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I. RESUMEN 

AZOlobaCler vine/andii es una bacteria de vida libre, la cual bajo 
condiciones ambientales adversas forma quistes resistentes a la 
desecación. En el laboratorio, la formación de estos quistes puede 
inducirse con butanol y con un producto de su degradación. B
hidroxibutirato (BHB). Se ha sugerido que este último es la señal para el 
inicio del proceso de enquistamiento, ya que es un metabolito normal de 
A. vinelandii, acumulado justo antes de iniciarse el enquistamiento. 

En el presente, trabajo mediante una mutagénesis al azar con el 
transposón miniTn5/acZ, se identificaron 62 mutantes, las cuales 
contienen genes cuya expresión aumenta bajo condiciones de inducción 
del enquistamiento. De las 62 mutantes, en cinco de ellas el 
enquistamiento es disminuido, cuando es inducido con butano!, y en dos 
de ellas es completamente abatido. 

Una de estas últimas mutan tes (SG9A) contiene interrumpido el 
gene a/dA, que codifica para una aldehído deshidrogenasa. Este gene es 
esencial para la formación de quistes cuando el enquistamiento se induce 
con butanol, ya que la aldehído deshidrogenasa participa en la vía de 
degradación de este alcohol, mediante la conversión de butanol a 
butiraldehído. 

La actividad de A/dA parece partIcIpar en el catabolismo de varios 
alcoholes, ya que la mutante SG9A no crece en medios de cultivo con 
butanol, etanol o hexanol COmo fuentes de carbono, además de que se 
encontró, mediante ensayos de actividad enzimática, que en esta mutante 
las actividades de acetaldehído como de butiraldehído deshidrogenasa 
están muy reducidas. 

En este trabajo, se apoya la hipótesis que ha existido desde hace 
algunos años, que dice que la señal que induce el enquistamiento es el 
BHB, ya que la cepa SG9A, que contiene interrumpido el gene a/dA, es 
capaz de enquistarse si se utiliza BHB como inductor. 



11. INTROOUCCION 

Una característica sobresaliente de las bacterias, es su rápido 
crecimiento cuando tienen nutrimentos disponibles y condiciones 
apropiadas. Aunque quizá es aún más sobresaliente su habilidad para 
mantenerse viables bajo condiciones ¡napropiadas de crecimiento. Pues es 
muy frecuente que las bacterias se enfrenten a condiciones 
medioambientales adversas, como limitación de nutrimentos, cambios de 
pH, estrés térmico y estrés oxidativo, entre otros. Por esto, algunas 
bacterias han desarrollado mecanismos altamente sofisticados, que les 
permite mantener su viabilidad bajo estas condiciones y así asegurar su 
sobreviviencia: tal es el caso de la formación de esporas en los miembros 
de los géneros Bacillus, Closlridium, Mixoccocus (Piggot et al 1994.) y 
quistes en los miembros del género Azolobacler (Sadoff, 1975). 

La esporulación y enquistamiento son fenómenos morfológicos de 
diferenciación celular muy similares, en donde la célula modifica su 
estructura para resistir condiciones adversas. Ambos han sido motivo de 
estudio para entender el proceso de diferenciación celular general, pues 
resultan ser un modelo relativamente simple. 

El proceso de enquistamiento se ha estudiado principalmente en la 
bacteria Azolobacler vinelandii, un miembro del género Azolobacler. Esta 
bacteria, debido a su importancia industrial ha estado sujeta, desde hace 
ya varios años, a diferentes estudios, entre ellos el enquistamiento. 

Caracteristicas de A. vienelandii. 

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram negativa de vida libre, 
aeróbica estricta y capaz de fijar nitrógeno atmosférico, mediante tres 
diferentes sistemas de nitrogenasas que funcionan en diferentes 
condiciones de oxigenación (Kennedy y Toukdurian, 1987). Su habitat 
natural es el suelo, y tiene la capacidad de fonnar quistes resistentes a la 
desecación. Posee múltiples copias de su genoma, al crecerla en medio 
rico durante la fase estacionaria llega a tener 80 o más (Sadoff et al., 
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1979; Nagpal et al 
pued"e introducir 
transformación o 
incorporar ADN en 

1989) Y es un buen receptor de ADN foráneo: se le 
de forma lineal o circular (plásmido) por 

por conjugación, además tiene la capacidad de 
su genoma por recombinaciÓn. 

El ciclo de vida de A. vinelandii, que ha sido observado por 
microscopía de luz, presenta una fase vegetativa y una latente (Fig 1). Las 
células vegetativas son de forma bacilar y móviles mediante flagelos 
perítricos. Después de que se induce el enquistamiento, la célula pierde su 
movilidad y sufre una última división celular, dando lugar a dos células 
esféricas y de menor tamaño, las cuales son encapsuladas por una capa 
interna (intina) y una capa externa (exina), formándose así el quiste 
maduro. Cuando las condiciones medioambientales son favorables, el 
quiste inicia el proceso de germinación, emergiendo dos células móviles 
(Sadoff, 1975). 

hinchalllirlrto y divilióo 

Figura. 1 Ciclo de Vida de A. vine/andii 

Polímeros producidos por A. vinelandii: Alginato y PHB 

A. vinelandii produce dos polímeros de importancia comercial, 
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alginato y polihidroxibutirato (PHB), los cuales parecen jugar un papel 
importante en el proceso de enquistamiento. 

El alginato es utilizado como agente estabilizan te. espesante y 
viscosificante en la industria alimentaria. Este polisacárido es un 
copolímero lineal compuesto de residuos de ácido D-manurónico (M) y su 
cpimero el ácido L gulurónico (G), unidos por enlaces B 1-4. Puede estar 
constituido de bloques continuos de residuos M, de residuos G o de los 
dos residuos alternados (Clementi, 1998). Los bloques M y MG forman un 
alginato relativamente flexible, mientras los bloques G forman un alginato 
más resistente ( Fig. 2, Atkins et al 1971). Se ha demostrado que la 
producción de alginato es indispensable para que se lleve a cabo el 
proceso de diferenciación celular, ya que mutan tes que tienen bloqueada 
esta ruta biosintética son incapaces de formar quistes maduros. 

"'[f0 "~o/ 
'}± ° , 

H ONe 

o,;r---,-rR°""'" ~~. OH 

o~/ 
H 0........ o 

~.o H 

SecuellCia G·G 

SccueDcia M·G·M 

Figura 2. ESlructura de los bloques homopoliméricos M y G. Y los bloques 
heteropoliméricos MG, de la molécula de aIginato (Clementi, 1998). 

La genética molecular de la biosíntesis del alginato en A. vinelandii 
se ha comenzado a estudiar desde hace ya varios años, y se han 
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identificado varios genes biosintéticos, de los cuales la participación de 
sus productos en la ruta para la biosíntesis de alginato se ilustra en la 
Figura 3 (Gacesa, 1998). En la Figura 4 se muestra el arreglo de estos 
genes en el genoma de A. vinelandii (Campos el al., 1996, Mejía-Ruiz el al, 
1997a, 1997b, Vázquez el al., 1999, Lloret el al., 1996). 

Fructosa 6 fosfato 

~ Fosfomanosa isomerasa (AlgA) 

Manosa 6 fosfato l Fosfornanomucasa (AlgC) 

Manosa 1 fosfato 
~ GDPmanosa pirofosforilasa (AlgA) 

GDPmanosa 
~ GDP macos a deshidrogeoasa (AlgO) 

GDP mruronico 
polirrerasa/exponacioo (Alg8, 44, J, K) 

polimanurooico 

1 
Orto-acetilaci6n (AlgF, L V) 
Corte (alginasa) 
epimerizaci6n (algO) 

Alginato 

Activación de 
precursores 
(citoplasma) 

] 
Oxidación de 
precursores 
(citoplasma) 

] 
Polimerización 
(membrana interna) 

J AcetilaciÓll ] . 
J 

perlplasma 
Corte 

] Epimeriza:ián 
(espacio extracelular) 

Figura.3 Ruta para la biosíntesis de Alginato. Los productos de los genes que 
participan en esta vía. se encuentran señalados entre parentésis. 

También se han identificado algunos genes cuyos productos regulan 
la biosíntesis de alginato, entre los cuales se encuentran los genes gaeS, 
gaeA, algR, algU y mueA, mueB y mue e (Fig. 4). gaeS y gaeA codifican 
para una proteína membranal, histidín cinasa, y para un regulador de 
respuesta, respectivamente, que pertenecen al sistema de transducción de 
señales de dos componentes (Castañeda el al, 2000). algR codifican para 
un regulador de respuesta, también perteneciente a la familia de 
reguladores de dos componentes (Nuñez el al, 1999). algU codifica para 
una proteína que actúa como factor sigma alternativo (Martinez-Salazar 
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el al., 1996). Los genes mue regulan de manera negativa la producción de 
alginato (Martinez-Salazar el al., 1996, Nuñez el al, 2000), y en P. 
aeruginosa se ha demostrado que los genes mueAB codifican para factores 
antisigma, los cuales secuestran a AlgU mediante una interacclOn 
proteína-proteína (Schurr el al., 1996), el producto del gene mueD 
presenta homología con proteasas serínicas (Boucher el al., 1996). Del 
gene muce no se conoce su función. 

