave de la 
biosíntesis de alginato [Castañeda, el al., 2000]. 
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Figura 11. Regulación de los genes involucrados en la biosfntesis de alglnato en A. vinelandil. 

Además, el par de proteínas GacA"GacS regula la producción de PHB, 
el otro polímero producido por esta bacteria. Se ha observado que GacS 
tiene los mismos efectos que en la regulación de la biosíntesis de 
alginato, es decir, lo regula positivamente, pero al aumentar su 
concentración regula negativamente la biosfntesis de PHB [Castañeda, el 
al" 2000]. 
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111. OBJETIVOS. 

Estudiar el papel de los productos codificados por los genes mucA, 
mueB, mueC y mueD en la producción de alginato y el enquistamiento de 
Azotobacter vine/andii. 

Estudiar la regulación transcripcional y la expresión en Escherichia 
cOIi del gen a/gU de A. vine/andii. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Determinar el inicio de la transcripción del operón a/gU mueABCD de A. 
vine/andii. 

2) Determinar si el gen a/gU de A. vine/andii es funcional en E eoli. 

3) Mutar los genes mucA y mucC de A. vine/andii. 

4) Transferir las mutaciones de los genes mucA y mucC al genoma de A. 
vine/andii, observando su efecto en la producción de alginato y en la 
diferenciación celular de esta bacteria. 

29 



4.1 CEPAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO. 
CEPA CARACTERISTICAS REFERENCIA 
A. vlnelandii 

ATce 9046 Cepa silvestre. Nalr. Mucoide. Colección. 

SMU88 ATCC 9046 a/glJ:ilKm. Km',Nal'. No mucoide. Moreno, el a/., 1998 

ATR8 ATCC 9046 a/gR::ilTc. TC', Nal'. Menos mucoide que la Núñez, el a/" 1999 
silvestre. 

JA AS ATCe 9046 mucA::OGm, en la orientación no polar. Gmr, Este trabajo. 
Nalr. Mucoide. 

JR.A4 ATCe 9046 mucA::ílGm, en la orientación polar. Gmr, Este trabajo. 
Naif, Mucoide. 

ML C4 ATCe 9046 mucc::nTc, en la orientación no polar. Ter, Este trabajo. 
Nalr. Mucoide. 

Ml C2 ATCC 9046 mucC::ilTc, en la orientación polar. Tc', Este trabajo. 
Nalr. Mucoide. 

f:iE.lV Cepa silvestre. Mucoide (menos mucoide que la ATCe Svein Valla. 
9046). Nal'. 

E. coll 

AEIV mucC:nTc, en la orientación no polar. TC", Nalr, 
Mucoide. 

DH5a supE44,/lIacV169, hsdRl7, recAl, endAl, gyrA96, 
Ihi·l, re/A 1. 

GAG16037 MC 1061 [~(/ac)X1741, l. (P3::/aaZ del gen rpoH). 

CAG22216 GAG16037 rpoE::ilCm. 

22216 CAG22216 complementada con el plásmido pJMSAT1. 
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Núñez el a/., 2000 

Sambrok, el a/., 
1989 . 

Mecsas, et al., 
1993 

Aouviére, et al., 
1995 

Este trabajo. 



4.2 PLASMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO. 
PLASMIDO 

pJMSATl 

pMOSBlue 

pLRA 

pLRA8 

pLRA4 

pLRC 

pLRC4 

pLRC2 

CARACTERISTICAS • 

Contiene el peR (1.6 Kb) de los genes algU y mucA de A. 
vinelandií, el peA se obtuvo usando como templado el AON 
genómico de la cepa ATCC 9046. Ampr. 

Vector de clonación (4887 pb). lacZ. Amp'. 

REFERENCIA 

Moreno, et al., 
199~ 

Amersham Phar· 
macia Biotech. 

pMOSBlue con el PCR (1301 pb) del gen mucA de A. Este trabajo. 
vinelandii, peA obtenido usando como templado el ADN 
genómico de la cepa ATCC 9046. 

Derivado del plásmido pLRA con la interrupción del gen mucA Este trabajo. 
con el casete de gentamicina en la orientación no polar. 

Derivado del plásmido pLRA con el gen mucA interrumpido Este trabajo. 
con el casete de gentamicina en la orientación polar. 

pMOSBlue con el PCR (1324 pb) del gen mucC de A. Este trabajo. 
vinelandii, peA obtenido usando como templado el AON 
genómico de la cepa ATCC 9046. 

Deñvado del plásmido pLRC con la interrupción del gen muce Este trabajo. 
con el casete de tetraciclina en la orientación no polar. 

Derivado del plásmido pLRC con la interrupción del gen muce Este trabajo. 
con el casete de tetraciclina en la orientación polar. 

4.3 CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE A. v/nelandii 
y E. col/. 

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB y se incubaron a. 37° C 
por 12 h. Por su parte, las cepas de A. vinelandii se crecieron en medio BS 
a 30° C por 48 h. Cuando se crecieron en medio líquido, el medio ocupaba 
1/5 del volumen total del matraz, y se incubó en agitación a 250 rpm. Los 
antibióticos usados para E. coli yA. vinelandii (¡Lg/ml) fueron: Ampicilina 
(Amp) 200: no usado; cloramfenicol (Cm) 10: no usado; kanamicina (Km) 
5:5; tetraciclina (Te) 25:25; gentamicina (Gm) 12.5:1.5 en caja y 0.5 en 
matraz. 
Composición del medio BurK·Sacarosa (BS) (gil): Sacarosa, 0.2; K2HP04 , 
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0.8; KH2P04, 0.2; Na2S04, 0.183; MgC12.6H20, 0.16; FeS04.7H20, 0.005; 
Na2Mo04.2H20, 0.0002; CaC12.2H20, 0.073. 

4.4 MANIPUlACION DE ADN. 
Los protocolos usados en la purificación, así como la electroforesis 

- en geles de agarosa, su purificación de geles de agarosa e hibridación tipo 
Southern del ADN genomico y de plásmidos, y la transformación de E. coli . 
se realizaron conforme a lo descrito por. Sambrook, el al., (1989). Las 
enzimas de modificación y restricción de ADN usadas en este trabajo 
fueron de las compañías Amersham, Gibco BRL y se usaron de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. 

