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RESUMEN 

 

El sistema de dos componentes BarA/UvrY de Escherichia coli se compone de la cinasa de histidina 

BarA y su regulador de respuesta UvrY. La función de este sistema es regular la expresión de los 

RNA’s no codificantes CsrB y CsrC, quienes actúan secuestrando al regulador global CsrA, por lo 

que el sistema BarA/UvrY indirectamente regula el metabolismo del carbono, factores de 

virulencia, entre otros. Además se sabe que CsrA regula positivamente la expresión de CsrB y CsrC, 

afectando tanto la actividad de BarA como la expresión de UvrY, ambas de manera indirecta a 

través de proteínas o factores que no han sido identificados, generando así un sistema 

autorregulatorio. Para poder determinar la identidad de dichos factores, se utilizaron dos 

estrategias: genoteca y mutagénesis aleatoria. En la primera de las aproximaciones, se utilizaron 4 

colecciones de plásmidos de aproximadamente 2,000 clonas cada una para transformar la cepa 

IFC5010 pMX543 con ellas, sin encontrar una posible candidata. 

 

Para la segunda aproximación, después del cribado de aproximadamente 25,000 clones 

obtenidos por la inserción del transposón pBSL181, se identificaron 7 mutantes con mayor 

expresión del gen reportero csrB-lacZ. En un primer caso se observó que la activación del operón 

críptico bglGFD induce la degradación de compuestos β-galactósidos como el X-gal, pero no como 

el ONPG. Posteriormente se encontró que una copia de BarA codificada a partir del residuo 249 

producto de la inserción del transposón, generaba una actividad de cinasa constitutiva, por lo que 

es muy posible que el factor o factores que reprimen a BarA interactúan con esta en los primeros 

248 residuos.  

 

 Además se encontró que la adenilosuccinato sintasa codificada por el gen purA, de alguna 

manera reprime la expresión del sistema BarA/UvrY. Finalmente se determinó que algún gen 

regulado río abajo por el gen argR, es el responsable de la inhibición de la actividad cinasa de BarA 

en una cepa con fondo ΔcsrA. 
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INTRODUCCIO N 

 

Transducción de señales 
 

La sobrevivencia de los organismos, principalmente aquellos de vida libre, depende en gran 

medida de su capacidad de respuesta frente a diferentes estímulos externos, como pueden ser la 

temperatura, la presencia de nutrientes, el pH, entre otros (Barba-Ostria, 2014).    

 

 La respuesta ante estas señales se da en primer lugar en receptores que comúnmente se 

encuentran anclados a la membrana celular, los cuales al momento de interactuar con su ligando 

sufren una serie de cambios conformacionales, generando por consiguiente una cascada de 

reacciones bioquímicas que regulan la expresión de un grupo genes específicos conforme el 

estímulo dado, para así poder efectuar una respuesta rápida y específica. 

 

En organismos eucariontes, esta respuesta se da principalmente por una cascada de 

fosforilaciones en residuos de treonina, tirosina o serina, (Stock et al., 2000) mientras que en 

organismos procariontes, las fosforilaciones son en su mayoría en residuos de histidina o 

aspartato, los cuales presentan  una energía libre más alta y dada la relación ATP/ADP intracelular, 

la mayoría de estos residuos involucrados en la transducción de señales, se encuentran 

desfosforilados (Stock et al., 2000) y debido a esto, el flujo de información dependerá 

directamente de los estímulos extracelulares que provoquen estas reacciones.    

 

Sistemas de dos componentes 
 

Los sistemas de dos componentes (SDC) son mecanismos de estímulo-respuesta que se 

encuentran distribuidos ampliamente entre los tres dominios de la vida (Eubacteria, Archea y 
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Eukarya), siendo los procariontes los mayores representantes. Los SDC’s permiten a los 

organismos que los poseen, tener la capacidad de percibir su ambiente y así tener la capacidad de 

responder eficientemente según el estímulo. Estos mecanismos se componen de una cinasa de 

histidina (CH) y un regulador de respuesta (RR) altamente específico para dicha CH.  

 

Los SDC’s regulan una amplia gama de procesos celulares que pueden ir desde la 

utilización de carbono y nitrógeno, crecimiento en condiciones aerobias o anaerobias hasta la 

formación de biopelículas, esporulación entre otros (Parkinson & Kofoid, 1992). Asimismo se ha 

planteado que un mejor entendimiento de los circuitos regulatorios de los SDC’s permitirá su 

aplicación y aprovechamiento en diversos procesos que pueden ir desde los industriales como la 

elaboración de fármacos hasta ecológicos como la biorremediación (Stock et al., 2007). 

 

La presencia y cantidad de CH’s y RR’s se ha visto que dependen en gran medida de las 

condiciones ambientales ante las cuales tenga que responder el organismo en cuestión, ya que un 

organismo como Escherichia coli que es un comensal del sistema digestivo presenta 30 CH’s y 32 

RR’s (Mizuno, 1997), mientras que organismos del género Synechocystis los cuales son organismos 

de vida libre y por tal razón deben enfrentarse a un ambiente poco estable, presentan alrededor 

de 80 CH’s. Por otro lado, organismos que viven en un ambiente altamente estable como los son 

parásitos intracelulares obligados como Mycoplasma, no presentan ninguna CH (Mizuno, 1998). 

Otra relación que se ha encontrado con los genes involucrados en los SDC’s es que su número 

crece proporcionalmente al tamaño del genoma del organismo (Capra & Laub, 2014).  

 

Cinasas de histidina 
 

La CH canónica o más simple funciona en un estado de homodímero normalmente anclado 

a la membrana plasmática. Al momento en que la CH percibe un estímulo específico a través de su 

dominio sensor (DS), se autofosforila a expensas de ATP en el residuo de histidina conservado del 

dominio transmisor (DT), para posteriormente transmitirlo al residuo de aspartato conservado del 
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dominio receptor (DR) del RR específico, quien en este estado actúa como regulador 

transcripcional de sus genes blancos (Álvarez et al, 2016) (Fig. 1A).  

 

Por otro lado, las CH’s híbridas que igualmente se encuentran en un estado de 

homodímero y ancladas a la membrana plasmática, presentan una transferencia secuencial del 

grupo fosfato en un sentido His → Asp → His → Asp (Georgellis et al., 1997) denominado fosfo-

relevo. Cabe señalar que cada uno de estos residuos de aminoácidos se encuentra en un dominio 

diferente, que no necesariamente se encuentran en la misma proteína y por  ello, existe una 

amplia gama de estructuras de estas CH’s híbridas. Sin embargo y basándose en homologías, se ha 

determinado que la arquitectura típica de estas CH’s consiste en: i) el dominio transmisor (DT) que 

alberga a la primera histidina conservada; ii) el dominio receptor (DR) que contiene al primer 

aspartato conservado y finalmente iii) el dominio de fosfotransferencia (DF) en donde la segunda 

histidina conservada dona el grupo fosfato al aspartato del dominio receptor (DR) del RR cognado 

(Alvarez et al., 2016; ) actuando de esta manera como regulador transcripcional (Fig. 1B).  

 

El silenciamiento del sistema ocasionado por la falta de la señal activadora tanto en las 

CH’s canónicas como híbridas, consiste en la defosforilacion del RR y está dado por tres eventos 

independientes: i) por la capacidad bifuncional de la CH, quien puede desfosforilar 

específicamente al RR cognado en ausencia del estímulo; ii) por la actividad de fosfatasas no 

involucradas en la regulación directa del SDC y iii) por la ruptura espontánea del enlace covalente 

entre el RR y el grupo fosfato (Álvarez et al., 2016) (Figura 1C).  
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Figura 1. Arquitectura típica de los sistemas de dos componentes en bacterias. 

A) Los sistemas de dos componentes que presentan una cinasa de histidina (CH) canónica normalmente anclada a la 
membrana plasmática (MP), al momento de percibir un estímulo específico a través del dominio sensor (DS), se 
autofosforilan a expensas de ATP en la histidna conservada del dominio transmisor (DT) para luego donarlo al residuo de 
aspartato del dominio receptor (DR) del regulador de respuesta (RR). 

B) Las CH’s hibridas normalmente ancladas a la MP presentan gran diversidad estructural, pero comparten una misma 
arquitectura típica. El DT con la primera His conservada se autofosforila a expensas de ATP, posteriormente lo dona al Asp 
del DR y este a su vez lo dona a la segunda His conservada ubicada en el dominio de fosfotransferencia (DF) para 
finalmente donarlo al Asp del DR del RR. A este proceso se le conoce como fosforrelevo 

C) Los procesos por los cuales la señal se interrumpe tanto en CH’s canónicas como híbridas consisten en la desfosforilación 
del RR por medio de tres mecanismos independientes. El mecanismo más común es a partir de la actividad fosfatasa de la 
CH en ausencia del estímulo, así mismo una fosfasa no propia del sistema es capaz de romper el enlace entre el RR y el 
grupo fosfato. El tercer mecanismo por el cual esto sucede, es la ruptura espontánea del enlace. 

A 

C

A 

B

A 
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BarA/UvrY 
 

El sistema de dos componentes BarA/UvrY de Escherichia coli es un sistema de 

transducción de señales conformado por la CH híbrida BarA y el RR UvrY (Pernesting et al., 2001). 

La función de este sistema es la activación de la expresión de los RNA’s no codificantes CsrB y CsrC 

(Suzuki et al., 2002; Gudapaty et al., 2001), los cuales se unen a la proteína CsrA evitando así la 

actividad regulatoria que esta ejerce sobre los  mRNA que tiene como blanco (Liu et al., 1997; 

Wellbacher et al., 2003).  

 

La proteína CsrA es un homodímero que actúa en la regulación traduccional al bloquear la 

unión de los ribosomas en el extremo 5’ no traducido de los mRNA’s, mediante su unión a 

secuencias GGA en estructuras tallo-asa (Mercante et al., 2009). Esta secuencia asemeja a un 

Shine-Dalgarno típico de bacterias, por lo que CsrA modula la expresión de una amplia gama de 

mRNA’s y por tal razón, el sistema BarA/UvrY, a través de CsrA, regula el metabolismo del carbono 

(Romeo et al., 1993), motilidad, factores de virulencia (Fortune et al., 2005), formación de 

biopelículas (Jackson et al., 2002) entre otros.  

 

La activación del sistema BarA/UvrY depende de muchos factores, siendo uno de ellos el 

pH, ya que durante el crecimiento a pH fisiológico, el sistema se activa en la transición de la fase 

exponencial a la fase estacionaria mientras que en condiciones de pH menores a 5.5 dicho sistema 

no se activa (Mondragón et al., 2006). 

 

Recientemente se determinó que el sistema BarA/UvrY responde directamente a la 

presencia de productos intermediarios del metabolismo de la glucosa, como lo son el acetato y  el 

formato, así como otros ácidos carboxílicos de cadenas cortas, lo cuales son detectados por BarA 

(González et al., 2010). Sin embargo el acetato puede activar directamente al regulador de 

respuesta UvrY mediante la formación de acetil-P (Wolfe, 2005). 
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Se ha observado que la activación de la transcripción de CsrB y CsrC depende de la 

presencia de la proteína CsrA (Gudapaty et al., 2001; Wellbacher et al., 2003), generando así un 

sistema de autorregulación. Este efecto regulatorio es debido a dos procesos independientes: i) 

CsrA regula la expresión de uvrY tanto a nivel transcripcional como traduccional, y ii) la proteína 

CsrA es necesaria para la activación de la cinasa de histidina BarA (Camacho et al., 2015). Y como 

se mencionó antes, el modo de acción de CsrA es mediante su unión a mRNA’s, la regulación de la 

transcripción de UvrY y la activación de BarA deben ser mediadas por factores intermediarios 

regulados por CsrA, que aún no  han sido identificados (Fig. 2).  