-~ 
I , 

, 
+ 

mhhS, phhA pbbe 

, 
I I ~. a1gX I algL I algI algV ,algF algA 

Figura.4 Arreglo genético de los genes estructurales y reguladores de la biosÍnresis de 
alginato en A. vine/andii. 

Además de regular la biosíntesis de alginato en A. vinelandii, se ha 
demostrado que los productos de estos genes están regulando, de manera 
independiente, el proceso de enquistamiento (Moreno el al, 1998; Nuñez 
el at, 1999). 

eH 3 O 

[ 
I 11 J 

- -O-eH-eH" eJ n 

Figura 5. Estructura química del poli-B-hidroxibutirato. 
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El PHB es un homopolímero constituido por monómeros de S
hidroxibutirato (Fig. 5). Este polímero, que es. un poliéster, es usado 
como sustituto de plásticos, con la ventaja de que es biodegradable. Este 
poliéster se acumula en forma de gránulos intracelulares, como reserva 
de energía y de carbono para ser utilizados por la célula bajo períodos de 
limitación de nutrimentos en el medio (Dawes, 1990). Se ha observado 
una acumulación de PHB antes de iniciarse el proceso de enquistamiento y 
se ha encontrado una relación directa entre la cantidad acumulada del 
polímero antes del inicio del proceso de diferenciación celular y el 
número de quistes formados, además se ha observado una disminución 
gradual de PHB al avanzar la maduración del quiste (Stevenson y 
Socolofsky, 1996), sugiriendo que el metabolismo del PHB está 
involucrado en la formación de quistes (Fig 6) . 

• ~ eoquislamiellto o Acumulación de ¡>HB, % de peso seco 

'Inicio de la sinteis de nuevos llpidos aromáticos: 

AA1: 5n heneicosilresOfcinol. AA2: 5" alquilresorcinol 

Figura 6. Esquema de algunos t:ventos metabólicos y morfológicos. durante el proceso 
de enquistamiento inducido con B-hidroxibutirato. 
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En Azolobacler vinelandii se ha descrito ya la vía de producción de 
PHB, la cual se ilustra en la Figura 7, en donde la enzima B-cetotiolasa 
cataliza la condensación de dos moléculas de acetil-CoA para dar 
acetoacetil-CoA, el cual es reducido por la acetoacetil-CoA reductasa a D(
)-B-hidroxibutiril-CoA, el cual es polimerizado por la actividad de la PHB 
sin tasa (Senior y Dawes, 1973; Manchak y Page, 1994). Los genes que 
codifican para estas enzimas se caracterizaron en nuestro grupo: el gene 
p h bA codifica para la B-cetotiolosa, el gene p h b B codifica para la 
acetoacetil-CoA y el gene phb e codifica para la PHB sintasa (Cruz, 2000), 
estos genes se encuentran juntos dentro del genoma de A. vinelandii. Los 
genes reguladores que parecen estar controlando la transcripción de estos 
genes son, los genes phbR y gacA. 

2 Acet' -CoA 

CoA -' 

CoA 
Succinato 

Suoelnil. "~Acetoacetil.CoA 
CoA '7'y~ 

Acetoacetato 

"D"--1 
NAD,J~ 

f>hidroxibutirato 

~ 
POLY·6- HIDROn 

BUTIRATO 

NADPH 

NADP + 

D·(·)·8-hidroxibutiril.CoA 

CoA 

Figura 7 Vía metabólica dI! la síntesis del poli-B-hidroxibutirato en A. vinelandii. 
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Fisiología y bioquímica del proceso de enquistamiento 

El enquistamiento es un proceso relativamente largo, involucrando 
una secuencia de eventos, muchos de los cuales han sido caracterizados 
enzimática y microscópicamente. 

Se ha observado que luego de la inducción del enquistamiento, la 
célula sufre una división, después de la cual se detiene la síntesis de DNA, 
pero la síntesis de RNA continúa hasta doce horas después (Sadoff el al., 
1971). Después de una hora de añadir el inductor BHB, se induce la 
enzima BHB deshidrogenasa y, aproximadamente a las tres horas, la 
célula pierde su movilidad y deja de fijar nitrógeno. A las seis horas, se 
inicia la síntesis de los lípidos específicos del enquistamiento (Hitchins y 
Sadoff, 1973). 

El proceso de enquistamiento requiere de un cambio de 
metabolismo de carbohidratos a metabolismo de lípidos, con la necesidad 
de la vía de gluconeogénesis para la producción de la glucosa, que forma 
parte del quiste, y de acuerdo con esto se han visto que se inducen 
proteínas específicas de esta vía como la aldolasa y la FOPasa. Otras 
proteinas que también son inducidas son la malato sin tasa y la isocitrato 
liasa, de la vía del glioxilato (Hitchins y Sadoff, 1973). 

Se sugiere que el cambio metabólico per se no induce el 
enquistamiento, puesto que este estado metabólico ocurre cuando se 
termina la glucosa del medio; sin embargo, bajo estas condiciones se ven 
muy pocos quistes. La especificidad de los inductores del enquistamiento 
(butanol, crotonato y BHB) sugieren que secuencias metabólicas únicas 
están involucradas en la formación del quiste. De alguna manera, los 
metabolitos del butanol controlan la formación de los componentes del 
quiste, y aun cuando intermediarios clave puedan existir deben ser 
transitorios, debido a que el 90% del BHB añadido es oxidado a CO2 
(Hitchins y Sadoff, 1973). 
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Genética molecular del enquistamiento 

La diferenciación celular involucra un cambio drástico en las 
actividades biosintéticas de la bacteria. en la que muchos genes están 
involucrados. En los estudios realizados durante la esporulación. se ha 
observado la expresión de genes específicos durante este período y 
algunos genes que funcionan en la fase vegetativa. son apagados. .---- ----

En la actualidad. el estudio del enquistamiento en A. vinelandii se ha 
inclinado hacia niveles bioquímicos y fisiológicos; pero muy poco se 
conoce de la genética molecular del mismo. Nuestro grupo de trabajo está 
interesado en conocer los genes. tanto estructurales como reguladores. 
que partIcIpan en este proceso de diferenciación celular. Hasta el 
momento. se ha logrado identificar algunos genes reguladores (algU. 
mucAR. algR. gacA, gacS) que además de regular la producción de alginato 
parecen estar regulando. de manera independiente. el proceso de 
enq u i s tamien too 

Propiedades del quiste 

Los quistes maduros de A. vinelandii son esféricos. refráctiles. 
inmóviles y miden 1.5 por 2.0 ¡.tm. Son resistentes a tratamiento 
ultrasónico, radiación ultravioleta y a la desecación (Vela y Cagle, 1969). 
Se ha visto. en el laboratorio, que estas células latentes son viables por 
más de diez años (Vela. 1974). sugiriendo que esto puede ser un atributo 
de sobrevivencia en la naturaleza. Sus principales componentes son un 
cuerpo central y dos capas rodeándolo. la exina y la intina (Fig.8). El 
cuerpo central es semejante a una célula vegetativa pero más denso y 
contiene gránulos de PHB. La exina es una estructura laminada muy densa 
y muy rígida, que parece ofrecer una gran protección física. La intina es 
menos densa y más homogenea (Socolofsky y Wyss. 1960; Hitchins y 
Sadoff. 1970; Lin and Sadoff. 1969b). 
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Figura 8. Quiste maduro de A. vinelandii. EX .. exina, IN., intina, CB .. cuerpo central., 
PHB.. poli~B·hidroxibutiralO. 

Las capas intina y exina están compuestas principalmente de lípidos, 
proteínas y del exopolisacárido alginato. La exina contiene alginato rico en 
poligulurónicos, lo que la hace más rígida, mientras que la intina contiene 
un alginato rico en polimanurónicos. Además del alginato, se han 
encontrado otros carbohidratos formando parte de estas capas, como son 
la glucosa, manosa, xilosa y rarnnosa (Lin y Sadoff, 1969). 

El quiste contiene dos veces más lípido que la célula vegetativa, asi 
como una mayor variedad de ácidos grasos. Contienen muy pocos 
fosfolípidos y el 82% de todos los lípidos son glicolípidos: los principales 
son los alkilresorcinoles y las alkilpironas, formando bicapas en las 
membranas del quiste (Reusch y Sadoff, 1979; Reusch y Sadoff, 1983). 