Los oligonucleótidos que se utilizaron para los experimentos de peR 
y extensión del iniciador, fueron hechos en la unidad de síntesis del 
Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

4.5 ACTIVIDAD DE ~-GAlACTOSIDASA. 
Las cepas (GAG16037, CAG22216 y 22216), usadas para el ensayo se 

crecieron en medio minimo M9 y se incubaron a 30° C en agitación (250 
rpm). Cuando tuvieron una densidad óptica de 0.2 a 600 nm, se les dio un 
choque de calor a 42°C por 15 min, después se procedió a medir la 
actividad de ~-galactosidasa conforme a lo descrito por Miller (1972). 

4.6 EXTENSION DEL INICIADOR ("Primer extension"). 
La purificación de ARN se hizo de acuerdo al protocolo reportado por 

Barry el al., (1992). La concentración de ARN se determinó 
espectrofotométricamente a 260 11 m Y 280 11 m. Para la reacción de 
transcripción reversa, se utilizó 40l1g de ARN de cada cepa y la enzima 
transcriptasa reversa AV2 (Amersham). Las condiciones de reacción se 
hicieron conforme a las instrucciones del fabricante. La reacción de 
secuencia se hizo conforme al método de Sanger el al., (1977) usando el 
estuche de secuenciación "Thermo sequenase cycle" de Amersham. Se 
siguieron las instrucciones del fabricante; Las condiciones de reacción 
fueron:l ciclo de desnaturalización a 95° C/60 seg. Después se le dio 25 
ciclos, donde cada ciclo consistió de desnaturalización a 95° C/35 seg, 
alineamiento a 55° C/30 seg, extención a 72° C/90 seg. 

El ·oligonucleótido usado para las reacciones de transcripción 
reversa y de secuencia fue el siguiente: algU (5'CAATTGCTGATCTTGCTC 
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CTGG3'), marcado radiactivamente con [1 32 Pj ATP, usando la enzima 
polinucleotido cinasa T4 (Amersham) de acuerdo a lo descrito por el 
fabricante, 

4,7 AMPLfFICACION DE LOS GENES mucA y muce DE A, vinelandii, 
Los genes mucA y mucC de A, vinelandii se amplificaron porPCR, 

usando como templado el ADN genómico de la cepa ATCC 9046, Los 
oligonucleótidos fueron: mucA 1 (5 'GGCGAGCCTTCGATTTGCTG3') mucA2 
(5 'CTGCCGTTACGCTCGTAGAC3 '), mucC1 (5 'GTCCTGCCTGCCAACCTG3') 
mucC2 (5'GACTGTGGGGAGATTCG 3'), Las condiciones de reacción fueron 
las siguientes: 

Para mucA, se desnaturalización a 95° C/60 seg, Después se le dio 
25 ciclos, donde cada ciclo consistió de desnaturalización a 95° C/35 seg, 
alineamiento a 55° C/30 seg, extención a 72° C/90 seg, 

Para mucC, se desnaturalización a 95° C/90 seg, Después se le dio 
25 ciclos, donde cada ciclo consistió de desnaturalización a 95° C/30 seg, 
alineamiento a 56' C/45 seg, extensión a 72° C/90 seg; estos productos de 
PCR se clonaron en el vector pMOSBlue, 

4.8 TRANSFORMACION DE A, vinelandii. 
La preparación de células competentes, de A, vinelandii para su 

transformación, se realizó mediante el crecimiento de las células en cajas 
con medio CM (estriando dos veces), después las células se pasaron en CM 
líquido. El medio CM es SS, sin fierro ni molibdeno. La transformación se 
realizó agregando el ADN a las células competentes de acuerdo a lo 
descrito por Page y Tigerstrom (1978). 

4.9 CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE ALGINATO. 
Para éste experimento las células se crecieron en SS por 48 hrs. Se 

separó el alginato de las células con NaCI y EDTA, después se precipitó con 
isopropanol. Posteriormente, la cuantificación de este pOlisacárido, se 
hizo, mediante la determinación espectrofotométrica de ácidos urónicos, 
como lo reportan Blumenkrontz y Asboehansen (1973). 

4.10 ENSAYOS DE ENQUISTAMIENTO. 
Para inducir el enquistamiento, se utilizó n·butanol según el método 

reportado por Stevenson y Sokolofsky 1966. Para este ensayo, las cepas se 
crecieron en SS Ifquido por 24 h, se obtuvieron las células y se lavaron con 

34 



MgS04 10Mm, hasta quitarles el alginato, después se colocaron en placas 
de Burk con n-butanol al 0.2 %, como única fuente de carbono. Después de 5 
días se recogíeron las células y se resuspendieron en MgS04 10Mm, 
posteriormente se transfirieron alícuotas (aproximadamente 106 células) 
a filtros"milípore" HA de 0.45 /-lm y se secaron a 30° e por 5 días: Para 
determinar el porcentaje de enquistamiento (células resistentes a 
desecación), se hizo en base a la relación de cuentas viables de las células 
que se sometieron a desecación y de las que sobrevivieron a este estrés. 
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5.1 DETERMINA ClaN DEL SITIO· DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION 
DEL OPERaN algUmucABCD DE A. vinelandii. 

La determinación del sitio de inicio de la transcripción del operón 
a/gUmucABCD de A. vine/andii, se hizo mediante ensayos de extensión del 
iniciador ("primer extension"). En las condiciones de nuestros ensayos, 
observamos que hay tres inicios de transcripción del operón en estudio 
(Fig. 12). La aportación relativa de cada uno de estos promoteres en la 
expresión del operón, muestra que la transcripción que se origina a partir 
del Pl es el de mayor contribución, mientras que los promotores P2 y P3 
es menor, y la intensidad de estos dos últimos es muy similar entre ellos 
(Fig. 12). 