 

Por tal motivo, en el presente trabajo se utilizaron técnicas de biología molecular para 

identificar el o los factores intermediarios en el circuito autoregulatorio BarA/UvrY-CsrA, 

principalmente los involucrados en la activación de BarA como cinasa representados por X en la 

figura 2.  

 

 

 

  

Figura 2. Representación del circuito regulatorio del sistema BarA/UvrY/Csr. 1) Fosforilación de BarA a expensas de ATP; 
2)Fosforilaciíon de UvrY  por BarA-P; 3) Productos intermediarios del metabolismo de la glucosa como el formato y 
acetato activan la fosforilación de BarA a expensas de ATP; 4) Formación de acetil-P a partir de acetato; 5) Fosforilación 
de UvrY por acetil-P; 6) UvrY-P activa la transcripción de los RNA’s pequeños no traducidos CsrB y CsrC; 7) CsrB y CsrC 
secuestran a CsrA; 8) CsrA regula la traducción del factor X; 9) el factor X regula la activación cinasa de BarA; 10) CsrA 
regula la traducción del factor Y; 11) el factor Y regula la transcripción y traducción de UvrY. Modificado de Camacho et 
al., 2015 
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OBJETIVO GENERAL 

 Identificar factores involucrados en la regulación del sistema de dos componentes 

BarA/UvrY en Escherichia coli. 

 

 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Elaborar una genoteca a partir de DNA cromosomal de una cepa ∆csrA y ∆uvrY 

 Transformar dicha genoteca en una cepa ∆csrA, csrB-lacZ que contiene un plásmido con el 

gen uvrY bajo el control del promotor de barA (IFC5010 pMX543) 

 Mutar aleatoriamente con un transposón una cepa ∆csrA, csrB-lacZ que contiene un 

plásmido con el gen uvrY bajo el control del promotor de barA (IFC5010 pMX543) 

  Identificar los genes mutados/codificados en las clonas seleccionadas anteriormente, e 

investigar sobre una relación funcional de los productos de estos con BarA. 
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MATERIALES Y ME TODOS 

 

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 
 

Como medio líquido se utilizó Luria Bertani (LB) disuelto en agua bidestilada según las 

condiciones del fabricante y se esterilizó por autoclave a 121°C durante 20 minutos. Los medios 

sólidos se prepararon adicionando agar a la solución de LB a una concentración final de 1.5% w/v. 

Para preparar medio LB a pH 5, se disolvió LB con 100mM de buffer MES en agua bidestilada y se 

esterilizó por filtración. 

El medio mínimo M9 se preparó de acuerdo a las siguientes especificaciones: 

Sales M9 (1L - Esterilizar por autoclave) 

 64g Na2HPO4-7H2O 

 15g KH2PO4 

 2.5g NaCl 

 5.0g NH4Cl 

Medio mínimo M9 (1L) 

 200ml de Sales M9 

 2mM MgSO4 

 20ml de glucosa (20%) 

 10µM CaCl2 

Los cultivos líquidos fueron crecidos aeróbicamente a 37°C con una agitación constante de 

250 rpm, mientras que las placas con medio sólido se incubaron igualmente a 37°C durante al 

menos 12 horas. 
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Antibióticos 
 

Se prepararon soluciones concentradas de los antibióticos necesarios en agua bidestilada, 

excepto el cloranfenicol el que se disolvió en etanol absoluto; se esterilizaron por filtración, se 

alicuotaron y se almacenaron a -20°C. 

Antibiótico Concentración 

Ampicilina (Amp) 100mg/ml 

Kanamicina (Km) 50mg/ml 

Cloranfenicol (Cm) 25mg/ml 

Espectinomicina (Sp) 100mg/ml 

 

Electroporación 
 

Uno de los métodos usados para transformar células de E. coli fue la electroporación. Para  

ello se creció el cultivo deseado en medio LB hasta una D.O. 600nm de 0.5 y posteriormente se 

colocó en hielo para detener su crecimiento. Las células se recolectaron por centrifugación a 4,000 

RPM durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente se realizaron 2 lavados en las mismas condiciones 

con glicerol al 10 % frio. Resuspendiendo en el último lavado con 500 µl. 

 

Una vez lavadas las células, se electroporó 1µl del DNA exógeno en 100µl de células  

lavadas y se recuperaron con 1ml de LB a 37°C durante 1 hora mínimo.  Finalmente, se sembraron 

alícuotas de cada transformación sobre placas con LB/agar y los antibióticos correspondientes.  

 

Células competentes (Quimio competencia) 
  

El otro método para realizar transformaciones fue el uso de células competentes. Para  

ello se creció el cultivo deseado en medio LB hasta una D.O. 600nm de 0.3. Posteriormente se colocó 

en hielo para detener su crecimiento y se recolectaron las células por centrifugación a 4,000 RPM 
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durante 15 minutos a 4° C. La pastilla resultante se resuspendió en 18 ml de solución RF1, se 

incubó sobre hielo por otros 30 min y se centrifugó nuevamente bajo las mismas condiciones. La 

pastilla resultante se resuspendió en 4 ml de solución RF2, se fraccionó en alícuotas de 200 μl en 

tubos cónicos de 1.5 ml y se congeló rápidamente en nitrógeno líquido, para almacenarlas 

finalmente a -70°C. 

 

Para realizar la transformación, se descongelaron las células competentes en hielo, se 

adicionó 1 μl del DNA exógeno y se incubaron en hielo por 30 minutos. Posteriormente se realizó 

un coque térmico a 42°C durante 1.30 minutos, para luego volverlas a incubar en hielo por 1 

minuto. Este cambio repentino de temperatura permite que el DNA exógeno entre en la célula. 

Luego se agregó 700 μl de medio LB y se dejaron recuperar las células a 37°C por 1 hora mínimo.  

Finalmente, se sembraron alícuotas de cada transformación sobre placas con LB/agar y los 

antibióticos correspondientes 

 

Solución RF1 (esterilizado por filtración) 

 100 mM RbCl 

 50 mM MnCl2 

 30 mM  Acetato de potasio 

 Se ajustó a pH 5.8 con ácido acético concentrado 

Solución RF2 (esterilizado por filtración) 

 10 mM RbCl 

 10 mM MOPS 

 75 mM CaCl2 × 6 H2O 

 15 % (v/v) Glicerol 

 Se ajustó a pH 6.5 con NaOH 
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Mutagénesis por transposón 
 

Se generaron mutantes aleatorias por electroporación con el transposón contenido en el 

plásmido pBSL181 (Cmr) (Alexeyev & Shokolenko, 1995) en la cepa IFC5010 (KSB837 csrB-lacZ; 

csrA::Kmr) que contiene el plásmido pMX543 (uvrY bajo el promotor de barA), el cual permite la 

expresión de uvrY independientemente de CsrA. De esta manera, intentamos identificar factores 

regulados por CsrA y que afecten la activación de BarA. El efecto de dichas mutaciones se evaluó 

mediante la expresión del gen reportero csrB-lacZ, obteniendo cambios en el fenotipo (coloración 

azul) de las colonias sembradas sobre LB/agar con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

galactopiranósido)   

 

Transducción por el fago P1vir 
 

La transducción mediante el fago P1vir se llevó a cabo en dos etapas: 

 Lisis de la cepa donadora: Para esta etapa se inocularon 50µl de un cultivo crecido 

toda la noche de la cepa donadora en 5ml de medio LB estéril adicionado con 25µl de 

CaCl2 1M y 50µl de glucosa al 20% (w/v), este paso se hizo por duplicado. Después de 

haber incubado por 30 minutos a 37°C, se adicionó 1µl de fago P1vir a uno de los 

tubos, dejando el otro tubo como control. Ambos tubos se incubaron nuevamente a 

37°C hasta que se observó lisis en el tubo con fago en comparación con el tubo 

control. Una vez lisado el cultivo, se colocó en hielo y se tomaron 900µl del lisado al 

cual se le adicionaron 100µl de cloroformo y se agitó vigorosamente, para así romper 

las células que no habían sido lisadas. Finalmente se centrifugó a 10,000 rpm y se 

recuperó la fase acuosa, la cual se guardó a 4°C.   

 Transducción: Para esta etapa, la cepa receptora se creció en 5ml de medio LB estéril 

adicionado con 50µl de glucosa al 20% (w/v). Una vez crecido el cultivo, se tomaron 

500µl del mismo y se recolectaron las células a 9,000 RPM durante 5 minutos, este 

paso se hizo por triplicado. Las pastillas resultantes fueron resuspendidas en 300µl de 

solución fago y se adicionaron 1, 10 y 100µl respectivamente del lisado de la cepa 

donadora, esto con el fin de titular la concentración del fago resultante. Se incubaron 
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a 37°C durante 30 minutos y pasado este tiempo se recuperaron las células con 100µl 

de citrato de sodio 1M y 500µl de medio LB. Posteriormente se incubaron a 37°C 

durante 1 hora y finalmente, se sembraron alícuotas de cada transducción sobre 

placas con LB/agar y los antibióticos correspondientes. 

Solución fago 

 10mM CaCl2 

 5mM MgSO4 

 

Extracción de DNA cromosomal de E. coli 
 

Para la extracción de DNA cromosomal de cepas de E. coli, se partió de un cultivo de 50ml 

crecido hasta punto de saturación. Las células fueron recolectadas a 5,000 rpm durante 15 

minutos. Posteriormente se lisaron a 37°C durante 1 hora con ayuda de 20ml de buffer de lisis. 

Transcurrido el tiempo, se realizaron 2 extracciones utilizando una solución de fenol/cloroformo y 

finalmente una más con cloroformo para remover el fenol.  

 

Para poder precipitar el DNA se utilizó etanol ultra puro frío en una proporción 2.5:1 y 

después se realizó un lavado con etanol al 70%, para finalmente secar el DNA y resuspenderlo en 

buffer TE.   

Buffer TE 

 1 mM EDTA (Sal disódica) (pH 8) 

 10 mM Tris/HCl (pH 8) 

Buffer de lisis (20ml) 

 18.68 ml buffer TE 

 1.2 ml SDS 10% 

 120 μl de proteinasa K (20 mg/ml) 
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Genoteca 
 

Se elaboró una genoteca con fragmentos de aproximadamente 5kb, a partir de DNA 

cromosomal extraído de una cepa mutante en csrA y uvrY cortados con la enzima Sau3AI. 

Posteriormente, dichos fragmentos se ligaron con un plásmido de alto número de copias pBSKCm 

(Cmr). Posteriormente dichas ligaciones se utilizaron para transformar la cepa IFC5010 pMX543 

(misma cepa usada en la mutagénesis) y se sembraron sobre LB/agar con los antibióticos 

correspondientes (Amp, Km, Sp y Cm) adicionado con X-gal. De la misma forma que la 

mutagénesis antes mencionada, se seleccionaron colonias mediante la expresión del gen 

reportero csrB-lacZ.  