Inducción del enquistamiento 

Azorobacter vinelandii en la naturaleza, cuando se encuentra 
bajo condiciones ambientales adversas, IllICla un proceso de 
diferenciación celular que genera los quistes. Este mismo proceso, que 
dura de 3 a 5 días; puede inducirse en el laboratorio. 
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La formación de quistes InICIa durante la fase estacionaria tardía, 
cuando las células son crecidas en un medio que contiene glucosa. El 
porcentaje de enquistamiento en estas condiciones es menor de 1 %; sin 
embargo, este proceso de diferenciación celular, puede ser inducido hasta 
un 100% cuando las células son crecidas en un medio que contiene 
etanol, n-butanol, B-hidroxibutirato (BHB) o crotonato, como untca 
fuente de carbono (Un y Sadorf, 1968). Cabe señalar que los inductores 
del enquistamiento son todos metabolizados por la bacteria y que los dos 
últimos son productos de la degradación del butanol. 

De todos los inductores del enquistamiento probados en el 
laboratorio, se ha sugerido que el BHB puede funcionar como una señal 
para el inicio del proceso de diferenciación celular, ya que el BHB es un 
metabolito de A. Vinelandii. Frecuentemente su forma polimérica (PHB) 
se acumula en forma de gránulos brillantes, durante la fase estacionaria 
de las células vegetativas (Reusch y Sadoff, 1981), y es utilizado como 
fuente de carbono y energía durante el enquistamiento (Stevenson y 
Socolofsky, 1996). Además, se ha observado que la despolimerización 
del PHB es un prerrequisito para la formación del quiste (Reusch y Sadoff, 
1981) (Fig. 6). 

Se ha sugerido que cuando se induce el enquistamiento con BHB, la 
célula modifica su modelo sintético y metabólico, permitiendo la 
formación de las moléculas constituyentes del quiste, en grandes 
cantidades. Un ejemplo de ellas serían los "nuevos Iípidos" específicos del 
quiste, ya que los Iípidos son los principales productos metabólicos de la 
célula durante el enquistamiento y se ha demostrado que estos nuevos 
Iípidos son derivados del metabolismo de BHB (Reusch y Sadoff, 1981; Su 
el al .. 1981) 

Vía de degradación del butanol, un inductor del enquistamiento 

Una de las bacterias en las que se conoce cual es la vía de 
degradación del butanol es E. eoli, bacteria aeróbica facultativa. Cuando 
crece en un medio sin oxígeno puede fermentar azúcares, dando 
productos como ácido acético, ácido láctico, ácido fórmico y etanol. El 
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precursor de estos productos de fermentación es ácido plruVICO, que es 
convertido a ácido láctico o a acetilCoA. El acetil CoA es metabolizado a 
una mezcla de ácido acético y etanol (Clark y Cronan, 1996). 

Las dos actividades enzimáticas que producen etanol, alcohol 
deshídrogenasa y aldehído deshidrogenasa, son actividades duales de una 
sola proteína codificada por el gene adhE. E. coli también es capaz de 
utilizar el etanol como fuente de carbono y, durante este proceso, se ha 
observado la participación de las mismas enzimas utilizadas para la 
producción de etanol, indicando la reversibilidad de sus actividades 
(Clark y Cronan, 1996). 

En E . coli, también se ha visto la paruclpaclOn de la proteína AdhE 
en la degradación del butanol. Así, cuando esta bacteria crece en un 
medio con butanol como única fuente de carbono, este alcohol es 
convertido a butiraldehído y, posteriormente, a butirilCoA. Estas dos 
reacciones son catalizadas por la enzima AdhE. Posteriormente, la 
oxidación de butirilCoA a CrotonilCoA es catalizada por la enzima FadE; la 
hidratación de crotonilCoA a acetoacetil-CoA por FadB; y, finalmente, 
AtoB cataliza el rompimiento tiolítico de acetoacetil-CoA, produciendo 
dos moléculas de acetil CoA. (Fig. 9). La vía de degradación del butirato se 
encuentra sobrelapada a la vía de degradación del butanol. El butirato es 
convertido a butiril-CoA por una transferasa codificada por los genes 
atoA O (Fig. 9) (Clark y Cronan, 1996). 

Una vía semejante a la degradación de butanol en E. eoli, pero en 
sentido contrario, se ha demostrado con mucho más detalle en la bacteria 
productora de butanol, Clostridium aeetobutilicum, la cual es una 
bacteria gram positiva, anaeróbica estricta, formadora de esporas, la cual 
es capaz de fermentar una amplia variedad de azúcares, oligosacáridos y 
polisacáridos a butanol, acetona, etanol. butirato y acetato (Girbal el 

a/.,I995, Dürre el al., 1995). 
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CoASH _________ 1 
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AcetilCoA 
~ ... , ,. 

NADH NAO. 

Etanol 

Figura 9. Vía de degradación de butanol y butirato en E. eolio 

En la vía de formación de butanol y etanol en Clostridium 
acetobutylicum, se utilizan enzimas homólogas a las utilizadas en E. coli, 
también en esta bacteria encontramos contenidas, en una misma proteína 
(AAO) las actividades de alcohol deshidrogenasa y aldehído 
deshidrogenasa (Nair et al, 1994) (Fig. 10). 

Aldehído deshidrogenasas 

Las aldehído deshidrogenasas catalizan la oxidación de aldehídos a 
sus correspondientes formas ácidas. Muchas de estas enzimas están 
involucradas en la desintoxicación y diferenciación celular; las más 
ampliamente estudiadas son las que oxidan acetaldehído, como son AeoO 
de Alcaligenes eutrophus (Priefert at al., 1992) y AldA de Aspergillus 
nidulans (Pickett et al., 1987), por mencionar algunos. 
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Figura 10. Vía de síntesis de butanol en C. acetobuty/icum. 

La actividad de aldehído deshidrogenasa está presente tanto en 
eucariontes cono en procariontes, y usualmente, está involucrada en el 
metabolismo de alcoholes. Esta actividad puede ser dependiente e 
independiente de CoA y NAD(P) (Byers y Meighen 1984; Peterson y LaRu~, 
1982; Poels et al., 1987) Parece ser que sólo en E. coli y en Clostridium 
acetobutylicum, la actividad de aldehído deshidrogenasa se encuentra en 
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una proteína que contiene también la actividad de alcohol 
deshidrogenasa. Estas actividades en otros organismos generalmente son 
encontradas en dos proteínas diferentes, pero de un tamaño menor. 
Mientras, que las proteínas AdhE y AAD contienen aproximadamente 890 
aminoácidos, una típica alcohol deshidrogenasa tiene 300 aminoácidos y 
una aldehído deshidrogenasa 500 aminoácidos. También se ha observado 
que las proteinas AdhE y AAD, sólo en su región aminoterminal, presentan 
una alta similitud con aldehído deshidrogenasas, mientras que la región 
carboxilo terminal sólo presenta homología con alcohol deshidrogenasas 
de diferentes organismos, incluyendo bacterias, hongos, plantas y 
mamíferos (Nair el al, 1994; Goodlove el al, 1989; Kessler el al., 1991). 
Por lo tanto, parece ser que la proteínas que contienen las dos actividades 
son una fusión de las dos proteínas con actividad individual. 

16 



III. OBJETIVOS 

Debido a que no se habían identificado genes estructurales para el 
proceso de esquistamiento. además de que no se había propuesto alguna 
estrategia para identificar dichos genes. se platearon los siguientes 
objetivos para el presente trabajo. 

Objetivo general 

Identificar genes que participan en el proceso de enquistamiento, cuando 
es inducido con butano!. 

Objetivos particulares 

Construir un banco de mutantes en la cepa 108 con el minTn5-lacZ. 

Identificar aquellas mutan tes que tengan interrumpido algún gene cuya 
expresión aumente bajo condiciones de enquistamiento. 

- Caracterizar al menos una mutan te, en cuanto a su capacidad para 
enquistarse. 

- Secuenciar el gene interrumpido en la mutan te caracterizada. 
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IV. MATERIAL Y METO DOS 

Cepas bacterianas y plásmidos 

Las cepas y plásmidos utilizados en este trabajo se describen en la 
tabla l. 

Tabla l. Cepas y plásrnidos. 

Cepa 

A. vinelandii 

ATCC9046 

J08 

SG9 

SG9A 

E.coli 

DH5a 

S 17.1 Lpir 

Plásmidos 

pBluescriptSK+ 

Caracteristicas relevantes Referencias 

Altamente mueoide Colección 

alg8::Tc derivada de ATCC9046 Mejia_Ruiz et al 
1997 

aldA::mini-Tn5 derivada de JG8 Este trabajo 

aldA::mini-Tn5 derivada de Este trabajo 
ATCC9046 

supE44,alaCUI69,hsdR 1 
7 ,recA 1 ,endAI, gyrA 96,thi
l,relA 

Expresa la proteína Lpir, por lo 
que es capaz de mantener 
plasmidos pUT 

Vector de clonación 
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Gibco BRL 

De Lorenzo el al., 
1990 

Stratagene 



pUT -mini-Tn51acZ Plásmido que alberga el 
miniTn5lacZ, sólo replicable en 
cepas G-pir 

pSG9 aldA:Tn5, derivado de 
pBluescriptS K+ 

De Lorenzo; et al., 
1990 

Este trabajo 

pMSD675 Cósmido, contiene el grupo de Campos et al., 
genes biosintéticos del alginato 1 996 

pRK2013 

de A. vinelandii. 