5.1.1 EL PROMOTOR Pl DEL OPERON a/gUmucABCD DE A. vine/angii E S 
DEPENDIENTE DE aE. 

El primer inicio de transcripción del operón en estudio, se encuentra 
a '53 nucleótidos hacía arriba del primer codon del gen a/gU (región -53). 
Este inicio le denominamos promotor 1 (Pl). En el análisis de las regiones 
nucleotídicas cercanas a este inicio de transcripción se observó que, éstas 
presentan las secuencias GAACTI (región -86 a -81) y TCAAT (región -64 
a -60); que tienen una alta similitud con las secuencias -35 (GAACTI) y -
10 (TCTGA) de promotores que dependen de la actividad del factor aE 
[Lonetto, 1994; Missiakas, 1998]. En la figura 13, se encuentra alineado 
este inicio de transcripción de A. vine/andii, con otros inicios de 
transcripción que se han encontrado en otras bacterias cuyos promotores 
también dependen de la actividad del factor crEo Como se puede observar, 
los promotores presentan secuencias canónicas, donde la región -35 es la 
más conservada. Otra evidencia que nos ayudó a confirmar que Pl es un 
promotor dependiente de la actividad del factor cr E, fue el resultado de 
nuestro ensayo de extensión del iniciador, en el que se observa que este 
inicio de transcripción desaparece en la cepa SMU88 (a/gU') mientras que 
en la silvestre (ATCC 9046) y la cepa ATR8 (a/gR'), sí lo presentan (Fig. 
12). La cepa SMU 88 es una cepa isogénica derivada de la ATCC 9046, que 
tiene interrumpido el gen a/gU con un gen que codifica para la resistencia 
a kanamicina (a/gu::nKm) [Moreno, el a/., 1998], donde a/gU codifica para el 
factor a E (aA1gU) [Martrnez-Salazar, el a/., 1996]. 
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;GGAACTCTG CAGCTCCCTC AGGAGTCAAT AACCGGCTGC AACAGGATGG CATACCGGTT 60 

;GCGA CAGTG AAAGCTCGGA GAGGAGCAGG TCTAGCTCAG CGAGTGACTA TTTCCATTGT 120 
+!........". 

P3 I • 

;GGTAGTTCA GGTTGCTTGA TCCATCGGAG TTGTTCGCTT TCTACGGGAA GCCTCGCTTT 180 
+1 +1 r'-'-i> ----olJl..... ~algUmucABCD 

TTTTGCTTAATACCCATGTC AATGAAAAC A GAGTGATCCG GCGTCTGATG 
aE 35 

;AGGGGGAAC 240 

P2 P1 
:TGTGCCCCC TGGGGTTTAA CGAGGAGTAT TCATGTTAAA~I\~:(~:A~G~G~A~G~(2:A~ALI(i~A~'I'!c~A~(i~c~A~AT 300 

SO MET OLlGO 
~TCGAGCG AGTGCAGCGT 320 

Figura 12. Determinación del Inicio de la transcripción del operón BlgUmucABCD de A 
vlnelandii. A) Ensayo de extensión del iniciador de este operón en las cepas: 1) ATCC 9046 
(silvestre); 2) SMU88 (ATCC 9046 BlgU::flKm); 3) ATR8 (ATCC 9046 BlgR::flTc). B) Detalle 
del promotor P1. e) Secuencia de la región hacia arriba de algU indicando los inicios de 
transcripción, y las secuencias del promotor P1. 
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Flgura13. Promotores que dependen de la actividad del factor cE en diferentes especies de 
bacterias, las cuales tienen secuencias canónicas, siendo la región ·35 la más conservada. 
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5.1.2 ANALlSIS DE LAS SECUENCIAS DE LOS PROMOTORES P2 Y P3. 
El segundo y tercer inicio de transcripción, los cuales llamamos 

promotor 2 (P2) Y promotor 3 (P3) respectivamente, se encuentran 
ubicados a 70 y 114 nucleotidos hacía arriba del codon de inicio de AlgU. 
Al realizar el análisis de las secuencias cercanas a estos inicios de 
transcripción, no se encontraron secuencias consenso similares a los de 
promotores ya reportados en las regiones -10 y -35. 

En el presente estudio, nosotros determinamos, los inicios de la 
transcripción del operón algUmucABCO de A. vinelandii, donde se observa 
que la regulación de este operón es compleja, porque su transcripción se 
inicia a partir de multiples promotores, donde uno de estos promotores 
(promotorl), es dependiente de la actividad del factor (JE (AlgU). Los 
resultados obtenidos muestran que este operón puede activar su propia 
transcripción, a través de uno de sus productos codificados (AlgU), 
teniendo así un proceso de autoregulación, además de poder iniciar a partir 
de otros promotores. En A. vinelandii, el promotor PI algU es el primer 
promotor que se describe que depende de la actividad del factor (JE, que 
contiene las secuencias consenso de promotores de este tipo. 
Anteriormente, ya se había reportado al promotor P2 del gen algO, que para 
su expresión también requiere de la función de (JE [Núñez, el al., 1999), 
peJo éste no presenta las secuencias canónicas, por lo que la regulación 
del factor (JE sobre el P2 de algO, posiblemente sea de una manera 
indirecta. 

5.1.3 ANALlSIS DEL PAPEL DE AlgR EN LA REGULACION DEL OPERON 
algUmucABCO. 

En P. aeruginosa, algunos de los promotores que dependen. de la 
actividad del factor (JE para su transcripción, también se requiere de la 
actividad del regulador de respuesta AlgR, como es el caso de la expresión 
del operón alg. Para determinar si AlgR estaba involucrado en la regulación 
de la transcripción del operón algUmucABCO de A. vinelandii, en nuestros 
ensayos de extensión del iniciador se incluyó el ARNm de la cepa ATRS 
(algR::ílTc) una cepa isogénica derivada de la ATCC 9046 [Núñez, et al., 
1999]. En nuestros resultados, en el inicio de la transcripción del operón 
algUmucABCO, apartir del promotor PI, el cual es dependiente de AI\lU, no 
se observaron diferencias entre la cepa ATRS y la silvestre. Tampoco se' 
vió afectada la transcripción, a partir de los promotor P2 Y P3, pues las 
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tres cepas, tienen la misma intensidad en estas bandas. Lo anterior nos 
sugiere que, en A. vinelandii, para 'Ia transcripción del operón en estudio, 
no se requiere de AlgR. 