 

 Ubicación del transposón en el genoma 
 

 Al igual que la genoteca previamente descrita de las mutantes obtenidas se realizaron 

digestiones parciales del DNA de cada una, se ligaron con el plásmido pUC18 (Amr) y se 

transformaron en una cepa Top 10 por quimio competencia la cual no presenta endonucleasas. Se 

seleccionaron las transformantes en LB/agar con cloranfenicol. Los plásmidos seleccionados se 

secuenciaron en la Unidad de Biología Molecular del IFC utilizando el oligonucleótido pKD3C1 (5’- 

TTATACGCAAGGCGACAAGG -3’) que hibrida dentro de la resistencia a cloranfenicol y tiene una 

direccionalidad río abajo del mismo.  

 

 Posteriormente y con base en los resultados obtenidos, se mutaron de manera dirigida los 

genes identificados por recombinación homóloga de productos de PCR utilizando la recombinasa 

del fago λ Red (Datsenko & Wanner, 2000). Ya mutados los genes candidatos, se comprobó el 

fenotipo encontrado en la mutagénesis por transposón mediante la expresión del gen reportero 

csrB-lacZ.   
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Electroforesis en gel de agarosa 
 

Para observar y determinar los tamaños de fragmentos de DNA, se utilizó la electroforesis 

en geles de agarosa. Para ello, la agarosa se disolvió en buffer TBE a una concentración de 1% w/v 

por calentamiento en microondas, hasta disolución total y homogénea, y se vertió en una cámara 

horizontal, para luego colocar el peine para formar de esta manera los pozos. Una vez solidificado 

el gel, se cubrió con buffer TBE y se retiró el peine. Las muestras de DNA se mezclaron con 0.2 

volúmenes de buffer de carga y se cargaron en los pozos del gel. La electroforesis se llevó a cabo a 

150 V durante 40-60 min. Finalizada la migración, el gel de agarosa se tiño en una solución de 

bromuro de etidio (2 μg ml-1) durante 10-20 min. Después de 5 minutos de lavado en agua, el 

DNA se observó en luz UV (λ = 254 nm) en un transiluminador 

 

Buffer TBE (10X) 

 50 mM Tris 

 50 mM Ácido bórico 

 2.5 mM EDTA (sal disódica) 

 

Extracción de plásmidos por lisis alcalina  
 

Con el fin de comprobar las clonaciones correctas de los  diferentes plásmidos, se recurrió 

a la extracción de los mismos utilizando lisis alcalina en donde a partir de cultivos crecidos toda la 

noche, se tomaron 1.5ml de los mismos en tubos de centrífuga de 1.5ml y por centrifugación a 

13,000 RPM durante 5 minutos, se recuperaron todas las células en una pastilla, que después fue 

resuspendida en 100µl de buffer GTE frío. Posteriormente, las células fueron lisadas al agregar 200 

μl de una solución de SDS alcalina. Después de 5 min de incubación sobre hielo, las proteínas y el 

DNA cromosomal se precipitaron tras agregar 150 μl de solución de acetato de potasio. Para 

separar el sobrenadante del precipitado, se centrifugó a 13.000 RPM durante 10 minutos y este 

primero se pasó a un tubo limpio.  
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Finalmente se precipitó el plásmido con ayuda de etanol e igualmente por centrifugación 

se obtuvo una pastilla (plásmido) quien una vez seca, se resuspendió en un volumen adecuado de 

buffer TE con 0,01 % (v/v) de RNasaA. Los plásmidos se conservaron a -20°C. 

 

Solución GTE 

 25 mM Tris/HCl (pH 8,0) 

 10 mM EDTA (Sal disódica) 

 50 mM Glucosa 

Solución de SDS alcalina 

 200mM NaOH 

 1% (w/v) SDS 

Buffer TE 

 1 mM EDTA (Sal disódica) (pH 8) 

 10 mM Tris/HCl (pH 8) 

 

Extracción de plásmidos por KIT 
 

Los plásmidos que fueron mandados a secuenciar fueron extraídos utilizando el KIT “QIAprep Spin 

Miniprep Kit” de Qiagen según las especificaciones del fabricante. 

 

Ensayo de β-galactosidasa 
  

Con el fin de seguir la actividad β-galactosidasa del gen reportero csrB-lacZ , se utilizó una 

aproximación colorimétrica mediante la degradación del compuesto β-galactósido ONPG. Para 

esto, se inocularon a una D.O. 600nm de 0.01 las cepas correspondientes en matraces con LB pH7 o 
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pH5 según fuera el caso, colocándolos en agitación a 37°C hasta que alcanzaran una D.O. 600nm de 

0.15, donde se tomó el primer punto del ensayo colocando 100µl del cultivo en 900µl de buffer Z, 

cada punto se realizaba por duplicado y se tomaba su D.O. 600nm. La toma de muestra se realizó 

cada 30 minutos por 4 horas después de que el cultivo llegó a una D.O. 600nm de 0.15. 

 

 Para poder revelar el ensayo, se adicionó 200µl de ONPG (4mg/ml) a cada punto, dejando 

que la reacción transcurriera durante 20 minutos. Para parar la reacción se adicionó 500µl de 

Na2CO3 1M y se midió en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 420ηm y 550ηm, en 

donde la primera refiere a la longitud de onda a la cual el amarillo tiene su pico de absorción, 

mientras que la segunda refiere a la turbidez presentada por el medio. Los resultados fueron 

obtenidos en unidades Miller utilizando la siguiente fórmula: 

 

Donde t es el tiempo de la reacción y v es el volumen del cultivo en la misma. 

Buffer Z  

 57.7 mM Na2HPO4 

 42.3 mM NaH2PO4 

 3.3 M KCl 

 3.3 M MgSO4  

(Antes de utilizar el buffer Z, se le adicionaron a 50ml del mismo: 135 µl de β-mercaptoetanol y 

555 µl de SDS 0.1%) 
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Western Blot 
 

Para la detección de proteínas se utilizó la técnica de Western Blot, la cual consiste en 

separar las proteínas de acuerdo a su tamaño y posteriormente detectarlas mediante el uso de 

anticuerpos. Para ello se elaboró un gel de poliacrilamida de acuerdo a las especificaciones de 

Sambrook y Russell (2001). 

 

La preparación de las muestras consistía en tomar 1 ml del cultivo deseado en fase 

estacionaria, posteriormente las células se recolectaban a 12,000 rpm durante 5 minutos y se 

resuspendían en 100 μl de buffer de carga adicionado con β-mercaptoetanol (10% v/v). 

Finalmente las muestras se calentaron 5 minutos a 95°C. Una vez preparadas las muestras, se 

cargaron 10 μl de las mismas en el gel con la ayuda de una jeringa Hamilton y se corrieron en una 

cámara vertical con buffer de corrida a 20 mA constantes hasta que el frente de corrida llegara al 

final del gel. Como marcador de peso se utilizó Blue Prestained Protein Standard, Broad Range. 

 

Posteriormente se utilizó una transferencia en cámara húmeda para poder tener las 

muestras en una membrana de nitrocelulosa. Para ello se colocó en un baño de buffer de 

transferencia una celda de transferencia y dentro de esta: almohadilla, papel filtro, gel de 

poliacrilamida, membrana, papel filtro y almohadilla (en ese orden desde el cátodo hacia el 

ánodo), evitando dejar burbujas entre el gel y la membrana. Una vez armada la celda, esta se pasó 

a la cámara de transferencia llena con el mismo buffer de transferencia y se corrió a 100 voltios 

constantes durante 1 hora en frío. 

 

Transcurrida la transferencia, se recuperó la membrana y se bloqueó con caseína durante 

2 horas a temperatura ambiente con agitación constante. Posteriormente se lavó la membrana 3 

veces con buffer TBS-Tween. El anticuerpo primario se adicionó en una solución 1:10,000 en 

buffer TBS-Tween durante 1 hora a temperatura ambiente con agitación constante. 
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Posteriormente la membrana se lavó de la misma manera que antes. Se realizó lo mismo con el 

anticuerpo secundario.  

 

Para revelar el ensayo, se utilizó el kit Immobilon Western de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante. 

Buffer de corrida (5X) 

 15 g Tris base 

 72 g Glicina:  

 5 g SDS  

 Aforar a 1 litro 

 

Buffer de carga 

 100 mM Tris- HCl (pH 6.8): 

 4 % (w/v) SDS 

 0.2% Azul de bromofenol 

 0.20 % Glicerol 

 

Buffer de transferencia (10X) 

 30 g Tris base 

 142.7 g Glicina 

 3.72 g EDTA (Sal disódica) 

 200 mL Metanol 

 Aforar a 1 litro 

 

Buffer tris salino (TBS, 10X, pH7.6) 

 24 g Tris base  

 88 g NaCl 

 Aforar a 1 litro 

 Se ajustó el pH con HCl 

(Se adicionó el Tween™-20 en buffer TBS 1X a una concentración de 0.1% (v/v) 
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RESULTADOS Y DISCUSIO N  

 

Con la finalidad de identificar el o los factores regulados por CsrA que intervengan en la 

activación o represión de la actividad cinasa de BarA, se recurrió al uso de dos aproximaciones: i) 

elaboración de una genoteca y ii) mutagénesis aleatoria. Con la primera buscamos un gen 

necesario para la activación de BarA como cinasa y que debido a su bajo o nulo nivel de expresión 

en una cepa ΔcsrA, BarA no se active. Por otro lado, con la mutagénesis buscamos un gen que 

impida la activación de BarA como cinasa y cuya expresión esté reprimida por CsrA, de tal manera 

que en una cepa ΔcsrA su mayor expresión no permita la activación del sistema BarA/UvrY. 

 

Genoteca 
 

Para la primera aproximación, se construyó una genoteca a partir de DNA cromosomal de 

una cepa ΔuvrY, ΔcsrA con la cual se transformó directamente la cepa IFC5010 pMX543 mediante 

electroporación. Como resultado de esta trasformación se obtuvieron alrededor de 30 colonias 

por µl de ligación, las cuales fueron insuficientes para poder representar el tamaño del 

cromosoma completo de E. coli. Esta baja eficiencia en la transformación pudo deberse a que CsrA 

regula una amplia gama de procesos celulares y al no encontrarse, la adquisición y estabilización 

de material genético exógeno se vea mermada.  

 

Por lo tanto, se decidió utilizar la cepa TOP10, la cual carece de endonucleasas y debido a 

ello es ámpliamente utilizada en técnicas de biología molecular para estabilizar y replicar 

plásmidos. La cepa se transformó mediante choque térmico con la genoteca antes mencionada. 

Mediante el uso de esta cepa, se obtuvieron alrededor 8,000 colonias con plásmido. 

Posteriormente estas colonias fueron levantadas de la caja y resuspendidas en medio LB estéril 

para formar 4 colecciones de plásmidos de aproximadamente 2,000 clonas cada uno, a las cuales 

por medio de purificación por columnas Quiagen se extrajeron los plásmidos generados. Después 
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la cepa IFC5010 pMX543 fue transformada por electroporación con las colecciones de plásmidos, 

obteniendo de esta manera un aproximado de 20,000 clonas en total por colección. Cabe señalar 

que esto fue repetido en varias ocasiones para asegurar que todos los plásmidos de la colección 

original estuvieran representados en las clonas obtenidas de la cepa IFC5010 pMX543. Sin 

embargo, en ninguno de los casos se encontró alguna clona que presentara una mayor expresión 

del gen reportero csrB-lacZ, juzgado por la coloración azul de la colonia debido a la degradación 

del sustrato X-gal. 