CalE I-tra (RK2)- Kme Figurski y He\inski, 
1979 

Medios y condiciones de cultivo. 

Los cultivos de A. vine/andii se crecieron a 30oC, en medios Burk, 
cuya composición es la siguientó' (g/I): K2HP0 4, 0.8; KH2P0 4, 0.2; 
Sacarosa, 0.2; Na2S0., 0.183; MgCI 2.6H 20 0.16; FeS04.7H20, 0.005; 
Na2Mo04.2H20, 0.0002; CaCI2 .2H 20, 0.073. El pH se ajustó a 7.2. Este 
medio de cultivo fue suplementado con 2% de sacarosa (BS), ó 0.2% de 
butanol, ó 0.2% de etanol, ó 0.2% de hexanol, ó 0.2% de butirato, ó 0.2% 
de BHB. 

Mutagénesis, selección y aislamiento de mutantes 

Para llevar a cabo la mutagénesis al azar, se realizaron cruzas 
biparentales entre la cepa receptora JG8 y la cepa donadora de E. cati 
SI7.ILpir/pUTminiTn5/acZ (Kme) la cual alberga el trasposón 
miniTn5lacZ. El plásmido pUT, que contiene el miniTn5lacZ, se replica 
sólo en la presencia de la proteína Pi, la cual está presente en la cepa 
S 17.1 Lpir. 

Las cruzas se pusieron a crecer en un medio selectivo con 
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Kanamicina, para seleccionar las células a las que se les integró el 
transposón. Las colonias seleccionadas, se transfirieron a placas de Burk
Sacarosa con X-gal y Km, y se identificaron aquellas que presentaron un 
color azul, lo cual nos indicó que el transposón se encuentra abajo de un 
promotor, que hace factible la transcripión del gene lacZ. 

Para la identificación de las cepas que contienen interrumpidos 
genes cuya expresión aumenta bajo condiciones de enquistamiento, se 
creció el banco de mutantes en Burk-Butanol con kanamicina y X-gal, se 
aislaron aquellas que presentaron un color azul más intenso, que el 
presentado en Burk-Sacarosa. 

Transferencia de mutaciones 

La transferencia de mutaciones de una cepa a otra se realizó 
utilizando el plásmido ayudador pRK20l3 (Figurski y Helinski, 1979). Las 
cepas receptoras fueron células competentes preparadas en BS, sin fierro 
ni molibdeno. A la cepa receptora se le agregó DNA de la cepa donadora 
de acuerdo a lo descrito por Page y Tigerstrom (1978). Posteriormente se 
seleccioanaron las cepas mucoides resistentes a kanamicina. 

Ensayos de enquistamiento_ 

Para lograr la formación de quistes de A. vinelandii, se utilizó n
butanol e hidroxibutirato como inductores del proceso de diferenciación 
celular, según el método reportado por Stevenson y Socolofsky (1966). 
Las células de un cultivo crecido durante 18 horas, en medio Burk con 
sacarosa al 29'0, se cosecharon, se lavaron dos veces con MgS04 10 mN! y 
se sembraron en placas de medio Burk, con n-butanol o hidroxibutirato 
0.2% como única fuente de carbono. Al cabo de cinco días, se recogieron 
las células de estos cultivos y se resuspendieron en 10 mM de MgS04 . Se 
transfirieron alícuotas de esta suspensión, conteniendo aproximadamente 
106 células, a filtros Millipore HA de 0.45 ~m y se secaron a 300 e por 
cinco días. Se determinó, por cuenta viable, tanto el número de células 
colocadas en los filtros, como el porcentaje de células resistentes a 
desecación (quistes), que se resuspendieron de los filtros secos. 
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Manipulaciones de ADN. 

Los procedimientos estándar para purificación de AON total y de 
plásmidos, digestiones con enzimas de restricción, electroforesis en geles 
de agarosa, purificación de AON de geles de agarosa, ligación de AON y 
transformación de E. eoli, se realizaron según lo descrito por Sambrook el 
al., (1989). Las secuencias <le AON se determinaron por el método de 
Sanger (Sanger el al., 1977). 

Construcción del plásmido pSG9. 

Para construir el plásmido pSG9 que contiene el gene al dA, 
interrumpido con miniTn5, un fragmento cromosomal PSlI de 7.0 kb se 
clonó en el vector pBR322. El plásmido se amplificó en la cepa OH5a: la 

selección del plásmido que ya con tenia el inserto se realizó seleccionando 
transconjugantes de E. coli, kanamicina resistentes. La inserción del 
fragmento de DNA en el plásmido pSG9, se confirmó por patrón de 
restricción. 

Determinación de la actividad de aldehído deshidrogenasa 

Para determinar la actividad de aldehído deshidrogenasa, las células 
de A. vinelandii se crecieron hasta la fase estacionaria temprana en Burck
sacarosa. El cultivo se centrifugó, se lavó y se resuspendió en Burk
butanol, y se incubó 20 hrs en este medio. Posteriormente se colectaron 
las células por centrifugación, se resuspendieron en amortiguador fosfato 
pH 7.4 Y se sometieron a sonicación. Esta suspensión se centrifugó a 14 
000 g durante 5 min, y el sobrenadante se centrifugó durante 1.5 h a 192 
000 g. El precipitado fue suspendido en sulfato de amonio y se cetrifugó a 
14 000 g. El precipitado resultante fue resuspendido en amortiguador 
fosfato pH 7.5 Y dializado con el mismo amortiguador. 

La actividad enzimática se hizo midiendo espectrofotométricamente 
la reducción de NAO a 340 nm. La reacción se inició al añadir el sustrato 
(butiraldedhído o acetaldehído). Como control, se midió la tasa de 
reducción de NAD sin la adición del sustrato. Una unidad de actividad fue 
definida como la cantidad de enzima que redujo 1 nmol de NAO por min, 
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por. mg de proteína. 

Cuantificación de la actividad de Il-galactosidasa 

Se centrifugó un volumen adecuado de cultivo dc las células, 
crecidas en medio Burk-Sacarosa o Burk-Butanol a los tiempos indicados. 
Las células se lavaron con solución IOmM de MgS04 , hasta que estuvieron 
libres de alginato. La cuantificación de B-galactosidasa se realizó por el 
método de Miller [1972]. con algunas modificaciones en la etapa de lisis 
celular [Ferrari, er al., 1985]. El paquete celular se resuspendió en I mi de 
MgS0 4 10 mM. Se tomó una cantidad adecuada de células y se trataron 
con lisozima (0.01%), incubándose a 370C durante 5 minutos. Enseguida 
se le adicionó Tritón-XIOO (0.1 %) Y se continuó con la determinación de 
B-galactosidasa según Miller. Las unidades reportadas son unidades Miller, 
que equivalen a los nmoles de orto-nitrofenol generados cada minuto a 
28 oC por mg de proteína. Todas las determinaciones se realizaron por 
triplicado. 

Análisis de secuencias 

Las secuencias se compararon con las bases de datos GeneBank y 
SWISS PROT utilizando algoritmos BLASTN y BLASTX versiones 1.4 y 2.0, 
respectivamente (Altschul er al., 1990). Las comparaciones específicas 
con un gene o proteína en particular se realizaron con el programa Gene 
Works 2.5 (IntelliGenetics, Inc.). Este programa también se usó para la 
predicción de secuencias aminoácidicas y otros análisis. 
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V. RESULTADOS 

Identificación de genes inducidos por butanol 

Para identificar genes que tuvieran alguna participación en el 
proceso de enquistamiento en A. vine/andii, se hizo una mutagénesis al 
azar en la cepa JG8 con el transposón miniTn5/acZ. La cepa JG8 es no 
mucoide ya que contiene interrumpido el gene a/g8, un gene esencial en la 
biosÍntesis del alginato. El transposón mini Tn 51a e Z. que se utilizó, tiene 
fusionado el gene /acZ al que no antecede un promotor. Además hacia 
abajo tiene un gene que genera resistencia a Kanamicina, que cuenta con 
su propio promotor. 

Las mutantes se seleccionaron en un medio con kanamicina (Km) y 
X-gal. Se identificaron 3,200 colonias resistentes a kanamicina y de color 
azul, la resistencia nos indicaba que el transposón estaba integrado en el 
cromosoma, y el color azul que este transposón se encuentra abajo de un 
promotor, lo que hace factible la transcripión del gene /acZ. Sin embargo, 
contrario a lo que se esperaba, no se identificó ninguna mutante blanca, 
pero la cepa control JG8, que se creció en estas mismas condiciones, fue 
de color blanco. 