Posteriormente se podría seguir estudiando con más detalle el inicio 
de transcripción de este operón. Como los promotores P2 y P3, no 
muestran similitudes significativas, con las secuencias canónicas· de" 
promotores dependientes de 0 70 o de promotores dependientes de otros 
factores sigma ya reportados, se tiene que confirmar si realmente son 
funcionales estos inicios de transcripción. Esto se podría llevar a cabo 
mediante fusiones transcripcionales de las regiones promotoras de cada 
uno de estos inicios de transcripción con un gen reportero como lacZ. Otro 
punto a desarrollar es, determinar bajo qué condiciones ambientales (por 
ejemplo alta osmolaridad, estrés de calor, estrés oxidativo, etc.) se activa 
un promotor más que los otros, se proponen usar estas condiciones porque 
se ha visto un efecto en P. aeruginosa, ya que los productos codificados 
por este operón, pertenecen a la familia de Factores de Estrés 
Periplásmico. 

5.2 AlgU DE A. vinelandii ES FUNCIONAL EN E. eoli. 
Se estableció que AlgU de A. vinelandii es capaz de transcribir genes 

dependientes de la actividad del factor (lE en E. coli. Esto se hizo con 
experimentos de complementación y actividad de p·galactosidasa. 

La respuesta al estrés por calor ("heat shock") en E. cOli, está 
mediada por el factor 0 32 , codificado por el gen rpoH. Este gen tiene 
promotores que dependen de tres factores sigma para el inicio de su 
transcripción (Fig. 14). La transcripción del gen rpoH a niveles basales 
depende de el factor 0 70 (P1, P4, Y P5). Cuando la bacteria se somete a un 
estrés de calor, la transcripción del gen rpoH es activada por su producto 
(0 32 ) a partir del promotor P2. Posteriormente, el factor 0 32 inicia la 
transcripción de genes involucrados en la respuesta a el estrés po~ calor 
(Fig. 14). pero cuando el estrés de calor es mayor de 42°C se requiere de la 
actividad del factor oE para transcribir al gen rpoH a partir del promotor 
P3 y al gen htrA entre otros (Fig. 14). 

Con base, a este modelo, se utilizó la cepa CAG22216 de E. coli que 
tiene interrumpido el gen rpoE con el gen que codifica" para la resistencia 
al antibiótico cloramfenicol (rpoE::QCm; Fig. 15a) [Rouviére, et al., 1995]. 
El gen rpoE codifica para el factor (JE [Rouviére, et al., 1995], además esta 
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cepa tiene una fusión transcripcional del promotor 3 (P3) del gen rpoH con 
el. gen reportero lacZ (Fig. 15a) [Mecsas, et al., 1993]. La cepa tiene un 
fenotipo de colonias blancas, cuando se crece en cajas de LB con X-Gal y no 

l 

Figura 14. Respuesta al estrés de calor en E. eoli. Cuando esta bacteria se somete a 
temperaturas mayores a 42°C. la transcripción del gen rpoH (a partir del promotor P3) y del 
gen htrA requieren de la actividad del factor <rE [Lonetto, 1994; Missiakas, 1998J. 

puede crecer a 42 oC. La cepa CAG22216 se transformó con el plásmido 
pJMSAT1 el cual contiene los genes algUy mucA de A. vinelandii (Fig. 15b) 
[Moreno et a/., 1998]. La selección de la transformación se hizo en cajas de 
LB con ampicilina y X-Gal a 42 oC. Las colonias que se obtuvieron del 
medio de selección fueron azules, este resultado nos mostró que AlgU de. 
A. vine/andO puede iniciar la transcripción del gen rpoH a partir del 
promotor P3 de E. coli y que complementa' el requerimento de (JE para 
crecer a 42 oC. Se tomaron algunas transformantes al azar, para confirmar 
que portaran el plásmido y medirles la actividad de ~-galactosidasa. En la 
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figura 15c se muestra que, de las colonias que se tomaron, portaban el 
plásmido pJMSA n. El plásmido libera una banda de 1200 pb al digerirlo 
con Munl-Hindlll. 

C) 

pb .1 2 3 4 5 6 
~~.~ .,' 

B) 
1290 pb 

1 

Figura 15. Características del plásmido y de la cepa, utilizados en el ensayo de 
complementación. A) Cepa eAG22216 de E. eoli, tiene interrumpido el gen rpoE (rpoE::nem) 
[Rouviére, el al., 1995J y, una fusión transcripcional del promotor P3 del gen rpoH con lacZ 
(/aeZ::P3rpoH) [Meesas, el al., 1993]. B) Plásmido pJMSAT1, el cual lleva los genes algU (aE) 

y mucA de A. vine/andii [Moreno, el al., 199B]. e) Electroforesis del plásmidos pJMSAT1, 
obtenido de colonias transformadas de la cepa eAG22216 de E. coli, 1) ). Hindlll-EcoRI; 2-6) 
pJMSAT1 Hindlll-Munl. 

En los resultados de actividad de p-galactosidasa, podemos observar 
que la cepa CAG22216 no presentó esta actividad, cuando no tiene el 
plásmido pJMSAT1 (Fig. 16), pero esta misma cepa cuando se complementó 
con el plásmido pJMSAn (CAG22216/pJMSAT1) si presenta actividad de 
p-galactosidasa (Fig. 16). Estos resultados nos muestran que el gen algU 
(GE) de A. vine/andii es funcional en E. coli, al llevar a cabo la 
transcripción de genes que son dependientes del factor GE, como es el caso 
del gen rpoH, a partir del promotro P3. Sin embargo, el nivel de 
transcripción del gen rpoH realizado por AlgU de A. vinelandii es 
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considerablemente más bajo al cr E de E. coli, pero este bajo nivel de 
expresión, es sufuciente para que la cepa CAG22216 sea capaz de crecer a 
42 oC. 
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Figura 16. Actividad de I\-galactosldasa en E. eoli. Funcionalidad del Factor crE de A. vine/ancJiI 
en E. eoli. Complementación de la cepa CAG22216 de E. eoli. con el plásmido pJMSAT1 el cual 
porta los genes algU y mucA de A. vine/andii. 

[lCAG16037; IIiICAG22216; IIlICAG22216/pJMSAT1. 