 

La ausencia de colonias azules puede deberse a tres razones: i) el número de plásmidos 

obtenidos a partir de la genoteca realizada no fueron los suficientes para abarcar el tamaño 

completo del genoma de E. coli; ii) el factor que interviene en la activación de BarA como cinasa no 

se encuentra reprimido en una cepa ΔcsrA y más bien se encuentra sobre expresado inhibiendo la 

actividad cinasa de BarA, o iii) hay más de un gen/proteína regulados por CsrA que son necesarios 

para la activación de BarA. 

 

Mutagénesis 
 

Para la otra aproximación propuesta (mutagénesis aleatoria) en donde se buscó algún 

factor que reprimiera la actividad cinasa de BarA en una cepa ΔcsrA, a diferencia de la genoteca 

antes mencionada, se obtuvieron aproximadamente 40,000 mutantes directamente en la cepa 

IFC5010 pMX543. Esto puede deberse a que el transposón utilizado se encuentra contenido en un 

plásmido Pir dependiente inducible por IPTG, por lo que al entrar en la célula se insertaba en 

alguna región del genoma de E. coli sin necesidad de estabilizarse o replicarse dentro de la misma.  

 

Con el fin de encontrar la ubicación del transposón dentro del genoma de E. coli, se optó 

por realizar una genoteca a partir de cada mutante obtenida. Para esto, en primer lugar se extrajo 

DNA total de la mutante en cuestión y posteriormente se realizó una digestión parcial del mismo 

con la enzima Sau3AI y se clonó dentro del sitio BamHI del plásmido pUC18 (Ampr). La genoteca 
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resultante se utilizó para transformar la cepa TOP10 por choque térmico, seleccionando las clonas 

resultantes con cloranfenicol, por lo que las colonias resistentes contendrían la resistencia del 

transposón y posiblemente las secuencias río arriba y río abajo de donde se había insertado. Para 

comprobar la clonación y tamaño de los insertos, los plásmidos resultantes fueron digeridos con 

las enzimas HindIII y EcoRI, las cuales flanquean al sitio BamHI donde se realizó la clonación, 

provocando así la liberación del inserto, por lo que al correr una electroforesis en gel de agarosa y 

observar el plásmido en una conformación lineal y otras bandas, se podría inferir que el mismo 

estaba bien clonado.    

 

Una vez recibidas las secuencias, se realizó un BLAST nucleótido-nucleótido utilizando la 

herramienta blastn suite del NCBI, disponible en: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg 

i?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome 

 

Del total de mutantes obtenidas, fueron 7 las que presentaron el fenotipo deseado 

(expresión del gen reportero csrB-lacZ), en donde el transposón se incorporó en: i) csrB-lacZ; ii y 

iii) bglF; iv) rhaA; v) barA; vi) purA y; vii) argR. Las cuales se describirán a continuación. 

 

i) Incorporación del transposón en la región regulatoria de csrB-lacZ 

 

En el primero de los casos donde obtuvimos una mayor expresión del gen reportero csrB-

lacZ, se procedió a realizar, como control, la transferencia de la mutación generada a una cepa 

ΔuvrY csrB-lacZ mediante transducción por fago P1, para descartar que el transposón generara 

una modificación en la expresión de UvrY que no tuviera que ver con el fin del presente trabajo. 

Después de haber obtenido mediante genoteca la ubicación del transposón en el genoma y la 

secuencia correspondiente, observamos que este se había incorporado en la región regulatoria de 

csrB-lacZ (Apéndice A).  
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Este efecto observado se puede explicar debido a que la inserción del transposón en esta 

región generó un promotor putativo (Fig. 3), provocando de esta manera una expresión 

constitutiva e independiente de la actividad propia del sistema, dándonos así un falso positivo.  

 

 

 

 

 

 

ii y iii) BglF es capaz de provocar la degradación de algunos compuestos β-galactósidos  

 

Para descartar la incorporación del transposón en la región regulatoria de csrB-lacZ con el 

resto de las mutantes obtenidas, se transfirió la mutación generada a una cepa sin reportero 

mediante transducción por fago P1, en donde sí se presentaba este caso, las mutantes resultantes 

presentarían una tonalidad azul en presencia de X-gal y serían descartadas. 

 

En otras dos mutantes obtenidas, identificamos que el transposón se incorporó río arriba 

del gen bglF (Apéndice B), el cual pertenece a un operón críptico quien codifica para tres genes 

estructurales involucrados en la utilización de β-glucósidos aromáticos (Prasad & Schaefler, 1974): 

i) bglF que es la enzima IIBgl; ii) bglG que es el antiterminador específico del operón;  y iii) bglB que 

es una fosfo-β-glicosidasa (Fig. 4) (Schnetz et al., 1987).  

 

Se sabe que la expresión de este operón se encuentra silenciada en una cepa silvestre sin 

embargo, existen múltiples mutaciones capaces de revertir esto y se les conoce como “activación”, 

las cuales generan un fenotipo constitutivo (Amster-Choder, 2005). Uno de estos mecanismos de 

activación, es la inserción de un elemento “IS” río arriba o río abajo del operón (Schnetz 1995).  

Figura 3. Ubicación del transposón 
pBSL181 en la región regulatoria del 
gen reportero csrB-lacZ. Provocando la 
expresión constitutiva del mismo sin 
necesidad de la actividad cinasa de 
BarA 
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 Se sabe que bglF codifica para una enzima perteneciente a la superfamilia funcional 

dependiente de fosfoenolpiruvato capaz de fosforilar y transportar β-glucósidos a través de la 

membrana plasmática (Postma et al., 1993). Sin embargo, en el presente trabajo se observó que 

una mutante con una inserción, por un transposón, río arriba del marco de lectura abierto de bglF, 

posiblemente activa constitutivamente al operón y genera una tonalidad azul en colonias 

sembradas sobre LB/agar adicionado con X-gal. Posteriormente, al realizar una cinética enzimática 

de la β-galactosidasa, en donde se utiliza ONPG en lugar de X-gal como sustrato, observamos que 

no había activación del sistema. Por lo tanto, la degradación del X-gal en las placas debería 

involucrar otro mecanismo. 

 

Posiblemente y debido a que BglF transporta compuestos β-glucósidos a través de la 

membrana, pueda tener cierta inespecificidad al momento de transportar compuestos β-

galactósidos como el X-gal y no el ONPG, provocando que este primero se acumule dentro de la 

célula y sea más fácilmente degradado por la expresión basal del gen reportero csrB-lacZ. Sin 

embargo, es necesario realizar los experimentos pertinentes para comprobar o refutar esto. En lo 

que concierne al presente trabajo, este resultado fue otro falso positivo que no se había 

contemplado en un inicio.  

 

iv) Al mismo tiempo que la obtención de las secuencias de las mutantes anteriores, 

recibimos la secuencia correspondiente a una mutante más, que al igual que los casos anteriores, 

las colonias obtenidas presentaban una ligera tonalidad azul pero  en el ensayo de β-galactosidasa, 

la activación no era significativa.  En esta mutante se encontró que el transposón había 

Figura 4. Ubicación del transposón pBSL181 dentro del operón bglBFG. Al 
incorporarse el transposón entre el gen que codifica para la enzima BglF y el gen 
regulador bglG.  
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interrumpido el gen rhaA (Apéndice C), quien al igual que bglF se encuentra codificado dentro de 

un operón.  

 

El operón donde se encuentra rhaA, codifica para tres genes estructurales involucrados en 

el metabolismo de la L-ramnosa: i) rhaA que es la L-ramnosa isomerasa; ii) rhaB que es la L-

ramnosa cinasa involucrada en la fosforilación de la ramnosa y; iii) rhaD quien codifica para la 

ramnosa-1-fosfato aldolasa (Fig. 5).  

 

Para comprobar el fenotipo observado por la mutagénesis producto del transposón, se 

procedió a mutar directamente a rhaA, mediante la utilización de la recombinasa del fago λ Red 

(Datsenko & Wanner, 2000) quien por homología sustituye al gen de interés por un gen de 

resistencia a cloranfenicol. Para esto, se diseñaron los oligonucleótidos (Apéndice D) del-rhaA-Fw 

(5’-TCACTCTACACGACAGACAAAGGAGCTTTGCGCATGACCATGTGT AGGCTGGAGCTGC-3’) y del-

rhaA-Rv (5’-GTGTTTACCCGCGGCGACTCAAAATTTCTTTCTCATAAGCCATATGAATATCCTCCTTAG-3’) 

que presentan una homología de 40 nucleótidos río arriba y río abajo respectivamente de rhaA y 

que en el extremo 3’ presentan 18 nucleótidos que hibridan con el plásmido pKD4 quien contiene 

el gen de resistencia a cloranfenicol.  Para comprobar la correcta mutación del gen se diseñaron 

los oligonucleótidos rhaB-inORF-Fw (5’-TCGACAGTCTGGCGCTGC-3’) y rhaD-inORF-Rv (5’-

ATCGGCGTCATCCAGGCG-3’) quienes hibridan río arriba y río abajo respectivamente de rhaA 

(Apéndice D) y dan un tamaño más grande cuando el gen de resistencia a cloranfenicol se 

encuentra presente (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Ubicación del transposón pBSL181 
dentro del  operón rhaABD  
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Una vez mutada y comprobada la integración del gen de resistencia por rhaA, se transdujo 

por P1vir a la cepa IFC5010 pMX543 y se plaqueó sobre LB/agar con X-gal, sin embargo no se 

obtuvo el fenotipo observado en la mutagénesis por transposón. Esto podría deberse a alguna 

mutación propia de E. coli que produjo el fenotipo observado en esta mutante, que a pesar de dar 

una tonalidad ligeramente más azul, no es debido al sistema BarA/UvrY/Csr. Produciendo por 

consiguiente otro falso positivo. 

 

Con base en este resultado y para descartar mutaciones aleatorias que no hayan sido 

provocadas por el transposón así como que no estuvieran relacionadas con el sistema BarA/UvrY, 

se procedió a transferir la mutación generada a la cepa IFC5010 e IFC5010 pMX543 mediante 

transducción por el fago P1 y si el fenotipo era el mismo que en la mutante original, el efecto 

observado se debería a la inserción del transposón. 

 

v) BarA como cinasa constitutiva   

 

Posteriormente y con base en los resultados obtenidos de bglF, rhaA y lacZ, se procedió a 

realizar, además de las transducciones por P1vir a las cepas que nos permitieran descartar 

incorporaciones del transposón en el gen reportero csrB-lacZ,  cinéticas enzimáticas de la β-

galactosidasa las cuales nos permitieron descartar mutaciones en el operón críptico bglFGB o 

cualquier otro falso positivo que no estuviera involucrado con la activación del sistema. Gracias a 

esto, se generó un filtro más fino de las posibles candidatas. 