Como sabemos que el butanol es un buen inductor del 
enquistamiento, pensamos que si se crecían las células en un medio que 
tuviera butanol como única fuente de carbono, se induciría o aumentaría 
la expresión de algunos genes cuyos productos están involucrados en el 
proceso de enquistamiento. Para comprobar esta hipótesis, las 3,200 
mutantes se transfierieron a cajas con medio Burk X-gal y butanol, como 
única fuente de carbono. Lo que observarnos fue que 62 de las colonias en 
este medio eran más azules, que cuando se crecian en medio Burk con X
gal y sacarosa como fuente de carbono. Este resultado sugería que los 
genes interrumpidos con el transposón, en estas mutan tes, aumentaban su 
expreslOn cuando se inducía el enquistamiento, y que probablemente 
alguno de ellos sería esencial para este proceso de diferenciación celular. 
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Identificación de cepas que no se enquistan 

La cepa padre (J08) del banco de mutantes, tiene interrumpido el 
gene alg8, así que es incapaz de producir alginato y por lo tanto incapaz 
de producir quistes. Así que para poder someter a las 62 mutantes a un 
ensayo de enquistamiemto, e identificar aquellas que tuvieran 
interrumpido algún gene esencial para este proceso, se tomaron las 
mutantes seleccionadas y se les transfirió el plásmido pMSD675 para 
recuperar la producción de alginato, ya que este plásmido contiene el 
gene alg8 silvestre. 

Del ensayo de enquistamiento resultó que ocho de las 62 mutantes 
no se enquistaron: a estas mutantes se les llamó S02, S09, S02l, S023, 
S027, S036, S049 y S061 (Tabla 2). 

Tabla 2. Porcentajt: de enquistamiemo de las mutantes SG. las cuales contienen el 
plásmido pSMD675. El enquistamiento se indujo con butanol. 

Cepa 

S02/pSMD675 

S09/pSMD675 

S02l/pSMD675 

S023/pSMD675 

SG27/pSMD675 

S036/pSMD675 

S049/pSMD675 

S06l/pSMD675 

J08/pSMD675 

ATCC9046 
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% de enquistamiento 

<0.0001 

<0.0001 

<0.000 I 

<0.0001 

<0.000 I 

<0.0001 

<0.0001 

<0.000 I 

0.4 

5.00 



Las mutantes que no se enquistan contienen el transposón 
miniTnSlacZ. 

Para verificar la presencia del transposón dentro del genoma de las 
cepas S02, S09, S02l, S023, S027, S036, S049 y S06l, se hizo un análisis 
tipo Southern Blol. Para esto se utilizó la enzima de restricción PSIl, que 
no corta el transposón, para poder ver así en el análisis bandas únicas. La 
hibridación se hizo utilizando como sonda el transposón miniTn5lacZ. 

La sonda hibridó con bandas únicas y de cuatro tamaños diferentes 
entre las ocho cepas: 8.0 kb (S06l), 7.5 kb (S02, S02l, S023 y S027), 
6.5 kb (S09 y S036) y 6.0 kb (S049) (Fig. 11). Esto nos indicó que el 
transposón está en sitios diferentes, en cuando menos cuatro de las 
mutan tes, y posiblemente en cuatro diferentes genes. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

.' 

Figura 11. Análisis tipo Southern blot de las mutantes SG's. El DNA se digirió con la 
enzima de restricción Pstl y se hibridó con el miniTn51acZ. Carriles:!. miniTn5facZ 
(control positivo); 2. J08 (control negativo); 3. SG61; 4. SG49; 5. SG36; 6. SG27; 7. SG23; 8. 
SG21; 9, SG9; 10. SG2. 
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Transferencia de mutaciones de las cepas SG2, SG9, SG21, SG23 
SG27, SG36, SG49 y SG61 a la cepa ATCC9046. 

Debido a que existía una diferencia notable del porcentaje de 
enquistamiento de la cepa silvestre ATCC9046 y de la cepa 
JG8/pMSD675, siendo mucho mayor en la ATCC9046. se transfirieron 
cada una de las mutaciones a la cepa ATCC9046, generándose así las 
mutantes SG2A, SG9A, SG2IA, SG23A, SG27A, SG36A, SG49A Y SG6IA. La 
transferencia de las mutaciones se 
Southern blot (Datos no presentados). 
un ensayo de enquistamiento. 

verificó mediante un análisis tipo 
Estas mutan tes fueron sometidas a 

Las mutantes que no se enquistaron fueron la SG9A, SG36A y SG49A, 
confirmándose que en estas cepas el transposón interrumpió algún gene 
esencial para el enquistamiento (Tabla 3). Por otro lado. en las mutantes 
SG21A. SG23A, SG27A Y SG61A sólo se disminuyó este porcentaje. 

Tabla 3. Porcemaje de enquistamiento de las mUlantes SG'A. inducido con bulano!. 

Cepa % de enquistamiento 

SG2A 1.06 

SG9A <0.0001 

SG21A 2.0 

SG23A 11.0 

SG27A 10.0 

SG36A <0.0001 

SG49A <0.0001 

SG61A 8.0 

ATCC9046 8.8 
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Clonación y secuenciación del gene interrumpido en la mutante 
SG9 

De las tres mutantes que no se enquistan, al azar, se eligió una 
(SG9A) para caracterizarla y secuenciar el gene interrumpido por el 
transposón. 

En el vector pBR329 se clonó un fragmento PSII de 7.0 kb, de la 
mutante SG9A, el cual contiene insertado el transposón. El plásmido pSG9 
generado (Fig. 12), fué utilizado para secuenciar 2290 pb de la secuencia 
de A. vinelandii que estaba en los dos extremos del transposón. La 
secuencia se determinó usando oligonucleótidos cuyo diseño se basó en la 
secuencia de los extremos del transposón. 

4.2 kD 

miniTn51acZ 
,., 

Figura 12. Plasmido pSG9. Contiene secuencia del gene aldA. 

El análisis de esta secuencia identificó dos marcos de lectura abierta 
(ORFs) en orientación opuesta (Fig. 13), uno de ellos de 207 nucleótidos, 
al deducirse su correspondiente secuencia de aminoácidos, presentó 
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1 C1'G CAG GCG CTC GCG GCG ere eN:, CAe GIG ACC G'IG CTC CAG CAe G..."T GGG CGT c.~ CGG ero CGA CGG 

69~Gln Leu Arg Glu Arg Arg Glu Leu Leu His Gly His Glu Leu Val Ser Pro Thr Leu Pro Gln Ser Pro 
70 G'It: G;G C'IG GTG C'IG ere oc. GCA GCG CJ.G ce;, GGA GCG GGC GAT C""'..,A GGG A'IC GTI' GGC ax TCC CAT 
464Asp leu Gln His Gln Glu Leu Cys Arg Leu Trp Ser Arg Ala Ile Ser Pro Asp Asn Ala Pro Gly Ile 

""R 
139 GGC CIT '!'Ce ere GGC CAG GGI' TI'!' CAe crG A'I'G NoC A'I'G GCG Ai'G O.T GCG GTI' CGC TIC CAT Tm' CAT 

234Ala Lys Gly Glu Ala Leu Thr Lys Val Gln His Val His Arg Leu M91 Arg Asn Ala Gln Wet Thr Wet 
208 lG 1 IG lC lCCGCAGTGA'I'CGGCGGGCAOCI'CCCGTACIGACCCCACAGCATCGTCCAGCCGGGGCGGC'ITI'GC'I'GGCGTCACGI'CCGGCG 

3 O O CCGACCGATAC'roCCAAG'roGGCAGGt\CAAM TGTCACACCCC'I'G'ITl'CAACCCTGTCACAGGGTA TCCCGTCCCACCCCCGAAAAGCTGCG 

392 GCGAATCCGCACAGGCACTGGGG'I'C'I'C"I'GGCACACCCCTI'GCTGTATCCA'ICCGCAGACGTGCTCTIGCGC.:"CTCCCCCGAAAGA 

aldA 
484 C].l;AA.CCACAAGAA?...AGGAGAATTCC ATG CG:> TAT GCC CAT ccr GGC AGr GAA GGC GCC ATC G'IT '!'CC TAC ;v..G 

l~M3t Arg TYI Ala His Pro Gly Ser Glu Gly Ala 11t:l Val Ser Tyr Lys 
559 G1'C CGC TAC GGC AAC TAT .:"TC GCC GGA c.:l,G 'ITC GTG ccr CCG GTG .:...;.:.,. GGC c.:;¡:; TAC 'ITC Aee AAC ADC 
17~Val Arg Tyr Gly Asn Tyr Ile Ala Gly Gln PIla Val Pro Pro Val Lys Gly G!n Tyr Phe Thr Asn S.H 

628 TC.'G CCG GTC N:.C GGC GAG GAA TIC ACC GAA 'ITC cee CGC TCC ACC GCC GAG GAC A'IC GAG ;.x; GCA C"IG 

40~Ser Pro Val Thr Gly Glu Glu Phe Thr Glu Phe Pro Arg Ser Thr Ala Glu Asp Ile Glu Lys Ala Leu 
697 GAC GCC GCC CAe GCC GCI' GCC GGC GCC 'l'IX GGC CGI' ;.,ce 'ICG GTG c.:;c; GAG CGC GCC GCC GTC C'rG C'IG 