44 



5.3 MUTACION DE LOS GENES mucA y muce DE A. vine/andii. 
Como en nuestro laboratorio existe el interés de crear cepas 

hiperproductoras de alginato en A. vine/andii y, en base a los antecedentes 
ya reportados de los genes homólogos al operón a/gUmueABCD en P. 
aeruginosa, donde se ha visto que el producto codificado por el gen a/gU es 
un factor sigma que se requiere para transcribir genes algO, cuyos 
productos estan involucrados en la biosintesis de alginato, mientras !lue el 
gen mueA, codifica para un antisigma, que regula negativamente ta 
actividad del factor crEo Por lo anterior, se decidio mutar el gen mueA de A. 

vene/andii, para que aumente la actividad del factor cr E y en consecuencia 
la producción de alginato. Asi mismo se decidió cpnslluir la mutación del 
gen mueC, por el interés de conocer el papel del producto codificado por 
este gen en la producción de alginato, También se estudió el efecto de 
estas mutaciones, en el proceso de diferenciación celular, para contribuir 
en la comprensión de la regulación genética de este proceso, donde apenas 
se está iniciando su estudio. • 

Para mutar los genes mueA y muee de A. vine/andii se les hizo una 
interrupción, con genes que codifican para la resistencia a antibióticos 
(casete) .. Como ya se contaba con la secuencia nucleotídica del operó n 
a/gUmueABCO [Martinez-Salazar, el a/., 1996J, se utilizó para buscar un 
sitio único de restricción en los genes mueA y mueCo La busqueda se 
realizó con ayuda del programa "GeneWorks", y también se utilizó para 
diseñar los oligos utilizados en la amplificación de los genes por medio de 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

5.~.1 INTERRUPCION DEL GEN muGA. 
Para la interrupción del gen mueA de A. vine/andii, se hizo una 

amplificación de este gen por PCR, usando como templado el ADN genomico 
de la cepa ATCC 9046. El producto de PCR que se obtuvo fue de 1301 pb 
(Fig. 17), Y se clonó en el vector pMOSB/ue (2887pb) para generar el 
plásmido pLRA (Fig. 18). Posteriormente, se procedió a transformar a la 
cepa DH5a de E. coli, con el plásmido pLRA. 

Una vez confirmado que el plásmido pLRA portaba el gen mucA, se' 
procedió a interrumpirlo con el casete de gentamicina [Alexeyev, el a/., 
H195j. Este casete se obtuvo después de purificar el plásmido pBSL98 y 
digerirlo con Xhol, para liberar una banda de 800 pb que incluye el gen que 
codifica para la resistencia al antibiótico. Posteriormente, la banda de 0.8 
kb se clonó en el plásmido pLRA. Se volvió a transformar en la cepa DH5a 
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de E. cOli, y se seleccionó esta construcción en LB con ampicilina y 
gentamicina. Para determinar la orientación de la inserción del casete, en 
el gen mucA, se realizó una digestión con EcoRV. Al realizar la digestión 
de los plásmidos con' EcoRV, si se obtiene una banda de 1.2 kb la 
orientación en la que cayó el casete es en el mismo sentido a la 
transcripción del gen (Fig. 18a), mientras que si se obtiene una banda de 
0.5 y otra de 0.7 Kb, el casete se insertó en sentido opuesto a la 
orientación de la transcripción del gen (Fig. 18b). 

2 pb 

1264 

Figura 17. Amplificación del gen mucA de A. vinelandii per peA. A) Secuencia del productO de 
peR, en rectángulos se muestran los aligas utilizados en el peA. B) Electroforesis del producto' 
de peR, 1) peR de mucA; 2) A Hlndlll·EcoRI. C) Mapa de reslncción del produclo de peR .. 
obtenido con el programa -Gene Works-. 
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El casete de gentamicina, usado para interrumpir al gen mucA de A. 
vine/andii, está flanqueado poi las señales de terminación de la 
transcripción del gen 32 del bacteriofago TD4 [Prentki y Krisch, 1984], por 
lo que, independientemente del sentido en el que caiga el casete, debería 
tener un efecto polar sobre los genes que se encuentran hacia abájo del 

'gen interrumpido de esa unidad transcripcional. Sin embargo; las señales 
de terminación del bacteriofago TD4, al parecer no son funcionales en A. 
vine/andii y solo existe el efecto polar, cuando el casete cae en sentido 
opuesto al sentido de la transcripción del gen, mientras que, cuando el 
casete cae en el mismo sentido de la orientación de la transcripción del 
gen, no se produce el efecto polar. Esto se ha demostrado tanto a nivel..de 
ARN como de proteína, en la mutación de genes de A. vine/andii, con 
casetes que llevan estas señales de terminación. Por ejemplo, las 
proteínas que se encuentran involucradas en el transporte y homeostasis 
de molibdeno, estan codificadas por el operón modEABC. Se observó que 
cuando el casete se insertó en sentido opuesto a la transcripción del gen 
modE tuvo un efecto polar sobre los genes que se encuentran. hacia abajo 
del gen interrumpido. Esto se comprobó con ensayos de "inmunoblot", al no 
detectar las proteínas codificadas por dichos genes. Por otra parte, cuando 
el casete cayó en el mismo sentido de la transcripción del gen modE, los 
productos de los genes que se encuentran hacia abajo de éste. sí se 
produjeron y fueron detectados en el' experimento de "inmunoblot", 
demostrandose así el efecto pOlar y no polar [Mouncey, el a/., 1995]. A 
nivel de ARN, la demostración del efecto polar y no polar, se hizo en la 
mutación de los genes estructurales a/g, involucrados en la biosíntesis de 
alginato, en el cual se detecto ARNm de genes ubicados hacia abajo del gen 
a/gK mutado de la forma no polar, mientras que, la interrupción de la 
forma polar, no se detecto el ARNm de estos genes. Esto se determinó con 
ensayos de hibridación ADN-ARN tipo "Slot blot" [Mejía-Ruiz, el a/., 1997 
ay~. . 

En la figura 18c, se muestran los resultados de las digestiones, 
realizadas con EcoRV. Los datos muestran que tenemos construcciones con 
el casete en ambas direcciones. El plásmido pLRA4, lleva la interrupción 
del gen mucA en forma polar (polar a mueBCD) y el plásmido pLRA8 en la 
forma no polar. 
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A) mucA ::Gm polar B) mucA ::Gm no polar 

5' 

e) 1 2 3 pb 

Figura 18. Construcciones de la interrupcion del gen mucA de A. vlnelandii. con el gen que 
codifica para la resistencia a gentamicina (mucA::!lGm), A) Plésmldo pLRA4, el cual perta la 
construcción polar. B) Plésmido pLRA8, con la contrucción no pelar. C) Electroforesis del AON 
de estos plásmldos digeridos con EcoRV, 1) ~ Hindlll-EcoRI; 2)pLRA8; 3)pLRA4. 