 

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa1%w/v teñido con bromuro de etidio y 
observado bajo luz UV. En el primer carril de izquierda a derecha se observa el 
marcador de peso molecular utilizado (1KB Plus Ladder; en el segundo carril está el 
producto de la amplificación de una cepa silvestre utilizando los oligonucleótidos 
rhaB-inORF-Fw y rhaD-inORF-Rv (1,700 pares de bases); en el tercer carril está el 
producto de la amplificación, utilizando los mismo oligonucleótidos antes 
mencionados, de la cepa ΔrhaA donde este gen fue sustituido por el gen se 
resistencia a cloranfenicol (2,100 pares de bases) 
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Una vez elaborados los controles correspondientes, encontramos una mutante en la que 

se observó que el transposón se había incorporado dentro de barA en la secuencia 

correspondiente al aminoácido 248 (Apéndice E). Es importante señalar que este aminoácido se 

encuentra en la región ubicada entre el linker que conecta la región transmembranal con la región 

citosólica y el dominio H1 de la CH BarA (Fig. 7) donde se encuentra el primer residuo de histidina 

conservado (Pernesting et al. 2001), generando de esta manera una proteína truncada que pudo 

expresarse a partir del residuo 249 gracias a un promotor putativo generado por el mismo 

transposón dilucidado mediante el uso del programa BPROM (Solovyev & Salamov, 2011).  

 

Con el fin de comprobar la expresión de la mutante BarA-249, se procedió a realizar un 

Western Blot contra BarA (Fig. 8), en donde encontramos que la mutante de BarA-249 presentaba 

un tamaño menor con respecto a la copia silvestre de la misma. Por lo tanto se puede concluir que 

el promotor putativo generado por el transposón en efecto permitía la expresión de esta copia de 

BarA. 

Figura 7. Representación esquemática del ORF de barA. La ubicación del transposón pBSL181 se 
encontró entre la región linker y el dominio transmisor o H1 de la CH BarA, formando una proteína 
funcional a partir del residuo 249. El dominio transmisor está representado por el residuo de histidina 
conservado ubicado en la posición 302 de la proteína. El dominio receptor está representado por el 
residuo de aspartato ubicado en la posición 718. El dominio de fosfotransferencia o H2 está 
representado por el residuo de histidina ubicado en la posición 861. La región transmembranal se 
encuentra en el extremo N-terminal. 

918 1 

Región                            Dominio  Dominio                  Dominio de  

transmembranal          receptor                       transmisor                          fosfotransferencia 
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Al realizar el ensayo enzimático (Fig. 9) de la β-galactosidasa de la cepa IFC5010 pMX543 

barA-249, encontramos que su activación alcanzaba valores similares a los presentados por una 

cepa silvestre, por lo que con base en este resultado y sabiendo que esta mutante de BarA se 

encontraba codificado a partir del residuo 249, se podría inferir que el o los  factores involucrados 

en la regulación de BarA como cinasa en una cepa ΔcsrA, interactúan reprimiéndola en alguna 

región dentro de los primeros 248 residuos de BarA. Sin embargo, es necesario comprobar dicha 

hipótesis mediante ensayos de interacción de proteínas. 

 

Para determinar el efecto de esta mutante y con resultados recientemente obtenidos en el 

laboratorio, en donde una mutante de barA que es codificada a partir de la región linker,  presenta 

actividad de fosfatasa constitutiva a pH 5  en fondo silvestre (no publicado) y sabiendo que la 

mutante BarA-249 es capaz de activar el sistema. Se procedió en primer lugar a transferir la 

mutación a la cepa KSB837 mediante transducción por el fago P1 y posteriormente realizar una 

cinética enzimática de β-galactosidasa de la cepa KSB P1:BarA-249 en LB pH5 con acetato, formato 

y sin estímulo, tomando a la cepa KSB837 ΔbarA como control (Fig. 10).  

Figura 8. Western Blot contra BarA utilizando anticuerpos policlonales de conejo. En el carril 1 se observa BarA 
silvestre (106 kilo Daltons); el carril 2 se dejó vacio; y en el carril 3 se observa la copia de BarA expresada a 
partir del residuo de aminoácidos 249 (72 kDa) agregando 5 veces más proteína con respecto a la cepa 
silvestre. 

kDa 

100 

 

72 

 
60 
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Bajo estas condiciones, encontramos que la activación del sistema, con esta mutación, es 

independiente de la presencia de acetato o formato en el medio, por lo que se podría inferir que la 

región linker está directamente relacionada con la regulación de la actividad de BarA y al no 

encontrarse esta, el sistema se desregula provocando una actividad de cinasa constitutiva en estas 

condiciones. 

 

Cabe señalar que no se tenía contemplado que una mutación dentro de barA  pudiera 

producir un fenotipo donde el sistema se viera activado, por lo que nunca se hizo un control 

contra ello. Sin embargo, esta mutante de barA nos permitirá entender el sistema río abajo en la 

transducción de la señal, es decir, en la fosforilación de UvrY, la expresión de los RNA’s pequeños 

CsrBC y la regulación de CsrA. Así mismo, este resultado puede permitirnos entender la relación 

estructura-función de BarA y ubicar las regiones involucradas en la percepción de los estímulos 

que permiten activar o reprimir la actividad cinasa de la misma. 

Figura 9. Ensayo de la actividad β-galactosidasa de la mutante de BarA codificada a partir del residuo 249 por un 
promotor putativo generado por la inserción del transposón pBSL181.  La activación del sistema en la cepa IFC5010 
pMX543 barA-249 (triángulo invertido) alcanza valores similares a los presentados por la cepa KSB837 (círculo), por 
lo que el o los factores que inhiben la actividad cinasa de BarA en una cepa con fondo ΔcsrA, posiblemente 
interactúan en alguna región dentro de los primeros 248residuos de BarA. Como controles negativos se utilizaron las 
cepas IFC5010 pMX543 (triángulo) e IFC5010 pMX543 ΔbarA (cuadros). Se realizaron 3 ensayos independientes 
encontrando valores similares en todos los casos.  
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Teniendo esto último en mente, además de los controles antes mencionados, para 

descartar una mutación dentro de barA, se optó por realizar PCR de las nuevas candidatas 

utilizando el oligonucleótido BarA100up-Fw (5’-GACGCGTCGTCGTGCGTC-3’) que hibrida en la 

región promotora de barA y el oligonucleótido BarAHind-Rv (5’-

CCCAAGCTTGCCGATTGCTACTCGACAAGA-3’) que hibrida al terminar el marco de lectura abierto 

del mismo (Apéndice F). Por lo que al encontrar un amplificado más grande que la copia silvestre, 

se sabría que el transposón se había incorporado en alguna región dentro del gen (resultados no 

mostrados).  

 

vi) PurA como posible mecanismo de regulación  

 

Después de continuar con la mutagénesis y los filtros correspondientes, obtuvimos una 

mutante en dónde el transposón se incorporó dentro del gen purA (Apéndice G). La enzima 

codificada por purA es una adenilosuccinato sintasa que interviene en la síntesis de novo  de AMP 

a partir de L-aspartato e inosina monofosfato mediado por la hidrólisis de GTP (Honzakto & 

Figura 10. Ensayo de la actividad β-galactosidasa de KSB P1:barA-249 en LB pH5 con acetato (cuadros), formato 
(triángulo) y sin estímulo externo (círculo), en donde se observa que la activación del sistema es constitutiva 
independientemente del estímulo específico del sistema. Como control, se realizaron los mismos ensayos con la 
cepa KSB837 ΔbarA, en donde se observa que sin estímulo (rombo) y con formato (círculo) no hay activación del 
sistema, mientras que con acetato (cruz) el sistema se activa debido a la fosforilaciòn de UvrY por acetil fosfato. Se 
realizaron 3 ensayos independientes encontrando valores similares en todos los casos.  
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Fromm, 1999) y que se ve fuertemente inhibida por la presencia de la alarmona ppGpp de manera 

alostérica como inhibidor competitivo con respecto al GTP (Hou et al., 1999). Recientemente se 

reportó que la alarmona ppGpp regula positivamente la expresión del gen csrB mediante un 

mecanismo no identificado aún (Zere et al. 2015), por lo que posiblemente la actividad/presencia 

de PurA sea dicho mecanismo que interviene en la expresión de csrB. 

 

Para comprobar que el genotipo era correcto, se procedió a transferir mediante 

transducción por el fago P1 la mutación ΔpurA de la colección Keio (Baba et al., 2006) a la cepa 

KSB837 y se hizo lo mismo con la mutación producto del transposón. Posteriormente y sabiendo 

que una cepa ΔpurA es incapaz de crecer en medio mínimo M9 con glucosa como única fuente de 

carbono (Brien & Herschlang, 1998), debido a que bajo estas condiciones la obtención de AMP es 

principalmente por esta vía (Kim et al., 2015), se inocularon en tubos separados la cepa KSB 

P1:ΔpurA (Keio), KSB P1:TnpurA y KSB837 y se dejaron creciendo toda una noche. Transcurrida la 

noche, observamos que la mutante producto de la inserción del transposón (TnpurA) no creció a 

diferencia de la cepa ΔpurA  de la colección Keio, que junto con la silvestre crecieron, 

comprobando así la mutación del gen purA por parte del transposón, lo cual no se observó en la 

mutación de la colección Keio.  

 

Con el fin de observar el efecto de esta mutación dentro de purA, se procedió a realizar los 

ensayos de β-galactosidasa en cepas con fondo silvestre y ΔcsrA. Para el primero de los casos se 

tomó la cepa KSB P1:TnpurA construida anteriormente frente a la cepa KSB837 como control, en 

donde encontramos que la activación de esta primera era incluso mayor que la cepa silvestre (Fig. 

11). Por lo que basándonos en este resultado, es posible inferir que la presencia de PurA en un 

cepa silvestre de alguna manera reprime la actividad de sistema Bar/UvrY, siendo esta la razón por 

la cual ppGpp induce la expresión de csrB, sin embargo es necesario generar los experimentos 

necesarios para comprobar esto.  
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Por otro lado, en la cepa IFC5010 pMX543 TnpurA fue imposible realizar el ensayo de β-

galactosidasa debido a que al momento de crecer en medio líquido a la cepa, esta generaba gran 

cantidad de biopelícula, provocando que la toma de muestra no fuera posible. Este efecto 

posiblemente se deba al exceso de UvrY generado por el plásmido pMX543 y que al momento en 

que BarA se activa como cinasa, el efecto de UvrY-P y por ende la expresión de csrB/C se 

magnifica, provocando con ello el secuestro de la proteína CsrA deficiente que está en el medio, lo 

cual genera la disminución de los niveles de esta última, magnificando así la formación de 

biopelícula (Jackson et al., 2001). Por dicha razón, se procedió a transferir la mutación TnpurA a la 

cepa IFC5010 mediante transducción por el fago P1, permitiendo de esta manera que la formación 

de biopelícula no fuera un impedimento en la toma de muestra. El efecto observado en esta 

mutante, IFC5010 P1:Tnpur,A fue similar al presentado en la cepa con fondo silvestre, ya que la 

activación del sistema en la mutante era mayor con respecto a la cepa IFC5010 usada como 

control (Fig. 12).   