63~Asp Ala Ala His Ala Ala Ala Gly Ala Trp Gly Arg Thr Ser Val Gln Glu Arg Ala Ala Val leu Leu 
766 AAG ATC GCC GAC CGC A'IC CtAG CAG AJ>oC cm GAA GTG CTG GCC G'IC ACC GAA ACC TGG GAC AAC GGC Ai'G 
86~Lys Ile Ala Asp Arg Ile Glu Gln Asn Leu Glu Val Leu Ala Val Thr Glu Thr Trp Asp Asn Gly Lys 

835 CCG GTC CGC GAA ACC ere AN:. GCC GAC GIG CCG CTG TCC GCC GAG c.;c TIC C'"'...c TAC T)..c GCC GGC '!'GC 
109~Pro Val Arg Glu Thr Leu Asn Ala Asp Val Pro Leu Ser Ala Asp His Pha Arg Tyr Tyr Ala Gly Cys 

TnSI TnSO 
904 Ate CGC GCC CAG GAA GGC NX GCC GGC GAG A'IC Me GAG AAT ACC G'!C GCC TAC CAe 'ITC CAe GAG 
132~lle Arg Ala Gln Glu Gly Ser Ala Gly Glu Ile Asn Glu Asn Thr Val Ala Tyr His Phe His Glu 
970 cee CTG GGC GTG G'!C GGC CAG ATe ATC cee T03 AAC TIC CCG C'!G C'IG ATo:; GCC GCC TGG AAG C'IG GCC 
154~Pro Leu Gly Val Val Gly Gln Ile Ile Pro Trp Asn PIle Pro Leu Leu lvIet Ala Ala Trp Lys Leu Ala 

1039 CCG GCC ero GCC GCC GGC AAC 'I'X ATC GTG C'IC p.,;.¡; CCG GCC GAG O.G ACC CCG C'IG TCG ATe ACC GTG 
177~Pro Ala Leu Ala Ala Gly Asn Cys Ile Val Leu L1's Pro Ala Glu Gln Tl'1r Pro Leu Ser Ile Thr Val 

1108 CTG GTC G/IA CTG A'IC GGC GAC C'IG ere CCG CCG GGC G'I'G CTG AAC A;:C GTC c;.,G GG: 'ITC GGC CGC GAG 
200"Leu Val Glu Leu Ile Gly Asp Leu Leu Pro Pro Gly Val Leu Asn Ile Val Gln Gly Plle Gly Arg Glu 

1177 GCC GGC GAG GCG CTG GCG ACC AG12 AAG cee ATe GCC ;..;..¡] ATe GCC TI'2 ACC GGC TeC ACC cm G'I'G GGC 
223~Ala Gly Glu Ala Leu Ala Tilr Ser Lys Arg Ile Ala Lys Ile Ala Phe Thr GI1' Ser Thr Pro Val GJy 

1246 GCG C.;C ATC C'!'C ;.x; '!'GC GCC cee GAA ).X ATe ATe cca ;.¡::¡;; ACC GTA GAG CTG GGC GGC ;.,;..;. TCG CCG 
246~Ala His Ile Leu Lys Cys Ata Ala Glu Asn Ile Ile Pro Ser Thr Val Glu Leu G/y Gjy Lys Ser Pro 

1315 AAC ATe TIC 'ITC GAA GAG ATe A'IG CJ1t3 GCC GAG CCG GCC TTC ATe GAG ;.x; GCT GCC GAA GGC C'IG GTG 
269~Asn Ile?he Pile Glu Asp Ile /llet Gln Ala Glu Pro Ala ?he Ile Glu Lys Ala Ala Glu Gly Leu Val 

1384 ero GCC TIC TIC ;.x: o.G GGC GJ..G G'l'G '!'GC ACC '!'GC CCG TCG COC G...~ C'!G ATC CAG G..;;.. TCC ATe TAC 
292"Leu Ala ?he P11e Asn Ciln Gly Glu Val Cys Thr Cys Pro Ser Arg Ala Leu Ile Gln Glu Ser Ile T1'r 

1453 GAC GAG TIC A'I'G AN; GTC G'I'G A1G AAG .~ GTC GGC CNJ ATe AAG CGC GGC CAT CCG C'IG GAC AeC GAG 
3l5~Asp Asp Phe lvIet Lys Val Val lvIet Lys Lys Val Gly Gln Ile Lys Arg Gly His Pro Leu AsO Thr Asp 

1522 ACC ATo:; GTC GGT GCC CAI:s GCG 'ICe ArX. c;..G CAG TIC GAG .~ ATe C!C TCC TAe C'IG GAG Ale GCC CGC 
338~Thr lvIet Val Gly Ala Gln Ala Ser Ser Gln Gln Phe Glu Lys Ile Leu Ser Tyr Leu Glu Ile Ala Arg 

1591 GGC GAG GGC GCC GAG G1G CTG ACC GGC GGT GCC GCC GAA CGC CTG GM GGC NJC C'I'G GCC AGC GGC TAT 
36HGly Glu Gly Ala Glu Val Leu Thr Gly Gly Ala Ala Glu Arg Leu Glu Gly Ser leu Ala Ser GI1' Tyr 

1660 TN: ATe CAG CCG ACC CTG ere AAG GGC c;..c AAC AAG A'I'G CGC G'I'G TIC CAG GAG GAA ATC TIC GGC CCG 
384~Tyr Ile Gtn Pro Tilr Leu Leu Lys Gly His Asn Lys lvIet Arg Val Pile Gln G1u Glu Ile Phe Gly Pro 

172 9 GTG GTC GGC G'IC ACC ACC TIC AN; GAC GAG GCC GAG GCC CTG GCC ATe GCC Me GAC. ACC GAG TTC GGC 
407~Val Val Gly Val Thr Thr Plle Lys Asp Glu Ala Glu Ala Leu Ala Ile Ala Asn Asp Thr Glu Phe Gly 

1793 en:; GGC GCC GGC ere 'IGG ACC CGC GAC Ale AAC COC GCC T;..c ca:: A:-C GGC CGC GGC ATe GJJ GCC GGC 
.nO~leu Gly Ala Gly Leu Trp Thr Arg Asp Ile Asn Arg Alo Tyr Arg lvIet Gly Alg Gly Ile Gln Ala Gly 

1867 CGC GTG 'IGG ACC .:.,;,c 'I"'..,c TAe c.r..c C'l'G TAC CCG GCG CAC GCC GCC TIC GGT GGC TAe Me AAG 'ICC GGC 
453~Arg Val Trp Thr Asn Cys Tyr His Leu Tyr Pro Ala HIS Ala Ala Phe Gly Gly Tyr Lys Lys Ser Gly 

1936 GTC GGC CGC G,A;. • • :'JX CAe AAG A1G Aro ere GAC CM:: TAe CAG CPG ".ce AJ>.G MC CTG CTG G'IC AGC TAC 
476~VaJ GI1' Arg Glu Thr His Lys lvIet W!at Leu Asp His Tyr Gln Gln Thr Lys Asn Leu Leu Val Ser Tyr 

2005 GAC Ate Me CCG C'!G GGC TIC 'ITC 'IGA TGeACGACCCCGGCCCCCGCCGACGGGGCCGGGACCGGATeG.';GACGGTCTGGGCG 
"99~Asp II e Asn Pro Leu GI y Phe Phe ••• 

208 8 A.;TCCTCGCCCGAATCACGGT.~_:'_;CC'I"'"...GCCGA TGGGAGTA TCCCCCCACGAGTGeCCGCGT""..,<7'V'.."GACCCGCGCG;..GCACGGGG)._:'.GA ':'C 

2180 GACCGCGGCCGCCTC-::;TG1"GCAAGG1CGCC'I'TAAAAAC.:>..AGACAAAACGAGAGAGGAAAACC~CA 'IGAGC.:"GCACCTI'CTI'CA TCCCTCcAG 

Figura 13. Secuencia nuc1eotídica de la región genómica que contiene el gene aldA y 
el imcio del gene homologo a acoR. También se presenta su correspondiente 
secuencia de aminoácidos deducida. La región donde se insertó el transposón está 
indicada (TnSJ. Tn50). 
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homología a la proteína reguladora del catabolismo de acetoina AcoR, de 
Alcaligenes eUlrophus (Krüger el al, 1992), la cual es un miembro de la 
familia NifA de activadores transcripcionales, conocidas como "enhancer 
binding proteins", requeridas para la transcripción de genes Sigma54-
dependientes (Morett el al, 1993). Esta proteina homóloga a AcoR 
presentó una alta identidad (89%) con el activador transcripcional 
putativo PA4021 de P. aeruginosa, cuyo gene está localizado arriba y en 
dirección opuesta al gene que codifica para la aldehído deshidrogenasa 
putativa PA4022 (Stover el al, 2000). 