48 



5.3.2 INTERRUPCION DEL GEN mueCo 
La interrupción del gen muee de A. vine/andii, se realizó de· forma 

similar a la mutación del gen mueA. En nuestra reacción de PCR se 
observaron dos bandas principales (Fig. 19), una de ellas del tamaño 
esperado (1324 pb). Se purificó la banda de interés y previo a su clonación, 
se le hizo una digestión con Styi. Al realizar la digestión, generó las 
bandas esperadas (600, 400 Y 300 pb; Fig. 19d). Después se clonó el gen 
mueC en el vector pMOS B/ue generando el plásmido pLRC. Una vez clonado 
el gen mueC, se procedió a interrumpirlo, utilizando el gen que codifica 
para la resistencia a tetraciclina (2 Kb), el cual se obtuvo del plásmido 
pBHP45-nTC [Fellay, et a/., 1987J, con una digestión realizada con Sma!. 
Al digerir el plásmido pLRC con la enzima Styl, además de interrumpir al 
gen mueC, le quita un fragmento interno de 300 pb. Posteriormente, se 
hizo una reacción con la enzima Klenow, para rellenar los extremos que 
dejó Styl, para poder clonar el casete de tetraciclina que se obtuvo con 
Smai. Con esta construcción se transformó a la cepa DH5o. de E. eolí, y la 
selección de la construcción se hizo en medio LB con ampicilina y 
tetraciclina. Para determinar cómo se insertó el casete, se realizó un 
análisis de restricción con las enzimas Xhol y EeoRV. Los datós que 
obtivimos (Fig. 20), muestran una banda de 900 pb en la construcción no 
polar, mientras "que en la construcción polar se obtiene una banda de 1700 
pb. Al plásmido de la construcción polar (polar a mueD) se le denominó 
pLRC2 y al plásmido de la construcción no polar se le nombro pLRC4. Una 
vez obtenidas estas construcciones se procedió a transformar a A. 
víne/andii. 

5.4 TRANSFERENCIA DE LAS MUTACIONES DE LOS GENES mucA y 
muce AL GENOMA DE A. vlnelandll. 

5.4.1 GENERACION DE LAS CEPAS JRA4 (mueA::Gm POLAR) Y JRAB 
(mucA::Gm NO POLAR). 

La transferencia de las mutaciones de los genes mueA y muee al 
genoma de A. vinelandii, se realizó transformando células competentes de 
la cepa silvestre ATCC 9046, con los plásmidos que tienen las 
construcciones de las interrupciones de los genes mue. Estos plásmidos no 
se pueden replicar en A. vínelandii. Los plásmidos pLRA4 y pLRA8 ·fueron. 
utilizados para introducir la interrupción del gen mucA, en la forma polar 
y no polar respectivamente. La selección de la transformación se hizo en 
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Figura 19. Amplificación del gen muce de A. vine/andii por PCR. A) Secuencia del producto de 
peA, en rectángulos se muestran los aligas utilizados en el peA. B) Electroforesis del producto 
de PCR, 1) PCR de muce; 2) 1.. Hindlll-EcoRI. C) Mapa de restricción del producto de PCA, 
obtenido con el programa -Gene Works-. O) Electroforesis del producto de peR digerido con 
StyI. 1) 1.. Hindlll-EcoRI; 2) PCR de muco. 3) Marcador de peso molecular de 100 pb. • 
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Figura 20. Mutación del. gen mucC de A. vinelandii, mediante la interrupción de éste, con un 
gen que codifica para la resistencia a tetraciclina (mucC::QTc). A) Construcción polar (pLRC2). 
B)Construcclón no p'olar (pLRC4). C) Electroforesis del ADN de estos plésmldos digeridos con 
Xhol-EcoRV. 1)·l. Hindlll-EeoRI; 2)pLRC2; 3)pLRC4. 
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SS con ácido nalidixico y gentamicina. Las células que se transformaron 
con los plásmidos pLRA4 ó pLRA8, presentaron un fenotipo más mucoide 
que la cepa silvestre. La confirmación de la integración de la mutación del 
gen mueA, en el genoma de A. vinelandii a través de un evento de doble 
reeombinación homóloga, se hizo por análisis de hibridación tipo Southern 
(Fig. 21). Para esto se tomaron al azar algunas colonias transformadas 
para extraerles el ADN genomico y digerirlo con EeoRV. Se utilizó como 
sonda en la hibridación, el gen que codifica para la resistencia a 
gentamicina. La cepa a la que se le transfirió la mutación polar hacia los 
genes mueBCO, se le denominó JRA4, y la cepa con la mutación no polar se 
le llamó JRA8. Como se puede observar en la figura 21 C, en la cepa JRA4 
presenta dos bandas (450 y 750 pb), una banda de 1200 pb en la JRAB, 
mientras que en la cepa silvestre no presento señal de hibridación, 
mostrandonos que la mutación del gen mueA en el genoma fue por la 
integración del casete de gentamicina. 

5.4.2 GENERACION DE LAS CEPAS MLC2 (mueC::Tc POLAR) Y MLC4 (mueC::Tc 
NO POLAR). 

Al igual que en el caso de las mutaciones mueA, se transformó a la 
cepa ATCC 9046 de A. vinelandii con los plásmidos pLRC2 y pLRC4. Se 
seleccionó en SS con tetraciclina y ácido nalidixico. La confirmación de la 
integración de la mutación del gen mueC, en el genoma de A. vinelandii, fué 
por hibridación tipo Southern (Fig. 21 D). Las cepas que se obtuvieron 
fueron: la MLC2 que porta la mutación en mueCO y la cepa MLC4 que tiene 
la mutación en mueCo El ADN genomico de estas mutantes se digerió con 
EeoRV, para dar una banda de 1900 pb en la cepa MLC2 (no polar), en la 
cepa MLC4 (polar) da una banda de 2900 pb, en la hibridación contra el 
plasmido pLRA. Estas cepas, no se observaron más mucoides que la 
silvestre, como fue el caso de las interrupciones en mueA. Una vez hecho 
las mutaciones en los genes mueA y mueC sobre el genoma de A. vinelandii 
se procedió a ver el efecto de estas mutaciones en la producción de 
alginato y en el proceso de diferenciación celular. 