 

Figura 11. Ensayo de la actividad β-galactosidasa de la cepa KSB837 P1:TnpurA (triángulo invertido), en donde la 
activación del sistema en esta mutante es mayor con respecto a la cepa KSB837 (tríangulo), por lo que PurA de 
alguna manera reprime al sistema BarA/UvrY en una cepa silvestre, posiblemente mediante la alormona ppGpp. 
Se realizaron 3 ensayos independientes encontrando valores similares en todos los casos. 
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Al afectar la biosíntesis de purinas, principalmente la de AMP, se ha visto que se generan 

intermediarios como los son AICAR (5-amino-4-carboxamida imidazol ribosido 5'-fosfato), SAICAR 

(5-amino-4-imidazol N-succinocarboxamida ribonucleótido-5-fosfato) y FAICAR (5-formamido-4-

imidazolecarboxamida ribonucleótido) los cuales presentan un gran interés en la regulación de 

varios genes, mediante mecanismos llamados Riboswitchs, los cuales actúan estabilizando las 

regiones 5’ no traducidas de varios genes (Kim et al., 2015), favoreciendo así su traducción. Por lo 

tanto, es posible que un mecanismo que incluya el gen purA esté involucrado en la regulación de 

la actividad de BarA, incluso en una cepa donde los niveles de CsrA son los de una silvestre.    

 

vi) ArgR en la activación cinasa de BarA 

 

En otra mutante que encontramos, el transposón se había incorporado en la región regulatoria 

incluyendo el codón de inicio del gen argR, quien es un regulador transcripcional. Es importante 

mencionar que la mutación provocada por la inserción de transposón generó un promotor 

putativo y un codón de inicio alternativo (Apéndice H), por lo que no se descarta que la proteína se 

Figura 12. Ensayo de la actividad β-galactosidasa de la cepa IFC5010 (círculo) y la cepa IFC5010P1:TnpurA 
(cuadros), encontrando que la actividad de la cepa mutante era mayor. Se realizaron 3 ensayos 
independientes encontrando valores similares en todos los casos.   
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esté expresando de manera diferente a como es su regulación en una cepa silvestre y haya 

mayores, menores o nula presencia de la proteína. 

 

Con el fin de evaluar el efecto de la mutante en argR, al igual que en la mutante anterior 

(purA) se tuvo que transferir la mutación mediante transducción por el fago P1 a la cepa IFC5010, 

debido a la formación de biopelícula. Al realizar el ensayo de β-galactosidasa de la cepa IFC5010 

P1:argR, se observó que la actividad llegaba a valores similares a los presentados por una cepa 

silvestre (Fig. 13). Sin embargo, esta mutación en fondo silvestre no presentó diferencias 

significativas con respecto a la cepa KSB837 utilizada como control, este se puede deber a que la 

mutación TnargR solamente presenta su efecto en una cepa ΔcsrA. 

 

El gen argR es un regulador transcripcional que en conjunto con L-arginina, reprime o 

activa la expresión de varios genes entre los que destacan transportadores de arginina e histidina, 

así como las enzimas involucradas en el metabolismo de la L-arginina  (Caldara et al., 2006). Este 

efecto es mediante la unión de ArgR/L-arginina a  secuencias de 18 pares de bases denominadas 

cajas ARG ubicadas en los promotores (Cunin et al., 1983). Estas secuencias no se encuentran ni en 

Figura 13. Ensayo de la actividad β-galactosidasa de la cepa mutante en argR transducida en la cepa IFC5010 
(triángulos)  que alcanza valores similares a los de una cepa silvestre (rombos). La cepa IFC5010 (cuadros) se 
usó como control. Se realizaron 3 ensayos independientes encontrando valores similares en todos los casos. 
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barA, uvrY o csrBC, por lo tanto el efecto observado es muy posible que se deba a alguno de los 

genes regulados río abajo por ArgR, entre los que se encuentran proteínas de membrana y 

citosólicas que podrían interactuar con BarA provocando su activación como cinasa, aunque no se 

descarta la opción de que dicho factor se esté expresando menos  bajo estas condiciones y por ello 

permita que BarA se active. 

 

 Por lo tanto es necesario en primer lugar generar una mutante dirigida donde argR esté 

ausente o clonar argR bajo un promotor inducible, para así evaluar si el fenotipo observado se 

debe a la ausencia del mismo o a su expresión constitutiva. Posteriormente, podrían construirse 

mutantes de genes que están bajo el control del regulador ArgR, para averiguar si alguno de ellos 

afecta directamente la actividad de BarA. Estos experimentos están siendo realizados en el 

laboratorio, aunque ya no forman parte de esta tesis. 
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CONCLUSIONES  

      

 La activación del operón críptico bgl es capaz de degradar compuestos β-galactósidos 

como el X-gal pero no como el ONPG 

 El o los elementos que inhiben la actividad cinasa de BarA en una cepa ΔcsrA 

posiblemente interactúan en alguna región dentro de los primeros 248 residuos de la 

proteína 

 BarA codificado a partir del dominio H1 presenta una actividad de cinasa constitutiva  

 La mutación de PurA permite la mayor expresión de csrB tanto en una cepa silvestre como 

una ΔcsrA, además es posible que sea el intermediario en el efecto de ppGpp sobre la 

mayor expresión de csrB  

 Algún gen cuya expresión está regulada por ArgR  podría estar involucrado en la 

regulación de la actividad de BarA. 
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APE NDICES 

En todas las secuencias de las mutantes se muestran aproximadamente los primeros 1,100 

nucleótidos río arriba del inicio de la secuenciación, es decir, los obtenidos por parte de la Unidad 

de Biología Molecular del IFC. En algunos casos no se muestran en su totalidad algunos marcos de 

lectura abiertos o regiones regulatorias. En color gris se marca la secuencia correspondiente al 

transposón pBSL181, subrayado en amarillo se marca la secuencia río abajo del mismo, la cual 

corresponde al genoma de E. coli y la estrella roja (*) delimita una región de la otra. 

 

Apéndice A) Ubicación del transposón pBLS181 en el gen reportero csrB-lacZ 

TGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGC

GGGGCGTAATTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGTTGCTACGCCTGAATAAGT

GATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGGACGCGTCAATTCGAGCTCCACCGATCCGGGATCAT

ATGACAAGATGTGTATCCACCTTAACTTAATGATTTTTACCAAAATCATTAGGGGATTCATCAG*A

GCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAG

TTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGAAGCGGTGCCGGAAAGC

TGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACTGGCAGATGCACGGT

TACGATGCGCCCATCTACACCAACGTAACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACG

GAGAATCCGACGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCCAG

ACGCGAATTATTTTTGATGGCGTTAACTCGGCGTTTCATCTGTGGTGCAACGGGCGCTGGGTCGGT

TACGGCCAGGACAGTCGTTTGCCGTCTGAATTTGACCTGAGCGCATTTTTACGCGCCGGAGAAAAC

CGCCTCGCGGTGATGGTGCTGCGTTGGAGTGACGGCAGTTATCTGGAAGATCAGGATATGTGGCGG

ATGAGCGGCATTTTCCGTGACGTCTCGTTGCTGCATAAACCGACTACACAAATCAGCGATTTCCAT

GTTGCCACTCGCTTTAATGATGATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCAGATGTGCGGC

GAGTTGCGTGACTACCTACGGGTAACAGTTTCTTTATGGCAGGGTGAAACGCAGGTCGCCAGCGGC

ACCGCGCCTTTCGGCGGTGAAATTATCGATG 

 

La inserción del transposón dentro del gen lacZ se produjo en el nucleótido 77. 
 

Apéndice B) Ubicación del transposón pBLS181 en el operón bglFGD 

GCAGTTAATGCGCGAAATGCTGCAATTAATAAAATTTCAGTTCAGCCTTAATTACCAGGAAGAAAG

CTTGAGTTATCAGCGACTGGTTACACATCTGAAGTTTTTATCCTGGCGTATTCTTGAACATGCTTC

AATTAACGATAGTGATGAATCATTACAACAAGCAGTAAAACAAAATTACCCGCAAGCATGGCAATG

TGCGGAACGGATCGCCATTTTTATTGGTTTGCAGTATCAACGTAAAATTTCACCCGCAGAGATTAT

GTTTTTAGCCATAAATATAGAGCGCGTGCGCAAAGAACACTGAAATATTATTACTGAGTAAAGGAT

TGTTACCGCACTAAGCGGGCAAAACCTGAAAAAAATTGCTTGATTCACGTCAGGCCGTTTTTTTCA

GGTTTTTTTT*TGGAGTTTTGCCGCAAAGCGGTAGAGGGCAAGTTATGACGGAGTTAGCCAGAAAA

ATAGTCGCAGGAGTCGGGGGCGCAGATAACATTGTGAGTCTGATGCATTGCGCAACGCGATTACGT

TTTAAATTAAAGGATGAAAGCAAAGCGCAAGCAGAGGTACTGAAAAAGACCCCCGGTATTATTATG

GTGGTGGAAAGCGGTGGCCAGTTTCAGGTGGTCATAGGTAACCATGTGGCCGATGTCTTCCTGGCG
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GTTAACAGTGTGGCAGGCCTTGACGAAAAAGCGCAACAGGCACCGGAAAATGATGATAAAGGTAAT

CTGCTAAACCGCTTTGTTTATGTTATTTCAGGTATTTTTACGCCTCTGATCGGTTTGATGGCGGCA

ACCGGGATCTTGAAAGGTATGCTGGCTCTGGCGCTCACTTTTCAGTGGACGACCGAACAAAGTGGT

ACTTATTTAATTTTATTCAGCGCCAGTGATGCCTTGTTTTGGTTCTTCCCGATAATCCTGGGATAC

ACCGCGGGGAAACGCTTCGGCGGTAATCCATTTACTGCCATGGTGATTGGTGGAGCGTTAGTGCAT

CCATTAATTCTGACTGCTTTCGAGAACGGGCAAAAAGCGGATGCGCTGGGGCTGGATTTCCTGGGT

ATTCCGGTCACATTGTTGAATTACTCGTCATCGGTTATTCCCATTATTTTTTCTGCCTGGTTGTGC 

 

En rojo se marca el codón de inicio del gen bglF. 

  

Apéndice C) Ubicación del transposón pBLS181 en el operón rhaBAD 

GTCATCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCG

ATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGTTGCT

ACGCCTGAATAAGTGATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGGACGCGTCAATTCGAGCTCCAC

CGATCCGGGATCATATGACAAGATGTGTATCCACCTTAACTTAATGATTTTTACCAAAATCATTAG

GGGATTCATCAG*CGTTTCGGCCCCGGAATCAGCCGCATAGCCTGTTCCAGATCGGCACGTAGCTC

ACTGGCATTACGCGCTTTGCCCGGATAATTGCCTGTGGCCTGAATCCCCCCGGTCAGCGAACCTTC

CGGGTTTTCAAAACCGGAAACATCATCGCCCTGCCAGCAGTGCATTGAAACGGGTAAACGATCAAG

TTGGCGCAGCGCCTCCTCGACATCATCCCCACCGCCGCGAAACGCTGTTTCGCTAGCTCCCAGGCC

TGTTCCAGTTGAGTGGTCATGCGCAAAGCTCCTTTGTCTGTCGTGTAGAGTGAATCTGCGCCACAT

AGTGGGCAATTTCACTGTCAGGATTAGGGGTAAAGGTGGTCAGATTCGCGGTGGTGCTGACGACCT

GACGGAAATCATCCACATTGTTGAGTTCATCCAGCGTCATTAACTGGATGCCGATATTGCCGAGCG

TCGAGGCTTCAACAGGCCCGGCGATCACCCGAATACCGCAGGCATCGGCGCATAGCTGGTTGAGCA

GCGTGTTCTGGCAGCCTCCGCCGACAATATGCAGTTGCGAGAAATCTTCACCGCGCAGCTGCGCCA

GCTCATGCAACACATCGGCATACAGCAGCGCCAGACTGTCGAAAATGCAGCGCGCCAGTTCAGCAT

CACTTTTCCGGGATCGGTTGCGCCTTCCCGACACGCAGCCTGAATTTCGCTGCACATCGTCTCAGT

AATAAAAGCGCTCATTGGGGAATTG 

 

La inserción del transposón dentro del gen rhaA se produjo en el nucleótido 195.  