El otro marco de lectura abierta codifica para un polipéptido de 506 
aminoácido, con un peso molecular de 55,06 kDa. El transposón se 
insertó en este ORF entre los codones 135 y 137. Al analizar la secuencia 
derivada de aminoácidos, encontrarnos que este polipéptido presenta una 
alta similitud con la proteína aldehído deshidrogenasa de diferentes 
organismos. Con las proteínas que presenta una mayor similitud, son las 
aldehído deshidrogenasas de P. A eruginosa , la aldehído deshidrogenasa 
putativa PA4022 (89%,Stover el al, 2000 ), y ExaC (88%, Schobert el al, 
1999). También presenta similitud con AcDH-I1 de A. eUlrophus (AcoD) 
(69%, Priefert el al, 1992), ThcA de Rhodococcus sp.(66%, Nagy el al 
1995), AldB de E. coli (65%, Xu y Johnson, 1995», y AldA deV. cholerae 
(63%, Parsot y Mekalanos, 1991). Así, estos resultados sugieren que el 
gene interrumpido en la mutante SG9 codifica para una aldehído 
deshidrogenasa en A. vinelandii, y nosotros la llamarnos AldA. En la Figura 
14 se presenta un alineamiento de AldA con las proteínas que presentó 
una mayor similitud. 

Importantes regiones que están altamente conservadas entre 
muchas aldehído deshidrogenasas de procariotes y eucariotes, también se 
encontraron en las regiones correspondientes en AldA de A. Vinelandii. 
Esto incluye dos residuos de aminoácidos, acido glutámico (E262) y 
cisteína (C301), los cuales se han reportado por ser importantes para la 
actividad enzimática; y la region alrededor de estos aminoácidos también 
está conservada. Además, se identificó un posible motivo de unión a NAD 
GxGx(3)G entre las posiciones de 218-224 (Fig. 14). 
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Figura 14. Alineamiento de las aldehído deshidrogenasas de A. vinelandii AldA. P. 
aeruginosa ExaC. ExaC2 y A. eutrophus AcDH·II. Los aminoácidos idénticos entre todas 
las proteínas se identifican por el sombreado. La flecha indica el sitio donde se insertó 
el transpasón. los asteriscos señalan los aminoácidos importantes para la actividad 
catalítica. El posible sitio de uruón a NAD está subrayado. 
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La mutante SG36 también tiene interrumpido el gene aldA 

Para identificar alguna otra mutante, que al igual que la S09, tuviera 
interrumpido el gene aldA, se hizo un análisis tipo Southern Blot de las 
ocho mutantes, usando el plasmido pS09 como sonda. En el análisis de la 
mutante S02, S021, S023, S027, S049 y S061 la sonda hibridó con dos 
fragmentos de DNA, uno que contenía el transposón y otro que contenía 
el gene aldA; pero en las mutan tes S09 y S036, la sonda hibridó con sólo 
un fragmento de DNA, que contiene tanto el transposón como el gene 
aldA (Fig. 15). Este resultado nos indicó que la mutante S036 también 
tiene interrumpido el gene aldA, por lo tanto las mutanles S09 y S036 son 
iguales. Este resultado no nos sorprendió, debido que al hacer el Southern 
Blot para verificar la presencia del transposón en las mutantes, los 
fragmentos de DNA contra los que hibridó la sonda (miniTn5IacZ) fueron 
del mismo tamaño en la cepas S09 y S036. 

6 7 

.,.;;i...... _,' ~. ~ 
',. ~ ., 

;..- -

Figura 15. Análisis tipo Southern blot de las mutanles SG's. El ONA se digirió con la 
enzima de restricción PSI! y se hibridó con el plásmido pSG9. Carriles: 1. pSG9 
(control positivo); 2. ATCC9046; 3. S061; 4. SG49; 5. S036; 6. S027; 7. S023; 8. S021; 9. S09; 
10. S02. 
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La mutante SG9 
carbono 

no puede utilizar butanol como fuente de 

La mayoría de las aldehído deshídrogenasas que presentaron 
similitud con A IdA de A. vinelandii, están involucradas en la degradación 
de algún tipo de alcohol, generalmente etanol. Y debido a que nosotros 
identificamos la mutante SG9 en butanol, pensamos que la proteína Al dA 
pudiera estar involucrada en la degradación del butanol; por esto 
decidimos ver si la mutante podía utilizar este alcohol como fuente de 
carbono. Por tal motivo, se hizo una curva de crecimiento de esta 
mutaRte, en un medio de cultivo con butanol como única fuente de 
carbono, resultando que no puede crecer en estas condiciones, lo que nos 
confirma la participación de la proteína Al dA en la degradación del 
butanol (Fig. 16). Esta mutan te también se creció en un medio con 
sacarosa como fuente de carbono, esto para tener un control positivo 
(Fig. 17). 

SG9 
JG9 

.O¡-It:==:::;===::;===::;::==-::::::I 
O 20 40 60 90 
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Figura 16. Crecimiento de la mutante SG9 y JG8 en Burk-Butanol. 
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Figura 17. Crecimiento de la mutante SG9 y JG8 en Burk-Sacarosa. 

También se confirmó la inducción de la transcripción bajo 
condiciones de enquistamiento del gene aldA, mediante la cuantificación 
de la actividad de B-galactosidasa, creciendo a la mutante SG9 tanto en 
sacarosa como en butanol como fuentes de carbono. Claramente se 
observó una inducción de la actividad de B-galactosidasa, bajo 
condiciones de inducción del enquistamiento (Fig.18). 
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Figura 18. Efecto de la inducción del enquistamiento sobre la fusión transcripcional 
B~galactosidasa al gene aldA. 

Crecimiento de 
butirato 

la mutante SG9 en medio de cultivo con 

Una de las proteínas que pudieran tener homología funcional a 
la proteína Al dA es la proteína butiraldehído deshidrogenasa de 
Clostridium acetobutilicum, la cual es necesaria para la formación de 
butanol, a partir de butiraldehído y éste de butiril CoA (ver Figura 10). 
Esta bacteria también produce butirato a partir de butiril CoA. Por otra 
parte, cuando a la bacteria E. coli se le da butanol o butirato como fuente 
de carbono, la degradación de los sustratos sigue la vía ejemplificada en la 
Figura 9, pero en sentido contrario, lo mismo que nosotros pensamos que 
ocurre en A. vinelandii cuando es crecida en butano!. Si éste fuera el caso, 
en la mutante SG9 estaría bloqueada la reacción que cataliza la aldehído 
deshidrogenasa (AldA), por eso la mutante no puede degradar el butano!. 
Sin embargo, si se pone acrecer la mutante en un medio que contenga 
butirato como fuente de carbono, sí debería crecer, por lo que se hizo 
una curva de crecimiento de la mutante SG9 en un medio con butirato. 

34 



Como se esperaba, esta mutante si creció en este medio, de manera 
similar a la cepa control JGS (Fig. 19). 
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Figura 19. Crecimiento de la mutante SG9 y JGB en Burk-BUliralO. 

Ensayo de enquista miento de la mutante SG9A inducido con 
hi d ro x i b u ti rato 

La mutante SG9 no puede enquistarse cuando este proceso es 
inducido con butanol, debido a' que no puede degradar este alcohol, por 
lo tanto además de no tener carbono para crecer y formar el quiste, 
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tampoco se puede generar lo que se ha sugerido que es la señal para 
iniciar el proceso de enquistamiento, el hidro xi bu tirata. Asi que se hizo 
un ensayo de enquistamiento en esta mutante usando hidroxibutirato 
como fuente de carbono y como inductor del enquistamiento. Aunque 
con una reducida frecuencia, la mutante SG9 produjo quistes resistentes a 
la desecación (Tabla 4). Esto nos confirma que la mutante, con el gene 
aldA interrumpido, no produce quistes cuando el enquistamiento es 
inducido con butanol, porque no pueden degradar dicho alcohol. 

Tabla 4. Porcentaje de enquistamiento de las mutan tes SG9A. inducido con 
hidroxi b u tira too 

Cepa % de enquistamiento 

Butanol 

ATCC9046 

SG9A 

27.9 

<0.0001 

Actividad de aldehído deshidrogenasa 

BHB 

11.6 

1.3 

La incapacidad de la mutante SG9A para crecer en butanol como 
fuente de carbono y la alta similitud de Al dA con aldehído 
deshidrogenasas, sugiere que este gene codifica para una enzima con 
actividad de butiraldehído deshidrogenasa. Por lo tanto, decidimos hacer 
una ensayo de la acti vidad de esta enzima en extractos crudos de la cepa 
silvestre ATCC9046 y en la cepa mutante SG9A. 

La actividad de butiraldehído deshidrogenasa, independiente de CoA, '. 
se detectó en la cepa silvetre, y una significativa reducción de dicha 
actividad se observó en la fiutante SG9A (Tabla5). 
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AldA también presentó actividad de acetaldehído deshidrogenasa. 
De acuerdo con estos resultados, la cepa SG9A no crece con etanol ni 
hexanol como fuentes de carbono (datos no presentados). 