5.5 EFECTO DE LAS MUTACIONES DE LOS GENES mucA y muee EN 
LA PRODUCCION DE ALGINATO EN A. vlnelandll. 

Para determinar el efecto de la mutación de los genes mueA (JRA8);' 
mueABCO (JRA4); mueC (MLC4); mueCO (MLC2) en la producción de alginato 
en A. vinelandii, las mutantes y la cepa silvestre se crecieron en BS y se 

52 



3' S' 

* ATCC9046 

;)
" '1 Eco RYLfeo RV 

'1 1600, 400 pb 

S' 

.".'.~ •• "I"': ' 

Eco AV Eco RV Eco RV 

;)
'1 I! I ! r 1600, 450, 750 pb 

S' 

JRA4 

3' S' 

E", AV 

11 1900pb 

.3' 

MLC2 

. _"io'.~,-;'.,,,:·· 

* * ~ I ~ ( : .• ,,-r":~¡"""''' 

EcoRV Eco RV JRAB 
;)' IL--J r 1&00, 1200 pb 

EcoRV 

;)'L-_-----.J r 2900 pb 

1234Spb 

MLC4 

Figura 21. Cepas mutante. de A. vinelandii. A) Con el plásmido pLRA4 se translirió la 
mutación del gen mucA en la forma polar al genoma de A. vinelandii, a través de un evento de . 
doble recombinación homóloga, generándose asila cepa JRA4. La construcción de la cepa JRA8, 
que porta el gen mucA interrumpido en la forma no polar, se hizo de la misma manera, 
utilizando el plésmldo pLRA8. B)Plásmido pLRC2 y pLRC4 para generar las cepas MLC2 yMLC4. 
C) Autoradiágrafla de la hibridación tipo ·Southem" del ADN genómico digerido con EcoRV, de 
las cepas: 1) JRA4; 2) JRA8; 3) ATCC 9046. Se utilizó como sonda el gen que codifica para la 
resistencia a gentamicina. O) Autoradiograffa de la hibridación tipo "Southern" del AON 
genómlco digerido con EcoRV, de las cepas: 1) JRA4; 2) JRA8; 3) ATCC 9046; 4) MLC2; MLC4. 
Se utilizó como sonda el plásmido pLRA. 
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cuantificó la producción del polisacárido conforme a lo descrito en 
materiales y métodos. Los datos obtenidos muestran que las mutantes 
presentan un incremento en la producción de alginato (TablaV), donde la 
mutante JRA4 presentó un aumento mayor, 85% con respecto a la silvestre. 
Sin embargo, cuando la producción de alginato de la cepa JRA4 se 
cuantificó en cultivo líquido, no mostró el alto incremento en la 
producción de alginato. Esta falta de correlación se debe a dos cosas: 1) en 
la mutante la tasa de crecimiento es menor con respecto a la silvestre y, 
2) el fenotipo mucoide es inestable, porque posiblemente se seleccionan 
mutaciones supresoras espontaneas, con una producción reducida de 
alginato, donde posiblemente se esta afectando la expresión de AlgU. Esta 
inestabilidad es tan alta que después de cuatro subcultivos, encontramos 
que la mutante JRA4 ya no presenta un aumento en la producción de 
alginato. 

La inestabilidad de la hipermucoidia puede deberse a que parte de la 
cantidad de energía y esqueletos de carbono, sobre todo estos últimos se 
canalizan una cantidad importante a la producción de alginato, dejando así, 
poca fuente de carbono para ser destinada a la generación de biomasa. 
Pudiera ser que esta sea alguna de las razones por las cuales ya no sea 
posible que esta especie pueda producir más alginato en estas condiciones. 
Una alternativa adicional de la inestabilidad de las mutantes, puede ser 
por la elevada actividad de AlgU, que además de aumentar la transcripción 
de los genes alg, esté aumentando la transcripción de otros genes cuyos 
productos esten alterando la adecuada función celular. Quizas. estas 
pudieran ser algunas de las explicaciones, de porque se seleccionan un 
gran número de revertan tes cuando se inactivan genes cuyos productos 
regulan negativamente al factor cE. 

La homólogia de AlgU y MucA de A. vine/andii, con AlgU y MucA de P. 
aeruginosa; y con RpoE (cE) RseA de E. coli [De las Peñas, el al., 1997a; 
Missiakas, el al., 1997; Xie, el al., 1996; Zhi-Dong, el al., 1996], y las 
evidencias genéticas que obtuvimos en A. vinalandii refuerzan nuestra 
hipótesis planteada, donde MucA en esta bacteria, también estarfa , 
funcionando como un factor antisigma, que esta regulando negativamente a 
el factor O'E [Martinez-Salazar et al., 1996]. Por lo tanto cuando mutamos 
el 'gen mueA se incrementó la producción de alginato. Con respecto a MucB 
y MueD,' por el alto porcentaje de identidad que presentan con sus 
homólogos en P. aeruginosa y E. eoli, donde ya también se han descrito sus 
funciones, posiblemente tienen la misma función, donde MucB forma un 
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complejo proteico con MucA inactivando a cr E . Por su parte MueD es 
probable que funcione como una proteasa en el espacio periplasmico. 

Tabla V. Cuantificación de la producción de alginato en las diferentes 
mutantes ·de A vinelandii 

Cepa Genotipo Mucoidia Producción de alginato 
mg/mg de proteína ('Yo) 

ATCC 9046 Silvestre +t+ 4.8 + 0.3 (100) 

JRA4 ATCC 9046 (mueABCD-) +++++ 8.9 + 0.7 (185) 

JRA8 ATCC 9046 (muek) +t+ 6.7 + 0.8 (139) 

MLC2· ATCC 9046 (mueCD-) +t+ 5.1 + 0.1 (106) 

MLC4 ATCC 9046 (mueC') +t+ 4.0 + 0.3 (83) 

AEIV Silvestre + 0.9 + 0.2 (100) 

*AEC2 AEIV (mueC') ++ 2.4 + 0.4 (266) . . Nunez, el al., 2000. 