 

 

Apéndice D) Secuencia de nucleótidos del operón rhaBAD 

CAACAAAGCCTGGTTTGGTCGCCCGACGCATCCGGGTAATGTCATAGGTCACTGGATTTGCCCGCA

GGGTAATGAGATTCCAGTGGTCGCCGTTGCCAGCCATGATACCGCCAGCGCGGTTATCGCCTCGCC

GTTAAACGGCTCACGTGCTGCTTATCTCTCTTCTGGCACCTGGTCATTGATGGGCTTCGAAAGCCA

GACGCCATTTACCAATGACACGGCACTGGCAGCCAACATCACCAATGAAGGCGGGGCGGAAGGTCG

CTATCGGGTGCTGAAAAATATTATGGGCTTATGGCTGCTTCAGCGAGTGCTTCAGGAGCAGCAAAT

CAACGATCTTCCGGCGCTTATCTCCGCGACACAGGCACTTCCGGCTTGCCGCTTCATTATCAATCC

CAATGACGATCGCTTTATTAATCCTGAGACGATGTGCAGCGAAATTCAGGCTGCGTGTCGGGAAAC

GGCGCAACCGATCCCGGAAAGTGATGCTGAACTGGCGCGCTGCATTTTCGACAGTCTGGCGCTGCT

GTATGCCGATGTGTTGCATGAGCTGGCGCAGCTGCGCGGTGAAGATTTCTCGCAACTGCATATTGT

CGGCGGAGGCTGCCAGAACACGCTGCTCAACCAGCTATGCGCCGATGCCTGCGGTATTCGGGTGAT



43 

 

CGCCGGGCCTGTTGAAGCCTCGACGCTCGGCAATATCGGCATCCAGTTAATGACGCTGGATGAACT

CAACAATGTGGATGATTTCCGTCAGGTCGTCAGCACCACCGCGAATCTGACCACCTTTACCCCTAA

TCCTGACAGTGAAATTGCCCACTATGTGGCGCAGATTCACTCTACACGACAGACAAAGGAGCTTTG

CGCATGACCACTCAACTGGAACAGGCCTGGGAGCTAGCGAAACAGCGTTTCGCGGCGGTGGGGATT

GATGTCGAGGAGGCGCTGCGCCAACTTGATCGTTTACCCGTTTCAATGCACTGCTGGCAGGGCGAT

GATGTTTCCGGTTTTGAAAACCCGGAAGGTTCGCTGACCGGGGGGATTCAGGCCACAGGCAATTAT

CCGGGCAAAGCGCGTAATGCCAGTGAGCTACGTGCCGATCTGGAACAGGCTATGCGGCTGATTCCG

GGGCCGAAACGGCTTAATTTACATGCCATCTATCTGGAATCAGATACGCCAGTCTCGCGCGACCAG

ATCAAACCAGAGCACTTCAAAAACTGGGTTGAATGGGCGAAAGCCAATCAGCTCGGTCTGGATTTT

AACCCCTCCTGCTTTTCGCATCCGCTAAGCGCCGATGGCTTTACGCTTTCCCATGCCGACGACAGC

ATTCGCCAGTTCTGGATTGATCACTGCAAAGCCAGCCGTCGCGTTTCGGCCTATTTTGGCGAGCAA

CTCGGCACACCATCGGTGATGAACATCTGGATCCCGGATGGTATGAAAGATATCACCGTTGACCGT

CTCGCCCCGCGTCAGCGTCTGCTGGCAGCACTGGATGAGGTGATCAGCGAGAAGCTAAACCCTGCG

CACCATATCGACGCCGTTGAGAGCAAATTGTTTGGCATTGGCGCAGAGAGCTACACGGTTGGCTCC

AATGAGTTTTACATGGGGTATGCCACCAGCCGCCAGACTGCGCTGTGCCTGGACGCCGGGCACTTC

CACCCGACTGAAGTGATTTCCGACAAGATTTCCGCCGCCATGCTGTATGTGCCGCAGTTGCTGCTG

CACGTCAGCCGTCCGGTTCGCTGGGACAGCGATCACGTAGTGCTGCTGGATGATGAAACCCAGGCA

ATTGCCAGTGAGATTGTGCGTCACGATCTGTTTGACCGGGTGCATATCGGCCTTGACTTCTTCGAT

GCCTCTATCAACCGCATTGCCGCGTGGGTCATTGGTACACGCAATATGAAAAAAGCCCTGCTGCGT

GCGTTGCTGGAACCTACCGCTGAGCTGCGCAAGCTGGAAGCGGCGGGCGATTACACTGCGCGTCTG

GCACTGCTGGAAGAGCAGAAATCGTTGCCGTGGCAGGCGGTCTGGGAAATGTATTGCCAACGTCAC

GATACGCCAGCAGGTAGCGAATGGCTGGAGAGCGTGCGGGCTTATGAGAAAGAAATTTTGAGTCGC

CGCGGGTAAACACTGCCGGATGCGGCGCGAGCGCCTTATCCGGCCTACGGGTCGGCAACAGTTGTA

GGCCTGATAAGACGCGACAGCGTCGCATCAGGCATTGATTGCCGGATGCGGCACAAGTGCCTTATC

CGGCCTACAGGTCGGCAATAGTTGTAGGCCTGATAAGACGCGACAGCGTCGCATCAGGCATTGATT

GCCGGATGCGGCACAAGTGCCTTATCCGGCCTACAGGTCGGCAACAGTTGTAGGCCTGATAAGACG

CGACAGCGTCGCATCAGGCATTGATTGCCGGATGCGGCACAAGTGCCTTATCAGGCCTACAGGTCG

GCAATAGTTGTAGGCCTGATAAGACGCGACAGCGTCGCATCAGGCATTGATTGCCGGATGCGGCGC

GAGCGCCTTATCCGGCCTACGGGTCGTGCATCCGACAACACCGAATTTACAGGAACACAGAACATG

CAAAACATTACTCAGTCCTGGTTTGTCCAGGGAATGATCAAAGCCACCACCGACGCCTGGCTGAAA

GGCTGGGATGAGCGCAACGGCGGCAACCTGACGCTACGCCTGGATGACGCCGATATCGCACCATAT

CACGACAATTTCCACCAACAACCGCGCTATATCCCGCTCAGCCAGCCCATGCCTTTACTGGCAAAT

ACACCGTTTATTGTCACCGGCTCGGGCAAATTCTTCCGTAACGTCCAGCTTGATCCTGCGGCTAAC

TTAGGCATCGTAAAAGTCGACAGCGACGGCGCGGGCTACCACATTCTTTGGGGGTTAACCAACGAA

GCCGTCCCCACTTCCGAACTTCCGGCTCACTTCCTTTCCCACTGCGAGCGCATTAAAGCCACCAAC

GGCAAAGATCGGGTGATCATGCACTGCCACGCCACCAACCTGATCGCCCTCACCTATGTACTTGAA

AACGACACCGCGGTCTTCACTCGCCAACTGTGGGAAGGCAGCACCGAGTGTCTGGTGGTATTCCCG

GATGGCGTTGGCATTTTGC 

 

En amarillo se marca la secuencia donde hibrida el oligonucleótido del-rhaA-Fw, en gris del-rhaA-

Rv, en verde rhaB-inORF-Fw y en rojo rhaD-inORF-Rv. El codón de inicio de BglF se  marca en 

púrpura y en azul  el codón de término de rhaA.. 

 

Apéndice E) Ubicación del transposón pBLS181 dentro del ORF de barA 

TGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTG

GCAGGGCGGGGCGTAATTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGTTGCTACGCCTG

AATAAGTGATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGGACGCGTCAATTCGAGCTCCACCGATCCG
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GGATCATATGACAAGATGTGTATCCACCTTAACTTAATGATTTTTACCAAAATCATTAGGGGATTC

ATCAG*TGCTTATCACGAAGAGATGCAGCACAATATCGACCAGGCGACGTCCGATCTGCGTGAAAC

GCTGGAGCAGATGGAAATTCAGAACGTTGAGTTAGATCTGGCGAAAAAGCGCGCCCAGGAAGCGGC

GCGTATTAAATCCGAGTTTCTGGCAAATATGTCACACGAGCTGCGTACACCACTGAATGGTGTTAT

TGGCTTTACCCGCCTGACGCTGAAAACAGAATTAACACCAACGCAGCGCGATCACCTGAATACGAT

TGAACGTTCGGCAAATAATTTGCTGGCAATTATTAATGATGTTCTCGACTTCTCGAAACTGGAAGC

AGGTAAGCTGATTCTGGAAAGTATTCCATTCCCACTACGCAGCACGCTGGATGAAGTCGTTACTCT

GCTGGCACATTCTTCTCACGATAAAGGGTTAGAACTGACGCTCAATATTAAAAGCGACGTGCCTGA

TAACGTGATCGGCGACCCGCTGCGATTACAGCAAATCATCACTAACCTGGTGGGGAATGCAATTAA

ATTCACCGAGAATGGCAACATTGATATTCTGGTAGAAAAACGTGCGCTGAGTAATACCAAAGTGCA

GATTGAAGTGCAGATTCGGGATACCGGCATTGGTATTCCTGAACGCGATCAATCGCGCTTATTCCA

GGCCTTCCGACAGGCTGATGCCAGTATTTCCCGCCGTCATGGTGGCACCGGGCTGGGGGCTGGTGA

TTACACAAAAACTGGTTAATGAAATGGGGCCGGCGATA 

 

Subrayado en negro se encuentra el promotor putativo. 