Tabla 5. Actividad de aldehído deshidrogenasa en la mutan te aldA de A. vinelandii. 

Cepa 

ATCC9046 

SG9A 

Aldehído des hidro gen asa (nmol min-I mg-I)a 

Butiraldehído 

75.03 ± 0.03 

20.46 ± 1.46 
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Acetaldehído 

104.12 ± 3.09 

23.65 ± 2.65 



VI. D1SCUSION 

La construcción de un banco de mutantes, nos permitió identificar 
algunos genes que parecen tener participación en el proceso de 
enquistamiento. Este banco se hizo en la cepa JG8, con el transposón 
mini TnSlacZ. Debido a que este transposon contiene el gene lacZ al que no 
antecede un promotor, se esperaba encontrar colonias azules y blancas. 
En aquellas en que el transposón se insertara en un sitio que estuviera 
bajo la influencia de un promotor de A. vine/andii serian azules, y si se 
insertara en cualquier otro sitio serían blancas. 

Se identificaron 3,200 colonias de color azul pero no se identificó 
ninguna colonia blanca. Este resultado puede ser debido a que en el inicio 
del transposón contenga una secuencia promotora que es reconocida 
solo en A. yinelandii y no en otros organismos en donde se ha usado este 
transposón. Asi, en cualquier sitio donde se insertó el transposón, se 
trancribió el gene lacZ, independientemente de si estaba bajo la 
influencia de un promotor de A. yinelandii o no. En nuestro laboratorio, 
se construyó otro banco de mutan tes con el mismo transposón en la cepa 
UW136, y tampoco se observó ninguna colonia blanca, lo cual apoya la 
hipótesis de que el miniTn S 1 ac Z contiene una secuencia promotora, 
reconocida como tal solo en A. vinelandii. Actualmente, se conocen muy 
pocas secuencias promotoras consenso de esta bacteria por lo que no se 
pudo identificar el posible promotor al inicio del tranposón. 

El número de colonias del banco de mutantes (3,200), pudiera 
parecer no suficiente para abarcar todas las probabilidades de encontrar 
algún gene esencial para el proceso de enquistamiento, ya que A. 
yinelandii tiene aproximadamente 4 500 genes. Sin embargo, debido a 
que nosotros sabíamos que el enquistamiento era inducido con butanol, al 
mismo tiempo de ir construyendo el banco en un medio con sacarosa, 
fué transferido a un medio que contenia bu tan al como fuente de carbono. 
Así se identificaron 62 colonias en las cuales aumentaba la intesidad del 
color azul; todo parecia ser que en éstas, el transposón estaba insertado 
bajo la influencia de un promotor que aumentaba su actividad bajo 
condiciones que inducen el enquistamiento. 
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Las 62 mutantes se sometieron a un ensayo de enquistamiento y se 
identificaron ocho que no se enquistan. Al hacer estos ensayos de 
enquistamiento, se observó que la cepa 1G8 presentaba un porcentaje de 
enquistamiento inferior al presentado por la cepa silvestre ATCC9046. Por 
esto, las mutaciones de las ocho mutan tes se transfirieron a la cepa 
ATCC9046, generándose ocho nuevas cepas, de las cuales se observó que 
solamente tres de ellas no se enquistaban, SG9A, SG36A y SG49A. 

Las otras cinco mutantes se enquistaron: dos de ellas (SG2A, SG21 A) 
en un porcentaje menor que la silvestre, y las otras tres (SG23A, SG27 A y 
SG61A) obtuvieron un porcentaje de enquistamiento igual o mayor al de 
la cepa silvestre. aunque no significativamente mayor, ya que en otros 
experimentos la cepa silvestre ha presentado estos mismos valores. Estas 
mutantes quizá tengan interrumpido algún gene que sólo parcialmente 
esté afectando el proceso de enquistamiento, o también pudiera ser que 
en estas mutan tes aún existen copias silvestres del gene mutado, lo cual 
podremos saberlo en cuanto clonemos estos genes. Por lo anterior, sería 
muy interesante conocer qué genes están interrumpidos en estas 
mutantes, principalmente en la cepa SG49, en la cual, al igual que la SG9A, 
no se enquista cuando se utiliza butanol como inductor. 

De la mutante SG9A se clonó y secuenció un fragmento de DNA que 
contenia el transposón, y se identificaron dos ORFs. El que está 
interrumpido por el transposón, codifica para una proteína que presenta 
alta similitud a nivel de secuencia de aminoácidos con las aldehído 
deshidrogenasas de diferentes organismos. El otro ORF, que está 
incompleto, presenta similitud con la proteína reguladora de la 
transcripción AcoR de Alcaligenes eUlrophus. lnteresantemente, en P. 
aeruginosa se encontraron dos genes aún no caracterizados (PA4022 y 
PA4022), los cuales son homólogos a AldA y AcoR. Tanto en A. vinelandii 
como en P. aeruginosQ la organización física de estos genes es similar, 
están juntos y en dirección opuesta. Es muy posible que AcoR sea el 
activador transcripcional del gene aldA, ya que es muy frecuente 
encontrar a un gene que codifica para un regulador transcripcional junto 
a algún gene que esta bajo su control transcripcional. Además algo que 
apoya esto, es que en A. eUlrophus, AcoR parece ser el activador 
transcripcional del gene de. una acetaldehído deshidrogensa (Krüger el al 
1992). Posterior a este trabajo, se ha continuado con la caracterización 
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del gene aldA, y se encontró que la transcripción es iniciada a partir de un 
único promotor Sigma54 dependíente. También ya se clonó el gene 
silvestre y se hizó un ensayo de complementación con este gene, en la 
mutante S09A. 

Las aldehído deshídrogenasas generalmente están involucradas en el 
metabolismo de alcoholes, y ya se han identificado en E. coli y c. 
acetobutilicum enzimas con esta actividad, las cuales participan en el 
metabolismo particular de butanol. Debido a la alta similitud de AldA con 
aldehído deshidrogensas, además de la evidencia de que la mutan te S09 
no crece en un medio que contiene butanol como fuente de carbono, 
pero sí crece en un medio con butirato, decidimos hacer una ensayo de 
actividad de aldehído deshidrogenasa en la mutante S09. Como se 
esperaba, nos encontramos con una significativa disminución de la 
actividad enzimatica en esta mutante comparada con la cepa silvestre. 
Debido a que en la mutante S09 no desapareció totalmente la actividad de 
aldehído deshidrogensa, se sugiere que existen cuando menos otra 
proteina con dicha actividad. 

Los ensayos de actividad se hicieron usando como sustrato dos tipos 
de aldehído, butiraldehído y acetaldehído, los resultados fueron similares 
para ambos sustratos, lo que nos indica que la actividad de AldA no es 
específica para butanol, más bién parece que tiene alguna participación 
en el catabolismo de varios alcoholes, lo cual se confirma cuando se 
observó que la mutan te S09 no creció en medios de cultivo con butanol, 
etanol o hexanol como fuentes de carbono. 

Aunque se conoce que el butanol es un inductor del enquistamiento, 
parece ser que este no funciona propiamente como una señal para iniciar 
el proceso de diferenciación celular, y este podría inducir el 
enquistamiento porque es convertido a BHB u otro metabolito 
relacionado. Asi, cuando se induce con butanol el enquistamiento en la 
mutante S09, no se enquista porque no puede degradar el butanol y por 
lo tanto además de que no genera sus productos de degradación como 
BHB, tampoco tiene carbono ni energía para la formación del quiste. 
Cuando se usa como inductor el BHB, sí se enquista la mutante S09A, 
sugiriendo que el BHB u otro metabolito relacionado a éste funcionan 
como señal del inicio de enquistamiento. 
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VII. CONCLUSIONES 

En el presente trabajo se identificaron 62 mutan tes, que 
interrumpido algún gene cuya transcripción es aumentada 
condiciones de inducción del enquistamiento con butanol. 

tienen 
bajo 

En cinco de estas mutan tes, el gene interrumpido pudiera participar 
en el proceso de diferenciación celular, ya que el enquistamiento es 
disminuido en esta mutantes cuando este es inducido con butanol. 

Dos de estas mutan tes tienen interrumpido un gene esencial para el 
proceso de enquistamiento, inducido con butanol. Una de ellas se 
caracterizó, la mutante SG9A, la cual tiene interrumpido el gene a/dA que 
codifica para una proteina con actividad de aldehído deshidrogenasa. Esta 
mutan te no crece en medios de cultivo con butanol, etanol y hexanol 
como fuentes de carbono; tampoco presentó acti vidad de butiraldehído y 
acetaldehído deshidrogenasa. A pesar de que esta mutante no se enquista 
cuando se usa butanol como inductor, si se usa el inductor BHB sí se 
enquista. 

Arriba y en dirección contraria del gene a/dA, se identificó un marco 
de lectura abierto que codifica para un proteína, que pudiera ser el 
regulador transcripcional de a/dA. 
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