La mutación del gen mueC, en la cepa ATCC 9046 de A. vinelandii, no 
aumentó la producción de alginato, pero cuando la mutación del gen mueC 
se transfirió a la cepa AEIV [Nuñez el al., 2000] se observó que en esta 
cepa incrementa la producción de alginato (Tabla VI). El resultado de la 
mutación del gen mueC en la cepa AEC2, con respecto a la producción de 
alginato nos muestra lo contrario a lo que se habia observado' en P. 
aeruginosa, donde MucC no tiene ningun efecto, sólo se logra ver un 
aumento en la producción de alginato cuando la mutación del gen mueC se 
hace en una cepa que previemente ya tiene otra mutación en algún gen mue 
y se crece en un doble estrés [Boucher el al., 1996b]. 

Posiblemente la cepa ATCC 9046 tiene una mutación "natural" en 
algun gen cuyo producto se encontraba regulando negativamente la 
actividad del factor crE ya sea de manera directa o indirecta, por eso 
presenta el fenotipo muy mucoide y la mutación en el gen mueC no tiene un 
fenotipo el la producción de alginato 

En conclusión demostramos que mutantes en los genes mue presentan 
una mayor producción de alginato, Estos resultados refuerzan el modelo 
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planteado de regulación del factor sigma AlgU por MucA, MucS y MucD que 
habiá sido planteado para P. aeruginosa. Por otra parte, nuestros 
resultados muestran que la proteína MucC tiene un efecto negativo en la 
producción de alginato, pero su papel específico en esta regulación debe 
ser aún elucidado. 
Aunque la mutante JRA4 tiene una producción mucho mayor de alginato, 
esta cepa no pUede usarse en la producción industrial del polímero debido 
a su gran inestabilidad y a su baja tasa de crecimiento. 

5. 6 EFECTO DE LAS MUTACIONES DE LOS GENES mucA y muce EN 
EL PROCESO DE DIFERENCIACION CELULAR EN A. vinelandii. 

El proceso de diferenciación celular (enquistamiento) en A. 
vinelandii, se ha observado los cambios morfologicos que sufren las 
cé'lulas vegetativas (a células redondas y sin flegelos, etc.), la 
composición de las capas que rodean al quiste. Pero, la genética de la 
regulación del enquistamiento apenas se esta comenzando ha estudiar. En 
el cual solo se han descrito los genes algR, algU, y gacA-gacS, cuyos 
productos estan involucrados en la regulación de este proceso [Moreno, et 
al., t998; Núñez, et al., 1999; Castañeda, et al., 2000). Por lo cual, 
decidimos determinar si los genes m u c están involucrados 'en el 
enquistamiento de esta bacteria. 

La frecuencia de enquistamiento de las distintas mutantes muc de A, 
vinelandii, se muestran en la tabla VI. 
En estos resultados podemos observar que las mutantes mucA y muce 
tienen una mamayor fracuencia de enquistamiento. Sin embargo, la 
frecuencia de enquistamiento de la cepa ATCC 9046 presenta gran 
variación de un ensayo a otro y no consideramos que menos a un orden 
demagnitud sean significativos. Para determinar si las variaciones 
encontradas son significativas se tendria que realizar un gran número de 
experimentos para cuantificar la frecuencia de enquistamiento en la cepa 
silvestre y en las cepas mutantes, En el caso en el que se en contrara que 
las mutahtes mucA y mucC en efecto tienen una mayor frecuencia de 
enquistamiento lo que se tendria que esclarecer más adelante, es si el 
aumento de la frecuencia de enquistamiento en las mutantes muc es 
porque se está afectanto de alguna manera a genes involucrados en este 
evento, o el incremento de la frecuencia de enquistamiento pudiera s.er por 
un aumento en la producción de alginato, aunque no es aparente una 
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correlación directa entre estos fenómenos. 
Como conclusión general podemos asegurar que los productos de los genes 
mucABCD no son esenciales para el proceso de enquistamiento en A. 
vinelandii. 

Tabla VI. Porcentaje de enquistamiento en las diferentes mutantes 'de A. 
vinelandii 

Cepa Genotipo % Enquistamiento 

ATCC 9046 Silvestre 2.2 

JRA8 ATCC 9046 (mueA-) 4.4 

JRA4 ATCC 9046 (mueABCD-) 4.3 

MLC2 ATCC 9046 (mueCD-) 6.5 

MLC4 ATCC 9046 (mueC-) I 4.0 
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VI. CONCLUSIONES 

'EI operón algUmueABCD de A. vinelandii se transcribe a partir de tres 
promotores, uno de ellos es dependiente del factor oE (AlgU), y los otros 
dos no mostraron secuencias concenso de promotores ·ya descritos. 
'Uno de los productos codificado en este operón (AlgU), se requiere para 
activar su propia transcripción a partir del promotor P1, mostando así, un 
proceso de autorregulación. 
'EI início de transcripción principal del operón algUmueABCD, se realiza a 
partir del promotor P1. 
'AlgR no regula la expresión del operón algUmueABCD. 
'La proteína AlgU (oE) de A. vinelandii, es funcional en E. eoli. 
'En cepas con los genes mue inactivados, la mutante que tuvo un mayor 
aumento de la producción de alginato fué la cepa JRA4 (mueABCD-). Esta 
no puede usarse para la producción del pOlímero por fermentación porque 
tiene una iasa baja de crecimiento y en consecuencia poco rendimiento en 
la producción, además de ser geneticamente inestable. 
'Las evidencias genéticas en A. vinelandii y la demostración de la función 
de las proteínas homólogas en P. aeruginosa y E. eoli, nos sugiere que, en A. 
vinelandii también MucA, MucS y MucD regulan negativamente la actividad 
del factor crE, donde MucA funcionaria como un factor antisigma. 
'Muce funciona como un regulador negativo de la biosíntesis de el alginato 
en A. vinelandii, desconociéndose el mecanismo de como ejerce esta 
regulación. 
'Los productos de los genes mueABC y O de A. vinelandii no son esenciales 
para el proceso de enquistamiento, pero pudieran tener un efecto nl!gativo 
en este proceso de diferenciación celular que aún no ha sido claramente 
demostrado. 
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