 

Apéndice F) Secuencia de nucleótidos de barA 

CCGGGGATAAATAGCGTTTTGCCGTTATGTCGCGCCACGCCCTGACCAAAAGAGTCGAGGTCGTTG

ACTGAAACGGTTATGATCTGACGCGTCGTCGTGCGTCGTTTTGCAGAGTAGAATTGCGCCATTGGC

GAGACTTTCTCAATTTAACAGTGTGACCTTAATTGTCCCATAACGGAACTCCATGACCAACTACAG

CCTGCGCGCACGCATGATGATTCTGATCCTGGCACCGACCGTCCTTATTGGTTTATTGCTGAGTAT

CTTTTTCGTCGTGCATCGCTATAACGACTTGCAGCGTCAACTGGAAGATGCCGGTGCCAGCATTAT

TGAGCCGCTTGCAGTTTCTACTGAATATGGCATGAGCCTGCAAAATCGCGAATCTATCGGTCAGTT

AATAAGCGTACTGCATCGTCGCCATTCCGATATTGTTCGCGCGATTTCGGTTTATGATGAAAATAA

CCGACTCTTTGTCACCTCCAATTTTCATCTTGATCCCTCATCAATGCAGCTCGGCAGCAACGTGCC

GTTTCCTCGCCAGCTCACTGTCACTCGTGACGGCGATATTATGATCCTCCGCACGCCGATTATTTC

TGAGAGTTACTCCCCCGACGAATCGCCCAGTAGCGATGCCAAAAATAGTCAAAATATGTTGGGATA

TATTGCGCTGGAGCTGGATCTTAAATCGGTTCGCTTGCAGCAATATAAAGAGATCTTTATTTCCAG

CGTGATGATGCTGTTTTGTATCGGTATTGCGCTTATTTTTGGCTGGCGCTTAATGCGCGATGTAAC

CGGTCCGATTCGCAACATGGTGAATACCGTCGACCGCATCCGTCGCGGGCAACTCGACAGCCGGGT

GGAAGGATTTATGCTCGGCGAGCTGGATATGCTGAAAAACGGTATCAACTCGATGGCAATGTCGCT

GGCTGCTTATCACGAAGAGATGCAGCACAATATCGACCAGGCGACGTCCGATCTGCGTGAAACGCT

GGAGCAGATGGAAATTCAGAACGTTGAGTTAGATCTGGCGAAAAAGCGCGCCCAGGAAGCGGCGCG

TATTAAATCCGAGTTTCTGGCAAATATGTCACACGAGCTGCGTACACCACTGAATGGTGTTATTGG

CTTTACCCGCCTGACGCTGAAAACAGAATTAACACCAACGCAGCGCGATCACCTGAATACGATTGA

ACGTTCGGCAAATAATTTGCTGGCAATTATTAATGATGTTCTCGACTTCTCGAAACTGGAAGCAGG

TAAGCTGATTCTGGAAAGTATTCCATTCCCACTACGCAGCACGCTGGATGAAGTCGTTACTCTGCT

GGCACATTCTTCTCACGATAAAGGGTTAGAACTGACGCTCAATATTAAAAGCGACGTGCCTGATAA

CGTGATCGGCGACCCGCTGCGATTACAGCAAATCATCACTAACCTGGTGGGGAATGCAATTAAATT

CACCGAGAATGGCAACATTGATATTCTGGTAGAAAAACGTGCGCTGAGTAATACCAAAGTGCAGAT

TGAAGTGCAGATTCGGGATACCGGCATTGGTATTCCTGAACGCGATCAATCGCGCTTATTCCAGGC

CTTCCGACAGGCTGATGCCAGTATTTCCCGCCGTCATGGTGGCACCGGGCTGGGGCTGGTGATTAC

ACAAAAACTGGTTAATGAAATGGGCGGCGATATTTCGTTCCATAGCCAGCCGAATCGCGGTTCAAC

TTTCTGGTTCCACATTAATCTCGATCTGAACCCGAACATTATTATCGAAGGGCCATCCACCCAGTG

CCTCGCAGGTAAGCGCCTGGCCTATGTCGAACCAAACTCCGCAGCAGCGCAATGCACGCTGGATAT

TTTAAGTGAAACGCCGCTGGAAGTGGTTTATAGCCCAACGTTCTCCGCGCTGCCTCCCGCGCATTA
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CGACATGATGTTGTTAGGCATCGCGGTGACCTTCCGCGAGCCGCTAACAATGCAACATGAGCGATT

AGCGAAAGCGGTATCGATGACCGATTTCCTGATGCTGGCACTTCCTTGCCATGCACAAGTCAATGC

TGAAAAACTCAAGCAAGATGGTATCGGCGCGTGTCTGCTGAAACCATTAACACCTACACGCCTGTT

GCCTGCCCTGACGGAATTTTGTCATCACAAACAAAACACGCTTTTGCCTGTAACCGATGAAAGTAA

GCTGGCAATGACAGTCATGGCGGTTGATGACAACCCCGCTAACCTGAAACTTATCGGCGCATTGCT

GGAAGATATGGTGCAACATGTGGAACTTTGCGATAGCGGGCATCAGGCGGTTGAACGGGCGAAACA

GATGCCGTTCGATTTGATCTTAATGGATATTCAAATGCCGGACATGGATGGCATTCGGGCCTGCGA

ACTCATCCACCAACTCCCGCATCAGCAACAAACGCCGGTTATCGCGGTAACGGCGCATGCAATGGC

CGGGCAAAAAGAGAAGCTGCTTGGCGCAGGGATGAGCGATTATCTGGCGAAACCGATTGAAGAAGA

GCGATTGCATAATTTGTTGTTGCGCTACAAGCCTGGCAGCGGTATTTCCTCTCGCGTCGTGACGCC

CGAAGTCAACGAAATTGTGGTGAACCCGAATGCGACCCTCGACTGGCAACTGGCACTACGCCAGGC 

AGCAGGAAAAACCGATTTAGCGCGCGATATGCTGCAAATGTTACTCGATTTCCTGCCTGAAGTTCG

CAACAAAGTTGAGGAACAGCTGGTTGGAGAAAACCCGGAAGGCCTGGTTGATTTGATTCATAAACT

GCATGGCAGTTGCGGCTATAGCGGTGTGCCACGTATGAAGAATCTCTGCCAACTGATCGAACAACA

GCTACGTAGCGGTACTAAAGAAGAAGATTTGGAACCGGAGCTGCTGGAACTGTTGGACGAGATGGA

TAATGTCGCGCGCGAAGCCAGCAAAATTCTCGGGTAATGGATGTCTTGTCGAGTAGCAATCGGCTT

TTTATGACGCTGGTTTCAGATTGGTGACAAAGTGCCTGTGTTTATGCCGGATGCGGCGTTAACGCC

TTATCCGGCCTACAAAACCAATTAAATTCAATGAATTAAAAAATGATGTAGACCTGATACATAGCA

CAACAGGCTATTTTGCGTTTAGCATCAGTCTCAAACCGGCTCCAGATAGAGCCGGTTTTGGTTTTC

TGTCTTAACGCACCATGCACGGGCGCTTGTTATCGAACGTCCAGCCAGGAATCAGA 

 

En amarillo se marca la secuencia donde hibrida el oligonucleótido BarA100up-Fw, en verde se 

marca la secuencia donde hibrida el oligonucleótido BarAHind-Rv. El codón de inicio de BarA se 

marca en color rojo y el codón de término en azul. 

 

Apéndice G) Ubicación del transposón pBLS181 dentro del ORF del gen purA 

AAAGTAGGACTGGAGTTTCATGCCGTTTGTGATGGCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTA

CAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCCCTTAA

ACGCCTGGTTGCTACGCCTGAATAAGTGATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGGACGCGTCA

ATTCGAGCTCCACCGATCCGGGATCATATGACAAGATGTGTATCCACCTTAACTTAATGATTTTTA

CCAAAATCATTAGGGGATTCATCAG*CTGCAAGCAGGGTAACGAATTCGGCGCAACTACGGGGCGT

CGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGTGCGGTACAGCTGAACTCCCTGTCT

GGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGCCTGAAAGAGGTTAAACTCTGCGTGGCTTAC

CGTATGCCGGATGGTCGCGAAGTGACTACCACTCCGCTGGCAGCTGACGACTGGAAAGGTGTAGAG

CCGATTTACGAAACCATGCCGGGCTGGTCTGAATCCACCTTCGGCGTGAAAGATCGTAGCGGCCTG

CCGCAGGCGGCGCTGAACTATATCAAGCGTATTGAAGAGCTGACTGGTGTGCCGATCGATATCATC

TCTACCGGTCCGGATCGTACTGAAACCATGATTCTGCGCGACCCGTTCGACGCGTAATTCTGGTAC

GCCTGGCAGATATTTTGCCTGCCGGGCGAACAGTGTGATACATTGCTGTGTCGGGTAAGCCATTAC

GCTATCCGACACAGTGTTAAATCCTCGCTTTTTTCCTTCCCCGAACTGAAATAAATTAGCGACACA

GCTTGTGGCTGGTTTATCATCAATATAAATGTATTTTTTCCCGATTTCCCTTTTGAGGTTGATGTG

CAGTTAACGAGTTTCACTGATTACGGATTACGTGCGCTGATCTACATGGCGTCATTGCCAGAAGGG

CGGATGACCAGTATTTCTGAAGTGACTGACGTCTACGGCGTCTCCCGTAATCATATGGTCAAAATA

ATCAATCAACTTAGTCGTGCGGCTACGTGACTGCTGTTCGTGAAAAAAATGCGCATTCGCTGGGTA

ACGGCGAGTGCGATACGTATTGATGATGTGATGCGCGACTTGGAGCCATTCGCTGCTGAATTGCAA

GA 
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La inserción del transposón dentro del gen purA se produjo en el nuceótido 873 y en rojo se marca 
el último codón del ORF de purA. 
 

Apéndice H) Ubicación del transposón pBLS181 en la región regulatoria de argR  

TCAGCGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATTTTT

TTAAGGCAGTTATTGGTGCCCTTAAACGCCTGGTTGCTACGCCTGAATAAGTGATAATAAGCGGAT

GAATGGCAGAAATTCGGACGCGTCAATTCGAGCTCCACCGATCCGGGATCATATGACAAGATGTGT

ATCCACCTTAACTTAATGATTTTTACCAAAATCATTAGGGGATTCATCAG*TGCGAAGCTCGGCTA

AGCAAGAAGAACTAGTTAAAGCATTTAAAGCATTACTTAAAGAAGAGAAATTTAGCTCCCAGGGCG

AAATCGTCGCCGCGTTGCAGGAGCAAGGCTTTGACAATATTAATCAGTCTAAAGTCTCGCGGATGT

TGACCAAGTTTGGTGCTGTACGTACACGCAATGCCAAAATGGAAATGGTTTACTGCCTGCCAGCTG

AACTGGGTGTACCAACCACCTCCAGTCCATTGAAGAATCTGGTGCTGGATATCGACTACAACGATG

CAGTTGTCGTGATTCATACCAGCCCTGGCGCGGCGCAGTTAATTGCTCGCCTGCTGGACTCACTGG

GCAAAGCAGAAGGTATTCTGGGCACCATCGCTGGCGATGACACCATCTTTACCACCCCTGCTAACG

GTTTCACAGTCAAAGACCTGTACGAAGCGATTTTAGAGCTGTTCGACCAGGAGCTTTAATCTCTGC

CCCGTCGTTTCTGACGGCGGGGAAAATGTTGCTTATCCCTCTCAACCCCCTGCTTTCCCCTGCGAT

TAATTTAACGAATAGTGCGTTTTACTGCGACATGTCATTCACACAATGAATACATAAAGGTAAAAA

AAAGCACATTATGCAAAATTTCATTTATCTAAATTGAAAAAAAACTAGAAATTAAACGATAAAATA

AACCGTATTTTTTAAATTTCTTTTTTTTGCTATAAAAATCACATTTTTAACACTTAGTATCCACTG

AACCAGCTTAGCGCGGTATTAAATAGGCTCATAACTTTAGCTGGTAATAAACTATTGCATATG 

 

Subrayado en negro se encuentra el promotor putativo; en rojo se marca el codón alternativo de 

inicio y en verde el codón de paro de argR 
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